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RESUMO

A transmissdo das espécies de Leishmania aos hospedeiros vertebrados envolve
varias espécies de flebotomineos no Brasil. Um estudo sobre a composicdo da
fauna de flebotomineos foi realizado no municipio de Divindépolis, Minas Gerais,
Brasil, area endémica para leishmaniose tegumentar (LT), e de transmissdo
moderada para leishmaniose visceral (LV). Foram realizadas coletas sistematizadas
mensais para captura de flebotomineos durante um ano, de setembro de 2010 a
agosto de 2011, com armadilhas luminosas HP instaladas em area urbana, em 15
peridomicilios de casas onde se registrou pelo menos um caso de LT ou LV, eem 5
fragmentos de mata. Também foram realizadas coletas ndo sistematizadas
utilizando armadilhas de Shannon nos fragmentos de mata. A deteccdo de DNA de
Leishmania sp. nos espécimes de flebotomineos foi realizada por meio da Reacgéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e para a identificagdo da amostra positiva foi
utilizada a técnica de sequenciamento genético de fragmentos de DNA. Um total de
1.088 espécimes de flebotomineos foram coletados pertencentes ao género
Brumptomyia e Lutzomyia, e 18 espécies. Lutzomyia longipalpis, o principal vetor da
Leishmania infatum no Brasil, foi a espécie mais freqiente, sendo encontrada em 14
das 20 localidades. As espécies Lu. longipalpis e Lu. whitmani foram as Unicas
coletadas em todos os meses de estudo. Nenhuma das espécies foi encontrada em
todas as localidades de estudo. As cinco espécies mais frequentes foram: Lu.
longipalpis (76,9%), Lu. lenti (8,3%), Lu. whitmani (5,0%), Lu. sallesi (2,8%) e Lu.
aragaoi (2,2%). Nao foi observada correlacdo estatisticamente significativa entre
densidade total de flebotomineos e variaveis climaticas durante o periodo de estudo.
As analises moleculares detectaram DNA de Leishmania infantum em um exemplar
de Lu. longipalpis. Os dados apontam para a necessidade de medidas de controle
da populacéo de flebotomineos no municipio de Divinépolis e ado¢éo de estratégias

de vigilancia entomoldgica.
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ABSTRACT

The transmission of Leishmania species to vertebrate hosts involves several species
of sand flies in Brazil. A study of the sand flies fauna composition was carried out in
the city of Divinopolis, Minas Gerais state, Brazil, an endemic area for cutaneous
leishmaniasis (CL), and of moderated transmission of visceral leishmaniasis (VL).
Monthly systematic collections were made during one year, from September 2010 to
August 2011. The HP light traps were installed inperidomicile of 15 houses where at
least one case of CL or VL has been recorded and in five forested areas.
Systematized collections were carried out using Shannon traps. The detection of
DNA of Leishmania sp. in the sand fly specimens was performed by Polymerase
Chain Reaction (PCR) and the technique for identification of positive samples genetic
sequencing of DNA fragments technique. A total of 1,088 specimens of sand flies
were collected, belonging to the genera Brumptomyia e Lutzomyia and 18 species.
Lutzomyia longipalpis, the main vector of Leishmania infatum in Brazil, was the most
frequent species, being collected in 14 of the 20 locations. The species Lu.
longipalpis and Lu. whitmani were the only ones collected in every month studied.
None of the collected species were found in all localities sampled. The five most
abundant species were: Lu. longipalpis (76.9%), Lu. lenti (8.3%), Lu. whitmani
(5.0%), Lu. sallesi (2.8%) and Lu. aragaoi (2.2%). No significant statistical correlation
between the total sand fly density and the climatic variables was found. Molecular
analysis identified natural infection by Leishmania infantum in one specimen of Lu.
longipalpis. The data points to for measures to control the sand fly populations and

adoption of strategies for entomological surveillance in Divindpolis municipality.
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Introdugado

1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo doencgas causadas por protozoarios flagelados do
género Leishmania Ross, 1903, pertencentes a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae. Este género é digenético e se apresenta sob duas formas
bésicas: uma flagelada denominada promastigota, que é encontrada no tubo
digestorio do inseto vetor e em alguns meios de cultura e outra forma sem flagelo
externo, denominada amastigota, que € intracelular obrigatoria, encontrada nas

células do sistema fagocitario dos hospedeiros vertebrados (Ward, 1985).

As leishmanioses ocorrem em 88 paises de quatro continentes e sao
estimados 1,6 milhdes de casos novos por ano (WHO, 2010). A transmisséo entre
0s hospedeiros vertebrados é feita pela picada de pequenos insetos pertencentes a
ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (Martins et al., 1978).
Segundo Young e Duncan (1994) os vetores de Leishmania ssp nas Américas
pertencem a apenas um género, Lutzomyia, enquanto Galati (2003) os inclui em
varios géneros, com destaque para: Lutzomyia, Migonemyia, Pintomyia,
Bichronomyia, Psychodopygus, Nyssomyia e Trichophoromyia.

Os parasitos do género Leishmania podem causar doencas, que se
apresentam sob duas formas clinicas basicas, a leishmaniose tegumentar (LT) e a

leishmaniose visceral (LV).

1.2 A leishmaniose tegumentar

A LT é uma doenca que acompanha o homem desde a antiguidade, existindo
relatos e descricbes na literatura desde o séc. | d.C. (Lainson, 1997; Camargo &
Barcisnki, 2003).

Nas Américas, foram encontradas ceramicas pré-colombianas, datadas de
400 a 900 anos d.C., feitas pelos indios do Peru, que apresentavam mutilacdes de
labios e narizes, caracteristicas da espundia, hoje, conhecida como leishmaniose
cutaneo-mucosa (Lainson & Shaw, 1988). Posteriormente, em estudos de
paleoparasitologia, foram descobertas mumias com lesdes de pele e mucosas
caracteristicas da leishmaniose tegumentar. A primeira referéncia de LT no Brasil

encontra-se no documento da Pastoral Religiosa Politico-Geogréafica de 1827, citado
17
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no livro de Tello intitulado “Antiguidad de la Syfilis en el Peru” (Camargo & Barcisnki,
2003).

A LT pode apresentar variados agentes etioldgicos, reservatorios, vetores e
padrées de transmissdo. O conhecimento sobre determinados aspectos desta
zoonose ainda € limitado, o que dificulta a elaboracdo de estratégias de controle.
Esta doenca € considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como uma
das seis mais importantes doencas infecciosas, devido as suas altas taxas de
incidéncia e morbidade (WHO, 2010).

Segundo a OMS, 350 milhdes de pessoas vivem em locais de risco paraa LT
em todo o mundo. Apresenta ampla distribuicdo mundial e no Continente Americano
com registro de casos desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da

Argentina, com excecédo do Chile e Uruguai (Brasil, 2007).

A LT apresenta-se em franca expanséo geografica no Brasil, e atualmente,
sua ocorréncia ndo mais se restringe as areas onde pessoas entram em contato
com matas e animais silvestres, mas ocorre também em areas rurais, e regides

periurbanas e urbanas (Dias et al., 2007).

No Brasil, a partir da década de 80, as taxas de incidéncia da LT apresentam
tendéncia de crescimento, com aumento no nimero de casos registrados por ano.
Por exemplo, no ano de 1980 foram registrados 3.000 casos e no ano de 1995,
35.748 casos. Nos ultimos anos, todas as unidades federadas registraram casos
autoctones da doenca. De 1985 a 2005, houve uma taxa média anual de 28,568
casos autéctones registrados e uma taxa de deteccdo média de 18,5 casos a cada
100.000 habitantes (Brasil, 2007).

Os primeiros casos registrados de LT no Estado de Minas Gerais foram
associados ao desmatamento para a constru¢do de rodovias e atividades agricolas
(Orsini, 1940; Martins et al., 1956; Gontijo et al., 2002). No entanto, a partir da Gltima
década, a epidemiologia da doenca sofreu alteracdes, sendo descritos casos em
assentamentos rurais, areas peri-urbanas e areas urbanas de cidades de médio e
grande porte (Lainson, 1989; Passos et al., 1993; Carvalho et al., 2006; Silva et al.,
2006).
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1.3 A leishmaniose visceral

A LV, também conhecida como calazar, possui um amplo espectro
epidemiologico podendo ocorrer em regibes de clima tropical, subtropical e
temperado (Deane & Deane, 1962; Alvar et al., 2004). Clinicamente a doenca €&
caracterizada por acessos de febre irregular, perda substancial de peso,
esplenomegalia, hepatomegalia e pancitopenia. Quando ndo tratada, geralmente é
fatal no periodo de dois anos. A doenca apresenta elevadas taxas de letalidade,

cerca de 50.000 pessoas morrem com LV, anualmente (WHO, 2010).

Nas Américas, a LV humana ocorre desde o sul do México até o norte da
Argentina, sendo o Brasil responsavel por 90% dos casos ocorridos no continente
(Monteiro et al., 1994; Soares & Turco, 2003). Alves & Bevilacqua (2004), entretanto,
apontam que os dados relativos a morbidade da LV no Brasil ndo sé&o precisos, uma
vez que o progresso e aperfeicoamento das técnicas para o diagnostico da LV
humana ocorreu recentemente. Além disso, ha o problema da subnotificacdo, que
ocorre tanto por dificuldade ou auséncia de diagndstico, ou pela ndo realizacdo do
procedimento de envio de dados ao Ministério da Saude. Assim, o numero de
pessoas expostas a infeccdo ou infectadas é em algumas areas muito maior do que

0 numero de casos detectados (Moreno et al., 2002).

O registro do primeiro caso da LV no Brasil ocorreu em 1913, quando Migone,
no Paraguai, descreveu o caso em material de necropsia de paciente oriundo de
Boa Esperanca, Mato Grosso do Sul (Alencar & Dietze, 1991). Em anos posteriores,
a partir de um estudo realizado para o diagnostico e distribuicdo da febre amarela no
Brasil, encontraram-se 41 casos positivos para Leishmania sp., sendo identificados
em laminas de viscerotomias praticadas post-mortem, em individuos oriundos das

regioes Norte e Nordeste (Penna, 1934).

No Brasil, ocorre um importante aumento no niamero de casos de LV, desde
1999. A migracdo de pessoas das areas rurais para os suburbios das grandes
cidades resultou em assentamentos de povoados onde 0 parasito pode encontrar
um grande numero de hospedeiros ndo-imunes (WHO, 2010). Estas migracfes
criaram condicOes favoraveis para a emergéncia e reemergéncia de doencgas, como
a LV. Fatores como mudangas ambientais e climéticas, reducdo de investimentos

em saude e educacédo, adaptacdo do vetor aos ambientes modificados, dificuldades

19



Introdugado
de controle da doenca em grandes centros e problemas com saneamento basico

colaboram para o aparecimento de doencas (Gontijo & Melo, 2004).

A LV atualmente é considerada urbanizada, como observado em varios
municipios do pais (Romero & Boelaert, 2010). O municipio de Belo Horizonte e sua
regido metropolitana apresentam casos humanos de LV ha mais de dez anos (Silva
et al., 2001; Margonari et al., 2006; PBH, 2012). A doenca também vem ocorrendo
em outros grandes centros como no Rio de Janeiro-RJ, Aracgatuba-SP, Santarém-
PA, Corumba-MS, Teresina-Pl, Natal-RN, Sao Luis-MA, Fortaleza-CE, Camacari-BA

nos ultimos dez anos (Brasil, 2006).

A LV atinge as cinco regides brasileiras e sua maior incidéncia encontra-se no
Nordeste. Nos ultimos dez anos, o numero de casos notificados na regido Nordeste
foi menor em comparacdo com a década de 90, entretanto cerca de 70% dos casos
de LV no Brasil ainda s&o registrados nessa regido (Ximenes et al.,, 2007). Em
estudo sobre a estimativa e incidéncia das leishmanioses no mundo, Alvar et al
(2012) apontam dados relevantes a respeito do Brasil, destacando que no periodo
de 2003 a 2007 o pais apresentou uma estimativa da incidéncia de LV variando
entre 4.200 e 6.300 casos a cada 100.000 habitantes.

1.4 Agentes etiolégicos dalLTe LV

Os agentes etiologicos da LT e LV séo protozoarios da familia
Trypanosomatidae, género Leishmania Ross, 1903. E um grupo complexo de
organismos, com caracteristicas genéticas, bioquimicas e imunoldgicas
diferenciadas. A estrutura do DNA extranuclear do cinetoplasto (kDNA), presente
nestes organismos, constitui uma caracteristica marcante da ordem Kinetoplastida.
Esta organela apresenta peculiaridades Unicas e um mecanismo impar de replicacéo
(Shlomai, 1994). O DNA do cinetoplasto € constituido por dois tipos de moléculas
circulares, os maxicirculos e os minicirculos, estes ultimos se repetem de cinco a
dez mil vezes por célula. Nas moléculas de minicirculos sdo encontradas regides
conservadas, que sdo constantes entre as espécies, e regides variaveis. A regiao
conservada esta relacionada a replicacdo dos minicirculos e possui de 120 a 200
pares de bases no género Leishmania (Rodgers et al., 1990; De Bruijn & Barker,
1992).
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O género Leishmania possui trés subgéneros: Leishmania sensu stricto,
Viannia e Sauroleishmania. Os subgéneros Leishmania e Viannia incluem cerca de
20 espécies que diferem em sua distribuicdo geogréafica. Na Asia, Africa e Europa, a
LT € causada pela Le. (Le.) major, Le. (Le.) tropica Wright, 1903, Le. (Le.) aethiopica
Manson-Bahr & Cox, 1996 e alguns zimodemos de Le. infantum Nicolle, 1908. Nas
Ameéricas, as espécies mais relacionadas a LT séo: Le. (Vi.) braziliensis, espécie
mais prevalente, seguida por Le. (Le.) amazonensis Lainson & Shaw, 1972 e Le.
(Vi.) guyanensis Floch, 1954, (Ashford & Bettini, 1987; Goto & Lindoso, 2010).

No Brasil, pelo menos sete espécies de Leishmania de ambos os subgéneros
sdo agentes etiologicos de formas tegumentares (Lainson & Shaw, 2005). Destas,
cinco pertecentes ao subgénero Viannia, sdo encontradas principalmente na regiao
amazonica: Le. (Vi.) guyanensis que causa predominantemente lesdo cutanea, em
geral mais de uma e de pouca gravidade e Le. (Vi.) lainsoni Silveira, Shaw, Braga &
Ishikawa, 1987, Le. (Vi.) naiffi Lainson & Shaw, 1989, Le. (Vi.) shawi Silveira,
Lainson, Braga & lIshikawa, 1989 e Le. (Vi.) lindenberg que raramente causam
doenca humana (Passos et al., 1999; Gramiccia & Gradoni, 2005). Leishmania (Vi.)
braziliensis, apresenta ampla distribuicdo geogréafica no Brasil, e em outros paises
da América Latina. Esta espécie causa Ulceras cutaneas e mucosas, e é a espécie

mais frequentemente encontrada parasitando o homem (Lainson & Shaw, 2005).

Somente uma espécie do subgénero Leishmania sensu stricto € considerada
agente etiolégico de LT no Brasil, Le. (Le.) amazonensis. Esta espécie ja foi relatada
no Nordeste, Sudeste e Centro Oeste do Brasil e em geral causa leishmaniose
cutdnea sem envolvimento mucoso, com lesdes Unicas. Em alguns casos, o parasito
pode disseminar-se, metastaticamente, a partir da lesao inicial no local da picada,
para outros locais na pele. Este processo ocasiona lesdes multiplas, ndo ulceradas
caracterizando a forma difusa da doenca, que é de dificil tratamento (Passos et al.,
1999).

A LV é causada por espécies do género Leishmania pertencentes ao
complexo Le. (Le.) donovani (Lainson & Shaw, 1987). A Le. (Le.) donovani, &
encontrada na Asia e Africa e a Le. (Le.) infantum na Asia, Europa, Africa e nas
Américas (Lainson & Rangel, 2003; Shaw, 2006).

Existe uma grande polémica em torno da origem da LV no Novo Mundo, se

ela foi introduzida recentemente, na época da coloniza¢do européia e causada pela
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espécie Le. infantum, ou se a espécie ja ocorre nas Américas ha varios milhdes de
anos, desde a introducédo dos canideos e causada pela Le. chagasi. Os achados de
altas taxas de infeccdo em canideos originarios da Amaz6nia sugerem a origem
autoctone (Lainson & Shaw, 1987). A partir de estudos utilizando técnicas
bioquimicas e moleculares, autores consideram a Le. chagasi e a Le. infantum uma
Unica espécie (Rioux et al., 1990; Cupolillo et al., 1994; Momen et al., 1987; Grimaldi
& Tesh,1993) e aceitam a hipbétese de origem recente nas Américas (Mauricio et al.,
2000). Enquanto o impasse nao se conclui definitivamente, consideraremos Le.
infantum, o agente etiol6gico da LV no Brasil.

Os parasitos do género Leishmania passam por grandes mudancas
morfolégicas em seu ciclo de vida e diferentes estagios em regides distintas dentro
de seus hospedeiros e vetores. Estes apresentam duas morfologias principais no
seu ciclo de vida: amastigota intracelular, encontrada em hospedeiro mamifero e
promastigota encontrada em flebotomineos (Hommel, 1978; Walters, 1993; Bates &
Rogers, 2004; Wheeler et al., 2011).

Gossage et al (2003) considera a biologia do parasito no hospedeiro
vertebrado relativamente simples: promastigotas metaciclicos (formas infectantes)
sdo introduzidos na pele durante o repasto sanguineo das fémeas dos
flebotomineos (Killick-Kendrick, 1990) e invadem os macréfagos transformando-se

em amastigotas intracelulares (Handman & Bullen, 2002).

Porém, estudos indicam que ap0s a inoculacdo na pele do hospedeiro formas
promastigotas metaciclicas s&@o primeiramente fagocitadas por neutrofilos. Os
neutréfilos sdo rapidamente atraidos para o sitio da picada e sao abrigos
temporarios para proteger a Leishmania sp. de um meio extracelular hostil antes de
serem fagocitados pelas células hospedeiras finais, os macréfagos (Van Zandbergen
et al., 2004). Peters et al (2008) mencionam ainda que os neutréfilos infectados
liberam parasitos em estagios de transicdo que estdo mais aptos a serem

fagocitados pelos macréfagos e sobreviverem.

As formas amastigotas sdo arredondadas, sem flagelos exteriorizados e séo
encontradas no sistema linfomonocitario, alojando-se nos fagossomos dos
monaocitos, histidcitos e macrofagos onde vivem e se multiplicam por divisao
assexuada, até romperem a célula, disseminando-se pela via hematogénica e
linfatica (Lainson & Shaw, 1972).
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A infeccéo do vetor, por sua vez, ocorre pela ingestdo de formas amastigotas

do parasito, durante o repasto sanguineo. Neste comportamento os flebotomineos

realizam a telmofagia, durante o processo eles dilaceram 0s pequenos vasos

presentes na derme do hospedeiro produzindo micro hemorragias (Gordon &
Crewe,1952).

Ap6s a ingestdo pelo flebotomineo, o parasito na forma amastigota é
direcionado ao intestino médio do inseto juntamente com o contetdo alimentar. Este
€ envolto pela matriz peritrofica, estrutura quitinosa que envolve o sangue ingerido,
separando-o do epitélio intestinal (Walters et al., 1993; 1995; Pimenta et al., 1997;
Secundino et al., 2005). Ap6s um periodo de doze a vinte horas, as amastigotas
diferenciam-se em promastigotas (Sacks & Perkins, 1984; Descoteaux & Turco,
1999).

Estas formas se dividem por divisdo binaria longitudinal, passando por
mudancas morfolégicas e fisiolégicas. O primeiro estagio no vetor € chamado
promastigota prociclica, que possui baixa motilidade e se replica no interior da matriz
peritréfica. Apos alguns dias, os parasitos se diferenciam em formas alongadas e
com alta motilidade, chamadas nectomonas. Estas se dirigem para o exterior da
matriz peritréfica e se aderem ao epitélio intestinal. As nectomonas se diferenciam

em leptomonas, formas curtas que continuam a se replicar.

Posteriormente, alguns parasitos se diferenciam em formas haptomonas e
outros em promastigotas metaciclicas, que sédo formas longas, apresentam um longo
flagelo, alta motilidade e ndo mais se dividem, sendo estas as formas infectivas para
o hospedeiro vertebrado no momento do proximo repasto sanguineo realizado pelo
flebotomineo (Ashford, 2000; Choi & Lerner, 2001; Bates, 2007).

Nos flebotomineos um padrédo diferente de desenvolvimento é observado nos
dois subgéneros, Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia). Os membros do
subgénero Leishmania se desenvolvem exclusivamente no intestino médio e
intestino anterior de seus vetores (desenvolvimento suprapilario), enquanto 0s
membros do subgénero Viannia, incluem também uma fase de desenvolvimento no
intestino posterior (desenvolvimento peripilario) (Lainson & Shaw, 1987). Ainda ha o
desenvolvimento hipopilarico em que o0s parasitos se desenvolvem na porcao
posterior do intestino do inseto, representado pelo subgénero Sauroleishmania. As
espécies deste género apresentam répteis como hospedeiros vertebrados (Momen

& Cupolillo, 2000; Monteiro, 2012).
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1.5 Hospedeiros e Reservatorios

Segundo a OMS, para ser incriminada como hospedeiro reservatorio, a
populacdo de animais deve ser numerosa, possuir habitos gregérios frequentes, vida
longa, intenso contato com o inseto vetor, infeccéo leve de curso longo e o parasito
infectante deve ser indistinguivel do parasito encontrado no homem (Ashford, 1996).
Considera-se “Reservatoério”, a espécie ou o conjunto de espécies que garantem a
circulacdo de um determinado parasito na natureza dentro de um recorde de tempo

e espaco (Brasil, 2007).

Torna-se relevante reconhecer o0s hospedeiros que sao essenciais a
manutencdo do parasito (reservatorios) daqueles que sdo meramente incidentais
(hospedeiros que se infectam, mas que apresentam baixa transmissibilidade). Entre
os hospedeiros, verifica-se uma grande variedade de mamiferos (Lainson & Shaw,
1988) tais como: roedores, edentados, marsupiais, canideos e primatas. Alguns
destes atuam como reservatérios, mantendo o ciclo nos ambientes silvestre, peri-

urbano e urbano.

Espécie que ocasionam formas tegumentares da leishmaniose podem
apresentar diversos reservatorios silvestres. Leishmania (Le.) amazonensis ja foi
relatada parasitando o roedor Proechimys guyanensis Desmarest, 1817, e com
elevadas taxas de infeccdo 15/57 (26%) (Lainson & Shaw, 1972; Lainson et al.,
1981; Shaw, 1988). Outros mamiferos considerados hospedeiros de Le. (Le.)
amazonensis Sao 0S pequenos roedores silvestres, Oryzomys sp. (Lainson &
Shaw,1968) e Akodon sp. (Telleria et al., 1999) e diversas espécies de marsupiais,

tais como Metachirus sp. e Didelphis sp. (Lainson & Shaw,1998).

Os principais reservatorios de Le. (Vi.) guyanensis sédo: Choloepus didactylus
Linnaeus, 1758 e Tamandua tetradactyla Linnaeus, 1758 (Basano & Camargo,
2004). No entanto, Arias e colaboradores (1981) trabalharam em florestas nos
arredores de Manaus, no Amazonas, e verificaram um alto percentual de infec¢céo

(16/36) por Le. (Vi.) guyanensis em Didelphis marsupialis Linnaeus, 1758.

O ciclo de transmissao de Le. (Vi.) braziliensis é frequentemente associado a
penetragdo humana em regibes de mata (Grimaldi & Tesh, 1993; Gramiccia &
Gradoni, 2005). Em 1970, no Mato Grosso, foi detectada a primeira infec¢ao por Le.
(Vi.) braziliensis em roedores do género Oryzomys (Lainson & Shaw, 1970). Em

Amaraji, Pernambuco, Le. (Vi.) braziliensis foi isolada de Necromys lasiurus Lund,
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1841 e Rattus rattus Linnaeus, 1758 (Brandao-Filho et al., 2003). Na Venezuela,
este parasito também foi isolado em Rattus rattus e Sigmodon hispidus Say & Ord,
1825, o que aponta os roedores como provaveis reservatorios desta espécie (De
Lima et al., 2002). Marsupiais também ja foram encontradas infectadas por Le. (Vi.)
braziliensis, como espécie do género Didelphis (Silva et al., 2005; Schallig et al.,
2007). Em um estudo realizado em Belo Horizonte, de um total de 34 marsupiais do
género Didelphis capturados, Melo (2008), detectou por PCR uma taxa de infeccéo
de 23,5%, e 0 agente etioldégico envolvido foi caracterizado como pertencente ao

complexo Le. (Vi.) braziliensis.

O papel do céao (Canis familiaris Linnaeus, 1758) como mantenedor do ciclo
dos parasitos causadores da LT em focos de transmissdo peridomésticos vem
sendo estudado e discutido por diversos pesquisadores (Dias et al., 1977; Gontijo et
al., 2002; Falqueto et al., 2003). Apesar do encontro de animais naturalmente
infectados por espécies dermotropicas de Leishmania ndo existe um consenso
guanto ao seu papel como reservatério do parasito (Falqueto et al., 1991; Madeira,
2005). Em revisao de mais de 90 estudos sobre a LT em cées Reithinger & Davies
(1999) concluiram que existem apenas evidéncias circunstanciais para suportar a
hipétese de que os cades atuem como reservatorios de Le. (Vi.) braziliensis, sendo

necessarios maiores estudos.

Dantas Torres (2007) considera o cdo um hospedeiro acidental deste
parasito, tendo relevancia nos focos de transmissao peridomiciliar e doméstica com
um papel importante na epidemiologia da LT, ndo necessariamente atuando como

reservatorios da infec¢do, mas atraindo vetores para habitacbes humanas.

Considerando a LV, os principais hospedeiros silvestres do parasito sdo as
raposas e 0s marsupiais. As raposas das espécies Lycalopex vetulus Lund, 1842 e
Cerdocyum thous Studer, 1905 ja foram encontradas naturalmente infectadas.
Sendo o primeiro relato no Ceara (Deane, 1956), mas também ha relatos no Para
(Lainson et al., 1990) e em Minas Gerais (Silva et al., 2000).

Marsupiais do género Didelphis, ja foram encontrados infectados por Le.
infantum na Bahia (Sherlock et al., 1984), no Rio de Janeiro (Cabrera et al., 2003) e
em Belo Horizonte (Sherlock et al.,, 1984; Schallig et al., 2007). Fato esse que
comprova o possivel envolvimento do grupo no ciclo de transmissdo da

leishmaniose nos centros urbanos. Sherlock et al (1988), examinaram 84
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marsupiais, Di. albiventris Lund, 1840, capturados em um foco de LV no estado da
Bahia e isolaram Le. infantum de dois deles. Na Colémbia, Corredor (1989) e Travi
et al (1994), registraram o isolamento de Le. infantum do gamba Di. marsupialis
mediante o cultivo in vitro de baco, figado e pele desses animais em varios meios de

cultura, e da inoculacao intraperitoneal em hamsters.

O isolamento de Le. infantum de diversas raposas da espécie Cerdocyon
thous e de diversos gambas da espécie Di. marsupialis, bem como a infecgéo
experimental em Lu. longipalpis alimentados nestes animais colocam essas duas
espécies na categoria de reservatorios de Le. infantum (Travi et al., 1998; Lainson &
Rangel, 2005).

Resultados positivos da infeccdo por Le. infantum também ja foram
observados em roedores. Em S&o Vicente Ferrer, zona da Mata de Pernambuco, foi
detectado por PCR o DNA de Le. infantum em amostra coletada do roedor silvestre
Nectomys squamipes Brants, 1827 (Carvalho, 2005). No municipio de Belo
Horizonte, de 62 roedores capturados, quatro animais apresentaram reacao positiva
para Le. infantum (Ferreira, 2010). E em um estudo na Reserva Indigena Xakriab4,
localizada no municipio de Sdo Jodo das Missdes, norte de Minas Gerais, Quaresma
et al (2011) capturaram 97 pequenos mamiferos. Destes, dezesseis eram roedores,
e quatro apresentaram-se positivos para Le. infantum. Os roedores positivos eram
pertencentes a trés espécies: Rattus rattus, Rhipidomys mastacalis Lund, 1840 e
Thrichomys apereoides Lund, 1839.

Diversos estudos correlacionam o céo ao ciclo de transmissdo da LV (Deane
& Deane, 1955; Bettini & Gradoni, 1986; Evans et al., 1990; Dye et al., 1992; Alvar et
al., 1994, Silva et al., 2001), e este animal é considerado o principal reservatério
urbano de Le. infantum. O céo representa um importante elo no ciclo de transmissao
da LV, e alguns fatores, como a presenca de intenso parasitismo cutaneo, facilitam a
infeccdo do flebotomineo (Deane & Deane, 1954; Molina et al., 1994; Giunchetti et
al., 2006).

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca multissistémica com
varios sinais clinicos. A maioria dos cées sintomaticos apresenta ma condicao
corporal, atrofia muscular generalizada e linfadenomegalia. O achado

histopatolégico tipico em seus tecidos € uma reacdo inflamatdria granulomatosa

26



Introdugado
associada a presenca de formas amastigotas de Leishmania no interior dos

macrofagos (Baneth et al., 2008).

Por outro lado, caes infectados podem controlar a expansao do parasito e a
infeccdo subclinica pode permanecer por tempo indefinido (anos ou mesmo toda a
vida) durante o qual o animal ndo apresenta sintomas (Alvar et al., 2004; Moreno &
Alvar, 2002). Molina et al (1994) demonstraram que mesmo cdes assintomaticos
podem ser fontes ativas de infec¢do para os vetores. Este autor também menciona
gue a maioria dos focos de LV humana no Brasil esta relacionada a areas onde se

encontram altos indices de soroprevaléncia canina.

Os gatos (Felis catus Linnaeus, 1758), tem sido estudados por alguns autores
como possiveis reservatorios da LV. Silva et al (2008) realizaram um estudo, em que
encontraram um caso autoctone de gatos domeésticos infectados por Le. infantum no

Rio de Janeiro. O animal vivia em uma area periurbana endémica para LV.

Ja Silva et al (2010), relataram o primeiro caso de infeccdo de Lu. longipalpis
por Le. infantum através da técnica de xenodiagndstico em um gato naturalmente
infectado no municipio de Belo Horizonte. Durante o exame fisico o gato ainda
apresentou sinais de leishmaniose visceral felina, como dermatite furfuracea,
caquexia, fadiga muscular, atrofia, anorexia, fraqueza e uma ferida perto do pavilhao
auricular esquerdo. Vides et al (2011) ainda encontraram formas amastigotas de
Leishmania sp. em 6rgéos linféides destes animais em estudo em Aracatuba, S&o
Paulo. Estes dados sdo importantes, pois podem indicar uma possivel participacao

deste animal na circulacao de Le. infantum em &res urbanas.

1.6 Vetores

As leishmanioses sdo transmitidas através da picada de fémeas de insetos da
ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae. Os flebotomineos
sao insetos pequenos de 2 a 4 mm de comprimento, de cor palha ou castanho claro,
e conhecidos, especialmente no Brasil, por diversos nomes populares como,

anjinho, cangalhinha, mosquito palha, birigui, fleboti, etc (Dias, 2011).

Nas Américas, as primeiras espécies de flebotomineos foram descritas em
1907, e até 1940, somente 33 espécies eram conhecidas. A partir da descoberta de
que algumas espécies de flebotomineos estariam participando como vetores na

transmissdo de agentes patogénicos ao homem e a outros animais, os estudos
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sobre esses insetos aumentaram consideravelmente. Tais estudos visam entre
outras coisas conhecer o ciclo vital desses insetos e conhecer a fauna flebotominica
das regibes (Aragdo, 1922; Barretto, 1943; Forattini, 1973). Atualmente, existem
cerca de 900 espécies de flebotomineos descritas. E aproximadamente 510 séo
encontradas no Novo Mundo e 375 no Velho Mundo. Mais de 100 espécies sao
suspeitas de agirem como vetores de Leishmania sp., mas pouco menos de 50 séo

realmente vetores comprovados (Lainson & Rangel, 2005).

Os flebotomineos sdo insetos holometabolos, o ciclo vital destes insetos
compreende as fases de ovo, larva, que apresentam quatro estadios, pupa e adulto.
Na maioria das espécies, na larva de primeiro instar observa-se um uUnico par de
cerdas caudais, diferentemente da larva de segundo a quarto instar que apresentam
dois pares de cerdas caudais (Brazil & Brazil, 2003; Dias, 2011).

As larvas dos flebotomineos s&o pequenas (<12mm), claras, vermiformes,
com cépsula cefélica escura e esclerotinizada. Apos a ecloséo, as larvas de primeiro
estadio alimentam-se de matéria organica em decomposicdo (Young & Duncan,
1994). Estas podem ser encontradas no solo, em tocas de animais, em folhas

mortas, e em outros micro habitats imidos (Hanson, 1961).

O tempo de desenvolvimento das larvas de algumas espécies de
flebotomineos pode ser de apenas 18 dias, mas este periodo pode ser prolongado
por meses em condi¢cdes desfavoraveis, como clima frio e seco, retardando a

transformacao da larva em pupa (Young & Duncan, 1994).

Pouco se sabe a respeito dos criadouros dos flebotomineos. As larvas
apresentam grande mobilidade ao se deslocarem em busca de alimento, além disso
uma infinidade de ecdétopos pode ser utilizada como abrigo para o inseto adulto
(Andrade Filho et al., 1998). Estas sao algumas das razdes pela quais os criadouros
naturais dos flebotomineos séo dificeis de serem encontrados e este fato contribui
para um maior numero de ac¢des direcionadas ao inseto adulto nas estratégias de

controle das leishmanioses (Sherlock, 2003; Alencar, 2007).

Antes de se transformar em pupa, a larva de 4° instar deixa de se alimentar e
procura um lugar, geralmente mais seco. A pupa permanece ligada a um substrato,
como uma folha morta, pedra ou outro objeto. A fase de repouso dura de 7 a 12 dias

e 0s machos, habitualmente, emergem antes das fémeas (Young & Duncan, 1994).
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ApoOs a emergéncia, em 24 horas, a genitalia externa dos machos sofre uma tor¢céo

de 180° e partir desta, eles tornam-se sexualmente maduros.

Adultos de ambos os sexos precisam de carboidratos (agUcares) como fonte
de energia. Os carboidratos influenciam o desenvolvimento e infectividade da
Leishmania em flebotomineos. As fémeas, além dos acucares, necessitam de
sangue de vertebrados para a maturacdo de seus ovos. Algumas espécies se
alimentam apenas uma vez entre as posturas, enquanto outras precisam de varios
repastos para apenas um ciclo de oviposicdo (Young & Duncan, 1994; Brazil &
Brazil, 2003; Sherlock, 2003). Os flebotomineos, em geral, quando adultos abrigam-
se em troncos de arvores, tocas de animais, folhas caidas no solo, copa das arvores
e frestas em rochas (Alexander et al., 1992; Azevedo et al., 1993).

As mudancas ambientais, seja por fenébmeno natural ou intervencdo humana,
como destruicdo das matas nativas, alteram os habitats naturais destes insetos e
modificam a situacdo ecoldgica entre vetores e parasitos (Pessoa et al., 2007).
Fatores como temperatura, umidade relativa do ar e precipitagdo podem influenciar
na densidade populacional de flebotomineos. A ocupacdo humana desordenada e
invasdo em areas florestais, permitem que os vetores se aproximem cada vez mais
do peridomicio e domicilio e ciclos das leishmanioses ocorram de forma
extrasilvestre (Lainson & Shaw, 1998; Elnaien et al., 2003; Madeira et al., 2003;
Queiroz et al., 2012).

1.7 Estudos moleculares para deteccdo da infeccdo por Leishmania em

flebotomineos

O método tradicional mais utilizado para a pesquisa de parasitos no tubo
digestério do vetor e identificacdo da espécie de Leishmania € a observacao
microscopica, apds disseccdo e/ou isolamento do parasito proveniente de insetos
em meio de cultura. No entanto, as fémeas de flebotomineos também sé&o
hospedeiras de algumas espécies de Trypanosoma e Endotrypanum que
apresentam forma promastigota semelhante a da Leishmania, o que dificulta o
diagndéstico microscopico (Paiva et al., 2007). A pesquisa pelo parasito in loco requer
pratica na deteccdo. Além disto, a técnica de cultura in vitro de Leishmania é
suscetivel a contaminacdo por microorganismo, 0 que pode inviabilizar o estudo de
Leishmania (Rodriguez et al., 1994, Tesh & Modi, 1984).
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Entretanto, nos ultimos anos, a biologia molecular tém mudado de forma
significativa as oportunidades para a realizacdo de investigacbes epidemioldgicas,
estudos da patogénese, de diagnéstico e controle de doencas (Paiva Cavalcanti et
al., 2008). Métodos moleculares tém sido aplicados com sucesso nos estudos sobre
a competéncia vetorial dos flebotomineos (Rodriguez et al., 1999; Aransay et al.,
2000). Estes métodos apresentam como principais vantagens as taxas elevadas de
sensibilidade e especificidade, independente do numero, forma e localizagdo do
parasito no intestino do inseto (Perez et al., 1994). Técnicas baseadas ha
identificacdo do DNA do parasito tém sido utilizadas como ferramentas para a
deteccdo precisa e identificacdo de Leishmania em flebotomineos (Barker, 1989;
Silva & Grunewald, 1999).

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) envolve a sintese
enzimatica in vitro de milh6es de cépias de um segmento especifico de DNA, na
presenca da tag DNA polimerase. A reacdo baseia-se em ciclos térmicos de
desnaturacao da fita de DNA, seguida do anelamento e da extensao enzimatica de
um par de oligonucleotideos utilizados como iniciadores que delimitam a sequéncia

de DNA de fita dupla, alvo da amplificacdo (Costa, 2002).

A amplificacdo de sequéncias alvo, seguida de sequenciamento genético ou
digestdo com enzimas de restricdo e o desenho de “primers” especificos de
determinada espécie, possibilita a identificacdo de espécies de Leishmania, por meio
da visualizagdo dos fragmantos de DNA de tamanhos conhecidos (Kassiri et al.,
2012).

1.8 Vigilancia epidemiolégica, prevencédo e controleda LT e LV

b

As abordagens relacionadas a epidemiologia, prevencdo e controle das
leishmanioses devem interligar aspectos como: medidas de atuacdo na cadeia de

transmissao, medidas educativas e medidas administrativas.

A vigilancia epidemiolégica abrange desde a deteccdo de casos, a sua
confirmacéo, o registro de sua terapéutica, o registro das variaveis basicas, o fluxo
de atendimento e informacédo. Este processo também engloba a finalizagdo das
analises de dados distribuidos em indicadores epidemiolégicos e indicadores
operacionais, visualizando e caracterizando a distribuicdo da doenca e de seu perfil
clinico e epidemioldgico (Basano & Camargo, 2004).
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Os diferentes perfis epidemiolégicos com os quais a LT se apresenta sugerem
medidas de controle de transmissdo diferenciadas. Na forma de transmissao
silvestre pura ou modificada, as acdes de controle sdo mais dificeis ou néo

aplicaveis frente ao carater zoonético da parasitose (Basano & Camargo, 2004).

Nos focos de transmisséo peridomiciliar, uma acéo importante que pode ser
realizada € a busca da interrupcdo do contato homem-vetor, através do controle
quimico, com pulverizacdo de inseticidas de efeito residual, protecdo pessoal
através de aplicacbes de repelente e utilizacdo de materiais impregnados com
inseticidas (Sharma & Singh, 2008).

Apesar da abundancia de estudos envolvendo vacinas, e de alguns
resultados otimistas, ndo se espera, em curto prazo, a disponibilizacdo deste
importante instrumento. Neste caso, a oferta de um sistema de saude eficiente no
diagnéstico precoce e conducdo clinica dos casos, seria uma alternativa para

abrandar os agravos causados pela LT (Basano & Camargo, 2004).

O Brasil apresenta expansao e urbanizagcdo da LV com casos humanos e
grande numero de caes positivos em varias localidades, incluindo cidades de grande
e meédio porte. O ciclo de transmissdo, que anteriormente ocorria apenas no
ambiente silvestre e rural, hoje também se desenvolve em centros urbanos. Belo
Horizonte, capital do estado de Minas Gerais, ilustra claramente o processo de
urbanizacdo da LV nas cidades brasileiras. As relagdes entre os componentes da
cadeia de transmissdo no cenario urbano parecem ser bem mais complexas e

variadas do que no cenério rural (Gontijo & Melo, 2004).

Um dos fatores de risco mais importantes na aquisicdo da LV é a exposicao
ao inseto vetor (Gontijo & Melo, 2004), sendo necessario identificar os fatores que
realmente influenciam no controle do Lu. longipalpis, dada a sua alta capacidade de

recolonizar o ambiente urbano (Maia-Elkhoury et al., 2008).

O controle baseado no reservatério canino, também tem sido revisto. Como
por exemplo os experimentos com coleiras impregnadas com deltametrina, as quais
tém mostrado resultados promissores na protecdo dos animais (David et al., 2001).
Entretanto, a eutanasia de caes infectados ainda € o método recomendado pelo
Ministério da Saude (MS). Estudos indicam que a doenca em cades precede 0
aparecimento de casos humanos e que a probabilidade de infec¢gdo para humanos

aumenta em areas com altas taxas de prevaléncia de infeccdo canina onde o vetor
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esta presente. O MS recomenda a pratica da eutanasia em todos os animais com

sorologia e/ou exame parasitologico positivos para Leishmania (Brasil, 2006).

Atualmente, existem duas vacinas contra a leishmaniose visceral canina
(LVC) em uso no mercado: a Leishmune®, desenvolvida pela Universidade Federal
do Rio de Janeiro (Borja-Cabrera et al., 2002) e a Leishtec®, desenvolvida por grupo
da Universidade Federal de Minas Gerais (Fernandes et al., 2008). Embora tenham
conferido niveis de protecdo promissores, estas vacinas ainda carecem de mais

estudos no campo (Fase lll e IV) para real determinacao de sua eficacia.

E fundamental considerar a heterogeneidade na transmissio em diferentes
cenarios urbanos a fim de apoiar adequadamente a escolha de estratégias de
intervencdo. A eficacia das medidas de controle pode ser modificada por varios
fatores, como o nivel de transmissdo, o numero de individuos susceptiveis, 0
tamanho da populacédo canina e de vetores, nivel socioecondmico, peridomicilio e o

espaco fisico (microclima, vegetacdo, altitude, relevo, etc.) (Werneck, 2008).

1.9 Situacdo das leishmanioses no municipio de Divindpolis, estado de Minas

Gerais

O municipio de Divinépolis é considerado uma regido endémica de LT. Na
década de 90, 135 casos humanos de LT foram relatados. De 2000 a 2011, 52
casos foram registrados pelas autoridades de Saude, sendo 21 casos humanos
notificados entre 2007 e 2011. A maioria desses casos foi notificado nos bairros
Jardim Belvedere, Esplanada, Sao José, Cataldo, e Candelaria, todos nas
proximidades da Mata do Noé, onde uma grande area foi desmatada (DEDCH,
2012).

Considerando a ocorréncia de LV no municipio, nove casos foram registrados
entre os anos de 2010 e 2011. De acordo com a classificacdo das areas de
vigilancia e controle da LV, do Ministério da Saude do Brasil, o municipio é
classificado como uma area de transmissdo moderada, pois 0 numero medio de
casos humanos de LV esteve entre 2,4 e 4,4 casos nos ultimos cinco anos. Esta
classificacdo indica a necessidade de medidas de vigilancia epidemiolégica com
relacdo a LV, uma vez que outras cidades do estado de Minas Gerais tiveram o
mesmo perfil historico e atualmente séo areas de transmisséo intensa de LV, por
exemplo, Belo Horizonte e o municipio de Santa Luzia, Minas Gerais (PBH, 2012).
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Entre 2004 e 2008, 33 casos de LVC foram detectados, e este numero
aumentou-se para 215 em 2010 (Crevisa, 2010). Margonari et al (2012) mencionam
gue estes dados foram baseados principalmente por notificagdes dos profissionais
de saude e ndo devido a um inquérito epidemiolégico e soroldgico detalhado no
municipio. Até agora, 21 espécies de flebotomineos foram registradas no municipio
de Divinopolis (Andrade Filho et al., 2008; Margonari et al., 2010). Margonari et al
(2010), encontraram ainda uma alta taxa de flebotomineos infectados com
Leishmania em uma area de mata do municipio. Em coletas realizadas com
armadilhas de Shannon, 39,6% das fémeas coletadas estavam positivas para a
infeccdo por Le. infantum e Le. braziliensis. As principais espécies de flebotomineos
encontradas naturalmente infectadas foram: Lu. whitmani (18,2%) e Lu. neivai
(13,2%).
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2 JUSTIFICATIVA

Os fatores ecoepidemiologicos envolvidos na génese das diferentes formas
de leishmanioses no Novo Mundo sdo muito complexos (Rotureau, 2006). Varias
espécies de Leishmania sdo capazes de causar doenca no homem e estas, por sua
vez, interagem com diversas espécies de flebotomineos (Murray et al., 2005) e

mamiferos hospedeiros. O resultado destas interagcbes € uma profusa variedade
epidemioldgica de dificil entendimento e controle (Ashford et al., 1998; Shaw, 2007).

Um aspecto importante das leishmanioses no Brasil é a adaptacdo de vetores
comprovados de diferentes espécies de Leishmania a areas urbanas de muitos
municipios. Por exemplo Lu. longipalpis, o principal vetor da Le. infantum, Lu.
intermedia e Lu. whitmani vetores de Le. braziliensis s&o comumente coletados em
areas urbanas (Barata et al., 2005; Gontijo et al., 2005; Carvalho et al., 2009;
Saraiva et al., 2011).

Neste novo contexto, estudos de transmissdo em areas endémicas
urbanizadas sdo necessarios, pois conhecimentos ecoepidemioldgicos insuficientes

podem contribuir para o aumento no risco da transmissao nestas areas.

O crescimento desordenado do municipio de Divinopolis pode favorecer a
proximidade de areas suburbanas e areas de florestas residuais. Este fato pode
promover a ocorréncia de ciclos de transmissédo de leishmanioses. Mesmo com a
confirmacédo de casos humanos de LV e LT e a realizacdo de um estudo isolado em
uma area verde no municipio, ainda ndo ha estudos conclusivos sobre a
epidemiologia das leishmanioses no municipio. E também ndo ha estudos
relacionados a caracterizacdo das espécies de vetores presentes na cidade de
Divindpolis. Estes dados sé@o de extrema relevancia para a definicdo de medidas de
controle adequadas. Como afirmado por Silva et al (2001) varias zoonoses tém
assumido crescente importancia para a saude publica devido a sua urbanizacao.
Alteracbes em ambientes rurais e 0s movimentos migratérios constantes da

populacao para a periferia das cidades facilitam esse processo.

Os novos conhecimentos gerados do estudo proposto poderdo ser aplicados
na escolha das medidas de controle da transmissdo das leishmanioses na area
estudada e podem ser considerados como um modelo de etudo vetorial para outras

areas urbanizadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar as espécies de flebotomineos, quanto a frequéncia e rigueza em
peridomicilios de residéncias onde ocorreram casos humanos de LT ou LV, e em
matas urbanas, a flutuacdo mensal das espécies e infeccdo natural por Leishmania
spp. no municipio de Divinopolis, Minas Gerais, Brasil.

3.2 Objetivos especificos

Descrever a rigueza e diversidade das espécies de flebotomineos em

peridomicilios e matas da cidade de Divinopolis;

Investigar a influéncia de fatores climéaticos na distribuicio mensal dos

flebotomineos;

Determinar a taxa de infeccdo natural por Leishmania spp. nas fémeas de

flebotomineos capturadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

O municipio de Divindpolis esta localizado na zona metallrgica, micro-regiao
do Vale do Itapecerica (20° 821" S e 44° 5317 W), macro-regido do Alto Sao
Francisco. O territério do municipio possui uma area de 716 km?, equivalente a
0,12% da éarea do estado de Minas Gerais. A populacdo estimada € de 213 mil
habitantes (IBGE, 2011) com uma taxa de crescimento populacional da ordem de
4,2% ao ano (aproximadamente 7.300 pessoas em média dos ultimos 10 anos)
(Seplan / PMD).

Em extenséo territorial, a area urbana possui 192 km2. O Municipio limita-se
ao norte com Nova Serrana e Perdigdo; ao sul com Claudio; a leste com Séao
Gongalo do Para e Carmo do Cajuru; a oeste com Sao Sebastido do Oeste e Santo
Antbnio do Monte (Seplan / PMD).

Geomorfologicamente o municipio encontra-se situado na regido das terras
altas do Sudeste, na faixa hipsométrica entre 600 e 850 m de altitude. O relevo
apresenta formacfes tipicas de planaltos dissecados, como serras e mares de
morros. Geologicamente o municipio € formado por rochas do Pré-Cambriano
Arquezodico com baixa intensidade de mineralizacdo. A maior parte dos solos séo
formados de latossolos vermelhos e alaranjados. Sdo solos profundos, porosos,
meteorizados, pouco resistentes e de reacdo acida. Caracterizam-se pela baixa
fertilidade e pela secura durante o inverno (Seplan / PMD).

A vegetacdo predominante € o cerrado, caracterizada pela existéncia de um
estrato arbustivo com arvores espacadas, retorcidas, em geral dotadas de cascas
grossas e suberosas e de raizes profundas, e pela existéncia de um estrato
herbaceo-graminoso. Entretanto, o campo cerrado encontra-se, em grande parte,
degradado pela atividade pastoril, que no municipio € praticada de forma extensiva.
Outro fator de degradacéo da vegetacado € a ocupacao urbana. Observa-se ao longo
de alguns coérregos e em alguns trechos as margens dos rios Itapecerica e Para

formacdes de matas galerias (Seplan / PMD).

O clima do municipio é classificado como mesotérmico, caracterizado por
invernos secos e verdes chuvosos. A temperatura média de inverno é de 16°C

aproximadamente. A média do més mais quente fica em torno dos 25°C. Os meses
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de dezembro, janeiro e fevereiro sdo os mais chuvosos. O periodo mais seco do ano
vai de abril a setembro. A dire¢cdo predominante dos ventos é a sudeste, na maior
parte do ano, e a segunda dindmica se da na direcdo nordeste, durante os meses
mais quentes. A umidade relativa do ar apresenta uma média de 72%. O indice
pluviométrico varia de 1.200 mm?® a 1.700 mm? anuais. O territério é banhado pelo
rios Para e Itapecerica, ambos afluentes e tributéarios do Rio S&o Francisco (Seplan /
PMD).

4.2 Delineamento do estudo

Inicialmente realizou-se coletas de flebotomineos para estudos da fauna e
identificacdo das espécies de Leishmania sp. presentes nesses insetos. As
armadilhas utilizadas foram luminosas automética HP (Pugedo et al., 2005) utilizada
para coletas noturnas e a armadilha de Shannon (Shannon, 1939), a qual utiliza
fonte luminosa e/ou isca animal, para atrair os insetos, sendo estes coletados com o
capturador manual de Castro (Castro, 1937).

Os locais de coletas de flebotomineos foram as residéncias onde houve caso
confirmado de LV ou LT nos ultimos cinco. Dentre os 15 locais estudados, 11
residéncias apresentaram pelo menos um morador que havia acabado de se tratar,
ou ainda estava em tratamento para LT e o mesmo era observado para as

residéncias com pessoas com LV (Tabela I).
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Tabela |: Casos de leishmaniose, segundo forma de manifestagdo clinica

(tegumentar e visceral) por local de coleta de flebotomineos.

_ Leishmaniose
Local de coleta/ Bairro

Tegumentar Visceral

Local 01/ Jardim Alterosa
Local 02/ S&o José

Local 03/ Ipiranga

Local 04/ Serra Verde
Local 05/ Serra Verde
Local 06/ Oliveiras

Local 07/ Icarai

X X X X X X X X

Local 08/ Icarai
Local 09/ Manoel Valinhas X
Local 10/ Manoel valinhas

X

Local 11/ Espirito Santo X

Local 12/ Niteroi X
Local 13/ Niteroi X
Local 14/ Maria Helena X

Local 15/ Quinta das Palmeiras X

Os bairros pesquisados foram: Jardim Alterosa, Sao José, Ipiranga, Serra
Verde, Oliveiras, Icarai, Manoel Valinhas, Espirito Santo, Niteroi, Maria Helena e
Quinta das Palmeiras e nas seguintes areas de mata: Mata da Antena, Mata do Noég,

Mata do Sidil, Parque do Gafanhoto e Parque da Ilha (Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 2: Exemplos de algumas residéncias pesquisadas no municipio de Divinépolis, MG,

Brasil, no periodo de setembro de 2010 a agosto de 2011. (A: Bairro Jardim Alterosa, B: Bairro

Oliveiras).
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Figura 3: Exemplos de algumas areas de mata pesquisadas no municipio de Divinépolis, MG,
Brasil, no periodo de setembro de 2010 a agosto de 2011. (A: Mata do Noé; B: Mata da

Antena)
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4.3 Métodos de coletas

Foram realizadas coletas sistematizadas e nao sistematizadas.

4.3.1 Coletas sistematizadas

As coletas sisteméticas foram realizadas de setembro de 2010 a agosto de
2011. Vinte e cinco armadilhas luminosas foram distribuidas na area de estudo (15
no peridomicilio e 10 em éareas de mata). Nos peridomicilios foi instalada uma
armadilha (quintal ou abrigos de animais) e em cada area de mata foram instaladas
duas armadilhas com uma distancia de aproximadamente 200 metros entre elas
(Figuras 4 e 5).

Todas as armadilhas foram expostas durante trés noites consecutivas sempre

na primeira ou segunda semana de cada més. O esforgco amostral para esse tipo de

coleta foi de 432 horas por armadilha e 10.800 horas no total.

Figura 4: Aspecto de peridomicilios onde se instalou armadilhas luminosas do tipo HP (A e

B). Municipio de Divinopolis, MG, Brasil, no periodo de setembro de 2010 a agosto de 2011.

Figura 5: Armadilhas luminosas do tipo HP instaladas em areas de mata (A e B). Municipio de

Divinépolis, MG, Brasil, no periodo de setembro de 2010 a agosto de 2011.
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4.3.2 Coletas nao sistematizadas

Quatro coletas ndo sistematizadas foram realizadas nas areas de mata e as
armadilhas foram expostas em torno das 18:00 horas e retiradas por volta da meia
noite. No més de dezembro de 2010 realizou-se uma coleta no Parque da llha e

junho de 2011 realizou-se uma coleta no Parque do Gafanhoto

No ano de 2012, no més de marco foram feitas coletas na mata do Noé e
Mata do Sidil. Objetivou-se com tais coletas capturar exemplares fémeas, destinadas
a verificacdo de infeccao natural através da técnica de disseccao do tubo digestério.

Utilizou-se armadilha de Shannon (Figura 6) e o capturador manual de Castro.

Figura 6: Armadilha de Shannon instalada na Mata do Sidil. Municipio de Divinépolis,
MG, Brasil, no més de Mar¢o de 2012.

4.4 Preparagdo e montagem dos espécimes de flebotomineos

Os flebotomineos antes de serem montados em laminas foram preparados de
acordo com técnicas padronizadas no Centro de Referéncia Nacional e Internacional
para Flebotomineos (CRNIF), para a clarificacdo, ou diafanizacéo, das estruturas
internas necessarias para a identificacdo das espécies, principalmente fémeas.
Antes do processo de clarificacdo, a conservacdo dos mesmos foi feita em alcool a
70%.
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No processo de clarificacdo, os exemplares foram submetidos a diferentes
solugdes: hidroxido de potassio 10% por 3 horas; acido acético 10% por 15 min;
agua tipo | (2x por 15 min.) e série crescente de alcodis (70%, 90% e absoluto) por
15 min. cada. Em seguida os espécimes foram acondicionados em creosoto de Faia

por 24 horas e posteriormente montados em balsamo do Canada.

4.5 Disseccgédo de fémeas a partir de coletas néo sistematizadas

As fémeas capturadas nas coletas ndo sistematizadas foram dissecadas para
a pesquisa da infeccdo natural por flagelados. Em uma lamina com solucdo salina
tamponada retirou-se o tubo digestério dos insetos com o auxilio de dois estiletes

entomoldgicos.

Apbs a disseccgdo, o tubo digestorio foi coberto por laminula e visualizado em
um microscopio Optico para possivel constatacdo de flagelados. A cabeca e os trés
ultimos segmentos do abdémen foram transferidos para outra lamina e identificada a

espécie.

4.6 ldentificacao das espécies

Os espécimes foram identificados no CRNIF/FIOCRUZ com utilizacdo de
microscopio éptico de contraste de fase NIKON eclipse E200, segundo classificacdo
proposta por Young & Duncan (1994), Andrade Filho et al (2003) e Galati (2003).

Alguns dos exemplares foram depositados na cole¢éo de flebotomineos.

4.7 Avaliacéo da Infeccao natural utilizando abordagem molecular

As fémeas nao ingurgitadas capturadas nas coletas sistematizadas foram
utilizadas para a verificacdo de infeccdo por Leishmania sp., feita através da PCR,
apos a extracdo do DNA gendmico individual. Para a amplificacdo das amostras
foram utilizados iniciadores que flanqueiam a regido conservada do DNA ribossomal

(ITS1) de todas as espécies de Leishmania.
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4.8 Extracdo de DNA de Leishmania sp.

As fémeas de flebotomineos coletadas foram separadas e acondicionadas em
alcool etilico absoluto a -20°C e submetidas a extracdo do DNA. Para a extracao foi
utilizado o kit “Gentra Puregene Core Kit A” — Marca QIAGEN. A extracdo baseou-se

no protocolo do fabricante modificado por Quaresma et al (2009).

A pureza e a concentracdo de DNA, para todas as amostras, foram estimadas
em um espectofotobmetro a 260 e 280nm. Depois, as amostras de DNA foram

acondicionadas em freezer a -20°C, até o momento de uso.

4.9 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em gel de agarose
2%

Para determinar a taxa de infeccao natural, as amostras de DNA extraidas de
154 fémeas foram analisadas individualmente através da técnica PCR dirigida ao
gene ITS1 de Leishmania, que amplifica um fragmento de aproximadamente 300 a
350 pares de bases deste gene. Para a amplificacdo das amostras utilizou-se os
iniciadores LITSR: 5 CTGGATCATTTTCCGATG 3 e L58Ss: %
TGATACCACTTATCGCACTT 3.

A reacao foi preparada para um volume final de 25uL contendo 5uL de DNA
da amostra, 2,5 pyL da solugdo tampao 10x, 0,75 yL de MgCl, (50mM), 0,5 uL de
dNTP mix a 10mM, 1,25 uL do iniciador LITSR a 10uM, 1,25 pL do iniciador L58R a
10uM, 0,25 pL de Taqg DNA polimerase a 10U/ yL, 1,25 pL de dimetilsulféxido
(DMSO) e 12,25 uL de H,0 destilada estéril.

A amplificacdo foi processada em aparelho termociclador automético,
utilizando o seguinte ciclo: desnaturacéo inicial a 95°C por dois minutos, seguido de
35 repeticbes de: desnaturacao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 60
segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos. A extensao final foi a 72°C por dez

minutos.

Em todas as reacdes foi utilizado controle positivo com 50 nanogramas de
DNA extraido de cultura de Leishmania braziliensis, M2903 e como controle negativo

utilizou-se H,0O destilada estéril no mesmo volume.
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Os produtos amplificados pelas PCRs foram analisados através de
eletroforese em gel de agarose 2,0%. O gel foi preparado com 2 g de agarose, 100
mL de TBE 1X e 10 yL de brometo de etidio. A amplificagdo dos produtos foi
visualizada através de luz ultravioleta e os géis foram fotografados utilizando-se

transluminador.

4.10 Polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP) do
produto obtido pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em

gel de agarose 2%

A amostra positiva no PCR foi submetida a analise dos polimorfismos de
tamanho dos fragmentos de restricdo, através da técnica de RFLP utilizando a
enzima Hae Ill. Esta endonuclease reconhece a sequéncia 5° GCGC 3’ e catalisa a

clivagem da ligacéo fosfodiéster nestes sitios.

O perfil de restricdo foi analisado em gel de agarose 2% e comparado com o
padrdo obtido pela digestdo do produto de PCR de cepas controle de Le.
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Le.
infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Le. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147).

4.11 Sequenciamento para a identificacdo da espécie de Leishmania sp., a
partir da nested PCR (LnPCR) dirigida a um fragmento do gene SSUrRNA de

Leishmania.

Foi realizado o sequenciamento do produto amplificado pela segunda reacéo
da LnPCR — SSUrRNA (aproximadamente 353 pb), para a identificacdo da espécie
de Leishmania sp. A banda de 353 pb com intensidade consideravel foi cortada e
purificada utilizando o kit comercial QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), de

acordo com as especificagdes do fabricante.

A reacgdo de PCR para o sequenciamento foi preparada para um volume final
de 10 uL, formada por 4 uL do PREMIX (BigDye® Terminator v3.1 Cycle), 1 uL do
iniciador na concentragdo de 3,2 pmol e 5 yL do produto de PCR. Este mix foi
colocado em um termociclador (AB9800®) com o seguinte programa: 94°C por 3

min, seguido de 25 ciclos de: 96°C por 1 seg, 65°C por 5 seg e 60°C por 4 min. O
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seguenciamento propriamente dito foi realizado no sequenciador automatizado ABI
PRISM 377 DNA sequencer (Applied Biosystems).

A andlise bioinformatica das seqUéncias obtidas foi realizada utilizando os
programas Lasergene® sequence analysis software (DNASTAR) e o BIOEDIT. O
alinhamento das sequéncias editadas com aquelas depositadas no GenBank nos
permite a identificacdo de trés espécies de interesse na area de estudo: Le.

braziliensis, Le. amazonensis e Le. infantum.

4.12 Dados climaticos

Os dados climaticos de temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e
pluviosidade (mm?), referentes ao periodo de estudo foram obtidos junto & Estacéo
Meteoroldgica do municipio. Nesta pesquisa foram utilizados os valores das médias
semanais de cada variavel para o estudo da sazonalidade de flebotomineos na area

pesquisada.

4.13 Analise estatistica dos dados

Todas as informacdes coletadas foram digitadas em banco de dados,
utilizando-se o programa Epi-Info. Foi feita dupla entrada de dados com posterior
correcdo das divergéncias detectadas e verificacdo da consisténcia interna. As
analises descritivas foram realizadas utilizando software Excell (Office 2007) e as

analises estatisticas utilizando o programa Sigma Stat.
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5 RESULTADOS

5.1 Fauna Flebotominica

5.1.1 Coletas com armadilhas luminosas HP

Um total de 1.064 espécimes de flebotomineos pertencentes a dois géneros e
17 espécies foram coletados e identificados: dezesseis espécies do género
Lutzomyia sendo: Lutzomyia aragaoi Costa Lima, 1932, Lutzomyia bacula Martins,
Falcdo & Silva, 1965, Lutzomyia brasiliensis Costa Lima, 1932, Lutzomyia
christenseni Young & Duncan, 1994, Lutzomyia cortelezzii Brethes, 1923, Lutzomyia
intermedia Lutz & Neiva, 1912, Lutzomyia lenti Mangabeira, 1938, Lutzomyia
longipalpis Lutz & Neiva, 1912, Lutzomyia lutziana Costa Lima, 1932, Lutzomyia
migonei Franca, 1920, Lutzomyia monticola Costa Lima, 1932, Lutzomyia neivai
Pinto, 1926, Lutzomyia pessoai Coutinho & Barretto, 1940, Lutzomyia sallesi Galvéao
& Coutinho, 1939, Lutzomyia sordelli Shannon & Del Ponte, 1927 e Lutzomyia
whitmani Antunes & Coutinho, 1939. Apenas uma espécie do género Brumptomyia:

Brumptomyia brumpti Larrousse, 1920 foi coletada (Tabela II).

O ambiente periurbano apresentou uma riqueza de 12 espécies, enquanto no
ambiente de area verde a riqueza foi de 15 espécies. Lutzomyia cortelezzii e Lu.
pessoai foram coletados apenas no peridomicilio, enquanto, Br. brumpti, Lu. bacula,
Lu. christenseni, Lu. intermedia e Lu. migonei somente em ambiente de area verde.
Dos espécimes coletados, 81,4% eram machos e 18,6% fémeas. Os machos de Lu.
longipalpis corresponderam a 67,5% do total coletado, enquanto as fémeas

responderam por 9,4%.
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Tabela Il: Numero e frequéncia de flebotomineos coletados, por sexo e por area, no municipio de

Divinépolis, MG, Brasil, no periodo de setembro de 2010 a agosto de 2011.

Total de espécimes .
Total de espécimes
coletados por sexo )
coletados por area (%)

Espécies (%) Total (%)
Q ) Peridomicilio Area
verde

Brumptomyia brumpti - 5(0,5) - 5(0,5) 5(0,5)
Lutzomyia aragaoi 13 (1,2) 10 (0,9) 3(0,3) 20 (1,9) 23 (2,2)
Lutzomyia bacula 1(0,1) - - 1(0,2) 1(0,1)
Lutzomyia brasiliensis 1(0,1) 1(0,2) 1(0,1) 1(0,2) 2(0,2)
Lutzomyia christenseni 2(0,2) - - 2(0,2) 2(0,2)
Lutzomyia cortelezzii 1(0,1) 13 (1,2) 14 (1,3) - 14 (1,3)
Lutzomyia intermedia - 4(0,4) - 4(0,4) 4(0,4)
Lutzomyia lenti 27 (2,5) 61 (57) 4 (0,4) 84 (7,9) 88 (8,3)
Lutzomyia longipalpis 100 (9,4) 718 (67,5) 812 (76,3) 6 (0,6) 818 (76,9)
Lutzomyia lutziana 2(0,2) 2(0,2) 1(0,1) 3(0,3) 4(0,4)
Lutzomyia migonei 1(0,1) - - 1(0,1) 1(0,1)
Lutzomyia monticola 4(0,4) 2(0,2) 3(0,3) 3(0,3) 6 (0,6)
Lutzomyia neivai 3(0,3) 5(0,5) 1(0,1) 7 (0,7) 8 (0,8)
Lutzomyia sallesi 23 (2,2) 7 (0,7) 28 (2,6) 2(0,2) 30 (2,8)
Lutzomyia sordellii 2(0,2) 2(0,2) 3(0,3) 1(0,1) 4(0,4)
Lutzomyia pessoai - 1(0,1) 1(0,1) - 1(0,1)
Lutzomyia whitmani 18 (1,70 35(3,3) 20 (1,9) 33 (3,1) 53 (5,0)

Total (%) 198 (18,6) 866 (81,4) 891 (83,7) 173(16,3) 1064 (100)

De acordo com a tabela Il as cinco espécies mais coletadas nas areas de
estudo foram: Lu. longipalpis, sendo 76,3% dos espécimes coletados no
peridomicilio e 0,6% em areas verdes, Lu. lenti, 0,4% coletados no peridomicilio e
7,9% em areas verdes, Lu. whitmani, 1,9% dos espécimes coletados no
peridomicilio e 3,1% em areas verdes, Lu. sallesi, 2,6% coletados no peridomicilio e
0,2% em area verde e Lu. aragaoi, 0,3% dos espécimes coletados no peridomicilio e
1,9% em area verde. Esta diferenca nas proporcdes de ocorréncias para 0S
ambientes de peridomicilio e areas verdes das espécies citadas na tabela lll, é

estatisticamente significativa (p-valor <0,0001).
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Tabela Ill: Porcentagem de espécies de flebotomineos mais frequentes coletados: Peridomicilio e area verde, no

municipio de Divinopolis, MG, Brasil, no periodo de setembro 2010 a agosto de 2011.

Areas Lu. aragaoi Lu. lenti Lu. longipalpis Lu. sallesi Lu. whitmani Espécies
Peridomicilio 0,3 0,4 76,3 2,6 19 2,3
Area verde 1,9 7,9 0,6 0,2 31 2,5

Total 2,2 8,3 76,9 2,8 5 4,8

P-valor < 0.0001 — Teste Qui-quadrado

A relacdo entre espécimes machos e fémeas nos dois locais de estudo
(Peridomicilio e Area Verde) estdo representados nas figuras 8 e 9. Houve
predominancia de machos no peridomicilio. Do total de 891 individuos coletados no
peridomicilio, 752 (84%) eram machos (Figura 8). Os machos de Lu. longipalpis

representaram 80% dos flebotomineos coletados no peridomicilio.
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Lu. longipalpis Lu. sallesi Lu.whitmani Lu.lenti Lu.aragaoi  Outros

Figura 7: Nimero de flebotomineos coletados por sexo no ambiente peridomiciliar, municipio

de Divinépolis, MG, Brasil, no periodo de setembro de 2010 a agosto de 2011.

Em relacdo ao ambiente de area verde, a figura 9 nos aponta também uma
predominancia de flebotomineos machos. Do total de 173 flebotomineos coletados,
114 (66%) eram machos. E os machos de Lu. lenti representaram 33,5% dos

flebotomineos coletados em area verde.
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Figura 8: Numero de flebotomineos coletados por sexo em ambiente de area verde, municipio

de Divinépolis, MG, Brasil, no periodo de setembro de 2010 a agosto de 2011.

Nenhuma das espécies foi encontrada em todas as localidades de estudo. A
espécie Lu. longipalpis foi encontrada em 14 das 20 localidades. E as espécies Br.
brumpti, Lu. bacula, Lu. christenseni, Lu. intermedia e Lu. pessoai foram

encontradas em apenas uma das localidades (Tabela 1V).

No peridomicilio, a casa 07 (Bairro Icarai) apresentou o maior nimero de
espécimes coletados (Figura 10) e a casa 05 (Bairro Serra Verde) apresentou
apenas um individuo coletado. E no ambiente de area verde, a Mata da Antena foi o
local com maior nimero de flebotomineos coletados, enquanto o Parque da llha foi o

local com menor nimero de exemplares coletados.
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Tabela IV: Numero de flebotomineos coletados, segundo espécie, sexo e local no municipio de Divinépolis, MG, Brasil, no periodo de setembro de 2010 a agosto de 2011.

Locaisde coletas

D;\‘ltﬁggg” 02- SaoJasé 03- Ipiranga Df‘\;esrsrera Di,‘jjerra 0B- Oliveiras ~ O7-lcarai D8 Icarai DE,‘ar}fnah”a”SE' 1E:a'}?nah”a°;'
Especies d 7 i ) d ¢ a ) d 7 & 7 d 7 d 7 a 7 & 7
Er. brumpoli - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
L aragaol - - - - - - - - - - - 3 - - - - - - - -
Ly bacula - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lu Brazifiensis - _ _ _ 1 _ _ _ - - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Lu christensen! - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lu cortelezzi - - ? - - 1 - - - - - - 3 - - - - - 1 -
Lu infermedia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lo jenti 1 - - - - - 1 - - 1 - - 1 - - - - - - -
Ly longipalois - - - 1 a 1 - 1 - - 2 - G19 70 1 2 25 - 14 10
Lu lutziana - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - -
L migoned - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lo monticola - - - - - - - - - - 1 2 - - - - - - - -
Lo neival - - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - -
Lu salles! - - - - - 1 - 1 - - 1 Z Z Z 1 - - - - 3
Lo sordell - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - 1 -
Lo pessoai - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - -
Lo whimani - - - - - 1 - - - - 2 1 2 3] 2 1 1 - - -
Sub-Total 1 1 2 1 9 4 1 2 1] 1 7 9 628 T 4 3 26 1] 16 13

Total 2 3 13 3 1 18 703 7 2B 29

% 019 0,28 1,22 0,28 0,09 1,50 66 26 0,66 244 273

Casos LT LT LT LT LT LT LT LT Ly LT

Continua
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Resultados

Locais de coletas

|1-Espirito Santo  12-Niteréi 13- Niteréi 1i|— Maria 15-Quintada  AreaVerde  AreaVerde  AreaVerde AreaVerde  AreaVerde
elena Palmeiras Antena Gafanhoto llha Moe Sidil
Especies d Q d d Q d g 0 d d Q d 7 d d ¢ g ? Total
Br. brumgfi - - - - - - - - - - - 5 - - - - - - 5
Lu aragaol - - - - - - - - - 2 1 B g 1 1 - - - 23
Lu bacuia - - - - - - . i i i i i 1 i - - - - 1
Lu braziliensis . - - - - - . i i i i i i i - 1 - - !
Lu. christenseni - - - - - - ; ; ; ; - - 3 - - - - - 2
L. corelezzii - - 1 - ] 1 _ . . . . . . . i i _ i 14
Lo infermedia - - - - - - _ _ - - i} i} i} 4 - - - - 4
Lu fenti - - - - - - - - - 43 17 - - - 14 g 1 - 88
Lu longipalois ! 1 4 3] 8 B 77 v - - - i i i 3 i 3 818
Lu ltziana - - - - - - - - - - - - - - 2 - - 4
Lo migonei - - - - - - R R R R 1 R - - - - _ 2
Lu. monticala - - - - . . . . i i 1 1 i i i i - - 5
Lo neivai - - - - - - - - i i i i i 4 i - - - 8
Lu. saliesi - - 9 4 . g . . i i i 1 i i i 1 - - an
Lu sorcell - - - - i i i 1 ; ; ; ; ; ; ; ; - 4
Lu. pessoal - - - - i} _ _ _ - - i} i} i} i} - - - - 1
Lo whitmmani - - - - - - 3 1 1 2 - 1 - 1 14 B B 2 53
Sub-Total 5 1 7 g 13 13 a0 4 1 47 20 14 1210 ¥ 17 g B 1064
Total B 6 2B 34 4 B7 2B 14 81 18 10R4
% 0,56 1,50 244 3,20 0,38 B30 244 1,32 473 141 100,00
Casos R Ly R RY LT

51



Resultados

> -'.,s;t;_:/.
Ui /'/'h‘h’%

ks , ik < . g & BEPERST T L AR

/L : : 24 8 L 2l 22 A% . MNSL T ‘m"ﬁ < AR -1 bt R oy

Figura 9: A — Vista Geral do bairro Icarai, municipio de Divindpolis, evidenciando a casa 07 (circulo); B — Aspecto do peridomicilio
pertencente a casa 07 onde se instalou armadilha luminosa do tipo HP.

Na tabela V estao distribuidos os flebotomineos coletados por espécie, sexo e
més. As espécies Lu. longipalpis e Lu. whitmani foram as Unicas coletadas em todos
0s meses de estudo. A espécie Lu. bacula foi coletada apenas no més de outubro,
Lu. migonei apenas em setembro e Lu. pessoai apenas em junho. As demais

espécies foram coletadas pelo menos em dois meses.

Os meses gque apresentaram as maiores porcentagens de coleta, durante o
ano de estudo, foram abril (14,5%) e maio (15,6%). E os meses com menor nimero

de individuos coletados foram julho (2,0%) e agosto (1,8%).
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Tabela V: Nimero de flebotomineos coletados com armadilha luminosa tipo HP, por espécie, sexo e més, no municipio de Divin6polis, MG, Brasil, no periodo de

setembro de 2010 a agosto de 2011.

Espécies de Flebotomineos

g 3 @ [ E% N = 8
3 & < & 2 S 5 ~ e
3 3 3 . S ; 3 . 5
Ao Meses ¢ o & @ & 9 3 9 & @ & 9 & 9 & ¢ & ¢
2010  Set 4 - 5 - - - - - N 1 2 - - - 41 22 & 2
out - - - - I 1 2 - - - 13 4 37 4
Nov - - - 1 - - - - - - 1 - 1 - - - 87 27
Dez - - - 1 - - - - - - - - - - - - 18 10
2011 Jan - - 3 3 - - 1 - - - 1 - - - - - 85 2
Fev - - - 2 - - - - - - - - - - T 18
Mar - - - 1 - - - - - - - - 2 - - - 92 8
Abr - - 2 72 - 3 - - - - - 120 18
Mai 1 - - 2 - - - - - 4 - 1 - - - 135 9
Jun - - - - - - - - - - - - 1 1 37 1
Ju - - - 1 - - - - - - - - - - - 171
Ago - - - - - - - - - - - 1 - - - - 13 -
Total 5 0 10 13 0 1 1 1 0 2 13 1 4 0 61 27 718 100
% 05 00 09 1.2 00 01 01 0.1 0,0 0,2 1.2 01 04 00 57 25 675 94

Continua
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Tabela V: continuacéo

Espécies de Flebotomineos

- K] = = =
= 2 = 2 3 = 2 =
. . g 5 S 2 8 s
3 3 3 = 3 3 3 3
Ano Meses & Q 3 Q 3 Q 3 Q o) Q 3 Q 3 Q 3 Q@ Total %
2010 Set - - - 1 2 - 3 - - 2 - 1 - - 6 5 1089 10,2
out - - - - - - - - 13 - - - - 2 - 68 6.4
Nov - - - - - - - 1 1 2 1 - - = 1 - 123 11,6
Dez - - - - - -2 1 1 33 3.1
2011 Jan - - - - - - - - -2 - - - - 4 - 9.5
Fev - 2 - - - - 1 - 3 2 - - - . 2 - 101 9.5
Mar - - - - - -1 - 1 1 - - - - 3 1 110 10,3
Abr - - - - - - - 1 - 3 1 - - - 1 3 154 14,5
Mai - - - - - 4 - - - 3 - - - - 4 3 166 15,6
Jun 2 - - - - - - 1 - - - 1 1 - 9 4 59 55
Jul - - - e e e e e 1 - - - - 1 21 2.0
Ago - - - - - - - - 1 2 - - - - 1 1 19 1.8
T otal 2 2 0 1 2 4 5 3 7 23 2 2 1 0 35 18 1064 100
% 02 02 00 O1 02 04 05 03 07 22 02 02 01 00 33 17 100
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A figura 10 apresenta o numero de flebotomineos coletados em comparacéao

aos parametros climaticos: temperatura, umidade relativa do ar e precipitacao.

Podemos observar que as semanas de coleta que apresentaram as maiores
meédias de temperatura foram referentes a fevereiro (27,7 °C) e abril (26,2 °C),
enquanto maio (19,1 °C) e julho (20,1 °C) apresentaram as menores médias na
semana de coleta. As maiores porcentagens de umidade relativa do ar foram
observadas nos meses de janeiro (77,4%) e junho (77,5%). E as menores
porcentagens de umidade relativa do ar foram observadas em setembro (63,4%) e
dezembro (60,5%). Quanto a precipitacdo, dezembro (20 mm?) e janeiro (16,4 mm?®)
foram os meses com a maior média durante a semana de coleta. Setembro, julho e

agosto nao apresentaram precipitacao.

Considerando-se a sazonalidade dos flebotomineos, observamos que a
espécie Lu. longipalpis representou majoritariamente em numero de individuos em
11 dos 12 meses pesquisados. O més que ocorreu maior numero de individuos
coletados foi maio, coincidindo com a menor temperatura registrada no periodo do
estudo. A ocorréncia de menor numero de flebotomineos coincidiu com o més de
dezembro, o qual houve uma média de precipitacdo elevada, uma umidade relativa

do ar mais baixa e temperaturas altas.
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Figura 10: Numero de flebotomineos em relagdo a média dos dados climéaticos da semana de

cada coleta. A: temperatura (°C), B: umidade relativa do ar (%) e C: precipitacdo (mm3) no
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6po

7

de Divin

s

municipio

56



Resultados

No presente estudo ndo foram observadas correlacdes significativas,

considerando um nivel de significancia de 5%, entre as variaveis independentes

(temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo) e a varidvel dependente
(flebotomineos) (Tabela VI).

Tabela VI: Resultado do teste de correlagao entre o total de flebotomineos coletados e as variaveis climaticas

na semana de coleta, no municipio de Divinépolis, MG, Brasil, no periodo de setembro de 2010 a agosto de

2011.
Temperatura Pluviosidade Umidade relativa do ar
Total de (média) (média) (média)
Flebotomineos Coeficiente de
Coletados 0,01411 0,009999 0,03619 Pearson
0,7131 0,7572 0,5537 Valor de P

5.1.2 Coletas com armadilhas de Shannon

Foram coletados 24 espécimes de flebotomineos com armadilha de Shannon.
E apenas as espécies Lu. amarali, Lu. cortelezzii, Lu. pessoai e Lu. whitmani foram
encontradas. O resultado total destas coletas estdo representados nas tabelas VIl e
VIII.

A coleta do més de margo de 2012 na Mata do Noé foi responsavel pela
quase totalidade dos exemplares coletados, 19 espécimes de Lu. whitmani, um de
Lu. amarali e um de Lu. pessoai. Na Mata do Sidil, realizada na mesma época, foi
coletado um espécime de Lu. cortelezzii. No Parque da llha (dezembro de 2010) e
no Parque do Gafanhoto (junho de 2011) houve a coleta de apenas um exemplar de
Lu. whitmani em cada area verde. A espécie Lu. amarali foi encontrada apenas em

coletas de Shannon, ndo sido observada nas coletas com armadilhas luminosas HP.
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Tabela VII: Numero de flebotomineos coletados com armadilhas de Shannon,

segundo més, ano e local de coleta no municipio de Divinépolis.

Més/Ano Local de coleta Numero de espécimes coletados
dez/10 Parque da llha 1
jun/11 Parque do Gafanhoto 1
mar/12 Mata do Noé 21
mar/12 Mata do Sidil 1
Total 24

Tabela VIII: Flebotomineos coletados com armadilha de Shannon por espécie e
sexo, ho municipio de Divindpolis, no periodo de dezembro de 2010 a margo de
2012.

o NUmero de espécimes coletados por sexo
Espécies coletadas

Machos Fémeas Total
Lu. amarali - 1 1
Lu. cortelezzii 1 - 1
Lu. pessoai 1 - 1
Lu. whitmani 10 11 21
Total 12 12 24

5.2 Resultado da PCR — ITS1 para espécime de Lu. longipalpis naturalmente

infectado

Do total de 198 fémeas coletadas em armadilhas luminosas HP, 44 estavam
ingurgitadas. As fémeas ingurgitadas serdo analisadas posteriormente para

identificacdo do ultimo repasto sanguineo.

As amostras de fémeas ndo ingurgitadas, 154 exemplares, foram submetidas
a extracdo de DNA e a reacdes de PCR para o alvo ITS1. A amplificacdo de
produtos caracteristicos de Leishmania sp. (350pb) foi observada na amostra 87,

conforme a figura 11. As demais amostras ndo apresentaram produto amplificado.
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PM 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 C+ C- [RA%S
: PM: Marcador de peso Molecular

71a 87: Amostras
C+: Controle Positivo
C-: Controle Negativo

—
-
—
-

«— 350pb

Figura 11: Gel de agarose 2%, corado pelo brometo de etidio, mostrando os produtos da
reacdo de PCR apOs amplificacdo de DNA de amostras de flebotomineos, utilizando-se
iniciadores géneros-especificos de Leishmania sp. Observar amostra positiva de numero 87.

Para a confirmacédo dos resultados, repetimos a amplificacdo e a eletroforese
das amostras 71, 72, 77, 79, 80 e 87 (Figura 12), confirmando a presenca de banda
caracteristica de Leishmania sp. apenas na amostra 87 (350pb).

PCR:

PM: Marcador de peso Molecular
71,79, 80,87, 110 e 111: Amostras
C+: Controle Positivo

C-: Controle Negativo

«— 350pb

Figura 12: Gel de agarose 2%, corado pelo brometo de etidio, mostrando os produtos da
reacdo de PCR apos amplificacdo de DNA de amostras de flebotomineos, utilizando-se
iniciadores géneros-especificos de Leishmania sp.

A amostra positiva apresentou resultado conflitante ao realizar a reagao de
PCR-RFLP, uma vez que a digestdo pela enzima Hae Ill ndo apresentou perfil para

realizar a caracterizacéo da espécie.
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5.3 Sequenciamento

Para a identificacdo da espécie de Leishmania na amostra 87, utilizou-se a
técnica do sequenciamento genético (Figura 13). Tal amostra teve um alinhamento
de 99% com Le. infantum, apresentando um valor de erro 3e-104, cuja referéncia no
GenBank é: M81429.1. Esta técnica permitiu caracterizar a espécie Le. infantum na

fémea de Lu. longipalpis infectada.

Leishmania infantum strain K1 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence
Sequence ID: gb|EUB25208 1| Length: 602 Mumber of Matches: 1

B See 2 more title(s)

Range 1: 241 to 451 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

387 hits(209) 3e-104 210/211(99%) 0/211(0%) Plus/Minus

guery 1 CITCGATCTOCACACTTTGEITCTTGAT TGAGEARGETATCCTTGRAGRATSCOCTTORET &0
RN NN N N N N N N N

Sbjct 451 CTITCGATCTICCACACTITGETICTTGATTIGAGGRAGGTATCCTTEARGARTEOCTTORCT 3592

uery 61 GIAGTTCOGTCITGETGOGETCTARGRATTTCACCTCTGROGCCOCAGTACGTTCTCOCCC 120
NN N N N N

Sbjct 391 GIAGTTCGICTIGETGOGEICTRAAGRATTTCACCTCTGACGOCCCAGTRAOGTTCTOCOCCC 332

uery 121 GRRCTRARCCCTCCTTCATTCCTAGRGECCOGTGAGTTGRARRGEOGTTACGEOOGEACGARS 180
AR N N N N

Sbjct 331 GRRCTRCCCICCTITCATTCCIAGRGGCCGIGRGTITGRARRGECGTTACGECCOGERACGRRC 272

uery 181 YROOGERCOGCACTARROCCCTIC 211

LTt
TACCGGACGCACTRARRCCCCIC 241

61— 03
ry— 103
- —
31—}
61— 0

Sbict 271

Figura 13: Alinhamento da sequéncia do fragmento do gene SSUrRNA de espécie de Leishmania,

depositada no GenBank.
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6 DISCUSSAO

As leishmanioses séo consideradas doengas extremamente complexas e, nas
duas ultimas décadas, um novo fator soma-se a esta complexidade, tornando as
leishmanioses um desafio para a saude publica mundial: a urbanizacdo. Durante os
altimos vinte anos ocorreu um aumento no nimero de casos de todas as formas de
leishmanioses no mundo, sendo que alguns especialistas as consideram como

doencas emergentes em algumas areas, e reermegentes em outras (Ashford, 2000).

A epidemiologia das leishmanioses somente pode ser compreendida através
da ecologia dos flebotomineos. Os ciclos de vidas dos insetos vetores
desempenham um papel fundamental na epidemiologia das doencas por eles
transmitidas e diversos parametros podem afetar a taxa de transmissdo de
patdgenos tais como fecundidade, mortalidade, migracéo e variacao genética (Black
& Moore, 2005).

Dezoito espécies de flebotomineos foram coletadas na area de estudo, o que
representa alta riqueza de espécies quando comparados aos resultados
encontrados em outras areas urbanas endémicas para leishmaniose no Estado de
Minas Gerais. Por exemplo, nove espécies de flebotomineos foram coletados em um
estudo realizado na cidade de Belo Horizonte e sete espécies foram coletadas na
cidade de Santa Luzia, regido metropolitana de Belo Horizonte (Carvalho et al.,
2010; Saraiva et al., 2011). Andrade Filho et al (2008) e Margonari et al (2010),
utilizando metodologias de coletas diferentes, encontraram cinco e 21 espécies de
flebotomineos, respectivamente, no municipio de Divindpolis. Em nosso trabalho
registramos pela primeira vez no municipio as espécies Lu. intermedia e Lu.

migonei.

A razao de sexo representou 80,7% dos machos e 19,3% das fémeas. Barata
et al (2005), Loiola et al (2007), Dorval et al (2009) e Almeida et al (2010)
encontraram resultados semelhantes, com a presenca predominante de

flebotomineos machos nas coletas realizadas.

Das 18 espécies coletadas, a principal vetora de Le. infantum, Lu. longipalpis,
foi a espécie mais abundante. As espécies Lu. intermedia, Lu. neivai, Lu. migonei e
Lu. whitmani foram coletados em menor quantidade, mas todas elas estédo
relacionadas com a transmissdo de Le. braziliensis (Pita-Pereira et al., 2005;
Andrade Filho et al., 2007; Costa et al., 2007).
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A abundéancia e frequéncia de Lu. longipalpis em area urbana encontradas no
estudo sdo similares a diversos outros estudos, como Rebélo et al (1999) no
Maranhao, Ximenes et al (1999) no Rio Grande do Norte, Andrade Filho et al (2001)
em Tocantins, Oliveira et al (2003) no Mato Grosso do Sul, Barata et al (2005) em
Minas Gerais, Souza et al (2007) no Ceard, o que demonstra a capacidade desta

espécie em ocupar areas urbanas.

A adaptabilidade de Lu. longipalpis ao ambiente urbano é investigada desde a
década de 1930, quando o ciclo da LV comecou a ser elucidado (Lainson & Rangel,
2005). Esta adaptabilidade é um dos principais determinantes do processo de
urbanizacdo da LV nas Américas (Lainson, 1989; Lainson & Rangel, 2005; Shaw,
2003). A distribuicdo geografica de Lu. longipalpis é ampla, estendendo-se desde o

México até a Argentina (Lainson & Rangel, 2005; Nascimento et al., 2007).

Segundo Melo (2008), dentre todas as espécies de flebotomineos comumente
incriminadas como vetoras de Leishmania, nenhuma € tdo bem adaptada ao
ambiente antropizado quanto a Lu. longipalpis. Talvez um dos fatores que favoreca
esta adaptabilidade seja o habito alimentar eclético da espécie, que realiza repasto
tanto em animais silvestres quanto domésticos, como cées, cavalos, vacas e

galinhas, e no homem.

A espécie Lu. longipalpis em nosso estudo foi a mais abundante nas coletas
com armadilhas luminosas HP, porém ndo foi encontrado em armadilhas de
Shannon. Segundo Galati et al (2006) esta espécie é a mais abundante na captura

com armadilhas luminosas e raramente é capturada em armadilha de Shannon.

Lu. longipalpis foi abundante no peridomicilio 76,3% (812), enquanto poucos
espécimes foram coletados nas areas verdes 0,6% (6). Segundo Soares & Turco
(2003), a alta capacidade vetorial associada a antropofilia e ao seu encontro no
peridomicilio, fazem dessa espécie, o flebotomineo de maior importancia médica nos

ciclos de transmissao da LV.

Resende et al (2006), relataram Lu. longipalpis no intra e peridomicilio de
1997 a 1999 na cidade de Belo Horizonte. Neste estudo, Lu. longipalpis representou
69% do total de espécimes coletados. Resultado semelhante ao trabalho realizado
por Souza et al (2004), também no municipio de Belo Horizonte, no periodo de 2001

a 2003, quando Lu. longipalpis representou 68% dos flebotomineos coletados.
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A distribuicdo peridoméstica de Lu. longipalpis pode ser justificada devido a
presenca de abrigos de animais, onde os flebotomineos podem ser encontrados em
abundancia sobre hospedeiros como cédes e galinaceos (Lainson & Rangel, 2003;
Ximenes et al., 1999). E conhecido que existe uma correlacdo entre a densidade de
Lu. longipalpis e as condi¢cdes observadas no peridomicilio e que esta espécie é
frequentemente associada a presenca de animais domésticos (Foratini, 1960;
Sherlock & Guitton,1969).

Considerando os locais avaliados no municipio de Divinopolis, € importante
ressaltar que uma alta porcentagem dos espécimes de Lu. longipalpis (66,26%)
foram coletados em uma Unica residéncia. O local utilizado para a exposicdo da
armadilha luminosa era o interior de um galinheiro. Outros locais proximos a viveiros
e canis em outras residéncias também foram colocados armadilhas, mas ndo houve

um numero expressivo de flebotomineos coletados.

Apesar de galinhas domésticas ndo serem infectadas por Leishmania e nao
agirem como reservatorios do parasita, esses animais representam uma ligacédo
importante na cadeia epidemioldgica da LV, pois constituem uma fonte de atracdo e
alimentacdo para as fémeas de Lu. longipalpis (Alexander et al., 2002). Segundo
Barata et al (2005), a busca por fontes de alimentacdo é uma resposta
comportamental que afeta a reproducéo e a densidade populacional das espécies de

flebotomineos.

A espécie Lu. lenti representou 8,1% (88 exemplares) dos flebotomineos
coletados, sendo a segunda espécie mais abundante. Este achado merece destaque
tendo em vista o fato de que essa espécie ja foi encontrada naturalmente infectado
por promastigotas na cidade de Jacobina, estado da Bahia (Sherlock, 1996). A
presenca desta espécie foi recentemente associada ao registro de Lu. longipalpis no
estado do Espirito Santo, e o encontro de Lu. lenti pode ser um indicador da

presenca da Lu. longipalpis (Pinto et al., 2012).

Recentemente, foi registrada a ocorréncia de Lu. lenti coletada no
peridomicilio infectada por Le. braziliensis em Campo Grande, MS (Paiva et al.,
2010). E no municipio de Divinépolis também foi relatada a infeccdo natural de Lu.
lenti com Le. braziliensis em um estudo utilizando técnicas de biologia molecular
(Margonari et al., 2010). E interessante mencionar que este estudo foi realizado no
Parque Gafanhoto, uma das areas verdes que fazem parte do presente estudo.

Porém, ndés ndo encontramos esta espécie no Parque do Gafanhoto durante os
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meses de coleta. Podemos inferir tal resultado uma vez que Margonari et al (2010)
realizaram o estudo supra citado durante dois anos utilizando seis armadilhas
luminosas tipo HP por més e 24 coletas, uma por més, utilizando armadilha de
Shannon. Em nosso estudo utilizamos duas armadilhas tipo HP por més durante um
ano e realizamos apenas uma coleta com armadilha de Shannon no Parque do

Gafanhoto.

A espécie Lu. sallesi € comumente relatada no Estado de Minas Gerais
(Carvalho et al., 2009). Esta espécie foi encontrada naturalmente infectada por Le.
infantum (Saraiva et al.,, 2009), e Mayrink et al (1979) ja haviam observado
exemplares da espécie infectadas com tripanosomatideos na regido leste do Estado
de Minas Gerais (Martins et al., 1978).

Neste trabalho 30 espécimes (2,8%) de Lu. sallesi foram coletados. Esta
espécie pode estar envolvida em um ciclo silvestre ou rural da transmisséo entre
outros reservatérios/hospedeiros vertebrados. Nao ha registros da mesma picando a
espécie humana. O complexo cortelezzii ao qual Lu. sallesi pertence é composto por
quatro espécies de flebotomineos: Lu. Sallesi, Lu. Cortelezzii, Lu. corumbaensis
(Galati, Nunes, Oshiro & Rego, 1989) e Lu. spelunca (Carvalho, Brazil, Sanguinette
& Andrade Filho, 2011), sendo estas espécies similares morfologicamente,
causando as vezes confus6es no momento da identificacdo especifica (Galati et al.,
1989; Carvalho et al.,, 2011). Tal complexo apresenta espécies com grande
potencial como vetores em Minas Gerais, fazendo-se assim necessario uma
atencdo maior a este achado no local de estudo (Carvalho et al., 2008; Saraiva et
al., 2010).

Lu. cortelezzii foi coletado em ndmero pequeno, apenas 14 exemplares
(1,3%) no peridomicilio com armadilhas HP, e apenas um com armadilha de
Shannon. No entanto, € necessario salientar a sua ocorréncia, uma vez que
Carvalho et al (2008), encontraram espécies infectadas por Le. infantum na regiao
metropolitana de Belo Horizonte. Além disso, na cidade de Belo Horizonte uma
fémea do complexo cortelezzii foi encontrado infectado por Le. braziliensis (Saraiva
et al., 2010).

Embora os autores ndo possam incriminar Lu. cortelezzii como um vetor para
a transmissado de Leishmania, ndo rejeitam a possibilidade desta espécie estar
envolvida nos ciclos de LT e LV. Recentemente, esta espécie foi encontrada

infectada com Le. infantum no Estado do Mato Grosso do Sul (Andrade et al., 2011).
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A espécie Lu. aragaoi representou 2,1% (23) dos flebotomineos. A maior
abundéancia ocorreu em areas verdes e alguns espécimes em area peridomiciliar.
Esta espécie ja foi encontrada naturalmente infectada com Leishmania sp. por
Margonari et al (2010).

Em nosso trabalho, 65% (15) espécimes de Lu. aragaoi (6 machos e 9
fémeas) foram coletadas no Parque do Gafanhoto. Porém nossos exemplares néo

se apresentaram positivos para Leishmania.

A espécie Lu. whitmani, foi incriminada como vetora de LT pela primeira vez
em 1941, quando Pessbda e Coutinho encontraram um exemplar infectado em Séo
Paulo. E considerada importante vetora de Le. braziliensis no Brasil, e é encontrada
em um grande numero de areas urbanizadas (Teodoro et al., 1991; Queiroz et al.,
1994; Teodoro et al., 2003; Souza et al., 2005; Carvalho et al., 2006; Costa et al.,
2007; Saraiva et al., 2011).

A espécie Lu. whitmani tem uma ampla distribuicdo geogréafica e
adaptabilidade a varios nichos ecolégicos com populagbes que apresentam
diferentes padrées de comportamento (Rangel et al., 1996). Véarios autores tém
mostrado alta abundancia de Lu. whitmani no peridomicilio, especialmente no
Sudeste do Brasil (Brazil et al., 2006). Ryan et al (1990), isolaram e caracterizaram
espécimes de Lu. whitmani naturalmente infectados por Le. braziliensis. Carvalho et
al (2008), encontraram Lu. whitmani naturalmente infectados por Le. (Viannia) sp.
utilizando técnicas moleculares. Saraiva et al (2010) e Margonari et al (2010),
também relataram infeccdo de Lu. whitmani por Le. infantum empregando métodos

moleculares.

Em nosso trabalho 1,9% (20) espécimes de Lu. whitmani foram coletados no
peridomicilio no municipio de Divindpolis. Este fato pode indicar uma tendéncia de
urbanizacdo da espécie. Segundo alguns autores, esta espécie apresenta um
padrdao de colonizacdo peridomiciliar (Leonardo & Rebelo, 2004), no entanto,
pesquisas recentes sugerem que esta espeécie ja esteja urbanizada (Souza et al.,
2005; Carvalho et al., 2006; Teodoro et al., 2003; Saraiva et al., 2011).

A espécie Lu. intermedia representou 0,4% (4) do total das amostras
coletadas. Esta espécie foi coletada exclusivamente no ambiente de area verde
(Parque da llha). A ocorréncia de Lu. intermedia merece ser discutida, dada sua
importancia epidemioldgica, especialmente na regido Sudeste do Brasil (Andrade
Filho et al., 2007; Marcondes et al., 1997). Lutz & Neiva (1912), registraram uma alta
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frequéncia da espécie de Lu. intermedia em residéncias. Esta espécie foi encontrada
naturalmente infectada por Le. braziliensis (Rangel et al., 1986) e foi incriminada
transmissora de Le. braziliensis em varias localidades do Brasil (Andrade Filho et al.,
2003; 2007; Gontijo et al., 2002; 2005). J4& Saraiva et al (2010) encontraram Lu.

intermedia infectada com Le. infantum em Belo Horizonte.

A espécie Lu. neivai representou 0,7% (8) do total dos flebotomineos
coletados. Apenas um unico espécime foi coletado na area urbana no presente
estudo, sendo o restante coletado no Parque da llha. Esta espécie esta relacionada
a transmissado de Le. braziliensis no Brasil (Andrade Filho et al., 2007). Saraiva et al
(2009), relataram a infeccdo natural de Lu. neivai por Le. infantum no norte do
estado de Minas Gerais, enquanto Margonari et al (2010), encontraram esta espécie
naturalmente infectada por Leishmania sp. no Parque do Gafanhoto, municipio de
Divingpolis.

As espécies Lu. intermedia e Lu. neivai apresentam comportamentos
similares (Andrade Filho et al., 2007). Em Minas Gerais Lu. intermedia ocorre nas
regibes do Jequitinhonha, Vale do Rio Doce, Metallrgica e Zona da Mata e Lu.
neivai ocorre nas regidbes do Triangulo Mineiro e Sul. Nas regibes do Alto Séo
Francisco e Noroeste, as duas espécies sdo simpatricas (Marcondes et al., 1998).
Esta distribuicdo engloba a regido estudada, uma vez que o municipio de Divinépolis

esté inserido na macro-regido do Alto Séo Francisco.

Dois espécimes de Lu. migonei e de Lu. pessoai foram coletados neste
estudo. Apesar da baixa abundancia, € importante relatar que a primeira foi
incriminada como vetor de Le. braziliensis e ocorre freqientemente em focos de LT
(Queiroz et al., 1994; Pita-Pereira et al., 2005; Rangel & Lainson, 2003; Saraiva et
al., 2006). A ultima espécie € antropofilica e apresenta alta densidade em regides
endémicas para LT e ja foi encontrada naturalmente infectada por formas
promastigotas consideradas como Leishmania (Pessoa & Coutinho, 1940). Assim
Lu. pessoai é suspeita de participar dos ciclos de transmissédo da LT no Sudeste do
Brasil, devido a sua alta densidade populacional, atragdo consideravel pelo homem
e presenca no interior das casas em areas endémicas, o que foi relatado por Rangel
& Lainson (2009) em Sao Paulo.

A presenca de Lu. longipalpis e Lu. whitmani foi observada em todos o0s
meses de coleta no municipio de Divinopolis. Estes achados também foram

observados na Amazodnia Maranhense (Rebélo et al., 2001), na llha de Sao Luis-MA
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(Rebélo, 2001), no estado do Parana (Luz et al., 2000), em Porteirinha-MG (Barata
et al., 2004).

Souza et al (2004), observaram que Lu. longipalpis e Lu. whitmani sofreram
aumentos significativos nas popula¢cdes apos periodos chuvosos (marco e abril) em
uma area endémica para LT e LV no estado de Minas Gerais. Este fato pode ser
explicado por condigbes ambientais favoraveis dos microhabitats apds as chuvas.
Rebélo (2001) mostrou que houve uma alta frequéncia de Lu. longipalpis durante
todo o ano em um estudo realizado no Maranh&o, com uma tendéncia crescente nos
periodos chuvosos, em relacdo aos periodos de seca. Ja Sherlock (1996), relatou
uma elevada ocorréncia de Lu. longipalpis em meses frios, quentes e chuvosos, 0
que demonstra a importancia de se conhecer o perfil de sazonalidade de espécies

vetoras em cada localidade.

Forattini (1960), estudou a variacdo sazonal de flebotomineos e verificou que
em meses quentes e Umidos (dezembro a fevereiro), o niumero de exemplares
capturados foi maior, enquanto nos meses mais frios e secos (de junho a agosto), a
densidade da populacdo tornou-se consideravelmente reduzida. O mesmo perfil
sazonal foi relatado por Barata et al (2004), no municipio de Porterinha, Minas

Gerais, area endémica paraa LT e LV.

O padrao de ocorréncia sazonal das espécies de flebotomineos em nosso
estudo foi determinado basicamente pelos espécimes de Lu. longipalpis capturados.
Picos de coleta foram observados apés periodos de chuvas intensas e a abundancia
de flebotomineos teve um aumento durante os meses seguintes (de janeiro a maio),
com uma tendéncia a diminuicdo durante os meses mais frios e secos. O baixo
namero de espécimes coletados em dezembro pode ser explicado pelo fato de que
0s estagios imaturos de flebotomineos ndo se desenvolvem em locais encharcados
(Lainson, 1982).

Vale ressaltar que o estudo da sazonalidade s6 apresenta dados confiaveis e
consistentes quando se tem uma investigacdo de, no minimo, dois anos
consecutivos, para comparacdo dos resultados, diminuindo-se a margem de erros

proporcionados por anos atipicos (Dias et al., 2007).

Em nosso trabalho a correlacdo entre a densidade de insetos e as variaveis
climaticas ndo foram significativas. Estes resultados corroboram com estudos
realizados em Varzelandia-MG (Dias et al., 2007) e em Belo Horizonte-MG (Souza et
al., 2004).

67



Discussdo

O efeito néo significativo da temperatura na densidade de flebotomineos foi
observado em Porteirinha-MG por Barata et al (2004). Resende et al (2006)
relataram aumento do numero de flebotomineos, principalmente de Lu. longipalpis
qgquando ocorreu a combinacdo de altas médias de temperatura e ocorréncia de
chuvas regulares em Belo Horizonte. A associacdo entre a densidade de
flebotomineos com a ocorréncia das primeiras chuvas e registro dos maiores valores
de umidade relativa do ar foi observada por Resende et al (2006), Monteiro et al
(2005), Barata et al (2004) e Oliveira et al (2003), justificada pelo ambiente favoravel

a emergéncia de formas aladas.

Os meses com maior densidade de flebotomineos ndo coincidiram com o
maior pico de temperatura, a umidade relativa do ar foi em torno de 69%, nao sendo
0 maior valor e a precipitacdo se apresentou baixa nos meses de maiores coletas,
em torno de 2 mm®. No entanto, além das variaveis climaticas analisadas, outros
aspectos ambientais devem ser analisados como presenca de vegetacao, troncos de
arvores e matéria organica no solo que representam possiveis abrigos e criadouros

para o vetor (Camargo-Neves et al., 2001).

Nas coletas ndo sistematizadas, apenas as espécies Lu. amarali, Lu.
cortelezzii, Lu. pessoai e Lu. whitmani foram coletadas. Foi comprovado que apenas
0 uso de armadilha luminosa HP nado possibilita a identificagdo da fauna
flebotominica em seus aspectos quantitativos e qualitativos (Azevedo et al., 2002;
Oliveira et al., 2003). Através dos resultados do presente trabalho, foi observado que
a utilizacdo da armadilha luminosa de Shannon possibilitou averiguar a presenca de
uma espécie que nao foi coletada pela armadilha luminosa HP: Lu. amarali. Este fato

demonstra que as armadilhas exercem efeito atrativo diferencial entre as espécies.

Nas coletas ndo sistematizadas nao foi encontrada nenhuma forma flagelada
utilizando a dissec¢do como método de verificacdo da infeccdo natural das fémeas
capturadas. Normalmente a taxa de infeccdo quando se utiliza esta metodologia é
baixa, e muitas vezes os resultados sdo negativos (Gontijo et al., 2002, Carvalho et
al., 2008).

A taxa de infeccdo natural por Leishmania em flebotomineos relatada na
maioria dos estudos € muito baixa, mesmo quando se utilizam técnicas moleculares.
Ja foi encontrada uma taxa de infec¢cdo natural de 2,6% no Mato Grosso do Sul
(Nascimento et al., 2007); 2,0% no estado do Rio de Janeiro (Pita-Pereira et al.,

2005), 1,5% na Bahia (Miranda et al., 2002), 0,4% na Amazbnia maranhense
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(Oliveira-Pereira et al., 2006); 0,3% no Rio Grande do Sul (Silva e Grunewald, 1999),
0,16% no Brasil Central (Galati et al., 1996) e resultados negativos em Belo
Horizonte-MG (Souza et al., 2004). Em nosso estudo apenas um exemplar, de um
total de 154 fémeas de flebotomineos analisadas, de Lu. longipalpis se apresentou
positivo para Le. infantum, representando uma positividade de 0,6%.

A utilizag&do de técnicas moleculares permite um aumento da sensibilidade e
da especificidade da identificacdo do parasito, embora seja importante avaliar a
padronizacdo dos métodos utilizados na conservacdo da amostra e na extracdo do
DNA (Paiva et al., 2007). Margonari et al (2010) no Parque do Gafanhoto,
encontraram 39,6% de amostras positivas para Leishmania. Os autores utilizaram
como alvo a regido conservada dos minicirculos de KDNA da Leishmania, o qual é
extremamente sensivel (Volpini et al., 2004). Em nosso estudo utilizamos reagdes de
PCR para o alvo ITS1.

Ao realizar a reacdo de PCR-RFLP a amostra positiva apresentou resultado
conflitante uma vez que a digestdo pela enzima Hae Il ndo apresentou perfil para
realizar a caracterizacdo da espécie do parasito. Assim, analisamos a amostra
através da técnica de sequenciamento genético do produto amplificado pela
segunda reacdo da LnPCR — SSUrRNA. O sequenciamento de fragmentos de DNA
obtidos pela amplificacdo de diferentes genes alvo tem sido realizado e utilizado
junto com o alinhamento das sequéncias obtidas como uma forma de identificar a
espécie de Leishmania envolvida na infeccao (Parvizi et al., 2008; Medeiros et al.,
2008). Em nosso estudo, a amplificacdo dos produtos da LhPCR — SSUrRNA e o
sequenciamento deste produto amplificado mostraram-se eficazes em identificar o

fragmento como correspondente a Le. Infantum.

O conhecimento dos reservatorios é importante para o efetivo controle das
leishmanioses. A infeccdo natural do cdo doméstico com Le. infantum é
documentada em regides com a transmissao rural e periurbana das leishmanioses
visceral e tegumentar (Marzochi et al., 1985; Falqueto et al., 1986). A LVC se
encontra bastante difundida no pais e algumas localidades endémicas revelam altas
taxas de prevaléncia de LVC com a presenca abundante do vetor (Vieira & Coelho,
1998).

Durante os anos de 2009 a 2012, amostras de sangue de 12.274 caes
domiciliados e errantes do municipio de Divindpolis foram coletadas e analisadas

para a presenca de Leishmania, pelo Centro de Referéncia de Vigilancia em Saude
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Ambiental (CREVISA/Divinopolis). Destas, 5,9% (723) apresentaram resultado
positivo. A taxa de positividade canina variou de 2,93 a 14,18%, dependendo do ano
pesquisado, com uma taxa meédia de 5,9%. Margonari et al (2012) realizaram um
estudo em que demonstrou pela primeira vez, a ocorréncia de Le. infantum em caes
no municipio de Divinopolis, apontando assim para uma possivel urbanizacdo da

doenca.

A importancia da infecg@o canina no contexto das leishmanioses é conferida
por varias razdes, como: o convivio do cdo em estreita aproximacdo com o homem
vivendo no peridomicilio e domicilio, o fato de servir de fonte de repasto para o vetor,
atraindo-o para perto do homem sua alta densidade populacional aliada a
susceptibilidade que apresenta as espécies de Leishmania (Killick-Kendrick et al.,
1997). Os cées sdo importantes reservatorios em varios focos periurbanos (Marzochi
& Marzochi, 1994; Silva et al., 2001) e foi demonstrado que a LVC precede a doenca
humana, sendo uma das responsaveis pelo avanco espacial e temporal dos casos
humanos (Bettini & Gradoni, 1986; Lainson & Shaw, 1987; Dye et al., 1992; Alvar et
al., 1994, Oliveira et al., 2001; Franga-Silva et al., 2005).

De acordo com o Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN),
no periodo de 2007 a 2011, 12 casos humanos de LV e 21 casos humanos de LT
foram notificados em Divin6polis. Com relagdo aos bairros onde foi realizado o
estudo, foram notificados 11 casos de LT em nove bairros e com relacéo a LV foram
notificados quatro casos em trés bairros (SINAN/Epidemiologia). Segundo Margonari
et al (2006) a transmissdo da doenca em humanos ocorre em dareas de alta

prevaléncia de caes infectados e grande niumero de flebotomineos.

O processo de expansédo geografica das leishmanioses conduz a necessidade
de se estabelecer medidas mais eficazes de controle. Basano & Camargo (2004)
apontam que além das medidas antivetoriais e de um eficiente sistema de vigilancia
epidemiologica, a reducdo da transmisséo esta intimamente relacionada a melhoria
das condi¢fes de vida da populacdo. E esta problematica foge ao escopo técnico da
area de saude, representando atualmente mais um obstaculo na abordagem do

controle de endemias (Basano & Camargo, 2004).

Em um estudo realizado por Margonari et al (2012), os autores demonstraram
gue o conhecimento publico sobre as leishmanioses no municipio de Divindpolis é
escasso e fragmentado dificultando o trabalho de agentes de salde, uma vez que a

populacao € uma grande aliada no processo de prevencao e controle de doencas.
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A vigilancia ambiental baseada em vetores artropodes fornecem bases
apropriadas para intervencdes no controle de doencgas. Indicadores delineados pela
vigilancia de vetores precisa considerar a diversidade da atividade enzodtica, a
abundéancia das espécies e as suas taxas de infeccdo natural (Gomes, 2002). Em
relacdo a estes aspectos, a importante presenca de Lu. longipalpis e de espécies
vetoras de Le. braziliensis salienta para a necessidade de elaborar uma intensiva
vigilancia entomoldgica visando a prevencdo e controle da leishmaniose visceral e

tegumentar no municipio de Divindpolis.
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7 Conclusodes

1- O municipio de Divinépolis/MG apresentou uma fauna bastante diversificada,
evidenciando a presenca 17 espécies do género Lutzomyia e uma espécie do

género Brumptomyia;

2- A espécie mais prevalente foi Lu. longipalpis, importante espécie vetora de LV,

3- Nenhuma das espécies foi encontrada em todas as localidades de estudo, porém

a espécie Lu. longipalpis foi encontrada em 14 das 20 localidades;

4- A espécie Lu. longipalpis apresentou preferéncia pelo ambiente peridomiciliar,
sendo sua maioria capturada em uma Unica residéncia provavelmente atraidos

por galinaceos;

5- O ambiente de area verde apresentou uma riqgueza de 15 espécies, enquanto no

ambiente periurbano a riqueza foi de 12 espécies;

6- Nao houve correlacdo significativa entre a densidade dos vetores e as variaveis
bioclimaticas temperatura, umidade relativa do ar e precipitacao;

7- A determinacéo da taxa minima de infec¢cdo natural nas fémeas de flebotomineos

na area estudada foi de aproximadamente 0,6%;
8- Os resultados do nosso estudo sobre os flebotomineos podem contribuir para um

melhor direcionamento das medidas de controle pelos 6rgdos competentes do

municipio.
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8 ANEXO

8.1 Artigo 1

Study of sand flies (Diptera: Psychodidade) in visceral and cutaneous leishmaniasis

areas in central western of Minas Gerais state - Brazil.

Autores: Bruno Warlley Leandro Nascimento, Lara Saraiva, Rafael Goncalves
Teixeira Neto, Paula Cavalcante Lamy Serra e Meira, Cristiani de Castilho
Sanguinette, Gabriel Barbosa Tonelli, Helbert Anténio Botelho, Vinicius Silva Belo,
Eduardo Sérgio da Silva, Célia Maria Ferreira Gontijo, José Dilermando Andrade
Filho.
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The transmission of Leishmania involves several species of sand flies that are closely associated with
various parasites and reservoirs, with differing transmission cycles in Brazil. A study on the phlebotomine
species composition has been conducted in the municipality of Divinépolis, Minas Gerais, Brazil, an
endemic area for cutaneous leishmaniasis (CL), which has intense occurrence of visceral leishmaniasis
(VL) cases. In order to study the sand flies populations and their seasonality, CDC light traps (HP model)
were distributed in 15 houses which presented at least one case of CL or VL and in five urban parks
(green areas). Collections were carried out three nights monthly from September 2010 to August 2011.
A total of 1064 phlebotomine specimens were collected belonging to two genera and seventeen species:
Brumptomyia brumpti, Lutzomyia bacula, Lutzomyia cortelezzii, Lutzomyia lenti, Lutzomyia sallesi, Lutzomyia
longipalpis, Lutzomyia migonei, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia neivai, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia
christenseni, Lutzomyia monticola, Lutzomyia pessoai, Lutzomyia aragaoi, Lutzomyia brasiliensis, Lutzomyia
lutziana, and Lutzomyia sordellii. L. longipalpis, the main vector of Leishmania infantum in Brazil, was
the most frequent species, accounting for 76.9% of the total, followed by L. lenti with 8.3%, this species
is not a proven vector. Green and urban areas had different sand flies species composition, whereas
the high abundance of L. longipalpis in urban areas and the presence of various vector species in both
green and urban areas were also observed. Our data point out to the requirement of control measures
against phlebotomine sand flies in the municipality of Divindpolis and adoption of strategies aiming
entomological surveillance.
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1. Introduction

The leishmaniasis are the most severe and common sand
fly-borne diseases. The phlebotomine sand flies are notorious
vectors of human diseases caused by Leishmania (Young and
Duncan, 1994). Over the last decade, the number of cases and
the geographical spread of visceral and cutaneous leishmaniasis
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has increased considerably within Brazil. Currently, the disease
constitutes one of the most serious problems faced by the public
health authorities (Brasil, 2006).

Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe form of the dis-
ease owing to its high mortality rate. VL presents peri-urban
and urban patterns of occurrence in many Brazilian cities includ-
ing Belo Horizonte, Campo Grande, Sdo Luis, and Teresina (Silva
et al., 2001; Felipe et al., 2011; Soares et al., 2011; Oliveira et al.,
2012). Regarding about the 27 Brazilian states, 19 have reported
autochthonous VL cases. Recently, the expansion of the disease has
been observed in the Amazon basin as a result of human activities
such as deforestation, establishment of field plantations, mining,
and new settlements (Silva-Nunes et al., 2008).

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a disease with a range of
etiological agents, reservoirs, vectors and transmission patterns.
Comprehension about this zoonotic disease is still limited in certain
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Fig. 1. Divinépolis municipality map, showing the collection places of sand flies - NLU 1 to NLU 6 - Urban localities, GA: Green areas—from September 2010 to August 2011.

aspects, which makes it difficult to control. World Health Organiza-
tion considers CL one of the six most important infectious diseases
due toits high detection rates and the potential to cause deformities
in patients (World Health Organization, 2010).

The zoonosis is widely disseminated in Brazil, which reports
cases in all regions. From 1985 to 2005, there was an aver-
age annual rate of 28,568 autochthonous cases recorded and a
medium detectionrate of 18.5 cases per 100,000 inhabitants (Brasil,
2007). The first records of CL cases in Minas Gerais state were
associated to deforestation to construction of roads and to agri-
cultural activities (Orsini, 1940). However the transmission of the
disease in Minas Gerais has changed with outbreaks occurring
in rural settlements and in peri-urban and urban areas, as in
other Brazilian regions (Lainson, 1989; Brasil, 2007; Gontijo et al.,
2002).

An important aspect of the leishmaniasis in Brazil is the adap-
tation of proven vectors of different species of Leishmania to urban
areas of many municipalities. For instance Lutzomyia longipalpis
(Lutz & Neiva, 1912), the main vector of Leishmania infantum, Lut-
zomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912) and Lutzomyia whitmani
(Antunes & Coutinho, 1939) vectors of Leishmania braziliensis are
commonly collected in urban areas (Barata et al., 2005; Gontijo
et al., 2005; Carvalho et al., 2009; Saraiva et al., 2011).

Divinépolis municipality is considered an endemic region of
CL. In the 1990 decade 135 human cases of American cutaneous
leishmaniasis were reported. From 2000 to 2011, 52 cases were
recorded by Health Authorities (DEDCH, 2012). Considering the
occurrence of VL in the municipality, four cases were registered in
2011. According to the classification of Ministry of Health in Brazil
for areas to surveillance and control of visceral leishmaniasis, the
Divinépolis is ranked as a moderated transmission area whereas
the average number of VL human cases was between 2.4 and 4.4
cases in the last five years. Until now, 21 species of sand flies were
reported in the municipality of Divinépolis (Andrade Filho et al.,
2008; Margonari et al., 2010).

This classification indicates the necessity of epidemiological
surveillance measures with respect to VL, once other cities in Minas
Gerais state have had the same historical profile, currently are areas
of intense transmission of VL, for instance Belo Horizonte and Santa
Luzia municipalities (PBH, 2011).

Disorganized growth of Divinépolis can favor the proximity of
suburban areas and areas of residual forest. This fact can promote
the occurrence of transmission cycles of leishmaniasis. Never-
theless there are no concluded studies on the epidemiology of
leishmaniasis in the municipality. As stated by Silva et al. (2001)
several zoonoses have assumed increasing public health impor-
tance due to their urbanization. However these urban rates have
increased without the incidence of the diseases being reduced in
rural areas. Alterations in rural environments and the constant
migratory movements of the population to the periphery of cities
have facilitated this process.

The aim of this study was to provide information about the
diversity, abundance and seasonality of sand flies vectors in the
municipality, focusing the development of control measures well
targend and entomological surveillance.

2. Materials and methods
2.1. Study area

Divinépolis has 213,000 inhabitants in a total area of 708 km?
(IBGE, 2011). The municipality coordinates are 20° 8'21"S e 44°
53’17"W, the altitude ranges from 600 to 850 m above sea level.
Divinépolis is located in the metallurgical zone, in the region called
“Alto Sdo Francisco River” in Minas Gerais state, Brazil (Fig. 1).
The municipality benefits from a humid subtropical climate (Cwa
- Koppen climate classification), warm weather with a distinctly
dry winter. The average annual temperature is 16 °C and an aver-
age rainfall varies from 1200 to 1700 mm)/year. The average annual
humidity of the air varies around 72%. The predominant vegeta-
tion in the municipality is the Brazilian Savannah called “Cerrado”.
Main degradation factors in the area include the pastoral activ-
ity, due to the extensive cattle raising, and the urban occupation
(SEPLAN/PMD, 1998).

2.2. Sample collection and identification of phlebotomines
Sampling was performed every month between September

2010 and August 2011, using CDC light traps, HP model (Pugedo
et al,, 2005) located in fifteen houses and in five green areas.
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Table 1
Collected sand flies per species, sex and area of study (urban and green areas) in Divinépolis municipality from September 2010 to August 2011.
Species Total of collected specimens per sex (%) Total of collected specimens per area (%) Total (%)
Q Jd Urban Green

Brumptomyia brumpti - 5(0.5) - 5(0.5) 5(0.5)
Lutzomyia aragaoi 13(1.2) 10(0.9) 3(0.3) 20(1.9) 23(2.2)
Lutzomyia bacula 1(0.1) - - 1(0.1) 1(0.1)
Lutzomyia braziliensis 1(0.1) 1(0.1) 1(0.1) 1(0.1) 2(0.2)
Lutzomyia christenseni 2(0.2) - - 2(0.2) 2(0.2)
Lutzomyia cortelezzii 1(0.1) 13(1.2) 14(1.3) - 14(1.3)
Lutzomyia intermedia - 4(0.4) - 4(0.4) 4(0.4)
Lutzomyia lenti 27 (2.5) 61(5.7) 4(0.4) 84(7.9) 88(8.3)
Lutzomyia longipalpis 100 (9.4) 718(67.5) 812(76.3) 6(0.6) 818(76.9)
Lutzomyia lutziana 2(0.2) 2(0.2) 1(0.1) 3(0.3) 4(0.4)
Lutzomyia migonei 1(0.1) - - 1(0.1) 1(0.1)
Lutzomyia monticola 4(04) 2(0.2) 3(0.3) 3(0.3) 6(0.6)
Lutzomyia neivai 3(0.3) 5(0.5) 1(0.1) 7(0.7) 8(0.8)
Lutzomyia sallesi 23(2.2) 7(0.7) 28(92.6) 2(0.2) 30(2.8)
Lutzomyia sordelli 2(0.2) 2(0.2) 3(0.3) 1(0.1) 4(0.4)
Lutzomyia pessoai - 1(0.1) 1(0. ) - 1(0.1)
Lutzomyia whitmani 18(1.7) 35(3.3) 20(1.9) 33(3.1) 53(5.0)
Total (%) 198 (18.6) 866(81.4) 891(83.7) 173(16.3) 1064(100)

The sampling sites comprised 15 residences in which at least one
human case of VL or CL was reported in 2009, and five segments of
green areas located in the city, called urban parks.

The analyses were performed by grouping the urban sampling
sites according to geographical proximity on six areas: NLU1 (two
traps), NLU2 (two traps), NLU3 (three traps), NLU4 (two traps),
NLU5 (five traps), NLU6 (one trap). Green areas were analyzed
together (ten traps) (Fig. 1). This procedure has been made to
enhance the analytical power. The comparison between the areas
was carried out through the average number of collected sand flies
specimens since the number of traps in each area was different.

A total of 25 traps were employed, with one trap in each resi-
dence and two in each green area. The traps were exposed between
6:00 p.m. and 06:00 a.m. during three nights of collection. Sampling
time per trap was 432 h and the total sampling hours was 10,800.
Trapped specimens were identified according to the classification
proposed by Young and Duncan (1994).

2.3. Analyses

Data were organized through Excell 97/2003 which was used to
the descriptive statistics. Graph Pad Prisma 4.0 was used for sta-
tistical analyses. The climatological data were obtained from the
Health Secretary of Divinépolis Muncipality.

3. Results

Phlebotomine specimens belonging to eight genera and sev-
enteen species were collected and identified: sixteen species of
Lutzomyia i.e. Lutzomyia bacula (Martins, Falcio & Silva, 1965),
Lutzomyia. cortelezzii (Bréthes, 1923), Lutzomyia lenti (Mangabeira,
1938), Lutzomyia sallesi (Galvdo & Coutinho, 1939); L. intermedia
(Lutz & Neiva, 1912), Lutzomyia. neivai (Pinto, 1926), L. whit-
mani (Antunes & Coutinho, 1939), Lutzomyia christenseni (Young &
Duncan, 1994), Lutzomyia monticola (Costa Lima, 1932), Lutzomyia
pessoai (Coutinho & Barretto, 1940), Lutzomyia aragaoi (Costa Lima,
1932), Lutzomyia brasiliensis (Costa Lima, 1932), Lutzomyia lutziana
(Costa Lima, 1932), Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), Lut-
zomyia migonei (Franca, 1920) and Lutzomyia sordellii (Shannon e
Del Ponte, 1927). Regarding the other genera, Brumptomyia, only
one species of genus was collected. Respectively: Brumptomyia
brumpti (Larrousse, 1920), (Table 1).

A total of 1064 specimens were collected. Urban sites displayed
a much higher abundance of phlebotomines than the green areas,
respectively 83.7% and 16.3% of the total were collected in each area.

Lutzomyia longipalpis accounted for 76.9% of the total number of
specimens collected, followed by L. lenti (8.3%), L. whitmani (5.0%),
L. sallesi (2.8%) and L. aragaoi (2.2%). With regard to the ratio of
genders 81.4% of the specimens were males and 18.6% were females
(Table 1).

Green areas displayed a little higher specific richness of phle-
botomines than the urban sites; 15 phlebotomine species were
identified; 12 species were collected in urban sites (Table 1). From
the total collected in urban areas (891 specimens), 91% (812 spec-
imens) belong to L. longipalpis species. This species was mainly
collected in urban areas 99.3% of specimens and only 0.7% were
collected in green areas. It is important to point out that from the
specimens of L. longipalpis collected in urban areas 85% come from
a single house located in NLU4 (Table 2).

With respect to L. lenti, 95.5% (84) of specimens were collected
in green areas and 4.5% (4) were collected in urban areas, while
L. whitmani, 37.7% (20) of the specimens were collected in urban
areas and 62.3% (33) in green areas. Some species were collected
exclusively in the green areas: B. brumpti, L. bacula, L. christenseni,
L. intermedia, L. migonei. The species L. cortelezzii e L. pessoai were
recorded only in urban areas.

The six urban areas studied showed different patterns of rich-
ness and abundance of sand flies species. In the area NLU1, five
species were collected with the predominance of L. sallesi although
L. longipalpis was not found at this location.

In the areas NLU 2 and 4, six species were collected with the
predominance of L. longipalpis. In the area NLU 4, L. longipalpis
has reached the highest average of specimens collected among
all locations of the study. The location NLU 3 had a richness of
eight species with the predominance of L. sallesi. In the localities
NLU 5 and 6, the richness was five and three species, respectively,
and the predominant species was L. longipalpis in these two areas
(Table 2).

Green areas had a richness of 15 species and the predominant
ones were: L. lenti, L. whitmani and L. aragaoi, respectively (Table 2).
Differences in the proportions of species collected in the two types
of environment (urban and green areas) were statistically signifi-
cant (p<0.0001) (Table 3).

The curve representing the seasonal variation in the numbers
of sand flies captured (Fig. 2) peaked in April and May 2011. L.
whitmani and L. longipalpis were the only species collected in all
months of the study, L. sallesi has not been collected only in July.
The presence of a greater number of phlebotomines coincided with
the periods during and after the rainfalls, which were characterized
by higher relative humidity and milder temperatures.
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Table 2

Average of collected specimens per light trap in each area of study in Divinépolis municipality from September 2010 to August 2011.

Collected species Places of collection

NLU1 NLU2 NLU3 NLU4 NLU5 NLU6 Green areas

? d ? g ? g ? g ? g ? d ? d
Brumptomyia brumpti - - - - - - - - - - - - - 1
Lutzomyia aragaoi - - - - 1 - - - - - - - 2 2
Lutzomyia bacula - - - - - - - - - - - - 0.2
Lutzomyia braziliensis - - - 0.5 - - - - - - - - 0.2 -
Lutzomyia christenseni - - - - - - - - - - - - 04 -
Lutzomyia cortelezzii - - - 1.5 - - - 1.5 0.2 14 - - - -
Lutzomyia intermedia - - - - - - - - - - - - - 0.8
Lutzomyia lenti - 0.5 - - 0.3 0.3 - 0.5 - - - - 52 11.6
Lutzomyia longipalpis - - 1 4 0.3 0.7 36 310 4.4 11.2 2 27 0.2 1
Lutzomyia lutziana - 0.4 - - 0.3 - - - - - - - 0.2 -
Lutzomyia migonei - - - - - - - - - - - - 0.2 -
Lutzomyia monticola - - - 0.3 0.7 - - - - - - - 04 0.2
Lutzomyia neivai - - - - - - - 0.5 - - - - 0.6 0.8
Lutzomyia sallesi 1.5 - 0.5 - 0.3 1 1.5 2.6 0.4 - - 0.2 0.2
Lutzomyia sordelli 0.5 - - - - - - - - 0.2 - 1 0.2 -
Lutzomyia pessoai - - - - - 0.3 - - - - - - - -
Lutzomyia whitmani - 0.5 0.5 - 0.3 0.7 3 2 - 0.2 1 3 1.8 4.8

Table 3

Proportion of collected sand flies specimens per species and urban and green areas in Divinépolis muncipality from September 2010 to August 2011.

Studied areas L. lenti L. sallesi L. longipalpis L. whitmani L. aragaoi Other species
Urban areas 0.4 2.6 76.2 19 0.3 23
Green areas 7.9 0.2 0.6 3.1 1.9 2.6
Total 8.3 2.8 76.7 5.0 2.2 4.9

P-value <0.0001, Chi-square test.

4. Discussion

Leishmaniasis are considered eco-epidemiological events
extremely complex. Currently, urbanization adds up to this com-
plexity, thus them represent a challenge to global public health.
An increase in the number of cases of all forms of leishmaniasis
occurred in the world over the past twenty years. Some experts
consider them emerging diseases in some areas, and reemerging in
others (Ashford, 2000).
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Seventeen species of sand flies were collected in the studied
area, which represent high species richness while compared to
results found in other endemic urban areas for leishmaniasis in
Minas Gerais State. For instance nine species of sand flies were col-
lected in a study carried out in Belo Horizonte city and exclusively
seven species were collected in the city of Santa Luzia (Carvalho
et al,, 2010; Saraiva et al., 2011).

From the 17 collected species, seven are proven or suspicious
vectors of Leishmania. The main vector of L. infantum, L. longipalpis
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was the most abundant species (76.9%). The species L. intermedia
(0.4%), L. neivai (0.8%), L. whitmani (5.0%), and L. migonei (0.1%) were
collected in small amount of numbers, all of them are related to the
L. braziliensis transmission (Pita-Pereira et al., 2005; Andrade Filho
et al., 2007; Costa et al., 2007).

Gender ratio represented 84.6% of males and 18.6% of females.
These numbers can be understood considering the behavior of
theses insects during feeding and copulation. Males are active on
searching for hosts. After finding them, the males release sexual
pheromones which attract females (Brazil and Brazil, 2003).

The highest species richness has occurred in green areas (15
species), however, the highest abundance of specimens have
occurred in the peridomiciles (83.7% of the total). This fact illus-
trates the adaptation of sand flies to anthropically modified
environment, where some species are found in high abundance.
The adaptability of L. longipalpis to the urban environment has been
investigated since the decade of 1930, when the cycle of VL started
to be elucidated. Presence of this species in peridomiciles and their
opportunistic feeding habits were reported (Lainson and Rangel,
2005). One of the determinants of VL urbanization process in the
Americas is the adaptability of this vector species to the anthrop-
ically modified environment (Lainson, 1989; Lainson and Rangel,
2005, Shaw et al., 2003).

Resende et al. (2006) reported L. longipalpis in the intra and
peridomiciles from 1997 to 1999 in Belo Horizonte city. In this
study, L. longipalpis represented 69% of the total collected spec-
imens. Research conducted by Souza et al. (2004), also in Belo
Horizonte city, from 2001 to 2003, L. longipalpis accounted for 68%
of the collected sandflies. L. longipalpis was extremely abundant in
the peridomiciles (99.3%) whereas few specimens were collected in
greenareas(0.7%)in Divinépolis municipality. L. sallesiis commonly
recorded in the Minas Gerais State. This species has been found
naturally infected by L. infantum (Saraiva et al., 2009), although
Mayrink et al. (1979) had previously observed specimens of this
species infected with trypanosomatids in eastern region of Minas
Gerais state (Martins et al., 1978). In this work 30 specimens of
L.sallesi were collected, representing 2.8% of the sand flies.

L. cortelezzii has been collected in low numbers (14 specimens)
and only in urban areas, however, it is necessary to point out its
occurrence, since Carvalho et al. (2008) have found that species
infected by Leishmania (L.) infantum in the metropolitan region
of Belo Horizonte city. Furthermore, in Belo Horizonte city one
female of the cortelezzii complex was found infected by L. brazilien-
sis (Saraiva et al., 2010). Although the authors cannot incriminate
these species as a vector in the transmission of Leishmania, they
do not reject the possibility of this species to be involved in the
cycles of CL and VL. Recently, this species were found infected with
L. infantum in Mato Grosso do Sul state, Brazil (Andrade et al., 2011)

L. lenti represented 8.3% of the collected sand flies, second most
abundant species. This finding deserves to be highlighted in view
of the fact that this species eagerly bites humans, horses and dogs.
Moreover, L. lenti has been found naturally infected by promastig-
otes in Jacobina city, Bahia state (Sherlock, 1996). Recently, in
Divinépolis municipality, natural infection of L. lenti by L. brazilien-
sis it been reported in a study using molecular biology techniques
(Margonari et al., 2010). It is valuable to mention that the last study
was conducted in the Gafanhoto Park, one of the green areas that
have taken part of the present study. Therefore, the possible epi-
demiological role of L. lenti needs to be clarified.

L. aragaoi accounted for 2.2% of the sand flies. The highest abun-
dance occurred in green areas and a few specimens in peridomestic
area. This species has already been found naturally infected by
Leishmania sp. Margonari et al. (2010) in a study carried out in a
green area (Gafanhoto Park) in Divinépolis municipality.

L. whitmani has a wide geographic distribution and high
level of adaptation to various ecological niches with populations

displaying different behavioral patterns. This species inhabits pri-
mary forest areas in the Amazon region, regions of remaining
forests and peridomiciliary areas in northeastern and southeast-
ern Brazil (Rangel et al., 1996). Several authors have shown high
abundance of L. whitmani in the peridomicile, especially in south-
eastern Brazil (Brazil et al., 2006). This species is considered one of
the main vectors of the etiological agent of cutaneous leishmani-
asis in many regions of Brazil (Queiroz et al., 1994; Teodoro et al.,
1991).

Ryan et al. (1990) have isolated and characterized specimens
of L. whitmani naturally infected by L. braziliensis. Carvalho et al.
(2008) have found L. whitmani naturally infected by L. (Viannia) spp.
using molecular techniques. Saraiva et al. (2010) and Margonari
etal.(2010) have reported the infection of L. whitmani by L. infantum
also employing molecular methods.

Twenty specimens of L. whitmani were captured in the perido-
mestic area in Divinépolis municipality. This fact might indicate
a tendency to urbanization of this species. According to some
authors, this species shows a pattern of peridomestic colonization
already acknowledged (Leonardo and Rebélo, 2004). Nevertheless,
recent researches suggest the urbanization of L. whitmani (Souza
etal., 2005; Carvalho et al., 2006; Teodoro et al., 2003; Saraiva et al.,
2011).

L. intermedia represented 0.4% of the total of collected spec-
imens. This species was collected exclusively in green areas.
Occurrence of L. intermedia merits to be discussed due to its
epidemiological importance, especially in the Southeast of Brazil
(Andrade Filho et al., 2007; Marcondes et al., 1997). Lutz and Neiva
(1912) have registered a high frequency of L. intermedia in res-
idences in the description of the species. This species has been
found naturally infected by L. braziliensis (Rangel et al., 1996) and
it is incriminated to transmit L. braziliensis in several localities
of Brazil (Andrade Filho et al., 2003; 2007; Gontijo et al., 2002;
2005).

L. neivai accounted for 0.8% of the total of sand flies. Only a single
specimen was collected in the urban area in the present study. This
species is related to L. (Viannia) braziliensis transmission in Brazil
(Queiroz et al., 1991; Luz et al., 2000; Andrade Filho et al., 2007).
Saraiva et al. (2009) reported the natural infection of L. neivai by L.
infantum in the northern of Minas Gerais state, whereas Margonari
et al. (2010), reported this species naturally infected by Leishmania
sp. in a green area (Gafanhoto Park) in Divinépolis municipality.

One specimen of L. migonei and one of L. pessoai were collected
in this study. Despite the low abundance, it is important to report
that the former was incriminated as the vector of L. braziliensis and
occurs frequently in foci of CL (Queiroz et al., 1994; Pita-Pereira
etal., 2005; Rangel and Lainson, 2003; Saraiva et al., 2006). The lat-
ter species is anthropophilic and presents high density in endemic
regions for CL and has been found naturally infected by promastig-
ote forms considered as Leishmania (Pess6a and Coutinho, 1940).

Forattini (1960) studied the seasonal variation of sand flies
and verified that in warm and humid months (From December to
February), the number of captured specimens was higher, while in
colder and drier months (From June to August), the population den-
sity became considerably reduced. The same seasonal profile was
reported by Barata et al. (2004) in the municipality of Porteirinha,
Minas Gerais state, an endemic area for CL.

The pattern of seasonal occurrence of phlebotomine species in
the study area was basically determined by the numbers of L. longi-
palpis captured. Collection peaks were observed after periods of
intense rainfall and the abundance of sand flies have increased dur-
ing the following months (from January to May), with a trend to
decrease during the colder and drier months. The low number of
specimens collected in December might be explained by the fact
that immature stages of the sand flies does not develop in drenched
places (Lainson, 1982).
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Souza et al. (2004) have observed that L. longipalpis and L.
whitmani undergo notable increases in the populations after rainy
periods (March and April) in an endemic area for cutaneous and
visceral leishmaniasis in the state of Minas Gerais. This fact can be
explained by favorable environmental conditions of the microhab-
itats.

Sherlock (1996) reported a higher occurrence of L. longipalpis
in both the warmest and the coldest rainy months. These authors
have established a correlation among the seasonal occurrence of
L. longipalpis, human cases of VL and the peridomestic frequency
of opossums which demonstrates the importance of knowing the
seasonal profile of vector species in each locality.

It is worth paying attention to high percentage of specimens of
L. longipalpis (84.6%) collected in the locality NLU4. The collection
place was a hen house which was used to hang up the trap. Although
domestic hens does not have ability to be infected by Leishmania
and do not act as reservoirs of this parasite. These animals represent
an important bond in the epidemiological chain of the VL since they
constitute a source of supply to females of L. longipalpis (Alexander
etal., 2002).

Environmental surveillance based on arthropod vectors pro-
vides bases for appropriate interventions in controlling diseases.
Indicators delineated by vectors surveillance need to consider the
diversity of enzootic activity, the abundance of the species and
their rates of natural infection (Gomes, 2002). Regarding to these
aspects, the important presence of L. longipalpis and species vectors
of L. braziliensis point out to the necessity to elaborate an intensive
entomological surveillance for prevention and control of visceral
and cutaneous leishmaniasis in the municipality of Divinépolis.
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