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Resumo

O municipio de Belo Horizonte e sua regido metropolitana ilustram o mais sério exemplo de
expansao da leishmaniose visceral no sudeste do Brasil. O municipio e o parque Estadual do
Sumidouro localizam-se no bioma cerrado, segundo maior bioma terrestre da América do Sul.
Os objetivos deste projeto foram: estudar a variacdo sazonal da fauna flebotominica no DS
Venda Nova (Belo Horizonte) e no PES; descrever os padrdes de riqueza e diversidade fauna
flebotominica nas formacdes vegetais do PES e no DS Venda Nova; determinar a taxa de
infeccdo natural de fémeas capturadas; estudar a variagdo morfoldgica das populacfes de Lu.
longipalpis coletadas nos diferentes ambientes; avaliar os impactos das acdes de controle
realizadas no DS Venda Nova nas taxas de ocorréncia sazonal e densidade das populagdes de
flebotomineos. Foram realizadas coletadas mensais no periodo de agosto de 2011 a agosto de
2013. Os insetos foram identificados de acordo com Galati 2003. As fémeas coletadas néo
ingurgitadas foram submetidas a extracdo de DNA e reacdes de PCR e de PCR-RFLP para a
averiguacdo da infeccdo natural por espécies de Leishmania. Para comparacao das localidades
de estudo foi utilizada analise descritiva e indices ecologicos. Para a comparacdo morfolégica
trinta casais (quinze proveniente do DS Venda Nova e quinze do PES) da espécie Lu.
longipalpis foram medidos, e foram comparados tantos as médias como as variancias dos
caracteres entre os grupos. As acgoes de controle da LV no DS Venda Nova realizadas nos
periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2013 foram analisadas descritivamente e
relacionadas a curva sazonal de Lu. longipalpis. A riqueza, a diversidade e a equitabilidade da
fauna de flebotomineos foram marcadamente diferentes entre o DS Venda Nova e o PES. Na
area urbana foram coletados 2.247 espécimes pertencentes a cinco géneros e 0ito espécies, a
curva de acumulacéo de espécies atingiu a saturacao na 19° amostragem. No DS Venda Nova
a curva de variacdo sazonal foi delineada principalmente por Lu. longipalpis e 95,3% dos
espécimes pertenciam a esta espécie. Lu. longipalpis apresentou taxas de infec¢do natural de
1,01% para Leishmania infantum e 1,77% para Leishmania braziliensis. No PES foram
coletados 4.675 espécimes pertencentes a cinco géneros e 25 espécies e a curva de
acumulacdo atingiu a saturacdo na 16° amostragem. No PES ndo houve uma Unica espécie que
apresentasse padrdo tdo pronunciado de dominancia. Lu. longipalpis correspondeu a 5,35%
dos espécimes. Diversas espécies com envolvimento (suspeito ou comprovado) nos ciclos de
LTA foram registradas. Uma fémea do complexo cortellezzi apresentou deteccdo positiva
para Le. braziliensis. A comparacdo morfométrica e de composicdo de feromonios indicou
grande similaridade entre as duas populagdes de Lu. longipalpis avaliadas. A andlise realizada
para correlacdo das acOes de controle com a variagdo sazonal de Lu. longipalpis indicam a
necessidade de estudos pormenorizados para inferéncias mais robustas. Os resultados
evidenciam a dominancia da espécie Lu. longipalpis no ambiente urbano, e indicam que as
mudangas antropicas no cerrado podem alterar a composicdo das populacdes de
flebotomineos e os ciclos de transmissao de patdgenos aos humanos.



Abstract

The municipality of Belo Horizonte and its metropolitan region illustrate the most serious
example of the expansion of leishmaniasis in southeast Brazil. The municipality of Belo
Horizonte, its metropolitan region, and the Sumidouro State Park, are in the Brazilian
Savannah biome (Cerrado). This is the second largest terrestrial biome in South America. The
aims of this project were: to study the seasonal variation of sand flies in SD Venda Nova
(Belo Horizonte) and in the PES; to describe the richness and diversity patterns of sand flies
in the vegetable formations of PES and SD Venda Nova; to determine the natural infection
rate of females captured; to study the morphological variation of Lu. longipalpis populations
from different environments; to evaluate the impacts of LV control actions carried out in DS
Venda Nova in seasonal occurrence of sandflies. Sampling was performed every month over
three consecutive days using HP light traps form August 2011 to August 2013. The insects
were identified according to Galati 2003. The non-engorged females were subjected to DNA
extraction and PCR reactions and the PCR-RFLP for the investigation of natural infection
with Leishmania species. To compare the study sites was used descriptive analysis and
ecological indexes. In the morphological comparison thirty couples (fifteen from the DS
Venda Nova and fifteen PES) of Lu. longipalpis species were measured and the means and
variances were compared. The LV control actions in DS Venda Nova conducted in the period
from January 2011 to December 2013 were analyzed descriptively and related to seasonal
curve Lu. longipalpis. Richness, diversity and evenness in the study areas, urban and park
protected area, were distinct. In Venda Nova SD 2.427 sand flies specimens belonging to five
genera and eight species were collected and the species accumulation curve reached saturation
in the 19° sampling. In Sumidouro State Park a total of 4,675 sand flies specimens belonging
to nine genera and 25 species were collected and the species accumulation curve reached the
saturation in the 16° sampling. In Venda Nova SD the species seasonal variation curve is
predominantly determined by Lu. longipalpis. In Venda Nova 95.3% of the collected
specimens belonged to the species Lu. longipalpis and this species exhibited a natural
infection rate of 1.01% for Le. infantum and 1.77% for Le. braziliensis. In the Sumidouro
State Park a total of 4,675 sand fly specimens of 25 species belonging to nine genera were
collected. The seasonal curve is not delineated by a unique species. In the park area, Lu.
longipalpis accounted for only 5.35% of the collected specimens. The main vector of Le.
infantum, Lu. longipalpis, accounted for only 5.35% of the specimens collected. Proven or
suspected vectors of Le. braziliensis were recorded, and one female of the cortellezzii
complex tested positive for Le. braziliensis DNA. The results make evident the Lu.
longipalpis dominance in the urban environment. Our data demonstrate that anthropic
modifications in the savannah studied area significantly altered the sandflies populations and
the Leishmania transmission cycles.
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DS - distrito sanitario

FIOCRUZ - Fundagdo Oswaldo Cruz

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ITS - internal transcribed spacers (espacador transcrito interno)

KM - quildmetros

LTA — leishmaniose tegumentar americana

LV — leishmaniose visceral

MA — Ministério do Meio Ambiente

PB — pares de base

PBH - Prefeitura de Belo Horizonte

PCR: Polymerase Chain Reaction — (Reacdo em cadeia da polimerase)
PES — Parque Estadual do Sumidouro

PM: Peso Molecular

RNA — Acido ribonucleico

RFLP: Restriction Fragment Length Polimorfism — (Polimorfismo de tamanho dos
fragmentos de restri¢éo)

RPM — Rotacdes por minuto

SMS - Secretaria Municipal de Saude

SSU — RNA - small-subunit ribosonal RNA (subunidade menor do RNA ribosomal)
UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

U - Unidade

UV - Ultravioleta

uL - microlitro

uM — micromolar

°C — graus célsius
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1 Introducéo e Justificativa

Leishmanioses — aspectos gerais

As leishmanioses sdo consideradas agravos negligenciados que afetam populagdes de
paises em desenvolvimento e apresentam maiores taxas de incidéncia em populac6es pobres.
Epidemiologicamente estes agravam apresentam padrbes endémicos, epidémicos e
esporédicos, e um amplo espectro de apresentacdes clinicas com duas formas principais: a
visceral e a tegumentar (Desjeux 2001b; WHO 2010).

Este grupo de agravos esta fortemente relacionado a pobreza, sendo as taxas de
ocorréncia em  populacdes sécio-economicamente  desfavorecidas muito  altas.
Ambientalmente estes agravos estdo relacionados a situagbes de moradias inadequadas,
auséncia de condicGes sanitarias e migracdes (Alvar et al. 2006). As leishmanioses pertencem
ao grupo das doencas consideradas como “as mais negligenciadas doengas”, pois estas sdo
ignoradas pela industria farmacéutica e pelo setor publico (Sensky 2002).

As leishmanioses sdo as mais complexas e diversas de todas as doengas transmitidas
por vetores, em sua ecologia e epidemiologia, englobando cerca de 20 espécies de parasitos,
diversas espécies de reservatorios e flebotomineos vetores. Esses agravos apresentam uma
ampla variacdo topo-geografica em sua ocorréncia, apresentando uma distribuicéo,
geralmente, focal. As leishmanioses ocorrem em mais de 100 paises do mundo, de clima
subtropical ou tropical, em ciclos antropondticos e zoonoéticos (Ashford 1996; Cattand et al.
2006; Lainson & Shaw 1987).

A leishmaniose visceral (LV) é endémica em 65 paises e nas Américas cerca de 90%
dos casos humanos sdo registrados no Brasil, com 50.000 mortes estimadas anualmente em
todo mundo (Desjeux 2001a; WHO 2010). A leishmaniose visceral é causada por parasitos do
complexo donovani (Leishmania (Leishmania) donovani — Leishmania (Leishmania)
infantum) e grande parte dos individuos apresentam infeccdo assintomatica. Nos casos dos
individuos que desenvolvem a doenca esta apresenta importante morbidade e elevadas taxas
de letalidade. Individuos doentes quando nédo tratados, geralmente, evoluem para o 6bito.
Atualmente, a infecc@o por estes parasitos apresenta padrdes de urbanizacéo e os fatores de
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risco individuais sdo: ma nutricdo, depressdo do sistema imune, especialmente a coinfeccao
pelo virus HIV (Brasil Ministério da Saude 2006; WHO 2010).

Os ciclos de ocorréncia das leishmanioses podem variar consideravelmente quanto a
presenca de animais vertebrados reservatorios, espécies de flebotomineos vetores e a especie
de parasito. Estes sdo classificados como zoonéticos ou antroponoéticos dependendo da
presenca ou ndo de um hospedeiro reservatorio ndo humano (Harhay et al. 2011).

As leishmanias sdo protozoarios pertencentes a familia tripanossomatidae, ordem
Kinetoplastida, classe Mastigophora, subfilo Sarcomastigophora e filo Protozoa. Sao parasitos
intracelulares obrigatdrios, quando infectando o hospedeiro vertebrado. O parasitismo ocorre
nas células do sistema mononuclear fagocitario, especialmente, macréfagos e neutrofilos
(Rosenthal et al. 1996; Harhay et al. 2011).

Os hospedeiros vertebrados variam ao se considerar a espécie de parasito e a
localidade de ocorréncia do ciclo. Vérias ordens da classe Mammalia apresentam espécies que
sdo reconhecidas como reservatorios destes parasitos. Nas Ameéricas as ordens que possuem
espécies reconhecidas como reservatorios de Leishmania sdo: Rodentia, Marsupialia, Primata,
Edentata, Carnivora e Perissodactyla. Considerando os ciclos zoon6ticos a compreensdo da
ecologia e biologia dos hospedeiros reservatdrios participantes € fundamental para a
compreensdo do ciclo do parasito (Ashford 1996).

As interacGes parasito-hospedeiro entre as espécies de Leishmania e as espécies de
hospedeiros sdo extremamente complexas e ha diversos estudos que buscam uma melhor
compreensdo destas (Beattie & Kaye 2011; Dostalova & Volf 2012; Kamhawi 2006). No
entanto, ha um padrdo de fenémenos que pode ser considerado comum para as diversas
espécies de parasitos quando infectando o hospedeiro vertebrado e o invertebrado. De forma
geral: as células dos parasitos podem apresentar, basicamente, duas morfologias diferentes: as
formas intracelulares sem flagelo aparente, presentes no hospedeiro vertebrado, amastigotas, e
as formas com flagelo aparente, presentes no hospedeiro invertebrado, promastigotas.

Os vetores sdo insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae. Séo insetos holometabolos e apresentam as fases de ovo, quatro estadios
larvais, pupa e adulto. As larvas destes insetos desenvolvem-se em na matéria organica em
decomposicdo e 0 ndo encontro de larvas na natureza em ndmero compativel com as

populacdes de adultos € uma das muitas lacunas de conhecimento sobre a biologia destes

20



insetos. Mais de 800 espécies de flebotomineos ja foram descritas e 98 delas sdo vetores
suspeitos ou confirmados de transmitir Leishmania (Maroli et al. 2013; Feliciangeli 2004).

As fémeas de flebotomineos possuem como estratégia de repasto a telmatofagia (pool-
feeding). Neste processo as fémeas produzem pequenas lesdes na pele do hospedeiro, estas
lesbes possuem tecido cutaneo dilacerado e sangue do hospedeiro. Este serd o conteudo
sugado pelas fémeas (Lehane 2005). Ao realizar o repasto na pele de um hospedeiro
vertebrado infectado, as fémeas podem ingerir macréfagos infectados com amastigotas. A
mudanca de pH e temperatura sdo dois fatores associados a mudanga morfologica das células
do parasito de amastigota para promastigotas. O desenvolvimento de leishmania no
hospedeiro invertebrado ocorre sempre na luz do trato digestério dos insetos. Durante o
processo, as células dos parasitos assumem diversas morfologias e precisam sobreviver ao
processo de digestdo do sangue. Apos evadir a matriz peritrofica os parasitos irdo aderir ao
epitélio do trato digestério. O local de desenvolvimento das leishmanias varia com o
subgénero dos parasitos. O subgénero Leishmania apresenta desenvolvimento suprapilario e o
Viannia peripilario (Beattie & Kaye 2011; Dostalova & Volf 2012; Rogers et al. 2014).

As formas infectantes sdo as promastigotas metaciclicas que migram para a porcao
anterior do trato digestorio e secretam um gel proteico que dificulta a passagem de fluido
durante o repasto. Este processo desencadeado pelo parasito favorece a regurgitacdo dos
mesmos na pele do hospedeiro vertebrado, quando a fémea infectada realiza novo repasto
sanguineo. A picada induz um infiltrado de macr6fagos e neutrdfilos. Os parasitos sdo
fagocitados por células dendriticas, macrofagos e neutrofilos. No vacuolo parasitario dos
macrofagos os parasitos se diferenciam em amastigotas e se replicam de forma sucessiva. Este
processo é a causa basica das lesdes cutaneas e viscerais, dependendo do sitio onde 0 mesmo
ocorre (Beattie & Kaye 2011; Dostalovd & Volf 2012; Rogers et al. 2014). A epidemiologia
das leishmanioses somente pode ser compreendida através da ecologia dos flebotomineos
vetores e dos hospedeiros vertebrados. Os ciclos de vidas dos insetos vetores desempenham
um papel fundamental na epidemiologia das doencas por eles transmitidas e diversos
pardmetros podem afetar a taxa de transmissdo de patdgenos tais como fecundidade,
mortalidade, migracdo e variacdo genética (Black & Moore 2005). Estes parametros estdo
diretamente relacionados as caracteristicas dos habitats que as espécies ocupam e atualmente
varios estudos postulam que as alteracBes antrépicas nos ecossistemas podem afetar a
dindmica de ocorréncia de zoonoses (Patz et al. 2000; Daszak et al. 2001). Estudos indicam a
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associacdo entre as densidades populacionais de flebotomineos e determinados tipos de
vegetacdo, postula-se que estas associacdes possam ocorrer tanto pela busca de locais para
abrigo e oviposicdo, quanto para alimentacdo de acuUcares vegetais necessarios para 0
desenvolvimento e sobrevida dos flebotomineos machos e fémeas (Cameron et al. 1995).

No Brasil, as leishmanioses sdo zoonoses de grande importancia epidemioldgica e
apresentam padrdo de expansdo territorial e um intenso processo de urbanizagdo. A
leishmaniose visceral apresenta padrdes epidemioldgicos esporadico e endémico, ocorrendo
em ciclos rurais, peri-urbanos e urbanos (WHO 2010). O agente etiologico € a Leishmania
(Leishmania) infantum Nicolle, 1908 e a principal espécie transmissora do parasito € a
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva, 1912).

Tradicionalmente, considerada uma zoonose de canideos e roedores, transmitida ao
homem em ambientes silvestres e localidades rurais, a doenca, atualmente, mostra uma
distribuicdo peri-urbana e urbana em diversas cidades da América Latina. No Brasil, o
municipio de Belo Horizonte apresenta altas taxas de incidéncia e letalidade por este agravo
(Lainson & Rangel 2005; Moreno et al. 2006; Dias et al. 2011; Carvalho et al. 2013; Silva et
al. 2001).

A leishmaniose tegumentar americana, no Brasil, apresenta uma gama de agentes
etiologicos e flebotomineos vetores. As formas clinicas, o progndstico, os padrdes
epidemioldgicos e os ciclos de ocorréncia variam com as espécies envolvidas nos ciclos.
Apesar de ser um fendmeno multi-causal a espécie de parasito determina fortemente as
caracteristicas clinicas da LTA (WHO 2010).

A leishmaniose visceral possui importante expressao epidemiolégica no Brasil, com
uma incidéncia anual estimada de 4.200 a 6.300 casos. A incidéncia estimada da LTA é muito
elevada variando entre 72.800 a 119.600 casos. Os dados brutos de incidéncia anual sdo
imprecisos, pois ha graves problemas de subnotificagdo no sistema publico de informacdes
em saude no Brasil (Alvar et al. 2012).

Na regido sudeste do Brasil, as leishmanioses apresentam expressiva expansdo
geogréfica e aumento significativo no nimero de casos. A regido metropolitana da cidade do
Rio Janeiro, com elevada incidéncia de leishmaniose tegumentar e a introducdo recente
seguida de rapida expansdo territorial e em nimero de casos da leishmaniose visceral no
estado de S&o Paulo sdo exemplos da gravidade da situacdo epidemioldgica destes agravos no
sudeste brasileiro (Cardim et al. 2013; Barata & Confalonieri 2011).
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O cerrado é o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando uma area de 22%
do territorio brasileiro. Este bioma é considerado um hotspot de biodiversidade e, no entanto,
sofre uma excepcional perda de habita (Brasil Ministério do Meio Ambiente 2014). Extensas
areas do bioma sdo degradadas pelos processos de ocupagdo humana como a urbanizacéo,
atividade agropecuéria e de producdo de carvao. Mais de 50% da area total do cerrado ja foi
ocupada para atividades produtivas (WWF 2014). Estas modificagdes antrépicas podem
favorecer os ciclos de ocorréncia de determinados patégenos atraves da eliminacdo dos
habitats naturais de reservatorios e vetores e adaptacdo dos mesmos ao convivio com seres
humanos (Gomes & Neves 1998; Correa Antonialli et al. 2007).

Um estudo realizado na regido do Parque Estadual do Rio Doce, localizado na regido
sudoeste do Estado de Minas Gerais registrou as mais elevadas taxas de incidéncia de casos
humanos de leishmanioses nas areas mais proximas ao parque (Souza et al. 2014). Tanto em
regibes endémicas como em areas com registros recentes de casos, conhecimentos acerca das
populacBes de flebotomineos sdo precondicdes para a elaboragdo e implementagdo de
medidas de controle destes agravos. Em éareas silvestres e de potencial turisticos o
conhecimento do risco ao quais residentes e turistas estdo expostos é essencial para a
realizacdo das medidas de vigilancia e do manejo de potenciais pacientes. Dados
epidemioldgicos sobre areas visitadas podem ser utilizadas na interpretacdo do diagnostico

especialmente no caso de turistas que retornam de areas endémicas (Scarisbrick et al. 2006).

Flebotomineos e interacBes com outros organismos

O principal fator que estimula e embasa os estudos sobre os flebotomineos é o papel
vetorial exercido por algumas espécies deste grupo. No entanto, este grupo de insetos esta
relacionado a transmissdo de diversos agentes etioldgicos de agravos com menor notoriedade
na literatura cientifica e na salde coletiva mundial tais como: sandfly fever, meningite do
verdo, estomatite vesicular, encefalite do virus Chandipura e doenca de Carrion (Alexander &
Maroli 2003; Maroli et al. 2013; Young & Duncan 1994).

Além disso, os flebotomineos estabelecem interaces com diversos grupos de
microorganismos, como descrito em estudo realizado com espécimes de Lu. longipalpis
oriundos de Posadas, na Argentina, e da gruta da Lapinha, na regido metropolitana de Belo
Horizonte. Neste estudo os autores utilizaram a metodologia de high-throughput

pirosequenciamento para analisar moléculas de RNA extraidas dos flebotomineos. Sequéncias
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de vérios taxa foram encontradas, de plantas, metazoarios, fungos bactérias e protozoarios
(McCarthy et al. 2011). O numero de espécies relacionadas a Lu. longipalpis variou
consideravelmente de acordo com o ambiente estudado (&rea endémica com maior
modificacdo antropica e area ndo endémica com perfil silvestre). Estes resultados demonstram
a importancia de se considerar os aspectos ambientais aos se estudar e buscar interpretar
aspectos da biologia dos flebotomineos.

A possibilidade de interacdes entre 0s organismos muitas vezes ndos € considerada nos
estudos. Por exemplo, (McCarthy et al. 2011) no trabalho citado, dado o encontro de
sequencias de espécies que sdo parasitos de vegetais, os autores inferem sobre a possibilidade
dos flebotomineos atuarem como vetores de patdgenos de plantas durante a alimentacdo nos
vegetais.

Em estudo realizado por (Caligiuri et al. 2014) os autores enfatizam a importancia de
se estabelecer metodologias que permitam identificar corretamente os organismos que
interagem com os flebotomineos. Os autores desenvolveram um par de iniciadores para uma
reacdo de PCR que amplifica uma regido de 207pb que permite a detec¢éo e identificagéo de
organismos do género Gregarina a partir do DNA total extraido de flebotomineos.
Organismos deste grupo sdo parasitos naturais dos flebotomineos e 0s mesmos representam
uma potencial ferramenta para o controle biologico destes insetos.

Ao se considerar as interacbes destes insetos com o0os membros da familia
Trypanossomatidae, o género Leishmania é o principal de alvo de estudo para deteccdo e a
identificacdo de espécies e espécimes, dada a grande importancia epidemioldgica deste grupo
de protozoarios. A metodologia utilizada antes do advento das técnicas de biologia molecular
para deteccdo e identificacdo destes parasitos consistia na disseccdo das fémeas de
flebotomineos. E exame do trato digestério ao microscopio optico com posterior metodologia
para isolamento do parasito em meio de cultua, ou in6culo em animais de laboratorio. No
entanto esta metodologia requer profissionais experientes, e demanda longo tempo de
execucdo (Saraiva et al. 2009; Saraiva et al. 2010; Perez et al. 1994).

Atualmente, diversos alvos podem ser utilizados para a deteccdo e identificacdo de
Leishmania em flebotomineos. Regides do KDNA dos parasitos, a subunidade menor do RNA
ribosomal - SSU, a regido intergénica 1 - ITS-1 (Freitas-Lidani et al. 2014; Régo et al. 2015;
Tail et al. 1996; Dweik et al. 2007). Os diferentes alvos apresentam varia¢des de sensibilidade
e especificidade, e sdo necessarias técnicas de PCR-RFLP e reacfes de sequenciamento para a
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identificacdo dos parasitos. Mas, ao se comparar com a metodologia tradicional sdo mais
sensiveis e especificas, mas ndo ha possibilidade de isolamento dos parasitos para realizacdo
de estudos mais aprofundados e muitas vezes a quantidade de DNA recuperada é um fator
limitante (Freitas-Lidani et al. 2014; Saraiva et al. 2010).

Leishmanioses no Municipio de Belo Horizonte e regido metropolitana

As leishmanioses sdo grave problema de salde publica na regido sudeste do Brasil.
Belo Horizonte e sua regido metropolitana apresentam elevadas taxas de incidéncia e
letalidade devido a leishmaniose visceral. Em 2009 foram registrados 135 casos em Belo
Horizonte, dois em Lagoa Santa, seis em Santa Luzia e um em Pedro Leopoldo, municipios
pertencentes a Regido Metropolitana (SINAN 2014). Belo Horizonte estd entre 0s municipios
brasileiros com taxas mais elevadas de incidéncia e letalidade por LV (Maia-elkhoury & Sena
2008; PBH 2014). Nos anos de 2010 e 2011, foram registrados 227 casos e 34 o6bitos, 0 que
gera uma taxa de letalidade foi de 15% (PBH 2014).

Vaérios estudos indicam a urbanizacdo da leishmaniose visceral em Belo Horizonte e
sua regido metropolitana, consequentemente, ocorre a urbanizacdo e adaptacdo dos vetores ao
ambiente modificado antropicamente. Especial atencdo € dada a espécie Lutzomyia
longipalpis que apresenta comportamento antropofilico, elevada abundancia e alta taxa de
infeccdo natural em Belo Horizonte (Moreno et al. 2006; Souza et al. 2004; Carvalho et al.
2010; Saraiva et al. 2011; Resende et al. 2006).

A espécie Lu. longipalpis é a principal vetora de Leishmania infantum no Brasil.
Desde a década de 1960 vérios estudos apontam diferencas morfoldgicas entre as populacdes
desta especie, e, mais recentemente, ha estudos que afirmam trata-se de um complexo de
especies com variacbes morfoldgicas, genéticas e comportamentais (Mangabeira 1969;
Lanzaro et al. 1993; Ward 1988). Vérios pesquisadores utilizam espécimes de Lu. longipalpis
coletados na Gruta da Lapinha, localizada na regido do Carste de Lagoa Santa para suas
pesquisas (Araki et al. 2009; Andrade Filho et al. 1998; Hooper et al. 2006; Rougeron et al.
2010). Apesar do elevado numero de insetos coletados na regido, ndo ha estudos mais
detalhados sobre os aspectos ecoldgicos e variagdo sazonal da fauna flebotominica na regido
do Carste e a possivel infeccdo natural dos insetos ainda néo foi avaliada.

Assim, a comparacdo de populacdes urbanizadas, coletadas em Belo Horizonte, e
silvestres, coletadas no Parque Estadual do Sumidouro, onde se localiza a Gruta da Lapinha,
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pode fornecer importantes informag6es sobre os ciclos de ocorréncia da LV. Ha apenas trés
estudos sobre a fauna flebotominica do municipio de Belo Horizonte (Saraiva et al. 2011,
Resende et al. 2006; Souza et al. 2009; Souza et al. 2004) e em nenhum deles buscou-se
caracterizar as populacbes de Lu. longipalpis quantos aos aspectos morfologicos e a

composicao dos feroménios sexuais.

Lutzomyia longipalpis e a urbanizacdo da Leishmaniose Visceral

Vérios estudos indicam que um dos fatores que determinou a urbanizacdo da LV foi a
adaptacdo da Lutzomyia longipalpis ao ambiente modificado antropicamente (Lainson &
Rangel 2005; Souza et al. 2004; Carvalho et al. 2010). Apesar do consenso de Lu. longipalpis
como um complexo de espécies ndo ha estudos e levantamentos que determinem ou infiram
sobre 0 nimero de espécies ou sub-éspecies existentes e suas caracteristicas comportamentais
(Bauzer et al. 2007). Esta espécie (ou complexo de espécies) é a mais detalhadamente
estudada dentre os flebotomineos (Lainson & Rangel 2005; Soares & Turco 2003). Ainda
assim, nao existe consenso sobre varios aspectos da biologia deste vetor.

Marcadores moleculares sdo utilizados para a diferenciacdo entre as populagdes de
flebotomineos utilizando uma sequencia do gene gene per homologo ao gene de especiagdo
de Drosophila estudou populagdes simpatrica e alopatricas de Lu. longipalpis. As populacdes
alopatricas de Natal, Lapinha e Jacobina foram consideradas geneticamente diferenciadas e
com pequeno fluxo génico entre elas. Populagdes simpétricas de Sobral também apresentaram
diferenciacdo genética (Bauzer, Souza, et al. 2002; Bottecchia et al. 2004; L. G. Bauzer,
Gesto, et al. 2002).

Outro aspecto que diferencia populacdes de Lu. longipalpis sdo os sons envolvidos na
copula e os feromédnios sexuais produzidos pelos espécimes machos (Vigoder et al. 2010). Os
feromonios sexuais de Lu. longipalpis sdo moléculas compostas por 16 ou 20 atomos de
carbono, com peso molecular que varia de 218 a 272. Sdo compostos volateis que atraem as
fémeas de maneira coespecifica que s@o relacionados ao isolamento reprodutivo das
populacbes (Hamilton et al. 2005; Casanova et al. 2006; Dougherty & Hamilton 1997) .

J& foram identificados cincos tipos de feroménios produzidos por diferentes populacdes
de Lu. longipalpis no Brasil e os autores sugerem que as populagdes que produzem diferentes
feromoénios sdo reprodutivamente isoladas. A caracterizacdo dos feromonios sexuais €
importante uma vez que estes podem representar importante barreira reprodutiva pré-zigotica
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para populacdes de Lu. longipalpis (Hamilton et al. 2005; Hamilton et al. 2004; Ward 1988;
Souza et al. 2008).

Como citado por Brazil et al. (2009) poucas populaces de Lu. longipalpis foram
caracterizadas quanto a composicdo dos feroménios sexuais. Em estudo realizado com
populacdes de Lu. longipalpis provenientes de Vila Elisa, Assun¢do, no Paraguai o feroménio
sexual foi caracterizada como 9-metil germacreno B. Os autores indicam que esta populagédo é
taxonomicamente relacionada com populagdes brasileiras do estado do Mato Grosso do Sul.
Mas 0s autores sugerem que Sa0 necessarios outros estudos para avaliar esta similaridade. O
mesmo grupo realizou a analise morfométrica dos espécimes e encontrou diferencas entre as
populacdes de Lapinha, Minas Gerais, Santarém, Pard, e Sobral, Ceard (Hamilton et al. 2005).

A adaptabilidade de Lu. longipalpis ao ambiente urbano/antropicamente modificado é
relatada por diversos autores em varias localidades brasileiras. Geralmente, esta espécie
apresenta elevada densidade em areas urbanas e baixa densidade em areas silvestres (Oliveira
et al. 2003; Pinheiro et al. 2013; Carvalho et al. 2010).

Em estudo realizado por Amora et al 2010, na cidade de Mossord, importante area
endémica para LV no Rio Grande do Norte, classificadas como area de transmissdo intensa
pelos critérios dos Ministério da Saude (Brasil Ministério da Satde 2006), Lu. longipalpis
representou 99,86% do total de 2.087 espécimes coletados no periodo de Janeiro de 2005 a
Dezembro de 2006. Apesar da variacdo sazonal e do maior nimero de espécimes coletados na
estacdo chuvosa, a espécie foi coletada em todos os meses avaliados. Os autores associam a
elevada abundancia da espécie no municipio ao elevado risco epidemioldgico para a
ocorréncia da LV na populacao.

Fatores ambientais alteram significativamente as caracteristicas das popula¢des de
insetos presentes em determinada localidade. Em estudo realizado na cidade de Sobral, Ceara,
as formacOes vegetais estudadas apresentaram densidades populacionais significativamente
diferentes. Neste estudo foram avaliadas as seguintes vegetacGes: cultivos de milho, feijdo,
caju, arbustos esparsos e arbustos arboreos. A densidade de espécimes de Lu. longipalpis foi
significativamente maior nos cultivos (Cameron et al. 1995). Estes dados demonstram que as
modificagbes antropicas podem favorecer maiores densidade populacionais de Lu.
longipalpis. No entanto, a interpretacdo destes fendmenos é complexa, como demonstrado
pelos autores no mesmo estudo a o cultivo de feijdo apresentava uma alta abundancia de

afideos. E é conhecido que os flebotomineos sugam os acglcares expelidos por este grupo de
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insetos. Mas ndo hé relatos de populacGes urbanas e silvestres de Lu. longipalpis, em areas
préximas, que tenham sido investigadas sob o ponto de vista ecolégico e da composicdo dos
feromonios sexuais.

Pesquisas apontam que o sistema de salde e a medicina podem ter efeito na saide
individual, quando uma pessoa necessita de cuidados especificos, no entanto tem se
demonstrado que o efeito dos mesmos na saude das populagdes € minimo ou inexistente. Um
dos objetivos principais da saude publica e da salde comunitaria € a melhoria da salde
populacional, contudo muitas vezes as desigualdades sociais ndo sdo consideradas neste
processo. E preciso que haja nova concepcdo de promocdo da salide onde haja foco no
empoderamento das populacdes e na reducéo das desigualdades sociais (Ridde 2007).

Nas Ultimas décadas o padrdo de ocupacdo humana dos ambientes principalmente os
padrdes desorganizados de urbanizacdo tem sido relacionados a emergéncia e re-emergéncia
de agravos cujos os agentes etioldgicos sdo patdgenos transmitidos por vetores artropodes
(Colwell et al. 2011).

Os cdes domésticos sdo considerados o0s principais reservatérios urbanos de Le.
infantum, estes animais representam uma importante fonte de contaminacdo para os vetores
(Gontijo & Melo 2004; Giunchetti et al. 2006; Dantas-Torres 2009).

O cdo domeéstico é uma espécie muito associada ao ser humano, tanto em ambiente
rurais como urbanos. Em diversas cidades brasileiras a propor¢do de cdes por numero de
habitantes € muito elevada. Para o Brasil ndo hd uma estatistica oficial mas estudo realizado
em municipios do interior o estado de S&o Paulo apontam estimativas de 1 cdo a cada 4
habitantes(Maria Cecilia Goi Porto Alvesa & Margareth Harrison Dominguezc 2005), em
Belo Horizonte a estimativa é de 1 um céo a cada 7,5 habitantes (Filza et al. 2008).

No ambiente urbano estudos demonstram que o caracteristicas ambientais e 0 padrao
de cuidado dos tutores com os animais sdo fatores que influenciam o risco destes animais
adquirirem a infeccdo por Le. infantum (Coura-Vital et al. 2014; Coura-Vital et al. 2013;
Dantas-Torres et al. 2012), em estudo realizado na regional Noroeste Belo Horizonte
demonstra que a condigédo estrutural das residéncias podem representar fatores de risco para
os cées adquirirem a infeccdo por Le. infantum. Os autores apontam a importancia de se
considerar outros fatores como a estrutura das residéncias quando se busca conhecer e

interpretar a urbanizacdo da LV.
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Apesar dos grandes esforcos realizados pelo Ministério da Saude e pelos 6rgdos
estaduais e municipais de satde a LV continua a apresentando padrdo de expansdo geogréafica
e em numero de casos nos municipios brasileiros. A cidade de Belo Horizonte, por exemplo,
apesar dos elevados investimentos na execucdo das estratégias de controle apresenta elevadas
taxas de incidéncia e letalidade da LV e elevada positividade canina (PBH 2014).

As estratégias de controle da LV realizadas pela Secretaria Municipal de Salde da
Prefeitura Municipal de Belo Horizonte (SMS-PBH) ndo englobam o monitoramento
sistematico das populacdes de flebotomineos (PBH 2014). As estratégias adotadas pela SMS-
PBH séo:

e Controle quimico do vetor, com borrifacdo de cipermetrina/alfacipermetrina no intra e
peri-domicilio de regides com transmissdo moderada e intensa;
e Inquérito canino censitario com realizacdo de eutandsia dos caes soro-reagentes para

Leishmania sp.;

Para ambas as atividades de controle os indicadores que definem as localidades a serem
trabalhadas sdo a incidéncia de casos humanos e a positividade canina. Estes mesmos
parametros sdo usados para avaliar se as medidas de controle sdo eficazes. Assim, ha uma
lacuna de informacdo sobre as populacdes de vetores tanto para o planejamento, como para a
avaliacdo das estratégias de controle. Ndo ha nenhum indicador entomoldgico de uso rotineiro
para acdes de controle e vigilancia das leishmanioses que correlacione os aspectos das
populacdes dos vetores ao risco de ocorréncia de casos de leishmaniose (PBH 2014; Filza et
al. 2008).

Os indicadores descritos e preconizados pelo Ministério da Satude s&o:

e indices de setores, localidades positivas;

e Infestacdo domiciliar;

e Abundéncia relativa do vetor

Para a Dengue, por exemplo, ha o indicador Liraa (Levantamento de indice rapido do
Aedes aegypti) este indicador permite caracterizar os municipios e relaciona a densidade e
dispersdo larvéria ao risco de epidemias de Dengue (PBH 2014; Brasil 2013). Assim ha a
necessidade de se formular indicadores ou parametros de avaliagdo dos mesmos que permitam
correlacionar a presenca de flebotomineos, a ocorréncia de casos humanos e caninos de
leishmaniose e que descrevam a situacdo epidemioldgica e suportem inferéncias sobre as

possibilidades de ocorréncias de novos casos.
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Juntamente com as acdes de borrifacdo e eutanasia de cdes soro-regentes o Ministério
da Saude recomenda ac¢des de saneamento ambiental para o controle das leishmanioses. Estas
medidas consistem basicamente na limpeza e modificacdo de quintais e terrenos urbanos, de
modo que o ambiente torne-se mesmo propicio a proliferacdo dos flebotomineos. As
principais medidas recomendadas sdo: eliminacdo dos residuos organicos e eliminacdo de
fontes de umidade (Brasil Ministério da Satde 2006).

No municipio de Belo Horizonte, as a¢Bes de borrifacdo e eutanasia canina séo
realizadas de forma rotineira, mas 0 mesmo ndo ocorre com as a¢Ges de manejo ambiental.
Elevado nimero de imdveis sdo borrifados mensalmente e a grande maioria dos cées soro-
reagentes sdo eutanasiados. Segundo dados da SMS-PBH, no ano de 2010, foram realizados
197.232 testes soroldgicos caninos, destes 15.409 cdes foram soro-reagentes (positividade de
7,8%). Dos cées soro-reagentes, 11.541 (75%) foram eutanasiados e 66.801 imdveis foram
borrifados com alfa-cipermetrina. No ano de 2011, foram realizados 171.937 testes caninos
com 9.722 cées positivos (positividade de 5,6 %). Dos cédes soro-positivos (83,5%) foram
eutanasiados e 66.801 imoveis foram borrifados.

Os diagnosticos caninos sdo realizados sorologicamente, até julho de 2013 os exames
preconizados foram o ELISA, como exame de triagem e a RIFI como exame confirmatorio. A
partir de julho de 2013 o teste imunocromatografico DPP passou a ser utilizado como técnica
e triagem e o ELISA como confirmatério (Brasil Ministério da Sadde 2006; Faria & Andrade
2012).

Diversos autores questionam as metodologias utilizadas pelo ministério da saude para o
diagnostico canino. Apesar de (Coura-Vital et al. 2014) demonstrarem que o0 novo par de
exames sorologicos possuem melhor capacidade de deteccdo da infecgdo, 0 mesmos autores
apontam que o periodo para soroconversao pode ser longo e que técnicas moleculares
poderiam ser utilizadas para uma detec¢do mais rapida dos cdes infectados (Coura-Vital et al.
2013).

Um estudo realizado no Distrito Sanitario Venda Nova mostrou que apesar do grande
numero de cdes eutanasiados e imoveis borrifados, entre os anos de 2006 e 2010, ndo houve
reducdo significativa tanto do numero de casos humanos como da positividade canina
(Saraiva et al. 2012).
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Assim, é evidente a necessidade da formulacdo e implementacdo de novas estratégias
de controle de pardmetros de avaliagdo das mesmas, para que se mude a realidade
epidemiolégica da LV no municipio de Belo Horizonte.

Um dos fatores dificultadores do controle das leishmanioses sdo as lacunas de
conhecimento sobre a biologia dos vetores. Dado o desconhecimento dos locais de criacdo das
larvas destes insetos apenas os insetos adultos sdo alvo das estratégias de controle. Se a
biologia dos insetos fosse melhor conhecida o uso de biolarvicidas e de outras estratégias que
visem a eliminagéo ou reducéo das larvas poderia ser desenvolvida (McCarthy et al. 2011).

Analisando os ambientes tendo como referéncia as modificacGes ambientais induzidas
pela espécie humana em algumas regides do Brasil, os padrfes de transmissdo das
leishmanioses parecem ocorrer em dois ciclos distintos: silvestre e urbano (Lainson & Rangel
2005). A variabilidade nas populacdes dos parasitos provavelmente esta relacionada com os
padrdes ecologicos das areas endémicas, o que inclui as interacbes entre 0os hospedeiros
vertebrados e invertebrados. Assim, 0 conhecimento dessas interacfes entre 0S organismos e
entre estes e 0 ambiente é fundamental para um melhor entendimento da dispersdo da LV em
diferentes areas endémicas e para a proposicdo de medidas de controle eficazes.

Justificativa

Conforme classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (Cattand et al. 2006) as
leishmanioses estdo entre as doencas negligenciadas de grande importancia epidemioldgica,
que necessitam de medidas de controle efetivas e que apresentam o potencial de surtos
epidémicos, dada a sua transmissao por insetos vetores. Estudos detalhados da ecologia dos
flebotomineos bem como dos fatores que influenciam a ocorréncia dos mesmos em
determinadas areas podem auxiliar na melhoria e eficacia das estratégias de controle das
leishmanioses. Como afirmado por (Coutinho 2006) estudos em determinados biomas podem
auxiliar a compreensdo dos processos ecoldgicos em outras areas pertencentes a0 mesmo
bioma. Assim, um estudo pormenorizado desses insetos em area de cerrado, por exemplo,
pode auxiliar na compreensédo da epidemiologia das leishmanioses nesse bioma e no controle
desta endemia em toda regido Sudeste.

Em Belo Horizonte, os primeiros casos humanos de LV ocorreram no ano de 1994, no
Distrito Sanitario (DS) Leste. Desde entdo, a doenca atingiu DS’s limitrofes como Nordeste,
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Norte, Venda Nova e, mais recentemente, Noroeste. No periodo de 1994 ao inicio do ano de
2011, foram confirmados 1.401 casos humanos da doenca, sendo que estes se concentram nos
altimos quatro DS’s citados acima. A partir da ocorréncia do primeiro caso, a doenca
apresentou processo de expansao territorial no municipio, com aumento significativo de casos
humanos nos ultimos anos. As taxas de letalidade sdo altas, com 16% em 2010 e a alarmante
taxa de 23% no ano de 2009 (PBH 2014).

O DS Venda Nova, escolhido para este estudo, apresenta elevadas taxas de
positividade canina e incidéncia de casos humanos. Em 2011, foram registrados 13 casos
humanos, e a taxa de positividade canina foi 6,5 % para exames realizados na amostragem
censitaria e 17,2% para os exames realizados através da demanda espontanea dos municipes.
Este DS localiza-se ao norte de Belo Horizonte, fazendo divisa com o0s municipios de
Vespasino e Ribeirdo das Neves. Apresenta caracteristicas ambientais peculiares, como
quintais de grande extensdo e populacdo com habitos rurais. Por estes motivos, a equipe de
profissionais do DS elaborou um projeto de Manejo Ambiental para integrar as acOes de
controle da leishmaniose visceral. Vale ressaltar que Belo Horizonte é o municipio brasileiro
de grande porte que mais sofre com a ocorréncia de casos de LV e também o que mais investe
em acdes de controle. Mas, devido a extrema complexidade epidemiologica as acbes de
controle realizadas ndo tem obtido o éxito esperado em reduzir significativamente as taxas de
incidéncia de casos humanos e positividade canina (PBH 2014). Como descrito por Sherlock
(1996) a triade cléssica de controle da LV: tratamento dos casos humanos, eutanésia de cées
sorologicamente positivos para leishmanioses e uso de inseticida para diminuir as populacdes
de flebotomineos vetores, pode obter sucesso temporario, mas se acdes sobre 0 vetor ndo sdo
efetivas, o ciclo da doenca tende a seguir seu curso natural.

Além disso, como afirmado por Hamarsheh et al. (2009) o estudo das rela¢des entre as
variacbes genéticas e biogeograficas podem levar a um melhor entendimento dos
determinantes da distribuicdo geogréafica de patdgenos e seus vetores. A deteccdo da infeccédo
natural em flebotomineos nos diferentes ambientes e com diferentes graus de modificacdo
antrépica sdo de extrema importancia, pois juntamente com as informacgdes biogeograficas
podem ser usadas nas medidas de controle. Estas informacg6es aliadas as analises espaciais
podem descrever a situacdo atual, mas também podem apresentar carater preditivo,
localizando possiveis espécies de vetores e parasitos que podem se tornar

epidemiologicamente importantes, bem como novas areas de risco.
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Nesta perspectiva, o estudo das populacdes de flebotomineos no Parque Estadual do
Sumidouro é de relevancia cientifica. Além, de contribuir para os estudos populacionais de
Lu. longipalpis, o monitoramento das espécies de flebotomineos na area do parque pode
auxiliar no plano de manejo e em acGes de vigilancia para as leishmanioses. Considerando os
aspectos ecologicos da entomofauna o estudo fornecerd novas informacBes sobre a
biodiversidade local e as relagcBes entre as populacBes de flebotomineos e as variantes

ambientais presentes na area da reserva.
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2  Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O estudo é composto de duas vertentes com objetivos gerais distintos:

Estudar aspectos ecoldgicos de flebotomineos coletados em area urbana no municipio de Belo

Horizonte (DS de Venda Nova) e area silvestre no Parque Estadual do Sumidouro;

Avaliar a fauna flebotominica (Diptera: Psychodidae) durante a realizacdo de acgdes de

controle da leishmaniose visceral no Distrito Sanitario de Venda Nova, Belo Horizonte.

2.2 Objetivos especificos

Estudar a variagdo sazonal da fauna flebotominica e a influéncia dos fatores climéaticos no DS
Venda Nova e no Parque Estadual do Sumidouro;

Descrever os padrdes de riqueza e diversidade de espécies de flebotomineos nas diferentes
formagdes vegetais do bioma cerrado no Parque Estadual do Sumidouro e nas areas urbanas
do DS Venda Nova;

Determinar a taxa de infeccdo natural de fémeas capturadas nos diferentes ambientes;

Estudar a variacdo morfologica das populacGes de Lu. longipalpis coletadas nas areas urbana
e silvestre;

Avaliar os impactos das agOes de controle realizadas no DS Venda Nova nas taxas de

ocorréncia sazonal e densidade das populacgdes de flebotomineos;
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3. Metodologia

Areas de estudo

Foram selecionadas duas areas pertencentes ao bioma cerrado em Minas Gerais que
apresentam diferentes niveis de conservacdo: o Distrito Sanitdrio Venda Nova, Belo
Horizonte e o Parque Estadual do Sumidouro. As caracteristicas de cada uma das areas serdo
descritas a seguir.

Distrito Sanitario Venda Nova (DS Venda Nova) — Belo Horizonte

Fundada em 12 de dezembro de 1897, Belo Horizonte foi a primeira cidade planejada
do pais e tornou-se capital do Estado de Minas Gerais na recém criada Republica Federativa
do Brasil. Nasceu de uma invencdo politica, com um tracado urbano para 250 mil habitantes.
Hoje com 1,4 % do PIB nacional e 2,3 milhGes de habitantes, a cidade é o centro de uma
regido metropolitana de 4,5 milhGes de habitantes. O municipio localiza-se entre as
coordenadas 19 55' Sul e 43 57' Oeste, apresenta clima tropical de altitude, com temperatura
média anual em torno de 21°C. A cidade de Belo Horizonte estd uma linha de transicdo entre
os dois biomas: cerrado e mata atlantica. No entanto dado o processo de urbanizacgao rapido e
desordenado que a regido apresenta apenas reduzidos fragmentos podem ser encontrados, a
maioria em parques urbanos (Ricardo et al. 2002; IBGE 2015)

Belo Horizonte € dividida em nove Distritos Sanitarios (DS) os quais tém definido seu
espaco geogréafico, populacional e administrativo. O DS Venda Nova € a regido mais antiga
de Belo Horizonte e completou 300 anos em 2011. A origem e formacdo datam do ano de
1711, com os tropeiros, que traziam mantimentos e gado do Brasil Central e do Estado da
Bahia, para abastecer o entdo distrito de “Curral D’el Rey”. Caracteristicamente, Venda Nova
é 0 DS de Belo Horizonte que mantém, em maior escala, habitos e tradicéo rurais. Casas com
terrenos maiores, cultivo de vegetais e criacGes de animais sdo frequentes. O DS possui uma
area de 28,30 km?, e uma densidade demografica de 8.670,58 habitantes por km2. S&o 64.894
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moradias e 89% sdo casas, portanto uma regido horizontalizada, mas com claras perspectivas
de verticalizacdo. A altitude varia entre 751 e 1000 metros (PBH 2014) (Figura 1).

O DS Venda Nova € dividido em 16 areas de abrangéncia, esta divisdo baseia-se na
adscrita atendida em cada um dos centros saude. As areas de abrangéncia da regional sdo:
Andradas (VNAN); Céu Azul (VNCA), Copacabana (VNCO), Jardim dos Comerciarios
(VNJC), Jardim Europa (VNJE), Jardim Leblon (VNJL), Lagoa (VNLA), Mantiqueira
(VNMA), Minas Caixa (VNMC), Nova Yorque (VNNY), Piratininga (VNPI), Rio Branco
(VNRB), Santo Antonio (VNSA), Santa Monica (VNSM), Serra Verde (VNSVCU e
VNSVCA) e Venda Nova (VNVNL1 e VNVN2).

FIGURA 1 - Localizagdo do municipio de Belo Horizonte, sua divisdo administrativa com destaque para DS
Venda Nova e sua divisao por areas de cobertura dos centros de salde;

FONTE: adaptado pelo autor de IBGE 2014 e PBH 2014

Parque Estadual do Sumidouro (PE Sumidouro)

A érea de ambiente silvestre do bioma cerrado escolhida é o Parque Estadual do
Sumidouro que esté localizado a 50 km do municipio de Belo Horizonte. O desenvolvimento
do projeto nesta area além de contribuir para os estudos comparativos de populagdes urbanas

e silvestres de Lu. longipalpis, serd pioneiro em investigar a fauna de flebotomineos local. A
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unidade de conservacdo foi criada na década de 1980, pelo Decreto 20.375. A vegetacdo é
composta de mata de galeria, cerrado e vegetagdo rupicola. A flora é formada por espécies
como ipé amarelo, ipé roxo, moreira, aroeirinha, jatoba do campo, gabiroba, manjoba,
mutamba, faveiro dentre outros. A fauna é igualmente rica e nela encontram-se diversas
especies de mamiferos, répteis e aves. Com uma area total de mil e trezentos hectares, o PE
Sumidouro esta inserido na regido do carste Lagoa Santa. Possui relevo formado por rochas
carbonéticas e com propensfes a processos de dissolucdo em contato com a &gua. Essas
rochas formaram, ao longo de milhdes de anos, as cavernas com seus espeleotemas, as
surgéncias e sumidouros, funcionando como uma esponja que € capaz de absorver e drenar a
agua para corregos e a lagoa, denominada de Lagoa do Sumidouro. Dentre os atrativos
turisticos, destacam-se as 52 cavernas cadastradas e cerca de 170 sitios arqueoldgicos
historicos e pré-histéricos (IEF 2013) (Figura 2).

FIGURA 2 - Localizacdo da regido do Carste no estado de Minas Gerais e da Lagoa do Sumidouro, que
esta inserida no PE Sumidouro.

FONTE: Adaptado pelo autor a partir de Berbet-Born 2002
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Estudo das populacdes de flebotomineos - Coletas sistematizadas com armadilhas luminosas
automaticas

Os procedimentos de coleta foram submetidos a apreciacdo dos érgdos competentes e
foram licenciados: MMA - SISBIO: 15.237 e 30.297-2, IEF: 072/11. As coletas de
flebotomineos foram realizadas com armadilhas luminosas automaticas tipo HP (Pugedo et al.
2005) em coletas noturnas de 12 horas, de trés dias consecutivos, realizadas mensalmente
durante dois anos. As armadilhas foram dispostas de maneira aleatéria e uniforme nos
diferentes ambientes de estudo para a andlise das populagdes de flebotomineos, de forma que
a maior area possivel de cada ambiente fosse amostrada.

No DS Venda Nova 18 armadilhas luminosas foram utilizadas, uma ou duas em cada
area de abrangéncia do DS e uma no Centro Administrativo do Estado de Minas Gerais. Para
cada area de abrangéncia foi selecionado um enderego que apresentasse localizagdo central
para a exposi¢cdo da armadilha luminosa. Nas areas de abrangéncia Serra Verde e Venda Nova
foram selecionados dois enderecos, pois 0s espacos geograficos destas areas ndo permitia a

localizacdo de um Unico ponto central (Figuras 3 e 4).

FIGURA 3 - Pontos de coleta de flebotomineos com armadilhas luminosas no DS Venda Nova

FONTE: Elaborado pelo autor a partir de Google Maps
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FIGURA 4 - Locais de exposi¢do de armadilhas luminosas HP no DS Venda Nova,
ambiente peridomicilar.

FONTE: elaborado pelo autor

No PE Sumidouro 12 armadilhas luminosas foram utilizadas sendo: duas expostas no
entorno do parque, duas expostas no interior do parque na area de cerrado, duas na area de
vegetacdo rupicola, duas na area de mata de galeria, duas proximas a entrada da gruta da

Lagoa do Sumidouro e duas nas entradas da gruta (Figuras 5 e 6).

FIGURA 5 - Pontos de coleta de flebotomineos com armadilhas luminosas no
PES

FONTE: Elaborado pelo autor a partir de Google Maps
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FIGURA 6 - Locais de exposi¢do de armadilhas luminosas HP no PES, ambiente rupicola e
de vegetacdo semi-decidua.

FONTE: elaborado pelo autor

Caracterizacdo ambiental dos locais de coleta

Uma caracterizacdo ambiental simples foi realizada nos pontos de coleta. Neste
procedimento foram registradas as caracteristicas ambientais classicamente relacionadas a
presenca de flebotomineos em uma localidade. Os dados climatol6égicos foram obtidos junto
ao Ministério da Agricultura e Abastecimento, Instituto Nacional de Meteorologia.

Na area urbana os locais de coleta foram, na maioria, quintais de residéncias. Foram
registradas cinco caracteristicas ambientais classicamente relacionadas a ocorréncia de
flebotomineos em uma localidade. As carateristicas: presenca de vegetacdo e presenca de
colecdo hidrica foram sdo relacionadas a criadouros e ao ambiente propicio para a
permanéncia dos insetos. As caracteristicas: presenca de animais silvestres e de criacdo,
presenca de galinheiro e canil foram relacionadas a fonte alimentar para as fémeas. Esta

descricdo esta resumida no quadro 1.
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QUADRO 1 - Caracteristicas ambientais dos locais de coletas de flebotomineos no Distrito Sanitario Venda Nova, Belo Horizonte no periodo de Agosto
de 2011 a Julho de 2013

Area de abrangéncia Local de exp_osi(;éo da PresengaNde Pres_enga_l de Presenca de canil Presenca /de 0utr0§ animais_ de criacao Presenca de cérrego,
armadilha vegetacdo galinheiro (suinos, equinos, bovinos) lago ou represa

VNAN Quintal Sim Né&o Né&o Néo Nao
VNCA Quintal Sims Né&o Sim Né&o Néo
VNCO Quintal Sim Sim Sim Néao Sim
VNJC Quintal Sim Sim Sim Sim Néo
VNJE Quintal Né&o Né&o Sim Néao Né&o
VNJIL Quintal Sim Né&o Sim Né&o Sim
VNLA Quintal do Centro de Saude Sim Né&o Né&o Néao Né&o
VNMA Quintal Sim Sim Sim Néao Né&o
VNMC Quintal Sim Né&o Sim Néo Néo
VNNY Quintal Sim Né&o Sim Néao Sim
VNPI Quintal do Centro de Saude Sim Né&o Nao Néo Nao
VNRB Quintal Né&o Né&o Sim Nao Né&o
VNSM Chécara Sim Sim Sim Néo Sim
VNSA Chécara Sim Sim Sim Néo Néo
VNSVCA Viveiro de plantas Sim Né&o Né&o Né&o Sim
VNSVCU Quintal Sim Sim Sim Sim Sim
VNVN1 Quintal Sim Sim Sim Néao Né&o
VNVN2 Chécara Sim Sim Sim Sim Sim

FONTE: elaborado pelo autor



No PES os locais amostrados foram consistiam em pontos ao longo da principal trilha
utilizada para atividades turisticas no parque. A trilha possuia cerca de 1.000 metros de
comprimentos, e as armadilhas foram dispostas em uma distancia média de 200 metros, apenas
0,08Km? de um total de 13,000 Km? do parque foram amostrados, representando cerca de 6,15%
da area total do parque. Ainda assim as areas estudadas diferiram quanto a composicéo vegetal e
as populacdes de flebotomineos. As caracteristicas ambientais relacionadas foram: o tipo de
vegetacdo, presenca de cole¢des hidricas, presenca de rochas, presenca de animais domésticos e de
fauna local. A descri¢do sumarizada dos pontos de coleta se encontra no quadro 2.

QUADRO 2 - Caracterizacdo ambiental dos locais de coleta de flebotomineos no Parque Estadual do
Sumidouro

. N Presenca de cées e Presenca de lago, Presenca de Presenca de
Local de coleta Tipo de vegetagdo S A .
animais de criagdo cdrrego e represea fauna local rochas
Entorno do Parque - | Vegetagéo semi-decidua com elevada Galinheiros e canis x . ~
. e . ~ Néo Sim Néo
peridomicilio modificacéo antropica; (caes domiciliados)
Cerrado 1 Vegetacdo semi-decidua; Cées errantes Néo Sim Néo
Cerrado 2 Vegetagdo decidua; Cées errantes Néao Sim No
Area de yegetagao Vegetacdo decidua e rupicola; Caes errantes Néo Sim Sim
rupicola
Entrada da caverna - Néo Sim Sim Sim
Entorno da caverna Vegetacéo decidua e rupicola; Cées errantes Né&o Sim Sim

FONTE: elaborado pelo autor

Processamento e acondicionamento dos flebotomineos coletados

Todos os flebotomineos coletados foram identificados segundo a classificagdo proposta por
Galati (2003). Os espécimes fémeos coletados até abril de 2013 foram processados para a
realizacdo da deteccdo de DNA de Leishmania. Logo apds as coletas as fémeas foram
armazenadas em DMSO 6% e congeladas em freezer a -20 °C. No momento da identificacdo os
trés ultimos segmentos abdominais e a cabeca das fémeas foram retirados e montados entre lamina
e laminula em liquido de Berlese. Durante este procedimento era verificada a presenca de sangue
no intestino dos espécimes. O restante do corpo das fémeas foi guardado individualmente em

tubos de 1,5ml e congelados a -20°C para posterior extracdo de DNA.
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Os demais espécimes foram acondicionados em alcool a 70%, preparados e montados de
acordo com as técnicas utilizadas no CRNIF-FIOCRUZ/MINAS para o estudo de fauna. Os
espécimes de Lu. longipalpis foram utilizados para os estudos morfométricos.

Deteccdo da infec¢do natural por Leishmania

No momento da extracdo de DNA uma parte das fémeas foi processada individualmente e
outra parte em grupos de até 20 exemplares, pertencentes & mesma espécie, coletados no mesmo
ponto e data de coleta e sem a presenca de sangue no intestino.

A extracdo foi realizada utilizando Kit de Extracdo de tecido e celulas Gentra Puregene®
da QIAGEN seguindo o protocolo modificado por (Régo et al. 2015). Os espécimes foram
macerados em tubos de 1,5ml com o uso de macerador automético de tecidos e pistilos.
Posteriormente foram adicionados 100 ul de solucdo de lise celular para os espécimes individuais
e 200 pl para os grupos de espécimes. Em seguida foram adicionados 1 ul de proteinase K
(espécimes individuais) ou 1,5ul (para grupos de até 20 fémeas). Os tubos foram submetidos a
homogeneizag&o em vortex e incubados overnight em banho seco a 55°C.

Finda a incubagdo foram adicionados 1ul de solucdo de RNase (espécimes individuais) ou
1,5ul (para grupos de até 20 fémeas) e os tubos foram invertidos por cerca de 20 vezes, incubados
a 37°C por 30 minutos e depois incubados no gelo por 3 minutos. Apos estas duas etapas de
incubacdo foram adicionados 100ul de solucdo de precipitagdo de proteinas (espécimes
individuais) ou 200 ul (para grupos de até 20 fémeas), e novamente os tubos foram misturados
utilizando o vortex por 20 s em alta velocidade. Para separagdo das proteinas os tubos foram
centrifugados por 10minutos a 14.000 rpm, 25°C. O sobrenadante vertido em um tubo de 1,5 ul
limpo contendo 300 ul de isopropanol. Os tubos foram invertidos 50 vezes e centrifugados
novamente por 10 minutos a 14.000 rpm, 25°C.

Ap0s esta etapa o sobrenadante foi descartado e o tubo seco contra um papel absorvente.
Apo0s a secagem dos tubos foram adicionados 300 pl de etanol 70% e 30 ul de acetato de sodio
3M e os tubos foram invertidos cerca de 20 vezes e submetidos a resfriamento de duas horas em
freezer a -70°C. Findo o periodo de resfriamento os tubos foram novamente centrifugados por 5
minutos a 14.000 rpm, 25°C. O sobrenadante foi novamente descartado e 0 0s tubos permaneciam
posicionados contra um papel absorvente até que todo o alcool secasse. Entdo foram adicionados
15 ul (espécimes individuais) de solucdo de hidratacdo de DNA ou 50 ul para grupos de até 20
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fémeas. Os tubos foram incubados por uma hora a 65°C para hidratar o DNA. Apos 24 horas a
temperatura ambiente os tubos foram brevemente centrifugados e estocados em freezer a -20°C
graus.

Para a avaliacdo do processo de extracdo e para se inferir sobre a qualidade do DNA
obtido, 20% das amostras foram dosadas no espectrofotdmetro NanoDrop — Thermo Scientific e
os valores de absorbancia a 260 e 280 nandmetros e a razdo entre eles considerados. Conforme
recomendac0es do fabricante o espectro de luz foi ajustado para 260 e 280 nandmetros, faixa em
que os acidos nucléicos sdo detectados. A razdo da absorbancia de 260nm/280nm foi utilizada
para avaliar a pureza do material extraido, sendo considerados aceitaveis valores entre 1,4 de 1,8.
Valores menores que a margem podem indicar a presenca de proteinas, fenol ou outros
contaminantes provenientes do processo de extracao.

Neste estudo o alvo de primeira escolha para deteccdo de DNA de Leishmania nas
amostras foi o Internal Transcribed Spacer | (ITS 1) do rDNA. Esta reacdo € dirigida ao ITS1 de
Leishmania (El Tai et al. 2001), e ocorre a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente
300 a 350 pares de bases (Schonian et al. 2003). Os iniciadores utilizados foram: LITSR:
5CTGGATCATTTTCCGATG 3 e L58S: 5 TGATACCACTTATCGCACTT 3.
Resumidamente os componentes da reacdo foram: 2,5 uL da solu¢do tampdo 10x, 0,75 uL de
MgCI2 (50mM), 0,5 uL de dNTP mix a 10mM, 1,25 uL de cada um dos iniciadores (LITSR e
L5.8R) a 10uM, 0,25 uL de Tag DNA polimerase a 10U/ puL, 1,25 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO0), 12,25 uL de H20 destilada estéril e 5ul da amostra teste, totalizando um volume final de
25ul. As reacdes foram realizadas em aparelho termociclador automatico Eppendorf®

Mastercycler Gradient, seguindo o ciclo abaixo (quadro 3):

QUADRO 3 - Ciclos de amplificagdo da PCR direcionada a regido ITS-1 de Leishmania

Ciclos de amplificagéo

95°C 2 minutos desnaturagdo e ativacdo enzimatica

95°C 30 segundos desnaturacao

53°C 60 segundos Anelamento % 35 repetigées
72°C 60 segundos Extensdo ﬁ

72°C 10 minutos extenséo final

4°C 0 finalizacdo das reacoes

FONTE: elaborado pelo autor
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Os resultados foram visualizados utilizando a eletroforese em gel de agarose, 2%, corados
pelo brometo de etidio e com padréo de peso molecular de 100pb. Para a exposicdo dos géis a luz
ultravioleta foi utilizado o transluminador L-Pix Ex da Locus Biotecnologia. Como controles
positivos das reacdes foram utilizados DNA extraidos de cultura das cepas de referéncia, Le.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e Le. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147), em uma
concentracdo de 20 nanogramas/ul.

Para identificacdo das amostras positivas foi utilizada a reagdo de digestdo enzimatica dos
produtos amplificados com a enzima Hae IlIl como descrito por Schonian et al., (2003).
Resumidamente a reacdo continha: 1uL de Haelll (10U/mL), 1,5 mL de tampé&o da enzima, 2,5
mL de H,0 destilada e 10,0uL de produto de PCR. A mistura foi incubada a 37°C por 2 horas e 0s
perfis de restricdo analisados em gel de agarose 4% e comparados com o padrdo obtido pela
digestéo dos produtos de PCR de cepas referéncia (Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8),
Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Le. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147). Pelos diferentes perfis de restricdo apresentados esta técnica
proporciona a distingdo entre as espécies citadas.

Como técnica auxiliar para deteccdo e identificacdo de DNA de Leishmania nas amostras
de fémeas de flebotomineos foram também utilizadas as técnicas de Nested-PCR dirigida ao alvo
SSU RNA e o sequenciamento de fragmentos amplificados do SSU RNA da regido do ITS-1.

A técnica de nested-PCR dirigida ao alvo SSU RNA de Leishmania foi modificada e
adaptada por (Cruz et al. 2002). Na primeira reacdo ocorre a amplificagdo de um fragmento de
aproximadamente 603 pb, com os seguintes iniciadores: R1: 5' GGT TCC TTT CCT GAT TTA
CG 3'e R2: 5 GGC CGG TAA AGG CCG AATAG 3. Na segunda reacdo ocorre a amplificagdo
de um fragmento de aproximadamente 353 pb, a partir do produto amplificado da primeira reacao,
sendo utilizados os iniciadores R3: 5' TCC CAT CGC AAC CTC GGT T 3' e R4: 5 AAA GCG
GGC GCG GTG CTG 3'. Resumidamente as rea¢des foram preparadas da seguinte forma:

Primeira reagdo: para um volume final de 50uL contendo 10uL de DNA da amostra
testada, 5uL da solucdo tampdo 10x -15mM MgCI2, 1uL de dNTP mix a 10uM, 1uL de cada
iniciador R1 e R2 a 15mM, 1,4uL de Taq DNA polimerase a 1U/mL (Biotools) e 30,6uL de H,0
destilada estéril. 25uL do produto amplificado na primeira reacdo foram diluidos em 1ml de H,0
para ser utilizado na segunda reagéo.

Segunda reacdo: para um volume final de 25uL contendo 10uL do produto amplificado

diluido, 2,5uL da solucdo tampdo 10x - 15mM de MgClI2, 0,5uL de dNTP's a 10mM, 0,5uL do
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iniciador R3 a 15mM, 0,25uL do iniciador R4 a 15mM, 0,7uL de Tth DNA polimerase a 1U/mL
(Biotools) e 10,55uL de H,0 destilada estéril. As reacdes foram realizadas em aparelho
termociclador automatico Eppendorf® Mastercycler Gradient, seguindo os ciclos abaixo (quadros
4eb):

QUADRO 4 - Ciclos de amplificacdo da primeira reacdo da nested-PCR direcionada a regido SSU-RNA
de Leishmania

Ciclos de amplificagédo

94°C 5 minutos desnaturagdo e ativacdo enzimatica

94°C 30 segundos desnaturagdo

60°C 60 segundos anelamento o

72°C 30 segundos Extensédo W
72°C 10 minutos extenséo final =

4°C o finalizacdo das reagdes

FONTE: elaborado pelo autor

QUADRO 5- Ciclos de amplificacdo da segunda reacao da nested-PCR direcionada a regido SSU-RNA
de Leishmania

Ciclos de amplificacéo
94°C 5 minutos desnaturagdo e ativagdo enzimatica
94°C 30 segundos desnaturagédo
65°C 60 segundos anelamento \
35-repeticbes
72°C 30 segundos Extensdo J
72°C 10 minutos extensdo final =
4°C 0 finalizagdo das reacoes

FONTE: elaborado pelo autor

Os resultados foram visualizados utilizando a eletroforese em gel de agarose, 2%, corados
pelo brometo de etidio e com padréo de peso molecular de 100pb. Para a exposi¢édo dos géis a luz
ultravioleta foi utilizado o transluminador L-Pix Ex da Locus Biotecnologia. Como controles
positivos das reagdes foram utilizados DNA extraidos de cultura das cepas de referéncia, Le.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e Le. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147), em uma
concentracdo de 20 nanogramas/ul.

Os fragmentos resultantes das reagdes dirigidas a regido 1TS-1 e do SSU RNA foram
sequenciados para realizacdo da identificacdo das espécies de Leishmania. As amostras foram
preparadas da seguinte forma: os produtos de PCR obtidos a partir da amplificagdo com os
iniciadores foram purificados com o kit QIAquick® PCR purification kit (Qiagen) segundo
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instrucdes do fabricante. Em seguida foi preparada uma mistura contendo 1uL dos produtos
purificados, 1uL de cada iniciador na concentra¢do de 3,3 pmol, senso ou antissenso, em tubos
separados, 1uL de 5x Sequencing Buffer, 1uL de BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing e
agua destilada em quantidade suficiente para o volume final de 10 pL utilizando o programa que
alterna 35 ciclos de 95° C por 15 segundos e 65° C por 15 segundos. As sequéncias foram lidas no
sequenciador automatico de DNA ABI 3730xI DNA Analyzer e analisadas por meio dos softwares
Finch TV (Geospiza, Inc.), Sequence Scanner v 1.0 (Applied Biosystems) e MEGA 5.0 (Tamura
etal., 2011). O BLAST foi utilizado para o alinhamento das sequéncias obtidas com as sequéncias
do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Estudo de composicdo de feromoénios e morfométrico e das populagdes de Lu. longipalpis

Os ambientes de estudos foram classificados em dois polos para a comparagdo
populacional: urbano (DS Venda Nova) e silvestre (PE Sumidouro). As populagbes de Lu.
longipalpis foram comparadas quanto aos aspectos morfométricos, de composicéo de feromonios.

Para o estudo da composicéo dos feromonios sexuais de Lu. longipalpis apenas exemplares
que chegaram vivos ao laboratério apds a coleta foram utilizados, uma vez que para o0 sucesso do
método os insetos devem ser selados ainda vivos em uma pipeta Pasteur de vidro contendo
hexano P.A. Os insetos vivos e com caracteristicas morfolégicas indicativas de pertencerem a
especie Lu. longipalpis foram entorpecidos pelo frio com a colocacao dos potes das armadilhas em
freezer e realizada a identificacdo em lupa.

Posteriormente os insetos foram vedados com o auxilio de um magcarico em pipetas de
vidro contendo cerca de 100ml de Hexano. A analise dos feromonios foi realizada em parceria
com do Dr° Reginaldo Pecanha Brazil e Dr° JCG Hamilton e os procedimentos realizados foram
os descritos por (Hamilton et al. 2005).

O estudo da variagdo morfoldgica foi realizado atraves da morfometria geral de quinze
casais provenientes de cada uma das areas de estudo. Foram analisadas estruturas da cabeca, torax
e abddémen dos insetos em microscépio Optico (Olympus CH-2), com o auxilio de reticulo
micrométrico (Kremp Wetzlap, 10x miKrometer)., Um total de 52 caracteres foram analisados
para os exemplares machos e um total de 46 para as fémeas (quadro 6), seguindo-se 0 modelo

padréo de morfometria sugerido pelo CIPA Group, (1991).
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QUADRO 6 - Lista de caracteres morfoldgicos mensurados para os exemplares machos e fémeos de Lu. longipalpis coletados no DS Venda Nova e no PE do Sumidouro

Sexo dos

Fémea

Macho

Comprimento da cabeca

Comprimento da cabeca

Largura da cabeca

Largura da cabeca

Comprimento da distancia interocular

Comprimento da distancia interocular

Comprimento do clipeo

Comprimento do clipeo

Largura do clipeo

Largura do clipeo

Comprimento do olho

Comprimento do olho

Largura do olho

Largura do olho

Comprimento do Labrioepifaringe

Comprimento do Labroepifaringe

Comprimento da antena I11

Comprimento da antena I11

Comprimento da antena IV

Comprimento da antena 1V

Comprimento da antena V'

Comprimento da antena V/

Comprimento da antena XV

Comprimento da antena XV/

Comprimento da antena XVI

Comprimento da antena XVI

Comprimento do palpo 1

Comprimento do palpo 1

Comprimento do palpo 2

Comprimento do palpo 2

Comprimento do palpo 3

Comprimento do palpo 3

Comprimento do palpo 4

Comprimento do palpo 4

Comprimento do palpo 5

Comprimento do palpo 5

Comprimento do mesonoto

Comprimento do mesonoto

Comprimento da asa

Comprimento da asa

Largura da asa

Largura da asa

Comprimento da alfa

Comprimento da alfa

Comprimento da beta

Comprimento da beta

Comprimento da gama

Comprimento da gama

Comprimento da delta

Comprimento da delta

Comprimento da R5

Comprimento da R5

Comprimento do fémur anterior

Comprimento do fémur anterior

Comprimento do fémur mediano

Comprimento do fémur mediano

Comprimento do fémur posterior

Comprimento do fémur posterior

Comprimento da tibia anterior

Comprimento da tibia anterior

Caracteres mensurados

Comprimento da tibia mediana

Comprimento da tibia mediana

Comprimento da tibia posterior

Comprimento da tibia posterior

Comprimento do tarsdmero 1 anterior

Comprimento do tarsdmero 1 anterior

Comprimento do tarsdmero 1 mediano

Comprimento do tarsdmero 1 mediano

Comprimento do tarsémero 1 posterior

Comprimento do tarsdmero 1 posterior

Comprimento do tarsémero 2 anterior

Comprimento do tarsémero 2 anterior

Comprimento do tarsdmero 2 mediano

Comprimento do tarsdmero 2 mediano

Comprimento do tarsdmero 2 posterior

Comprimento do tarsdmero 2 posterior

Comprimento do abddmen

Comprimento do abdomem

Comprimento da cerca

Comprimento do coxito

Comprimento da espermateca

Largura do coxito

Largura da espermateca

Comprimento Parametro

Comprimento do ducto individual

Largura do Parametro

Largura do ducto individual

Comprimento Edeago

Comprimento do ducto comum

Largura Edeago

Largura do ducto comum

Comprimento lobo lateral

Largura lobo lateral

Bomba ejaculatéria

Pistéo

Camara

Ducto ejaculatério

Comprimento do gonéstilo

FONTE: elaborado pelo autor
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Analise das acdes de controle no distrito sanitario Venda Nova

As informacg0es referentes ao nimero de casos humanos, positividade canina e imoveis
borrifados por area de abrangéncia foram obtidas junto ao banco de dados da Secretaria Municipal
de Saude. Nenhuma informacdo pessoal como endereco ou nome dos residentes foi acessada.
Todos os dados foram organizados por ano e objetivou inferir sobre a qualidade e cobertura das
acOes realizadas pelo servigo de controle de zoonoses a partir das informacGes disponiveis nos
bancos. Para estas inferéncias foram consideradas informacgdes que apontam a qualidade e a
cobertura do servico realizado. A analise de padrGes de interferéncia entre as variaveis foi
realizada através de testes de correlacdo ndo paramétrica dada a natureza da distribuicdo das
varidveis. Pardmetros considerados nas varidveis: fauna flebotominica, acdes de borrifacdo e
inquéritos soroldgicos caninos:

e Fauna flebotominica: composicéo, diversidade e riqueza, abundancia e variacdo sazonal;

e Ac0es de borrifacdo: cobertura de imoveis borrifados por ano em relagdo aos totais de
imdveis do distrito sanitario e de das areas de abrangéncia, e avaliagdo da borrifagdo
peridomiciliar e intradomiciliar;

e Inquéritos soroldgicos caninos: cobertura dos inquéritos caninos soroldgicos em relacdo a
area geografica do distrito sanitario e em relacdo a populacdo canina total. Avaliacdo da

porcentagem de cdes eutanasiados;

Analises de Resultados

Todos os dados foram organizados em planilhas e as analises descritivas foram realizadas
no programa Microsoft Excel (Office 2003). As analises estatisticas foram realizadas nos
programas Graph Pad Prisma 4.0 e GraphPad Instat e PAST.Para as comparac@es e correlacdes
serdo utilizados testes paramétricos para amostras com distribuicdo normal e ndo paramétricos
para amostras fora desta distribui¢do. Os indices ecoldgicos e a anélise de componentes principais
foram realizados utilizando o programa PAST. Para as analises de Geoprocessamento foi utilizado

0 programa ArcGis
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4 Resultados

Os resultados serdo apresentados em dois blocos seguindo as duas vertentes do estudo: 1.
Estudo da fauna de flebotomineos no Distrito Sanitario de Venda Nova e no Parque Estadual do

Sumidouro e 1l. Analise das a¢6es de controle no Distrito Sanitario de Venda Nova.

4.1 Estudo da fauna de flebotomineos no Distrito Sanitario Venda Nova

A distribuicdo das armadilhas foi aleatdria abrangendo tanto locais com muitas
caracteristicas consideradas favoraveis a ocorréncia de flebotomineos, como locais com poucas
caracteristicas. Por exemplo, a localidade VNSM apresentou diversas caracteristicas favoraveis,
em contraste com a localidade VNLA. E importante ressaltar que todas as localidades
apresentaram pelo menos uma caracteristica ambiental relacionada a presenca de flebotomineos.
Das 18 localidades, cinco apresentaram apenas uma caracteristica, trés apresentaram duas
caracteristicas, cinco apresentaram trés caracteristicas, trés apresentaram quatro caracteristicas e
apenas duas localidades apresentaram as cinco caracteristicas consideradas (quadro 1).

Um total de 2.427 espécimes pertencentes a oito espécies e cinco géneros foi coletado no
distrito sanitario Venda Nova. A razdo entre o total de espécimes machos e fémeas foi de 4,26:1.
A espécie que apresentou a maior taxa de abundancia foi Lu. longipalpis, correspondendo a
95,30% dos especimes coletados. Ev. cortelezzii correspondeu a 1,52% dos espécimes, Ev. sallesi
a 0,66% e Nyssomyia whtimani (Antunes & Coutinho, 1939) a 0,37%. As demais espécies
apresentaram valores de abundéncia relativa muito reduzidos, por exemplo, apenas um exemplar
das especies Sc. sordellii e Pa. lutziana foi coletado (Tabela 1).

As diferencas das taxas de abundancia de espécimes coletados entre as areas de
abrangéncia ocorreram dadas as diferencas nas abundancias de espécimes de Lu. longipalpis.
Apenas a localidade VNSVCA ndo apresentou nenhum espécime coletado. As demais localidades
apresentaram, no minimo, dois espécimes de espécies diferentes (Tabela 1).
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TABELA 1 - Total de flebotomineos coletados por localidade de estudo e sexo, no distrito sanitario Venda Nova — Belo Horizonte, no periodo de agosto de 2011 a julho de
2013

Areas de abrangéncia Total por sexo
Espécies de flebotomineos Total
VNAN VNCA VNCO VNJC  VNJE VNJL VNLA VNMA VNMC VNNY VNPI VNRB VNSM VNSA VNSVCA VNSVCU VNVN1 VNVN2 <) Q
19
Complexo cortelezzii 1 0 0 0 0 0 1 0 2 0 1 0 2 6 0 1 4 1 - (0.78) 19 (0.78)
28
Evandromyia cortelezzii 1 1 1 3 5 1 0 3 4 0 1 0 5 5 0 0 4 3 (1.15) 9(0.37) 37(1.52)
Evandromyia lenti 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 - 2(0.08) 2(0.08)
12
Evandromyia sallessi 1 0 1 0 2 0 0 0 3 1 0 0 5 0 0 0 3 0 4(0.16)  (0.49) 16 (0.66)
15
Evandromyia sp. 0 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - (0.62) 15 (0.62)
1919 394 2313
Lutzomyia longipalpis 9 17 45 29 213 5 1 28 111 18 3 11 1229 507 0 9 58 20 (79.07)  (16.23)  (95.30)
Lutzomyia cavernicola 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 - 1(0.04) 1(0.04)
Lutzomyia sp. 0 0 0 2 3 0 0 0 0 0 0 0 6 1 0 0 1 0 8(0.33) 5(0.21) 13(0.54)
Micropygomyia schreiberi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1(0.04) - 1(0.04)
Nyssomyia whitmani 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 1 0 3 0 0 1 0 0 6(0.25) 3(0.12) 9(0.37)
Sciopemyia sordellii 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 1(0.04) 1(0.04)
1966 461 2427
Total 12 18 47 38 238 6 2 32 120 19 6 1 1252 519 0 13 70 24 (81.01)  (18.99)  (100.00)

FONTE: elaborado pelo autor
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No primeiro ano amostral, 0s meses de agosto, janeiro e abril apresentaram as mais elevadas taxas
de flebotomineos coletados. Os meses secos e frios apresentaram baixas taxas de coleta. O segundo ano
amostral, de forma geral, apresentou taxas de coleta reduzidas e 0s meses com taxas mais elevadas foram:

outubro, dezembro e marco (grafico 1).

GRAFICO 1 - Variacio sazonal de flebotomineos e dos parametros climaticos precipitacio total, umidade relativa
do ar e temperatura média no DS Venda Nova no periodo de agosto de 2011 a julho de 2013.
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FONTE: elaborado pelo autor

A anélise da curva sazonal do flebotomineos em conjunto com os parametros climaticos mostra
que os picos de abundéncia de insetos coincidem com periodos chuvosos e de elevada umidade relativa
do ar ou ocorrem logo apos estes periodos. Com relacdo a temperatura media as maiores abundancias
foram observadas nos periodos de temperaturas mais elevadas (grafico 1). Entretanto, apesar da
correlacdo visual, os parametros climaticos ndo apresentaram correlacdo estatisticamente significativa
com a curva sazonal de flebotomineos [Temperatura - (p-valor =0.1052 — Pearson correlation test),
Precipitacdo - (p-valor =0.3798 - Sperman correlation test), umidade relativa do ar (p-valor =0.8506 —
Pearson correlation test)].

A curva de acumulacdo de espécies atingiu a saturacdo na 19° amostragem, com apenas oito
espécies, este dado conjuntamente com o padrdo sazonal demonstra claramente a dominancia de Lu.
longipalpis no distrito sanitario Venda Nova (tabela 2). Os indices de diversidade de Margalef e de
Equitabilidade J descrevem de forma adequada a situacdo das espécies de flebotomineos no DS Venda
Nova. A baixa diversidade de espécies e a marcada dominancia de Lu. longipalpis sdo bem caracterizadas

pelos baixos valores dos indices ao longo do periodo amostral (tabela 2).
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TABELA 2 - indices de diversidade de Margalef, Equitabilidade J e valores de riqueza e acumulagio de espécie
por evento amostral no DS Venda Nova de Agosto de 2011 a Julho de 2013.

Primeiro ano amostral

Coletas

1° 2 3° 40 50 6° 7° 8° 9 10° 11° 120
Riqueza 2 3 3 3 4 4 3 3 2 2 1 1
Acumulagéo de espécies 2 3 4 5 5 5 5 6 6 6 6 6
Margalef 0.18 0.38 0.46 0.37 0.61 0.55 0.48 0.43 0.17 0.22 0.00 0.00
Equitabilidade_J 0.15 0.08 0.22 0.14 0.12 0.09 0.25 0.13 0.03 0.08 0.00 0.00
Coletas Segundo ano amostral

13° 14° 15° 16° 17° 18° 190 20° 21° 22° 23° 24°
Riqueza 1 3 2 1 2 1 3 1 1 3 2 3
Acumulagdo de espécies 6 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8
Margalef 0.00 0.87 0.21 0.00 0.20 0.00 0.48 0.00 0.00 0.63 0.36 0.68
Equitabilidade_J 0.00 0.58 0.30 0.00 0.17 0.00 0.24 0.00 0.00 0.72 0.34 0.64

FONTE: elaborado pelo autor

O padrédo de variacdo sazonal de Lutzomyia longipalpis variou consideravelmente entre os anos
pesquisados e entre as areas de abrangéncia. No primeiro ano amostral (agosto de 2011 a julho de 2012) a
espécie apresentou as maiores taxas de abundancia (tabela 3). Neste ano a area com maior abundéancia
relativa foi VNSM, com 71,53% dos espécimes coletadas. Este ano a curva total de coleta foi delineada
basicamente pelos espécimes provenientes desta area de abrangéncia e pela area VNJE, com 11,53% dos
espécimes. No segundo ano amostral (agosto de 2012 a julho de 2013) a area de abrangéncia que
apresentou maior percentual de espécimes coletados foi VNSA, com 68,84% dos espécimes coletados e
VNSM foi responsavel por apenas 2,12% dos espécimes (tabela 3).
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TABELA 3 :Quantitativo de espécimes de Lu. longipalpis coletados por més e area de abrangéncia no DS Venda Nova no periodo de agosto de 2011 a julho de 2013

Ano amostral 1

% relativa
Areas de . . . . To!;a_l de de espécimes
abrangéncia ago/11  set/11  out/1l  nov/1l  dez/11  jan/12  fev/12 mar/12  abr/12 mai/l2  jun/12  jul/12 ecsoﬁztc;z]sss por area d_e
abrangéncia
VNAN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00
VNCA 1 0 0 2 1 0 0 0 3 0 0 0 7 0.41
VNCO 8 17 0 0 0 12 3 0 0 0 1 3 44 2.59
VNJC 0 0 0 1 3 18 0 0 0 0 0 0 22 1.29
VNJE 17 39 4 13 12 95 6 10 0 0 0 0 196 11.53
VNJL 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 2 0.12
VNLA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0.06
VNMA 4 1 1 0 0 4 0 0 1 1 0 1 13 0.76
VNMC 4 2 1 2 1 30 13 0 6 2 2 0 63 3.71
VNNY 7 0 0 0 2 0 0 1 0 0 0 1 11 0.65
VNPI 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0.12
VNRB 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 2 0.12
VNSM 191 131 68 186 112 19 3 92 327 84 1 2 1216 71.53
VNSA 0 0 0 0 1 47 27 1 3 6 0 0 85 5.00
VNSVCU 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0 8 0.47
VNVN 0 0 0 0 1 7 5 0 5 3 1 6 28 1.65
Total 233 190 74 205 133 240 58 104 346 97 6 14 1700 100.00
Ano amostral 2
Areas de . . . . Total de d?eggléac?r:/"le;s
abrangéncia ago/12  set/12 out/12  nov/12  dez/12  jan/13  fev/13  mar/13  abr/13  mai/13  jun/13  jul/13 ecsor?sf;r;sss por ére:a d_e
abrangéncia
VNAN 0 0 0 0 0 0 0 2 7 0 0 0 9 1.47
VNCA 0 0 0 0 1 1 1 0 0 5 2 0 10 1.63
VNCO 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0.16
VNJC 0 1 2 0 0 0 2 0 0 0 2 0 7 1.14
VNJE 0 0 0 0 2 0 8 2 0 2 0 3 17 2.77
VNJL 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 3 0.49
VNLA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00
VNMA 4 2 0 0 1 0 8 0 0 0 0 0 15 245
VNMC 0 0 1 0 1 0 28 11 1 2 3 1 48 7.83
VNNY 0 0 1 0 0 0 6 0 0 0 0 0 7 1.14
VNPI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0.16
VNRB 1 1 0 0 1 0 2 0 1 0 0 3 9 1.47
VNSM 0 3 2 0 2 2 0 1 0 1 0 2 13 212
VNSA 1 0 98 0 133 43 4 88 50 0 0 5 422 68.84
VNSVCU 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0.16
VNVN 0 0 1 5 8 1 1 0 22 4 8 0 50 8.16
Total 6 8 105 5 150 49 61 104 81 15 15 14 613 100.00

FONTE: elaborado pelo autor
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A distribuicdo de flebotomineos no ambiente urbano é desigual no tocante a abundancia de
espécimes coletados, ocorrendo uma maior quantidade de espécimes em locais com caracteristicas
ambientais mais atrativas como € o caso da localidade VNSM. No entanto, é possivel observar que
algumas localidades com caracteristicas ambientais consideradas muito atrativas apresentaram baixo
percentual de espécimes coletados, como é o caso de VNSVCU. E importante frisar que Lu. longipalpis
foi coletada em 15 das 16 areas de estudo e foi a espécie mais abundante nestas 15 localidades (tabela 2).

O mapa de distribuicdo de espécies vetoras (suspeitas ou comprovadas) demonstra situagao
preocupante em todas as areas de abrangéncia pois todas registraram a ocorréncia de espécies vetoras, no
entanto trés areas apresentaram maior acumulacéo espacial de espécies vetoras: VNSM, VNSA e VNJE
(figura 7).

FIGURA 7 - Mapa de Kernel da densidade de espécie vetoras suspeitas e comprovadas coletadas no DS Venda
Nova no periodo de Agosto de 2011 a Julho de 2013

FONTE: elaborado pelo autor
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Das 461 fémeas analisadas 12 apresentaram amplificacdo positiva na reacdo para a regido
intergénica ITS-1. Na tabela 6 estd apresentada a dosagem do DNA de algumas amostras para verificacdo
da qualidade do processo de extracdo, todas as amostras apresentaram parametros de dosagem
satisfatdrios (tabela 4). Para a identificacdo dos tripanossomatideos foi utilizada tanto a técnica de PCR-
RFLP do ITS-1, como o sequenciamento deste fragmento (quadro 7, figura 8 e 9). Nas amostras onde nédo
foi possivel a identificacdo por estas duas metodologias, foi utilizada a PCR do alvo SSUrRNA.

Todas as amostras positivas foram pertencentes & espécie Lu. longipalpis. Em quatro amostras foi
identificada a presenca de DNA de Le. infantum, em sete a presenca de DNA de Le. braziliensis e em
uma amostra ndo foi possivel realizar a identificacdo especifica, sendo caracterizada apenas como
pertencente a familia Tripanossomatidae (quadro 7). Apenas trés areas de abrangéncia apresentaram
espécimes positivos para a deteccdo de DNA de Leishmania: VNSM, VNMC e VNJE. A area VNMC
apresentou trés espécimes positivos, a area VNSM quatro e a area VNJE apresentou cinco espécimes
positivos. Na area VNJE apenas Le. braziliensis foi identificada e nas areas VNSM e VNJE ambas as
espécies foram identificadas. A taxa de deteccdo de DNA de Leishmania total no distrito sanitario foi de
2,38%. A taxa total para Lu. longipalpis foi de 2,79%. As taxas de infec¢do natural de Lu. longipalpis por
Le. infantum e Le. braziliensis foram de 1,01% e 1,77% respectivamente.

TABELA 4: Dosagem de DNA das amostras
positivas na PCR ITS1 provenientes do Distrito
Sanitario Venda Nova

Parametros considerados

Amostra

ng/ul A260 A280 260/280
VN 08 85.95 1.719 1.138 151
VN 10 57.94 1.159 0.743 1.56
VN 15 76.24 1.525 1.045 1.46
VN 21 61.97 1.239 0.814 1.52
VN 26 9.67 0.193 0.106 1.82
VN 27 49.83 0.997 0.631 1.58
VN 244 160.27 3.205 2.129 151
VN 247 13.66 0.273 0.205 1.33
VN 256 95.09 1.902 1.224 1.55
VN 262 215 0.43 0.251 171

FONTE: elaborado pelo autor
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FIGURA 8 - Gel de agarose 2% corado pelo brometo de etidio, mostrando os produtos amplificados
da reacdo de PCR que tem como alvo a regido de ITS-1 de Leishmania em amostras de fémeas
coletadas no Distrito Sanitario Venda Nova. Canaletas: PM - peso molecular de 100pb; CN -
controle negativo. Amostras positivas: 227, 228, 229, 239, 241, 242, 243, 251, 140. Amostras
negativas: 244, 245, 246, 259, 261. Controles positivos — cepas de referéncia: La: Le. amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), Li: Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75); Lb: Le. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), Lg: Le. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147).
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FONTE: elaborado pelo autor

FIGURA 9 - Gel de agarose 4% corado pelo brometo de etidio, mostrando os perfis de restricdo da digestdo de
fragmentos amplificados na reacdo de PCR que tem como alvo a regido de 1TS-1 de Leishmania em amostras de
fémeas coletadas no Distrito Sanitario Venda Nova. Canaletas: PM - peso molecular de 100pb. Amostras positivas:
227, 228, 229, 239, 241, 242, 243, 251, 140. Controles positivos - cepas referéncia: La: Le. amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), Li: Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75); Lb: Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Lg: Le.
guyanensis (MHOM/BR/75/M4147).
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FONTE: elaborado pelo autor

57



QUADRO 7 - Deteccdo e identificacdo de DNA de Leishmania em fémeas de flebotomineos
coletadas no Distrito Sanitario Venda Nova no periodo de agosto de 2011 a julho de 2013

Espécie de i . Nested PCR - :
flebotomieo Area PCR-ITS1 RFLP - ITS1 ITS1 Sequenciamento SSU RNA SSU-RNA Sequenciamento
Lu. longipalpis VNJE positivo Le. braziliensis baixa qualidade nao realizado nao realizado
Lu. longipalpis VNJE positivo perfil indefinido baixa qualidade nao realizado nao realizado
Lu. longipalpis VNJE positivo Le. braziliensis baixa qualidade nao realizado nao realizado
Lu. longipalpis VNJE positivo Le. braziliensis baixa qualidade nao realizado nao realizado
. . . . . Le. infantum = - ~ .
Lu. longipalpis VNJE positivo perfil indefinido (ID:94%, Ref: KC998879.1) nao realizado ndo realizado
Lu. longipalpis VNSM positivo perfil indefinido néo realizado positivo Complexo donovani - Le. infantum
’ (ID: 99%, Ref:EU825208.1)
. . . . Le. infantum . . .
Lu. longipalpis VNSM positivo Le. infantum (ID:100%, Ref: KC347301.1) positivo baixa qualidade
) . - A Leishmania sp. 5 . % :
Lu. longipalpis VNSM positivo Le. braziliensis (ID: 91%, Ref: HQ830349.1) ndo realizado néo realizado
Lu. longipalpis VNSM positivo ndo realizado (|D-880/|;e|§|:ff-a£::ugn;8879 1) néo realizado néo realizado
) . - A Le. braziliensis 5 . % :
Lu. longipalpis VNMC positivo Le. braziliensis (ID: 85%, Ref: FN398338.1) néo realizado néo realizado
) . - A Leishmania sp. 5 . % :
Lu. longipalpis VNMC positivo Le. braziliensis (ID: 93%, Ref: FI753382.1) néo realizado néo realizado
Lu. longipalpis VNMC positivo Le. braziliensis baixa qualidade nao realizado nao realizado

FONTE: elaborado pelo autor



4.2 Estudo da fauna de flebotomineos no Parque Estadual do Sumidouro

No Parque Estadual do Sumidouro foram coletados 4.675 espécimes de flebotomineos
pertencentes a nove géneros e 25 espécies. A razdo entre os espécimes machos e fémeos foi de 0,81:1. A
espécie gque apresentou maior abundancia foi Micropygomyia quinquefer (Dyar, 1929), cujos exemplares
representaram 37,54 % do total coletado. As espécies Lutzomyia renei (Martins, Falcdo & Silva, 1957) e
Pintomyia pessoai (Coutinho & Barretto, 1940) apresentaram porcentagens relativas de 22,67% e 9,52 %
respectivamente (tabela 5).

Os valores de riqueza e diversidade de espécies foram relativamente elevados em todas as
amostragens realizadas no parque (tabela 6). A curva de acumulacdo de espécies atingiu a saturacao na
16° campanha de amostragem e o valor estabilizou em 25 espécies (tabela 7). Os tipos de ambientes
amostrados apresentaram valores distintos para os indices ecoldgicos avaliados. Estes dados associados a
descri¢cdo ambiental do Parque demonstram que mesmo em uma pequena area amostrada, o parque possui
grande plasticidade ambiental e faunistica, no tocante aos flebotomineos (quadro 2, tabelas 5, 6 e 7).

A éarea Cerrado 1 (Mata semi-decidua) apresentou os valores mais elevados de indices de
diversidade, seguida pela area Cerrado 2 (Mata decidua) e ambas apresentaram elevados valores de
equitabilidade. As localidades com valores mais baixos de riqueza e equitabilidade foram a entrada da
gruta do sumidouro e a &rea rupicola, no entanto estas areas apresentaram os valores mais elevados de
abundancia relativa de espécimes. A area de vegetacdo rupicola e a entrada da gruta apresentaram 32% e

36% do total de espécimes coletados respectivamente (tabela 7).
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TABELA 5 - Total de flebotomineos coletados por sexo e ambiente de estudo, no Parque Estadual do Sumidouro, no periodo de setembro de 2011 a agosto de 2013.

Locais de estudo Sexo
- Total
Especie Entorno do Cerrado Cerrado i Entrada da Entorno da o
Area rupicola 3 Q (%)
parque 1 2 Caverna Caverna
Brumptomyia brumpti 0 33 12 0 0 3 29 (0.62) 19 (0.41) 48 (1.03)
Brumptomyia pintoi 0 6 7 0 1 0 8 (0.17) 6 (0.13) 14 (0.30)
Brumptomyia sp. 0 10 4 1 3 6 - 24 (0.51) 24 (0.51)
Complexo mamedei 1 22 11 10 1 3 - 48 (1.03) 48 (1.03)
168
Complexo cortelezzii 57 5 57 11 23 15 - 168 (3.59) (3.59)
Evandromyia bacula 0 1 0 1 0 1 - 3(0.06) 3(0.06)
137
Evandromyia cortelezzii 62 1 25 22 17 10 122 (261) 15 (032) (293)
Evandromyia lenti 5 2 12 2 0 1 10 (0.21) 12 (0.26) 22 (0.47)
Evandromyia sallesi 24 2 24 14 2 3 3(0.06) 66 (1.14) 69 (1.48)
Evandromyia spelunca 2 0 0 0 1 0 - 3(0.06) 3(0.06)
Evandromyia termithophila 2 6 10 0 0 0 6 (013) 12 (026) 18 (039)
Evandromyia sp. 0 0 0 0 1 0 1(0.02) - 1(0.02)
250
Lutzomyia longipalpis 1 3 20 57 152 17 134 (2.87) 116 (2.48)  (5.35)
1060
Lutzomyia renei 1 5 4 18 1021 11 574 (12.28) 486 (10.40) (22.67)
Lutzomyia sp. 4 14 8 14 20 5 40 (0.86) 25 (0.53) 65 (1.39)
1068 1755
Micropygomyia quinquefer 2 1 50 1258 359 85 687 (14.70)  (22.84) (37.54)
Migonemyia migonei 11 0 8 4 19 5 14 (0.30) 33 (0.71) 47 (1.01)
Nyssomyia intermedia 7 2 4 9 11 24 16 (0.34) 41 (0.88) 57 (1.22)
Nyssomyia neivai 0 1 0 1 1 0 2(0.04) 1(0.02) 3(0.06)
Nyssomyia sp. 0 1 0 0 0 0 - 1 (0.02) 1 (0.02)
Nyssomyia whitmani 3 11 8 7 23 21 11 (0.24) 62 (1.33) 73 (1.56)
Pintomyia christenseni 0 14 5 3 0 0 11 (024) 11 (024) 22 (047)
Pintomyia fischeri 0 4 2 4 0 1 5(0.11) 6(0.13) 11 (0.24)
Pintomyia mamedei 0 3 0 1 0 0 - 4 (009) 4 (009)
Pintomyia monticola 0 1 2 2 0 1 1(0.02) 5(0.11) 6(0.13)
445
Pintomyia pessoai 4 227 106 63 4 41 294 (6.29) 151 (3.23) (9.52)
Pintomyia sp. 0 1 1 0 0 0 1(0.02) 1(0.02) 2(0.04)
Psathyromyia aragaoi 0 67 5 1 0 1 39 (0.83) 35 (0.75) 74 (1.58)
Psathyromyia aragaoi c.f. 0 3 0 0 0 0 - 3(0.06) 3(0.06)
Psathyromyia barretoi barretoi 0 5 0 0 0 0 - 5(0.11) 5(0.11)
Psathyromyia brasiliensis 0 22 10 0 0 0 13 (0.28) 19 (0.41) 32 (0.68)
129
Psathyromyia lutziana 5 93 17 5 5 4 51 (1.09) 78 (1.67) (2.76)
Psathyromyia sp. 0 1 0 0 0 0 - 1(0.02) 1(0.02)
Sciopemyia sordellii 1 8 14 3 24 25 18 (0.39) 57 (1.22) 75 (1.60)
192 575 426 1511 1688 283 2090 2585 4675
Total (4,11) (12,30) (9,11) (32,32) (36,11) (6,05) (44.71) (55.29) (100.00)

FONTE: elaborado pelo autor
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N&o houve uma Unica espécie que dominasse todos os ambientes de estudo no parque. Por
exemplo, nos arredores do parque (ambiente peri-domiciliar) foi coletado um numero elevado de
espécimes do complexo cortelezzii e da espécie Evandromyia cortelezzii. Nas areas de mata decidua e
semi-decidua a espécie mais coletada foi Pi. pessoai; Mi. quinquefer foi a espécie mais abundante na area
rupicola e nos arredores da grutas e Lu. renei foi mais abundante na entrada da gruta. As especies Lu.
longipalpis, Nyssomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912) e Ny. whitmani foram registradas em todos os
locais amostrados. As espécies Migonemyia migonei (France, 1920) e Pintomyia fischeri (Pinto, 1926)
foram coletadas em cinco e quatro das areas de estudo, respectivamente (tabela 5, 6 e 7).

TABELA 6 - indices de diversidade e equitabilidade por local de coleta no PE Sumidouro no
periodo de setembro de 2011 a agosto de 2013

Locais de coleta

Indices Entorno do Vegetagdo Entrada da Entorno da
Cerrado 1l Cerrado 2
Parque Rupicola  caverna caverna
indice de diversidade
2.671 3.52 3.251 2.467 1.756 2.889
de Margalef
indice de
0.6749 0.6068 0.8145 0.2471 0.4382 0.7478

Equitabilidade J
FONTE: elaborado pelo autor

TABELA 7: Valores de acumulacdo de espécies, abundancia e riqueza especifica de flebotomineos por
coleta realizada no PE Sumidouro no periodo de setembro de 2011 a agosto de 2013

Primeiro ano amostral

Coletas

1° 20 3° 40 50 6° ° 8° 9 10° 11° 12°
Riqueza 13 5 14 18 16 19 15 16 12 12 10 10
Acumulagdo de espécies 13 13 17 21 22 23 23 23 23 23 23 23
Margalef 2.82 1.61 2.68 2.70 2.53 3.16 2.68 251 2.22 257 2.20 2.22
Equitability_J 0.84 0.92 0.69 0.34 0.60 0.52 0.76 0.62 0.68 0.87 0.80 0.75

Segundo ano amostral
Coletas

13° 14° 15° 16° 17° 18° 19° 20° 21° 22° 23° 24°
Riqueza 13 10 11 18 13 12 11 8 11 7 7 13
Acumulagéo de espécies 23 23 24 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Margalef 241 2.06 2.14 254 2.32 2.18 1.83 1.56 244 194 154 271
Equitability_J 0.61 0.60 0.71 0.39 0.50 0.64 0.63 0.60 0.77 0.61 0.74 0.71

FONTE: elaborado pelo autor
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No Parque Estadual do Sumidouro uma maior abundancia de flebotomineos foi registrada no
primeiro ano de coleta. No entanto, em ambos 0s anos de estudo, os periodos com maiores registros de
espécimes foram os meses de dezembro a abril e 0s com menores registros foram 0s meses de junho e
julho. A curva de variacdo sazonal dos flebotomineos no Parque ndo foi determinada por uma Unica
espécie. Mesmo as espécies que apresentaram maiores taxas de abundancia relativa Mi. quinquefer e Lu.
renei, ndo influenciam de forma preponderante o padrdo da curva (grafico 2).

A analise da curva sazonal em conjunto com os parametros climaticos mostra que 0s picos de
coleta ocorrem nos meses quentes e chuvosos. Apenas a umidade relativa do ar ndo apresentou correlagao
estatisticamente significativa com a curva sazonal [Temperatura (p-valor < 0.0001 — Sperman correlation
test), Precipitacdo (p-valor =0.0013 — Sperman correlation test), Umidade relativa do ar (p-valor =0.0984

— Sperman correlation test)].

GRAFICO 2 - Variagdo sazonal de flebotomineos e dos parametros climaticos precipitacéo total, umidade relativa do ar
e temperatura média no Parque Estadual do Sumidouro no periodo de setembro de 2011 a agosto de 2013.
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FONTE: elaborado pelo autor

Espécies vetoras de Leishmania foram registradas em todos os ambientes estudados do Parque
Estadual do Sumidouro, com a maior concentracdo destas espécies na entrada da gruta e nas areas de
vegetacdo decidua e semi-decidua (Cerrado 1 e 2). A area de vegetacdo rupicola apresentou uma
densidade intermediaria e o peridomicilio apresentou a menor concentracdo de espécimes pertencentes a

espécies vetoras (figura 10).
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FIGURA 10 - Mapa de Kernel da densidade de espécie vetoras suspeitas e
comprovadas coletadas no PE Sumidouro no periodo de Setembro de 2011 a Agosto
de 2013

FONTE: elaborado pelo autor

Um total de 2.380 fémeas coletadas no Parque Estadual do Sumidouro foi submetido a deteccéo
de DNA de Leishmania, destas 1.014 foram processadas de forma individual e 1.366 foram agrupadas em
153 pools de acordo com a espécie, o local e a data de coleta. Todas as amostras apresentaram resultado
satisfatorio no procedimento de dosagem de DNA (tabela 8). Apenas quatro espécimes apresentaram
reacao positiva na PCR dirigida ao alvo ITS-1, todas processadas de maneira individual (figura 11). Para
estas amostras os resultados da RFLP com a enzima Hae Il foram insatisfatérias dada a baixa
concentracdo de DNA obtida. A identificacdo dos fragmentos foi realizada através da técnica de
sequenciamento. Apenas uma amostra proveniente de uma fémea do complexo cortelezzii foi identificada
como Le. braziliensis. Duas amostras foram identificadas como Crithidia fasciculate e foram
provenientes de uma fémea da espécie Ev. sallesi e outra da espécie Pa. lutziana. Uma fémea da espécie

Sc. sordellii apresentou deteccdo positiva para tripanossomatideos (quadro 8). A taxa de infeccdo natural
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do complexo cortelezzi para Le. braziliensis foi de 0,62%. E a taxa de infec¢do geral no parque foi de
0,04%.

TABELA 8 - Amostragem de resultados da dosagem
de DNA de amostras provenientes do Parque Estadual
do Sumidouro

Parametros considerados

Amostra
ng/ul A260 A280 260/280

S 003 4.33 0.087 0.079 11
S 004 10.2 0.204 0.15 1.36
S 016 37.7 0.754 0.474 1.59
S021 58.02 1.16 0.665 1.74
S 025 115.08 2.302 1.59 1.45
S032 59.76 1.195 0.715 1.67
$038 10.31 0.206 0.119 173
S 044 49.6 0.992 0.653 1.52
S 049 55.92 1.118 0.735 1.52
S 060 17.48 0.35 0.237 1.47

FONTE: elaborado pelo autor

FIGURA 11 - Gel de agarose 2% corado pelo brometo de etidio, mostrando o
produto amplificado da reacdo de PCR ITS-1 de Leishmania em amostra de
fémea coletada no Parque Estadual do Sumidouro. Canaletas: PM - peso
molecular de 100pb; CN - controle negativo. Amostra positiva:892. Amostras
negativas: 893 a 925. CP - controle positivo : Le. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903).

PM B892 893 894 895 896 897 898 899 500 %01 902 903 504 905 906 507 %08 CN CP

PM 903 910 911 912 913 914 915 916 917 918 919 520 921 922 923 924 925 CN CP

FONTE: elaborado pelo autor
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QUADRO 8 - Resultados de deteccdo de DNA de Leishmania em fémeas de flebotomineos coletadas no PES no
periodo de Setembro de 2011 a Agosto de 2012

. Data de .
Espécies Local de coleta ITS1-PCR RFLP Sequenciamento
coleta
. Entorno  do  parque / . . o X .
Ev. sallesi X - mar/12 Positivo Indefinido Crithidia fasciculata (id: 100%, ref: HM004585.1)
peridomocilio
. Entorno  do  parque / . » o i .
Pa. lutziana X . mar/12 Positivo Indefinido Crithidia fasciculata (id: 100%, ref: HM004585.1)
peridomocilio
Sc. sordellii Entorno da caverna mar/12 Positivo Indefinido Trypanosomatidae (id: 93%, ref: JN673399.1)
Complexo cortelezzii Cerrado 2 dez/12 Positivo Indefinido Leishmania braziliensis (id: 100%, ref: JX448549.1)

FONTE: elaborado pelo autor

4.3 Comparacao da composi¢ao da fauna de flebotomineos no Distrito Sanitario Venda Nova e no
Parque Estadual do Sumidouro

A riqueza e a diversidade das espécies nas areas de estudo foram muito distintas. Mesmo com um
esforco amostral consideravelmente menor a regido do PE do Sumidouro apresentou valores de riqueza,
diversidade, abundéncia e equitabilidade muito mais elevados. Em todas as amostragens realizadas 0s
valores de diversidade e riqueza foram mais elevados no Parque Estadual do Sumidouro (tabelas: 1, 2,5 e
6, grafico 3).

O PE do Sumidouro atingiu a saturacdo da curva de riqueza na 16° amostragem e o valor se
estabilizou em 25 espécies, ja 0 DS Venda Nova atingiu a saturacdo na 19° coleta, com apenas oito
espécies