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RESUMO

As leishmanioses sdo um complexo de doengas e sua epidemiologia somente pode
ser compreendida pelo conhecimento de todos os elos que compdem seu ciclo de
transmissdo, como reservatoérios, vetores e espécies de parasitos envolvidos e suas
relacbes ecoldgicas. O objetivo deste trabalho foi estudar a epidemiologia das
leishmanioses no distrito de Barra do Guaicui, municipio de Varzea da Palma, Minas
Gerais. Foram realizadas no ano de 2012 cinco coletas de flebotomineos em 24 casas
da area urbana e doze coletas durante os anos de 2013 e 2014 em trés ambientes
distintos (urbano, transicdo e mata), utilizando armadilhas luminosas HP. As fémeas
coletadas foram identificadas e submetidas a verificagdo de infeccdo natural pela
dissecgao do tubo digestério e a detecgdo de DNA do parasito (LnPCR) em amostras
individuais. Para o segundo periodo de estudo foram verificados e comparados os
padrdes de distribuicéo, a riqueza, uniformidade, e abundancia dos flebotomineos nas
diferentes areas. Para o estudo dos hospedeiros silvestres e sinantrépicos de
Leishmania foram instaladas duas armadilhas, uma do tipo Sherman e outra do tipo
gaiola, em cada uma das casas amostradas para o ano de 2012 e, além destes pontos
foram definidas trés trilhas, com 15 armadilhas tipo Sherman e 15 tipo gaiola por trilha,
em area limitrofe ao perimetro urbano. No ano de 2013 as coletas de pequenos
mamiferos foram conduzidasnos mesmos pontos de coleta dos flebotomineos e
utilizando a mesma metodologia. O estudo da infeccdo dos pequenos mamiferos foi
realizado utilizando técnicas moleculares. Um total de 5.831 flebotomineos
pertencentes a quinze espécies e oito géneros foi coletado e identificado. A espécie
mais prevalente foi Nyssomyia intermedia, seguida de Lutzomyia longipalpis,
importantes vetoras dos agentes etiologicos da forma tegumentar e visceral em
humanos, respectivamente. A area urbana teve a maior abundancia enquanto a area
de transicdo teve a maior diversidade e uniformidade de espécies. Nyssomyia
intermedia foi a espécie mais abundante na area urbana, enquanto Evandromyia
evandroi foi a mais abundante na area de transicdo e Ev. lenti na area silvestre.
Nenhuma forma flagelada foi encontrada pela técnica da disseccédo. Foi detectada a
presenga de DNA de Leishmania nas seguintes espécies: Ny. intermedia (0,9%), Lu.
longipalpis (2,9%), Ev. termitophila (3,0%), Ev. sallesi (1,8%), Ev. evandroi (1,5%), Ev.
neivai (1,1%), Ev lenti (0,9%) e Ev. walkeri (9,0%) todas com DNA de parasitos do
complexo Le. braziliensis. Nyssomyia intermedia (0,3%), Ev. evandroi (1,5%), Ev. lenti
(1,8%), Ev. sallesi (1,2%), Lu. longipalpis (0,58%), Ny. neivai (1,1%) e Psathyromyia
lutziana (33,3%) apresentaram positividade para parasitos do complexo Le. donovani.
Das 47 amostras positivas para a presenca de DNA de Leishmania, 34 (72,3%) eram
provenientes da area urbana, trés (6,4%) da area de transicdo e dez (21,3%) da area
de mata. A fauna de pequenos mamiferos foi composta pelas espécies Rattus rattus
(19,4%), Didelphis albiventris (44,4%) e Thricomys apereoides (36,1%). Rattus rattus
foi capturado apenas na area urbana, T. apereoides apenas na area silvestre e D.
albiventris nos trés ambientes amostrados. As duas Ultimas espécies foram
encontradas infectadas por Le. braziliensis na area de mata e na de transigao,
respectivamente. Nossos resultados contribuem para a compreensdo do processo
gradual de sinantropizacédo das espécies de flebotomineos encontradas no estado de
Minas Gerais, demostrando que o municipio de Varzea da Palma apresenta todas as
caracteristicas necessarias para a expansdo das leishmanioses, visceral e
tegumentar.



ABSTRACT

Leishmaniasis are a complex of diseases and their epidemiology is understood
only if all the links that compound its transmission cycle are known, such as
reservoirs, vectors and parasites species and their ecological relationships. The
aim of this research was to study the epidemiology of leishmaniasis in the
District of Barra do Guaicui, municipality of Varzea da Palma, Minas Gerais
State, Brazil. Five collections of phlebotomines were performed in 2012 in 24
houses in the urban area and another twelve collections from 2013 to 2014 in
three distinct environments (urban, transition and wild forest), utilizing HP light
traps. The collected females were identified and submitted to natural infection
assessment through dissection of the digestive tract and parasite DNA
detection (LnPCR) in individual samples. For the second period of study it was
verified and compared the distribution richness, uniformity and abundance of
sand flies in the different areas. For the study of wild and synanthropic hosts of
Leishmania two traps were installed in each house sampled during 2012 and
three tracks in a boundary area of urban perimeter were set, with 15 Sherman
traps and 15 “cage” traps per track. Collections of small mammals were
performed in 2013, in the same collections points of sand flies and with the
same methodology used in 2012. The detection of Leishmania infection in small
mammals was carried out through molecular techniques. A total of 5.831
phlebotomines belonging to fifteen species and eight genera were collected and
identified. The most frequent species was Nyssomyia intermedia followed by
Lutzomyia longipalpis, which are important vectors of the etiologic agents of
cutaneous and visceral leishmaniasis in humans, respectively. The urban area
had the highest abundance while the transition area has the highest diversity
and uniformity of species. Nyssomyia intermedia was the most abundant
species of the urban area, while Evandromyia evandroi was the most abundant
in the transition area and Ev. lenti in the wild area. No flagellate forms were
found by the dissection technique. Leishmania DNA was detected in the
following species: Ny. intermedia (0,9%), Lu. longipalpis (2,9%), Ev. termitophila
(3,0%), Ev. sallesi (1,8%), Ev. evandroi (1,5%), Ev. neivai (1,1%), Ev lenti
(0,9%) and Ev. walkeri (9,0%), all of them with DNA of Le. braziliensis complex.
Nyssomyia intermedia (0,3%), Ev. evandroi (1,5%), Ev. lenti (1,8%), Ev. sallesi
(1,2%), Lu. longipalpis (0,58%), Ny. neivai (1,1%) and Psathyromyia lutziana
(33,3%) presented positivity for the Le. donovani complex. Out of 47
Leishmania positive samples, 34 (72,3%) were from the urban area, three
(6,4%) from the transition area and ten (21,3%) from the wild area. The small
mammals fauna was composed by the species Rattus rattus (19,4%),
Thricomys apereoides (36,1%) and Didelphis albiventris (44,4%) . Rattus rattus
was captured exclusively in urban area, T. apereoides only in the forest area
and D. albiventris in the three environments. The last two animals were found
infected by Le. braziliensis in the wild and transitional areas, respectively. Our
results contributes to understand the gradual process of synanthropism of the
sand flies species found in the state of Minas Gerais, demonstrating that the
municipality of Varzea da Palma has all the necessary characteristics for the
expansion of leishmaniasis, visceral and cutaneous.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Municipio de Varzea da Palma, evidenciando o distrito de Barra do

Guaicui, localizado ao norte do estado de Minas Gerais, Brasil....................... 46

Figura 2: Localidades onde foram realizadas as coletas de flebotomineos e
pequenos mamiferos (roedores e marsupiais) nos anos de 2012, 2013 e 2014

no distrito de Barra do Guaicui, MG................ccoviiiiiiiiii e 51

Figura 3: Armadilhas utilizadas para a coleta de pequenos mamiferos
(roedores e marsupiais) no distrito de Barra do Guaicui, MG. a: armadilha

Sherman; b: armadilha de arame galvanizado..............c..cccceevieeiiieeiiniie e 54

Figura 4: Distrito de Barra do Guaicui, MG, evidenciando a area urbana (circulo
branco) e as trilhas (linhas vermelhas) onde foram realizadas as coletas de

flebotomineos e pequenos mamiferos no anode 2012...............ccccevveeniieennnn. 55

Figura 5: Distrito de Barra do Guaicui, MG, evidenciando as areas de coleta,
onde foram realizadas as coletas de flebotomineos (pontos brancos) e de

pequenos mamiferos (linhas vermelhas) no ano de 2013 e 2014.................... 56

Figura 6: Percentual de flebotomineos coletados no Distrito de Barra do

Guaicui, MG, durante os meses de estudo nos anos 2012, 2013 e

Figura 7: Total de flebotomineos coletados no Distrito de Barra do Guaicui,

MG, de acordo com a espécie e o ano de coleta..........cccoevcevevieiieevecciennnne 68



Figura 8: Percentual de flebotomineos por espécie, coletados nos meses de

margo, junho, julho, setembro, outubro de 2012 no distrito de Barra do Guaicui,

Figura 9: Nimero de espécimes de Brumptomyia avellari coletados nas trilhas
das areas amostradas do distrito de Barra do Guaicui, no periodo de margo de

2013 afevereiro de 2014...........ovviieee e 75

Figura 10: Nimero de espécimes de Evandromyia evandroi coletados nas
trilhas das areas amostradas do distrito de Barra do Guaicui, no periodo de

margo de 2013 afevereiro de 2014 .........cccoiiiiiii i 76

Figura 11: Numero de espécimes de Evandromyia lenti coletados nas trilhas
das areas amostradas do distrito de Barra do Guaicui, no periodo de margo de

2013 afevereiro de 2014 ..........ooiiee e 76

Figura 12: Grafico representando a frequéncia das espécies de flebotomineos
coletadas de acordo com as areas estudadas no periodo de margo de 2013 a

fevereiro de 2014 .. ... 78

Figura 13: indice padronizado de abundancia das espécies coletadas, por area
de estudo, utilizando armadilhas automaticas luminosas no distrito de Barra do

Guaicui, Minas Gerais, Brasil, no periodo de margco de 2013 a fevereiro de

Figura 14: Indice padronizado de abundancia das espécies coletadas

utilizando armadilhas automaticas luminosas no distrito de Barra do Guaicui,



estado de Minas Gerais, Brasil, no periodo de margco de 2013 a fevereiro de

Figura 15: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, mostrando
produtos amplificados da LnPCR (Primers R3 e R4) de amostras de fémeas
coletados no distrito de Barra do Guaicui, MG. Canaletas: PM - marcador
molecular @X174; CN — branco da reacdo; Amostras positivas: 2, 3, Ev.
evandroi; 12, Ev. sallesi; 9, 10, 11, 16, Ny. intermedia; CP - controle positivo

(DNA de Le. (V.) DrazilieNSis)....uveeiioeiieeiiiee e ettt 81

Figura 16: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, mostrando
produtos amplificados da LnPCR (Primers R3 e R4) de amostras de fémeas
coletados no distrito de Barra do Guaicui, MG. Canaletas: PM - marcador
molecular @X174; CN - branco da reagéo; Amostras positivas: 10, Ev. lenti; 7,
22, 23, Ev. sallesi; 1, Ev. walkeri; 8, 5, Lu. longipalpis; 4, 6, 9, 31,
Ny.intermedia; 32, 33, Ny. neivai; CP - controle positivo (DNA de Le. (V.)

S8 € 721 1S3 113 ) USSR 82

Figura 17: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, mostrando
produtos amplificados da LnPCR (Primers R3 e R4) de amostras de fémeas
coletados no distrito de Barra do Guaicui, MG. Canaletas: PM - marcador
molecular @X174; CN - branco da reagdo; Amostras positivas: 5, 13, 14, 26, 29,
Ev. evandroi; 27, Ev. sallesi; 18, Lu. longipalpis; 11, 12,17,31, Ny. intermedia;

CP - controle positivo (DNA de Le. (V.) braziliensis).......ceevoeeerurenieriesriinienns 82

Figura 18. Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, mostrando

produtos amplificados da LnPCR (Primers R3 e R4) de amostras de fémeas



coletados no distrito de Barra do Guaicui, MG. Canaletas: PM - marcador
molecular @X174; CN - branco da reacéo; Amostras positivas: 4, 12, 20, Ev.
evandroi; 9, 17, Ev. lenti; 18, Ev. termitophila; 19, 21, 35, Lu. longipalpis; 1, 6, 7,
16, Ny. intermedia; 2, 3, Ny. Neivai; 8, Pa. lutziana; CP - controle positivo

(DNA de Le. (V.) Drazilie NS IS .. .eciuvereereeieeiiiieeaeiieeeiieee e eiiee e e e nee e e 83

Figura 19: Total de flebotomineos encontrados com a presenca de DNA de
Leishmania spp., segundo espécie e localidade de estudo, no Distrito de Barra

do Guaicui, MiNas GETaliS..............ooeeeeiie e 87

Figura 20: Pequenos mamiferos (roedores e marsupiais) coletados nos anos
de 2012 e 2013 no distrito de Barra do Guaicui, MG. a: Didelphis albiventris; b:

Rattus rattus; ¢: Thrichomys apere0ides......cccoeiiiiieiiiiiiiiiiieice e 88

Figura 21: Porcentagem de pequenos mamiferos coletados, segundo area de
estudo, no periodo de janeiro a dezembro de 2013 no distrito de Barra do

GUAICUI, MG 90

Figura 22: Resultado representativo do perfil da digestdo com Haelll do gene
hsp70 amplificado a partir de DNA extraido dos pequenos mamiferos. PM —
100pb, La — cepa padrdo Le. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Lb — cepa
padrdo Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Li — cepa padrao Le. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) e Lg — cepa padrdo Le. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147). 12 e 13 — amostras de DNA provenientes de tecidos

dos pequenos mamiferos de Barra do Guaicui - Varzea da Palma................. 92



Figura 23: Linha do tempo sobre a epidemiologia das leishmanioses no
municipio de Varzea da Palma, MG, com énfase para o Distrito de Barra do

Guaicui (quadros na cor laranja), no periodo de 2001 a 2015............c.cceee. 112



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: NUimero de casos de leishmaniose tegumentar no municipio de
Varzea da Palma, MG, no periodo de 2004 a 2013, estratificados entre o

distrito de Barra do Guaicui, os bairrosea zonarural...................................... 42

Tabela 2: Numero de casos de leishmaniose visceral no municipio de Varzea
da Palma, MG, no periodo de 2004 a 2013, estratificados entre o distrito de

Barra do Guaicui, os bairros e azonarural....................ccooooiiiiiiiiii e 42

Tabela 3: Espécies de flebotomineos e nimero de machos e fémeas coletados
no Distrito de Barra do Guaicui, MG, nos meses de margo, junho, julho,

setembro, outubro de 2012 e no periodo de margo de 2013 a fevereiro de

Tabela 4: Numero e porcentagem de flebotomineos coletados, de acordo com
a espécie e sexo na area urbana do Distrito de Barra do Guaicui, MG, nos

meses de margo, junho, julho, setembro e outubro de 2012.............cceeenne. 69

Tabela 5: Numero mensal de flebotomineos coletados com armadilha luminosa
HP, segundo més, local de coleta e sexo no distrito de Barra do Guaicui, MG,

no periodo de margo de 2013 a fevereirode 2014............cccooeviiieeiiiiciiiene 71

Tabela 6: Espécies de flebotomineos coletados no municipio de Varzea da
Palma, Minas Gerais, por area de estudo e sexo, no periodo de margo de 2013
a fevereiro de 2014, e seus respectivos indices de diversidade (H) e

(W71 o g aTTe F=To L O T SRR 73



Tabela 7: Andlise de Varidncia (ANOVA) das principais espécies de
flebotomineos coletados nas trilhas da area urbana, de transigcao e silvestre no
distrito de Barra do Guaicui, estado de Minas Gerais, Brasil, no periodo de

margo de 2013 a fevereiro de 2014...........cooiiiiiiii i 74

Tabela 8: Analise de variancia (ANOVA) das sete espécies mais prevalecentes

do estudo comparando o numero de espécimes coletados por area de

Tabela 9: Resultado da deteccdo de DNA de Leishmania spp. em fémeas de
flebotomineos coletadas nos meses de margo/junho/julho/ setembro e outubro
de 2012 e no periodo de margo de 2013 a fevereiro de 2014 no distrito de

Barra do Guaicui, MG.............coooie e 85

Tabela 10: Lista dos pequenos mamiferos coletados, por espécie, area de

estudo e sexo, nos anos de 2012 e 2013, no Distrito de Barra do Guaicui,

Tabela 11: Distribuicdo das espécies de pequenos mamiferos coletados no
Distrito de Barra do Guaicui, MG, nos meses de margo, junho, agosto e outubro

A 20712, e 89

Tabela 12: Distribuicdo das espécies de pequenos mamiferos coletados no

Distrito de Barra do Guaicui, MG, no periodo de janeiro a dezembro de



Tabela 13: Espécie de Leishmania identificada pela RFLP-hsp70 por espécie
de pequeno mamifero, tecido amostrado e area de estudo no distrito de Barra

do Guaicui, MiNas GETaIS..............eeeeieiiiiiiiie e 93



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
°C: Grau celsius
CPgRR: Centro de Pesquisas René Rachou
CRNIF: Centro de Referéncia Nacional e Internacional para Flebotomineos
DNA: Acido desoxirribonucléico
dNTP: Deoxinucleosideos trifosfatos
Ev: Evandromyia
FIOCRUZ: Fundagéo Oswaldo Cruz
g: gravidade
Le: Leishmania
LT: Leishmaniose tegumentar
Lu: Lutzomyia
LV: Leishmaniose Visceral
mg: miligramas
MG: Minas Gerais
min: minutos
ml: mililitro
mM: milimolar
mm?®: milimetros cubicos

NaCl: Cloreto de Sédio



ng: nanograma
nm: nanémetros

Ny: Nyssomyia

OMS: Organizagao Mundial de Saude

Pa: Psathyromyia

pb: pares de bases

PBS: Phosphate buffered saline

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reagcdo em Cadeia da Polimerase)
pH: Potencial hidrogeniénico

PM: peso molecular

SDS: Sodium Dodecyl Sulphate

SINAN: Sistema Nacional de Agravos Notificados

SSUrRNA: Small subunit Ribosomal RNA

U: unidade

WHO: World Health Organization

pl: microlitro

um: micrémetro



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt
1.1 Leishmanioses............ccooiiiiiiii
1.2 Vetores das leishmanioses................cccocoiiiiiiiiiiis
1.3 Leishmanioses @ 0S roedores..............ccccoiviiiiiiciieicc
1.4 Leishmanioses € 0S MarsSupiais. ............ccoouueririereiiieeeeiiee e
1.5 leishmanioses em Varzea da Palma, MG..............ccccccvvveviiviiiniinnnin,
2 JUSTIFICATIVA ..ottt
3 OBUETIVOS......o ittt
3.1 ODbJEtiVO GEIal.......c.vviiiiiiie et
3.2 Objetivos ESPECIfiCOS..........coiiiiiiiiiiiiieice e
4 MATERIAIS E METODOS. ....cooomiiiiiiiiiiieiseieeeee e
4.1 Areade eStUdO.............covueveeeiceieee e
4.2 Estudo dos flebotomineos................ccooiiiiiiii
4.2.1 Coletas com armadilhas luminosas automaticas.....................
4.2.2 Processamento dos flebotomineos coletados........................
4.2 3 |dentificagado dos flebotomineos.............ccccoeeeiiiiiiiiiini.
4.2.4 Estudo da infeccdo natural e da deteccdo de DNA de
Leishmania spp. nas fémeas de flebotomineos.............c.ccccveviiiiiciiicns
4.3 Estudo dos pequenos mamiferos...........cccccovveieeiiiiiiiei e
4.3.1 Procedimentos €tiCOS..............cociiiiiiiiiiiic e
4.3.2 Coleta de pequenos mamiferos (roedores e marsupiais)........
4.3.3 |dentificagao e coleta das amostras bioldgicas de pequenos
MAMIFEIOS ...

4.4 Métodos moleculares para o estudo de Leishmania nos

24
24
29
34
38
40
43
45
45
45
46
46
48
49
51
52

52
53
53

54

57

57



flebotomineos e nos pequenos mamiferos............c..c.ccoeveieeiiiiciccecen.
4.4 1 Extragdo doO DNA ..ot
442 Nested PCR (LnPCR) para o gene SSUrRNA de
Leishmania em amostras de DNA extraidas de flebotomineos e
PEQUENOS MAMIFEIOS. ... iiiiiieiiii it
4.4.3 PCR dirigida ao gene hsp70 de Leishmania em amostras de
DNA extraidas de pequenos mamiferos. ............cocvevveiiinieiieenneens
4.4 4 |dentificagdo da espécie de Leishmania..............ccceeevveeennn..
4.5 Andlise estatistica................ccooiiiii
B RESULTADOS......oiiiiiiitiiitieie ettt
5.1 Estudo dos Flebotomineos..............ccooiiiiiiiiiiiiii
5.1.1 Coletas com armadilhas luminosas automaticas....................
5.1.2 Distribuigéo, riqueza e abundancia da fauna flebotominica
nos ambientes urbano, de transigéo e silvestre...............................
5.1.3 Estudo da infecgdo natural e detecgdo de DNA de
Leishmania spp. em fémeas de flebotomineos................................
5.2 Estudo dos pequenos mamiferos. ...........ccoecvveiirriiiiiinieeie e
5.2.1 Fauna de pequenos mamiferos ndo voadores........................
5.2.2 Detecgéo de DNA de Leishmania spp. nos roedores e
0T TSN o = TSRS
B DISCUSSAD.........ooiiiiiieiiiee e
6.1 Fauna flebotominica..............ccocooiiiiiii e
6.2 Infecgdo natural e deteccdo do DNA do parasito nas fémeas de
flebotomineos ...

6.3 Pequenos mamiferos e a infecgdo por Le. braziliensis................

57

59

61
61
63
65
65

65

70

80
87
87

91
94

94



6.4 Abordagem epidemiolégica das leishmanioses no municipio de

Varzea da Palma, Minas Gerais, com énfase para o Distrito de

Barra do GUAICUI.........uuererieiieiiie e 111
7 CONCLUSOES. .......oooviiiieteeeeee e 120
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........ooovoveeeeeeeeeeeeeeeeeen. 122
ANEXOS ..o 161

Anexo | — Licenga para coleta de pequenos mamiferos nao

voadores (IBAMAL). ...ttt 161
Anexo Il — Licenga para coleta e eutanasia de pequenos

MamMiferos (CEUA).......ooiiie e 162
Anexo Il — Artigo publicado: Sanguinette CC, Silva DF, Stumpp
RGAV, Rego FD, Tonelli GB, Tanure A, Gontijo CMF, Andrade

Filho JD. Comparison of the phlebotomine (Diptera: Psychodidae)

fauna of urban, transitional, and wild areas in northern Minas
Gerais, Brazil. Parasit vectors 2015; 8:428. DOI 10.1186/s13071-

015-1003-2.....o e 163



24

1 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doengas causadas por protozoarios do género
Leishmania, pertencentes a familia Tripanosomatidae e a ordem Kinetoplastida.
A principal forma de transmiss&o do parasito ocorre no momento da realizagao
do repasto sanguineo da fémea de flebotomineo infectada. O local de
desenvolvimento das promastigotas no sistema digestério do inseto foi um dos
critérios utilizados para a divisdo do género Leishmania em dois subgéneros,
Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia), (Lainson & Shaw, 1987). Os
parasitos que se desenvolvem apenas nas por¢des anterior e média do
intestino sdo agrupados no subgénero Leishmania (comportamento
suprapilario) e os que apresentam uma fase de divisdo no intestino posterior
(desenvolvimento peripilario), pertencem ao subgénero Viannia. Estes dois
subgéneros incluem 22 espécies patogénicas ao homem, sendo 15 delas ja

identificadas nas Américas (PAHO, 2013).

No Brasil o subgénero Leishmania (Leishmania) € formado pelos
complexos Leishmania mexicana € Leishmania donovani, sendo representados
pelas espécies Le. (Le.) amazonensis ¢ Le. (Le.) infantum (Magill, 2000). Como
representantes do subgénero Leishmania (Viannia) estdo as leishmanias do
complexo Leishmania braziliensis € do complexo Leishmania guyanensis,
sendo representada no Brasil pelas espécies Le. (V.) braziliensis e Le. (V.)
guyanensis, respectivamente. Outras espécies identificadas em territorio
brasileiro sdo Le. (V.) lainsoni, Le. (V.) naiffi Le. (V.) lindenbergi e Le. (V.)

shawi. As quatro Ultimas espécies foram identificadas em estados da regidao
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Norte do pais (Grimaldi & Tesh, 1993; Cunningham, 2002; Ashford, 2000; Van

der Auwera e Dujardin, 2015).

O ciclo de vida do parasito é digenético (heteroxénico), alternando-se
entre hospedeiros vertebrados e invertebrados, os flebotomineos. Uma grande
variedade de mamiferos pode atuar como reservatério, sendo os mais comuns
os roedores e os canideos. Entretanto, outros grupos podem albergar a
infecgao tais como: edentados, marsupiais, procionideos, ungulados, primatas
incluindo o homem que é atingido acidentalmente pela infecgdo (Deane &

Deane 1954; Lainson et al., 1985; Shaw, 2003; Quinnell & Courtenay 2009).

Em funcédo da diversidade e complexidade biolégica do parasito, dos
vetores e dos hospedeiros, as leishmanioses apresentam um carater variado
de manifestagdes clinicas, sendo consideradas um complexo de doengas.
Assim a epidemiologia das leishmanioses somente pode ser compreendida
através do conhecimento de todos os elos que compdem seu ciclo de
transmissao, como reservatorios, vetores e espécies de parasitos envolvidos e

suas relagdes ecologicas.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2002) estima que 350 milhdes
de pessoas estejam expostas ao risco de adquirirem a doenga com
aproximadamente dois milhdes de novos casos das diferentes formas clinicas
ao ano, sendo 500 mil casos relacionados a leishmaniose visceral (LV) e 1,5
milhdes de casos a leishmaniose tegumentar (LT). Aproximadamente 59 mil
mortes sdo registradas por ano e, recentemente, 98 paises relataram

transmissdo endémica, com aproximadamente 0,7 a 1,2 e 0,2 a 0,4 milhdées de
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novos casos por ano para LT e LV, respectivamente (WHO, 2015; Brasil,

2007).

O ndmero de casos de leishmanioses tem aumentado em todo o mundo.
No Brasil o nimero de casos de LT subiu de 6.335 em 1984 para 30.030 em
1996 (Brandao-Filho et al.,, 1999). De 1990 a 2013 foram notificados mais de
680 mil casos novos de leishmaniose, principalmente LT (Maia- Elkhoury et al.,
2008; Alves, 2009; Brasil, 2013). Apesar destes dados as estratégias para o
controle das leishmanioses, no Brasil, nAo mudaram ao longo dos ultimos 60
anos, o que pode explicar por que a incidéncia da doenca ndo diminuiu
(Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006). As dificuldades na deteccao da
infeccdo, o acesso a informagéo, conhecimento das espécies de reservatérios
e vetores sdo alguns dos obstaculos para um programa de controle eficaz.
Mapas de risco considerando a incidéncia das leishmanioses no Brasil no
periodo de 2001 a 2010 estimaram um maior nimero de pessoas infectadas
nos estados de Minas Gerais e do Para para leishmaniose visceral e

leishmaniose cutanea respectivamente (Karagiannis-Voules et al., 2013).

Em Minas Gerais é possivel observar o aumento no nimero de casos de
LT e LV nos ultimos anos e segundo levantamento realizado no periodo de
2000 a 2013 pelo Sistema de Informacédo de Agravos de Notificagcdo (SINAN),
anualmente, sdo notificados no estado de Minas Gerais uma média de 410
casos de LV. Atualmente, em Minas Gerais, os municipios de Belo Horizonte,
Montes Claros, Ribeirdo das Neves, Janauba, Santa Luzia e Paracatu

correspondem a 56% das notificagdes do estado (Sousa et al., 2008).
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Devido as altas taxas de deteccdo, mortalidade (LV) e morbidade
associada a capacidade de causar deformidades em pacientes (LT) a
Organizagdo Mundial de Saude considera as leishmanioses uma das seis

doencas infecciosas de maior importancia no cenario mundial (WHO, 2010).

O diagnostico das leishmanioses leva em consideragdo seus aspectos
clinicos e epidemiolégicos (Gontijo e Carvalho, 2003), e a realizagdo de
exames laboratoriais (diagnostico parasitolégico, imunolégico e molecular).
Estes métodos permitem a confirmagao dos achados clinicos e podem fornecer
informagbes epidemioldgicas relevantes, possibilitando a identificagdo do
parasito, norteando as medidas de controle e tratamento para a doenga (Brasil,

2007).

Dependendo de fatores como a espécie de Leishmania e a
susceptibilidade do hospedeiro, as leishmanioses podem ser classificadas em
quatro formas clinicas principais: visceral, cutanea localizada, cutdnea mucosa

e cutanea difusa (Saravia et al., 1989).

A LV tem como agente etiolégico duas espécies pertencentes ao
subgénero Leishmania: Le. donovani na Asia e na Africa, Le. infantum na Asia,
Europa, Africa e Américas (Lukes et al., 2007; Kuhls et al., 2011). Também ja
foram relatados casos de visceralizagdo provocada por Le. (L.) amazonensis
(Barral et al.,, 1991) e por Le. (V.) braziliensis em pacientes imunossuprimidos
(Gontijo et al., 2002). Os vetores que transmitem o agente etiolégico desta
manifestacdo visceral da doenga sao flebotomineos (Diptera: Psychodidae:

Phlebotominae), sendo a espécie Lutzomyia longipalpis a principal vetora no
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Brasil e Lutzomyia cruzi a espécie com papel vetorial restrito a algumas

localidades da regido Centro-Oeste (Santos et al., 1998; Missawa et al., 2011).

O céo é apontado como o principal reservatério doméstico do parasito
causador da LV, servindo de fonte de infecgdo parasitaria para o vetor mesmo
quando eles nao apresentam qualquer sinal clinico da doenga. Assim, a
deteccdo de animais infectados é crucial para o controle da leishmaniose
visceral (Michalsky et al, 2005). As estratégias recomendadas pelo Programa
Nacional de Controle da leishmaniose visceral no Brasil sdo baseadas em um
conjunto de medidas, tais como o diagnéstico precoce e tratamento dos casos
humanos, a investigacdo sorolégica canina e a eutanasia dos caes
soropositivos, pulverizacdo sistematica de inseticida no domicilio e
peridomicilio, programas de educagdo da comunidade e manejo ambiental

(Brasil, 2008).

A LT é uma doencga primariamente de areas silvestres causada por uma
variedade de espécies de Leishmania dermotropicas dos subgéneros Viannia e
Leishmania. No Brasil ja foram identificadas sete espécies, sendo as mais
importantes a Le. (V.) braziliensis e a Le. (L.) amazonensis, ambas de ampla
distribuicao no territério brasileiro e a Le. (V.) guyanensis, que ocorre na regiao
Norte. As outras espécies, Le. (V.) lainsoni, Le. (V.) naiffi, Le. (V.) shawi e Le.
(V.) lindenbergi contribuem para um numero menor de notificagbes e séo

restritas aos estados do Norte e Nordeste (Lainson, 2010).

Nas ultimas duas décadas tem sido observado o crescimento da
endemia, principalmente em magnitude e expansdo geografica, com surtos

epidémicos nas regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e, mais
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recentemente, na regido Norte. O processo de expansdo das leishmanioses
levou a alteragbes na epidemiologia da LT com a notificagdo de casos
autéctones da doenca em areas peri-urbana e urbana de cidades de médio e
grande porte (Carvalho et., 2006; Silva et al, 2006). Algumas espécies de
flebotomineos vetoras de leishmanias causadoras da LT no Brasil s&o:
Nyssomyia intermedia, Nyssomyia neiva, Nyssomyia whitmani, Bichromomyia
flaviscutellata, Migonemyia migonei, Psychodopygus davisi, Pintomyia fisheri,

Psychodopygus wellcomei e Nyssomyia umbratilis.

A analise das circunstancias de transmissdo das espécies de
Leishmania causadoras da LT em cada area estudada é complexa devido a
diversidade de espécies de agentes etiologicos, vetores e reservatorios
envolvidos no ciclo da doencga. Este fato demonstra o desafio para o sistema de
saude em relacdo ao diagndstico e tratamento, devido ao amplo espectro de
lesdes, dificuldades operacionais para o diagndstico e toxicidade da
quimioterapia (Teles et al., 2013). Um dos desafios em relagdo ao controle e o
diagnostico da LT é a falta de conhecimento sobre as condigdes
epidemioldgicas, especialmente sobre a distribuicdo das populagbes de

flebotomineos, a frequéncia e a caracterizagédo destas espécies.

1.2 Vetores das leishmanioses

Flebotomineos s&o insetos pequenos, medindo de 2 a 3 milimetros,
pertencentes a familia Psychodidae e ordem Diptera. A cor pode variar desde

tonalidades de marrom a quase negro. Apresentam atividade vespertina a



30
noturna e podem ser encontrados em ambientes silvestres, rurais, peri-urbanos

e urbanos. Os flebotomineos iniciam suas atividades no crepusculo vespertino.

Quanto a alimentacdo, ambos os sexos, sugam sucos vegetais, néctar
de flores, frutos e solugées agucaradas (Smith; Halder; Ahmed, 1940,1941;
Pessoa & Barreto, 1948; Deane; Deane; Alencar, 1955; Sherlock & Sherlock,
1961, 1972; Alexander & Usma, 1994). As fémeas, além da alimentagao de
aclcares, também sdo hematoéfagas, exceto rarissimas espécies autoégenas,
pois necessitam de sangue humano ou animal para a maturagdo de seus
ovarios, conferindo a elas a importancia na transmissdo de agentes patégenos

(Forattini, 1976; Sherlock, 2003).

Em todo o mundo sdo conhecidas, aproximadamente, 986 espécies de
flebotomineos, das quais, mais de 528 estdo presentes nas Américas e destas,
mais de 270 ja foram registradas no Brasil (Galati, 2003; Ready, 2013; Andrade
& Gurgel-Gongalves 2015). De acordo com Galati (1995, 2003) os
flebotomineos vetores nas Ameéricas s&o incluidos em duas subtribos:
Lutzomyiina e Psychodopygina. Em Lutzomyiina destacam-se os géneros
Lutzomyia, Migonemyia e Pintomyia € em Psychodopygina: Bichromomyia,

Nyssomyia, Psychodopygus, Trichophoromyia € Viannamyia.

A maioria das espécies ndo desempenha papel na transmissdo dos
parasitos causadores das leishmanioses na natureza, pois, dentre outros
fatores, ndo se alimentam do sangue dos animais que apresentam potencial
como reservatério, e/ou podem ser incapazes de completar o desenvolvimento
de espécies de lLeishmania no trato digestorio (Killick-Kendrick, 1999;

Munstermann, 2004). Menos de 10% das espécies de flebotomineos tém sido
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consideradas como vetores de Leishmania, e apenas cerca de 30 espécies tém

demonstrado capacidade vetorial (Bates, 2007).

No vetor susceptivel, as formas promastigotas de Leishmania precisam
escapar da membrana peritrofica, aderir ao epitélio do intestino, multiplicar e se
diferenciar em formas metaciclicas infectantes, que serdo transmitidas para o
hospedeiro mamifero no momento do repasto sanguineo. Killick- Kendrick
(1990) e Sacks (2001) apontam as moléculas do intestino médio de
flebotomineos, como por exemplo, as galactinas, como a chave determinante
da competéncia vetorial destes insetos. O principal constituinte da superficie do
parasito, o lipofosfoglicano glicoconjugado (LPG) é responsavel pela ligagao do
parasito a galactina no epitélio intestinal da Leishmania major em Phlebotomus
papatasi (Pimenta et al. 1992; Kamhawi, 2006). No entanto, existem outras
moléculas que ndo o LPG que medeiam esta ligagdo em outras espécies de
Leishmania (Rogers et al., 2004; Myskova et al., 2007; Volf & Myskova, 2007).
Apbs se ligarem ao epitélio intestinal, inicia-se uma fase de multiplicagao ativa
dos parasitos seguida da migracdo em diregdo ao segmento anterior do
estbmago e diferenciacdo para a forma infectante. Todos estes fatores
demonstram a importancia dos flebotomineos na transmissao das espécies de
leishmanias e sustentam o pilar de que a propagagédo das leishmanioses
depende, em grande parte, da presenca e distribuicdo dos vetores. Portanto, a
identificagcdo correta das espécies de flebotomineos circulantes em areas
endémicas e o conhecimento da sua ecologia sdo aspectos de grande

importancia para o entendimento da epidemiologia das leishmanioses.
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Mudangas ambientais derivadas das agdes humanas, como o rapido
processo de urbanizagdo observado em paises emergentes como o Brasil,
mudaram a ecologia de algumas espécies de flebotomineos, e
consequentemente a eco-epidemiologia das leishmanioses, levaram a um
significativo impacto na distribuicdo e nas taxas de mortalidade da LV desde a
década de 1980 (Aguilar et al,, 1987; Marzochi e Marzochi, 1994; Werneck
2008, Oliveira et al., 2013). Assim, quatro novas tendéncias surgiram: a
transmissdo da LV em areas totalmente urbanizadas, rapida disseminagao nas
cidades da regido Nordeste e para varias cidades das regides Norte, Centro-
Oeste e Sudeste, aumento do nimero de casos em areas urbanas em
comparagdo com areas rurais e o surgimento de epidemias urbanas de grande

escala com ciclos de dez anos (Harhay et al., 2011).

O processo de urbanizagdo no Brasil ganhou intensidade a partir da
década de 1950, devido a industrializagdo, modernizacdo e as atividades
agrarias. Entretanto, este processo nao foi uniforme no pais ocorrendo sem o
devido planejamento com a ocupacao irregular de areas florestais e destruicdo
de habitats naturais para a o desenvolvimento do vetor e dos reservatérios
silvestres, favorecendo o contato direto entre os seres humanos, vetores e os
reservatorios. Esta situagdo esta associada com o habito de alimentagéo
eclético de algumas espécies de flebotomineos e sua facilidade de adaptagédo
as condi¢des do ambiente antropizado e a diferentes temperaturas, o que pode
ter contribuido para a urbanizagdo, principalmente, da LV (Rangel e Vilela;
2008). Espécies como Lu. longipalpis principal vetor da Le. infantum, Ny.

intermedia € Ny. whitmani vetores de Le. braziliensis sdo comumente coletadas
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em areas urbanas (Gontijo et al., 2005; Carvalho et al., 2009; Saraiva et al.,

2011; Nascimento et al., 2013).

Para auxiliar na compreesdo dos fatores que contribuem para estas
mudangas, técnicas de biologia molecular estdo se tornando ferramentas
poderosas na pesquisa de DNA de Leishmania em flebotomineos. Portanto,
informagdes mais detalhadas sobre os fatores de risco para a ocorréncia das
leishmanioses, como as espécies de flebotomineos prevalentes e o risco de
transmissdo, podem ser acumuladas por esforgos continuos usando essas
técnicas em regides endémicas. Além disso, o uso de métodos moleculares
contribuird nao sé para a investigagéo epidemioldgica sobre as leishmanioses,
mas também em estudos basicos sobre as interagdes

parasito/vetor/hospedeiro (Desjeux, 2001; Choi, 2001).

Com o aumento da sensibilidade e especificidade na detecgdo de DNA
de Leishmania em flebotomineos propiciado pelas técnicas moleculares,
independente do numero, fase e localizagdo do parasito no intestino dos
insetos (Perez et al., 1994), mais espécies tem sido apontadas com potencial
vetorial. E o caso de Evandromyia sallesi, Evandromyia cortelezzii, Ny.
intermedia, Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani € Migonemyia migonei,
importantes espécies suspeitas ou vetoras de Le. braziliensis no Brasil,
encontradas naturalmente infectadas ou com a presenga de DNA de Le.
infantum (Saraiva et al., 2009 e 2010; Margonari et al., 2010; Carvalho et al.,
2008 e 2010; Andrade et al., 2011). Embora os autores ndo possam incriminar
essas espécies como vetoras para a transmissdo de Le. infantum, alguns ndo

rejeitam a possibilidade delas estarem envolvidas nos ciclos de LT e LV na
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area estudada. Apesar da necessidade de analisar com cautela estes novos
achados é provavel que os mesmos despertem o interesse e novos
conhecimentos sejam gerados na tentativa de elucidar as lacunas existentes no
ciclo de transmissao das leishmanioses no ambiente urbano e, principalmente,

em areas onde o vetor comprovado do parasito ndo € encontrado.

1.3 Leishmanioses e os roedores

No Brasil, a participacdo de roedores na epidemiologia das
leishmanioses ja foi descrita por varios autores. Em 1970, Lainson e Shaw
detectaram pela primeira vez Le. braziliensis em roedores do género Oryzomys
no estado do Mato Grosso. Anos mais tarde, estes mesmos autores,
trabalharam na regido de Monte Dourado, norte do estado do Para, procurando
determinar o(s) reservatorio(s) silvestre(s) para espécies causadoras da
leishmaniose tegumentar e encontraram o roedor Proechimys guyanensis
freqlientemente parasitado 15/57 (26%) por Le. (Le.) amazonensis (Lainson &
Shaw, 1972). Outros hospedeiros de Le. amazonensis Sd0 pequenos roedores
silvestres como Oryzomys sp. (Lainson & Shaw, 1968) e Akodon spp. (Telleria

etal., 1999).

O alto indice de infec¢do do género Oryzomys (18/36 ou 50%) no Mato
Grosso bem como nas florestas de Utinga também levava a crer se tratar de
um importante hospedeiro do(s) agente(s) causal(ais) da leishmaniose
tegumentar (Lainson & Shaw, 1970). Além disso, o aspecto das lesdes,

geralmente do meio para a base da cauda, por vezes abarrotada de parasitos,
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porém sem maiores conseqiiéncias para o animal, fazia crer uma longa
convivéncia entre ambos e fazendo deste roedor uma excelente fonte de
infeccdo para o vetor (Nery-Guimardes et al,, 1968, Lainson & Shaw, 1968,

Lainson & Shaw, 1970).

Em 1972, Forattini e colaboradores, conseguiram isolar Leishmania, em
roedores das espécies Akodon arviculoides e Oryzomys nigripes de area
endémica para LT no estado de Sao Paulo. Os autores aventam a
possibilidade de o género Oryzomys ser importante reservatério do parasito
neste estado, a semelhanca do que foi observado por Lainson & Shaw (1970)
para O. concolor no Mato Grosso. Um ano mais tarde e na mesma regido estes
autores isolaram o mesmo parasito, Le. braziliensis a partir de O. capito

laticeps.

Mais tarde, na Venezuela, este parasito também foi isolado de Rattus
rattus (rato preto) e Sigmodon hispidus (rato do algod&do) o que enfatiza a
importancia dos roedores como provaveis reservatérios da LT (De Lima et al,,

2002).

Brandao-Filho et al, (2003) em Amaraji no estado de Pernambuco
conseguiram isolar Le. braziliensis de Bolomys lasiurus e Rattus rattus. Em
Pernambuco foi detectada a presenca de DNA de Le. infantum por PCR em
amostra coletada do roedor silvestre Nectomys squamipes (rato da agua)
(Carvalho, 2005; Dantas Torres e Brandao-Filho, 2006). Enquanto no estado da
Bahia Peterson et al., (1988) ja haviam isolado parasitos de Le. braziliensis

nesta mesma espécie de roedor.
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Melo, 2008, em um total de 60 roedores capturados em area endémica

de Belo Horizonte/MG, 30% foram considerados infectados através da PCR
dirigida ao kDNA de Leishmania, sendo o agente etiolégico identificado como
pertencente ao complexo Le. braziliensis através de RFLP e hibridizagdo do

DNA alvo com sondas subgénero especificas.

Em levantamento da fauna de roedores sinantropicos e silvestres no
municipio de Araguai, Minas Gerais, 18 espécimes do total de 62 roedores
capturados estavam infectados por espécies dos complexos Le. mexicana, Le.
braziliensis € Le. donovani. Parasitos destes trés complexos de Leishmania
foram identificados em espécimes de Trichomys apereoides, O. subflavus e R.
rattus 0 que indica que esta ultima espécie possa participar do ciclo zoonético
doméstico da leishmaniose visceral e tegumentar em area urbana, devido aos
seus habitos sinantropicos (Oliveira et al,, 2005). Em Baturité, no estado do
Ceara, a espécie R. rattus foi encontrada infectada por Le. brazilienzis e
considerada um reservatério em potencial (Vasconcelos et al,, 2004) e no
estado do Rio de Janeiro, Quinnel e Courtenay (2009) consideraram R. rattus

como um hospedeiro de Le. infantum.

Em duas aldeias da Terra Indigena Xakriaba, uma area de transmisséo
intensa para LT, 97 pequenos mamiferos foram capturados com 13 exemplares
de T. apereoides, dois de Rhipidomys mastacalis € um de R. rattus positivos
para a presenca de DNA de Leishmania. Os resultados mostraram que Le.
braziliensis, Le. infantum e Le. guyanensis estavam circulando entre os
mamiferos silvestres e sinantrépicos presentes na Terra Xakriaba, destacando

a diversidade epidemiolégica da LT na regido (Quaresma et al., 2011).
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Os espécimes reconhecidos como T. apereoides foram classificados,
recentemente, em cinco espécies: T. apereoides, T. laurentius, T. pachyurus, T.
inermis e T. sp (Braggio e Bonvicino, 2004; Borodin et al., 2006). O papel de T.
laurentius na retencdo de infeccdo e amplificacéo do ciclo de transmissdo de
Le. infantum e Le. braziliensis foi avaliado por Roque e colaboradores (2010).
Um total de 24 animais nascidos em cativeiro foi submetido a exames
parasitolégico, sorolégico, hematoldgico, bioquimico, histolégico e ensaios
moleculares. T. laurentius mostrou ser capaz de albergar e manter a infec¢édo
para as duas espécies de Leishmania inoculadas. Ambas as espécies de
Leishmania demonstraram a capacidade de invadir e manter-se em visceras e
pele de T. laurentius, € nenhum roedor apresentou lesao, alteragao histoldgica,
ou evidéncia clinica de infecgdo. Estes resultados demonstram que outros
mamiferos silvestres podem estar envolvidos na manutengéo do ciclo enzoético

Le. infantum, atuando como hospedeiros primarios deste parasito.

Varias outras espécies de mamiferos silvestres e sinantrépicos foram
registradas como hospedeiros, potenciais reservatérios ou reservatorios de
Leishmania spp. no Brasil demonstrando a importancia destes animais no
estudo do ciclo de transmissao das leishmanioses. Sdo exemplos as espécies
Necromys lasiurius, Holochilus scieurus, H. scieurus, Cerradomys subflavus,
Mus musculus, Agouti paca, Cavia porcellus e R. novergicus (Silveira et al,,
1991; Machado et al., 1994; Branddo-Filho et al., 2003; Marcelino et al., 2011,
de Freitas et al., 2012; Lima et al., 2013; Lara-Silva et al., 2014; Ferreira et al,,

2015).
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1.4 Leishmanioses € 0os marsupiais

A ordem Didelphimorphia é a Unica ordem de marsupiais reconhecida
nas Américas. Nesta ordem o género Didelphis € o mais disperso no
continente, principalmente devido a sua notavel capacidade de adaptacdo a
diferentes nichos ecolégicos. Sua ocorréncia é relatada desde o sudeste do

Canada até o sul da Argentina (Austad, 1988).

Os Didelphis spp. costumam ser encontrados com facilidade em
florestas alteradas pela agéo antropica. Séo vistos com freqiiéncia nos quintais
das residéncias situadas nas bordas das matas visitando galinheiros e latas de
lixo em busca de alimento (Austad, 1988; Olifiers et al., 2005). Muito
provavelmente, devido ao carater sinantropico, sdo os mais estudados em
relacéo a infecgdo por Leishmania spp. (Travi et al., 1998b; Roque & Jansen,
2014). Estudos colocam estes animais na lista de preferéncias alimentares
tanto de Lu. longipalpis, no Brasil (importante vetor da Le. infantum neste pais)
(Sherlock et al.,1984) como de Pintomyia evansi na Coldmbia (Travi et al,

1994).

Algumas espécies de didelfideos ja foram encontradas infectadas por
diferentes espécies de Leishmania, como o Didelphis spp. pela Le. infantum e
Le. braziliensis (Sherlock et al, 1984; Silva et al.,, 2005; Carvalho, 2005;
Schallig et al., 2007) e Le. amazonensis (Lainson & Shaw,1998). A presenca de
Leishmania spp. nestes animais tem sido observada em varias areas
brasileiras como na regido Amazodnica (Arias et al., 1981; Grimaldi et al., 1991),
no estado da Bahia (Sherlock et al, 1984; Sherlock, 1996), em Amaraji,

Pernambuco (Brandao-Filho et al., 2003); Barra de Guarituba, Rio de Janeiro
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(Cabrera et al., 2003; Carrera et al., 2012); Manaus, Amazonas (Guerra et al.,
2007); Bauru, Sao Paulo (Santiago et al., 2007), Belo Horizonte e Sao Joao das
Missées, Minas Gerais (Schallig et al., 2007; Quaresma et al., 2011; Ferreira et
al., 2015). Segundo Cabrera e colaboradores (2003) a presenga de Didelphis
marsupialis constitui um importante fator de risco para a transmissado de

espécies de Leishmania para o homem.

Em Belo Horizonte/MG foram capturados um total de 34 marsupiais do
género Didelphis e entre eles a taxa de infecgéo por Leishmania, detectada por
PCR foi de 23,5% e o agente etiologico envolvido foi caracterizado pela RFLP e
hibridizagdo do DNA alvo com sondas subgénero especificas como

pertencente ao complexo Le. braziliensis (Melo, 2008).

Gambas (Didelphis spp.) infectados por Le. infantum, assim como os
caes, podem apresentar duas formas da doenca: uma sub clinica ou
inaparente, com apenas discretas alteragdes inflamatérias no figado, bago e
linfonodos, perceptiveis somente pela histopatologia e outra forma grave, os
quais sdo encontrados macrofagos repletos de parasitas na pele e 6rgaos

linfoides, necrose esplénica e esteatose hepatica (Travi et al.,1998).

Portanto, em virtude de sua intima associagdo com moradias humanas
tornando possivel o compartilhamento dos vetores e parasitos com o homem e
o cao (Travi et al.,1994), varios pesquisadores apontam este animal como um
forte candidato a reservatério (Arias et al., 1981; Arias & Naiff, 1981). Servindo
de fonte para o repasto sangliineo de diferentes espécies de flebotomineos
(Cutolo et al., 2014), seria o elo perfeito entre os ciclos silvestre e periurbano

(Cabrera et al, 2003). As espécies de Didelphis infectadas podem
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desempenhar um importante papel na epidemiologia das leishmanioses nos
centros urbanos, além da manutencéo do parasito na enzootia silvestre, o que

faz com que sejam as espécies mais pesquisadas.

1.5 Leishmanioses em Varzea da Palma, MG

O primeiro caso de leishmaniose no municipio de Varzea da Palma foi
registrado no ano de 2001 no distrito de Barra do Guaicui onde foi identificada
a forma clinica cutanea. Desde entéo ja foram notificados, de 2004 a 2013, 202
casos humanos autoctones de LT e 37 casos de LV (Tabelas 1 e 2). Apesar
destas informagdes e do crescimento expressivo do municipio nos ultimos
anos, apenas no periodo de 2009 a 2010 foram realizados os primeiros
trabalhos de investigacdo entomolégica e inquérito canino no municipio de
Varzea da Palma. Os dados demonstraram uma alta densidade de espécies de
flebotomineos vetores com predominancia de Ny. intermedia (54,2%) e Lu.
longipalpis (37,9%), com a presenca de DNA de Le. infantum, associado a uma
alta soroprevaléncia da infecgdo canina (24,6%). Apesar de apresentar uma
populagdo de aproximadamente 5.900 habitantes, segundo a Secretaria
Municipal de Saude de Varzea da Palma, o distrito de Barra do Guaicui se
destacou sendo responsavel por 65,5% do total de espécimes de Ny.
intermedia coletado, 27,8% de Lu. longipalpis e uma soroprevaléncia da
infeccdo canina de 22% (Sanguinette, 2011). Apo6s a realizagado deste estudo
sobre as leishmanioses, em julho de 2011, o Departamento de Vigilancia
Sanitaria e Zoonoses da Secretaria Municipal de Salde de Varzea da Palma

deu inicio ao Programa de Controle de Leishmanioses com a realizagdo da
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borrifacdo das casas onde foi detectada a presenga do vetor positivo para a
presenca de DNA de Le. infantum, eutanasia dos caes soropositivos € manejo

ambiental consistindo de poda de arvores.

Estudo sobre a fauna e deteccdo de DNA de Leishmania spp. de
pequenos mamiferos no municipio de Varzea da Palma sao inexistentes.
Entretanto, esta localidade apresenta uma vegetagéo de cerrado e caatinga, a
qual é composta por aproximadamente 60 espécies de pequenos mamiferos
(Bonvicino et al., 2002; Oliveira et al,, 2005). Nestas regides fitoecoldgicas,
estes animais podem ocupar areas de ftransicdo que tém, geralmente,
caracteristicas de ambos os biomas (Paglia et al, 2009; Quaresma et al,,
2011). A caatinga apresenta abundancia das espécies Monodelphis domestica,
D. albiventris € Micoureus demeraraec € espécies de roedores, incluindo T.
apereoides, Wiedomys pyrrhorhinus, Cerradomys subflavus, Oligoryzomys
nigripes, Necromys lasiurus, Kerodon rupestres € Phyllomys lamarum. A fauna
de pequenos mamiferos do cerrado € variada e as espécies comumente
encontradas s&o Akodon cursor, B. lasiurus, C. subflavus, T. apereoides, D.

albiventris e Gracilinanus agilis (Oliveira et al., 2005).

Diante destes dados fica evidente a importancia e a necessidade de
realizar, valorizar e incentivar novas investigagcdes como fonte de informagdes
para a compreensado do ciclo de transmissao das leishmanioses no municipio
de Varzea da Palma e, consequentemente, subsidiar o programa de controle

da doenca na regiéo.



42
Tabela 1: Nimero de casos de leishmaniose tegumentar no municipio de Varzea da
Palma, MG, no periodo de 2004 a 2013, estratificados entre o distrito de Barra do

Guaicui, os bairros e a zona rural.

Ano de Notificacdo
Localidade 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Bairros de Vérzea da
Palma 36 18 19 29 11 10 9 13 9 6
Distrito de Barra do
Guaicui 3 2 1 0 0 0 7 16 2 1
Zona Rural 1 0 3 1 2 0 0 2 0 1
Total 40 20 23 30 13 10 16 31 11 8
Fonte: Secretaria Municipal de Saude de Varzea da Palma, MG
Tabela 2: Numero de casos de leishmaniose visceral no municipio de Varzea da
Palma, MG, no periodo de 2004 a 2013, estratificados entre o distrito de Barra do
Guaicui, os bairros e a zona rural.
Ano de Notificacdo
Localidade 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Bairros de Varzea da
Palma 0 0 2 0 6 4 4 4 4 0
Distrito de Barra do
Guaicui 0 1 2 0 2 3 5 0 0 0
Zona Rural 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 1 4 0 8 7 9 4 4 0

Fonte: Secretaria Municipal de Saude de Varzea da Palma, MG
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2 JUSTIFICATIVA

O municipio de Varzea da Palma é uma regido que vem apresentando
casos humanos tanto de LV quanto de LT ha mais de 10 anos, bem como a
presenca de flebotomineos vetores demonstrando a ocorréncia de transmissao
ativa da infecgdo. Em estudo realizado anteriormente neste municipio foi
observada alta densidade populacional de Ny. intermedia e Lu. longipalpis,
importantes vetores de LT e LV respectivamente, o encontro destas espécies
com a presenca de DNA de Le. braziliensis € Le. infantum, além de uma alta
soroprevaléncia em caes (em torno de 24%) dos quais foram isolados parasitos
identificados como Le. infantum (Sanguinette, 2011). Estes achados
configuram uma situagdo preocupante para o municipio, pois sdo fatores
importantes para a disseminagéo das leishmanioses.

O distrito de Barra do Guaicui, pertencente ao municipio de Varzea da
Palma, apresentou um quadro epidemiolégico interessante e diferente daquele
classicamente descrito para a transmissao da LV. A espécie Lu. longipalpis é o
vetor confirmado de Le. infantum no Brasil, entretanto a espécie com maior
densidade populacional foi a Ny. intermedia que apresentou um elevado
ndmero de espécimes com a presenca de DNA de Le. infantum. Nos domicilios
ou proximos a estes onde os espécimes de Ny. intermedia foram coletados
foram registrados casos humanos de LV e encontrados cées infectados por Le.
infantum. Assim, este estudo visou aprofundar o conhecimento acerca dos
ciclos de transmisséo de Leishmania pela detecgdo e identificagdo da espécie
em diferentes hospedeiros vertebrados e vetores. Estas informagdes poderado

descrever de forma mais precisa a situagdo atual, e apresentar carater
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preditivo, possibilitando o estabelecimento de medidas de controle e vigilancia

epidemiolégica mais eficazes na regido.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os aspectos epidemioldgicos das leishmanioses, relacionados aos
flebotomineos e aos pequenos mamiferos no distrito de Barra do Guaicui,

Varzea da Palma, Minas Gerais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a fauna flebotominica do Distrito de Barra do Guaicui, MG, em
area urbana, de transicao e silvestre;

2. Estabelecer a distribuicdo, riqueza e abundéncia das espécies de
flebotomineos nestes trés ambientes estudados;

3. Verificar a presenca de DNA de Leishmania spp. nas fémeas de
flebotomineos;

4. Realizar o levantamento das espécies de roedores e marsupiais presentes
no distrito de Barra do Guaicui;

5. Detectar a infecgéo por Leishmania spp. em roedores e marsupiais;

6. ldentificar a (s) espécie (s) de Leishmania detectada (s) em flebotomineos e

nos pequenos mamiferos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

O Municipio de Varzea da Palma esta localizado na regido norte de Minas
(Figura 1), na microrregido de Pirapora, também conhecida como microrregido
do Médio Sao Francisco. E representado por uma area de 2.195,653 km2 e

uma populacéo estimada em 38.213 habitantes (IBGE, 2014).

0 15 £ 60

Legenda

B &2 co Guaicui
I vires da paima

Figura 1: Municipio de Varzea da Palma, evidenciando o distrito de Barra do Guaicui,

localizado ao norte do estado de Minas Gerais, Brasil.

A cidade surgiu a partir da inauguragéo da Estacdo Ferroviaria em 1° de
Fevereiro de 1910. Sua emancipacéo politico-administrativa se deu pela Lei
n°® 1.039 de 12 dezembros de 1953. Por estar na regido mineira da SUDENE
(ADENE), Varzea da Palma foi beneficiada, com programas de incentivos a

industria, o que possibilitou a criagdo de seu parque industrial, hoje o terceiro
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do Norte de Minas. Com todas estas vantagens, o municipio dispde de
mecanismos para a implantagao de projetos industriais, pecuarios, agricolas e

minerais (argila, arenito, quartzo e filito).

O municipio conta com o Distrito de Barra do Guaicui, integrado pela Lei
1.039 de 12 de dezembro de 1953, além dos povoados de Buritis das Mulatas,
Buriti da Porta, Pedra Santana, Chapadinha, Carmo, Cachoeira, Agua Branca,

Bananal, Piedade e Placa do Queijo.

Guaicui veio a se constituir de dois arraiais, o da Manga e o da Porteira,
distante um do outro cerca de trés quildmetros. Até 1720 a regido estava sob o
dominio da Bahia, pertencendo a Vila da Cachoeira. O arraial foi fundado em
1679 por Manuel de Borba Gato, componente da bandeira de Ferndo Dias. A
localizagdo do povoado as margens do Rio das Velhas com o S&o Francisco
permitia facil acesso navegavel ao Sabarabussu, hoje Sabara, a Bahia e a
Pernambuco. Em 1775 foi o povoado elevado a categoria de Paroquia, sendo
depois, em 1778, sede florescente do Julgado de Nossa Senhora do Bom
Sucesso e Almas da Barra do Rio das Velhas, subordinado ao Arcebispado da
Bahia. Em 1845 ja era freguesia e, por lei de 16 de outubro de 1861, passou a
ser vila com 3.000 habitantes e seu nome foi mudado para Guaicui. Ha mais de
um século, Rocha (1988) em Memodrias Historicas de Minas Gerais, assim

descrevia Guaicui.

Barra do Guaicui esta localizado a 67 km da sede deste distrito, Varzea
da Palma, a 22 km de Pirapora, 140 Km de Montes Claros e a 360 km de Belo
Horizonte. Apresenta altitudes variando entre 480 a 800 m, com uma cadeia de

montanhas que faz ligagdo com a Serra do Cabral (IEF, 2014). O clima é
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classificado como tropical de savana com estagédo seca de inverno, segundo a

classificagdo de Koppen (Kottek et al, 2006).

O bioma no distrito € o cerrado, apesar de alguns pontos de area aberta
a leste de Varzea da Palma apresentar influéncia da caatinga. Também sao
encontrados pequenos fragmentos de mata em diversos estagios de sucessao
formando mosaicos de vegetagdo que variam em complexidade indo de
capoeiras a matas mais densas (KIRWAN et al, 2004). As fitofisionomias
predominantes sdo campo, cerrado sensu strictu e floresta estacional decidual
montana e as areas de vegetagdo mais preservadas sdo encontradas em

altitudes mais elevadas (IEF, 2014).

O municipio de Varzea da Palma pertence a microrregido de Pirapora
sendo formada por 10 municipios banhados pelas Bacias do Rio Sao
Francisco, Rio das Velhas, Jequitai e Paracatu. Nessa microrregido foram
registrados 243 casos de LT no periodo de 2001 a 2006 e 10 casos de LV
(SINAN, 2008), porém esses nimeros nao expressam a realidade atual dos
municipios, pois apenas para Varzea da Palma ja foram registrados, segundo a
Secretaria de Saude do municipio, 11 casos de LV de janeiro de 2003 a julho

de 2008 (Secretaria Municipal de Saude de Varzea da Palma).

4.2 Estudo dos flebotomineos
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4.2.1 Coletas com armadilhas luminosas automaticas

As coletas sistematizadas dos flebotomineos foram realizadas durante o
periodo de margo de 2012 a fevereiro de 2014, destinadas ao estudo da fauna
e a observagao da infecgéo natural e deteccdo de DNA de Leishmania spp.. As
armadilhas utilizadas neste tipo de coleta foram do tipo luminosas automaticas,
modelo HP (Pugedo et al., 2005). Estas armadilhas foram expostas durante
trés noites consecutivas das 18:00 as 6:00 horas, totalizando 36 horas de

esforgo amostral para cada armadilha.

No ano de 2012 as coletas sistematizadas foram realizadas nos meses
de margo, junho, julho, setembro e outubro, utilizando 24 armadilhas na area
urbana, com a finalidade de verificar a presenca de DNA e a infecgédo natural

por Leishmania spp. nas fémeas de flebotomineos.

As armadilhas foram expostas no peridomicilio das casas, da area
urbana do distrito de Barra do Guaicui, e quando presente, em anexos como
galinheiro, chigueiro ou canil. Os pontos de coleta foram selecionados de forma
aleatdria, abrangendo ao maximo a area selecionada para a realizagcdo do

estudo.

Para o periodo de margo de 2013 a fevereiro de 2014 cinco pontos
foram selecionados para coleta dos flebotomineos em trés areas distintas:
urbana ou antrépica, transigdo ou hemi-sinantrépica e silvestre ou mata (Figura

2).

A area urbana ou antrépica (A) esta localizada no centro do distrito de

Barra do Guaicui, contando com uma populagdo de 5.000 habitantes, muitas
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casas de alvenaria e algumas areas desocupadas, tomadas por pasto sujo. A
vegetacdo nativa, do tipo Cerrado sensu strictu € praticamente inexistente,
sendo substituido por outros tipos de plantas, principalmente mangueiras. Sofre
alagamentos durante a época de chuvas, devido a grande proximidade do Rio

das Velhas.

A area de transigdo ou hemi-sinantréopica (T1) esta localizada em um
vilarejo afastado com poucas construgcdes proximas. As casas ficam a uma
distancia de 10 metros da floresta contando com a presenga de animais como
cavalo, cabra, galinha e cédo, sendo criados livremente. A vegetagdo nativa, do
tipo Floresta Estacional Decidual Montana, esta presente, apesar de ser
bastante utilizada pelos moradores como fonte de lenha. Além disso, pontos

préximos da area foram utilizados como pasto e para construgdo de moradias.

A area silvestre (T2, T3 e T4) foi amostrada em trés pontos sendo que
estes se encontram afastados das habitagbes humanas e apresentam
vegetagdo nativa do tipo Floresta Estacional Decidual Montana. Este tipo de
floresta tem como principal caracteristica duas estacdes bem marcadas, uma
chuvosa e outra de uma longa seca, em que mais de metade da vegetagéo
perde suas folhas, permitindo a presenca de matéria organica no solo. A
caracterizagdo das areas descrita acima foi realizada por Sanguinette et al

(2015).

Assim, mensalmente, foi instalado um total de dez armadilhas luminosas
automaticas sendo seis na area silvestre, duas em cada um dos trés pontos
amostrados, duas na area de transigdo e duas armadilhas no peridomicilio das

casas da area urbana. As coletas nestas areas foram conduzidas para a
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realizagdo do estudo comparativo das espécies coletadas nos diferentes

ambientes selecionados.
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Figura 2: Localidades onde foram realizadas as coletas de flebotomineos e pequenos
mamiferos (roedores € marsupiais) nos anos de 2012, 2013 e 2014 no distrito de Barra
do Guaicui, MG.

4.2.2 Processamento dos flebotomineos coletados

As armadilhas foram retiradas a cada exposi¢do para a realizagéo da
triagem e sexagem dos flebotomineos. Os machos foram retirados das
armadilhas utilizando o capturador de Castro, em seguida foram

acondicionados em tubos de ensaio contendo alcool a 70° e posteriormente
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preparados, montados e identificados, de acordo com as técnicas de rotina
adotadas pelo Centro de Referéncia Nacional e Internacional para
Flebotomineos (CRNIF) do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ. As
fémeas foram acondicionadas em potes proprios para a criagdo de
flebotomineos, contendo em seu fundo uma camada de gesso e tampados com
tecido fil6, onde foi oferecida solugdo agucarada as mesmas. Estas foram
levadas ao laboratério e destinadas a pesquisa de infeccdo e a presenca de

DNA de Leishmania spp.

4.2 3 Identificagdo dos flebotomineos

Todos os flebotomineos coletados foram identificados ao nivel de
espécie pela microscopia 6ptica, dando prioridade a observagao de estruturas
que seguem a proposta do Grupo Cipa (1991) e seguindo-se a classificagdo
proposta por Galati (2003). As fémeas foram identificadas através das
espermatecas, utilizando-se para isto, os ultimos segmentos do abddémen.
Também foi utilizada como caracter taxondmico na identificagdo especifica, a
visualizagdo do cibario das fémeas, mantendo no momento da dissecgdo a
parte ventral da cabega voltada para cima. A abreviagdo do nome genérico

neste estudo segue a proposta de Marcondes (2007).

4.2.4 Estudo da infecgdo natural e da deteccdo de DNA de Leishmania spp.

nas fémeas de flebotomineos
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Para a verificacdo da infeccdo natural foi utilizada a técnica de
disseccdo. A técnica da dissecgédo consiste em retirar o tubo digestério dos
insetos em salina tamponada com o auxilio de dois estiletes entomologicos.
Apos este procedimento é retirado o corpo da fémea do flebotomineo e
colocado sobre o intestino uma laminula. O corpo é acondicionado em
microtubo e a lamina contendo o intestino € examinada em microscopio 6ptico
para visualizagdo de formas flageladas. Comprovando a auséncia de formas
flageladas a amostra € considerada negativa e o intestino acondicionado no
mesmo tubo onde esta o corpo para analises moleculares, referentes ao estudo

da infecgéo por Leishmania spp., e a identificacdo da espécie.

A verificacdo do DNA de Leishmania spp. foi realizada pela pesquisa de
DNA do parasito nas fémeas coletadas, sendo que estas ndo poderiam
apresentar sinais de repasto sanguineo em seu abdémen. Este método foi
realizado utilizando-se uma Nested PCR e a identificacdo da espécie de

Leishmania, até complexo, foi realizada pela técnica do sequenciamento.

4.3 Estudo dos pequenos mamiferos

4.3.1 Procedimentos éticos

O projeto obteve licenga de numero 38834-1 do 6rgao do Ministério de
Meio Ambiente do Brasil, Instituto Brasileiro para o meio Ambiente (IBAMA)
para a coleta e eutanasia animais (Anexo 1). O presente projeto também foi
aprovado junto ao Comité de Etica em Uso de Animais da Fundagdo Oswaldo

Cruz sob o protocolo de numero 32/13-1 (Anexo 2).
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4.3.2 Coleta de pequenos mamiferos (roedores e marsupiais)

Todos os procedimentos de captura e coleta de amostras dos animais
foram realizados de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo

Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Foram realizadas coletas de pequenos mamiferos utilizando armadilhas
do tipo Sherman e armadilhas do tipo “gaiolas” de arame galvanizado
(35x12x12 cm) durante os meses de margo, junho, agosto e outubro de 2012

na area urbana do Distrito de Barra do Guaicui (Figura 3).

Figura 3: Armadilhas utilizadas para a coleta de pequenos mamiferos (roedores e
marsupiais) no distrito de Barra do Guaicui, MG. a: armadilha Sherman; b: armadilha

de arame galvanizado.

Foram expostas duas armadilhas, uma Sherman e uma de arame, no
peridomicilio de cada uma das 24 casas onde foram colocadas as armadilhas
para coleta de flebotomineos, totalizando 48 armadilhas. Além destes pontos
foram definidas trés estagdes (trilhas) em area limitrofe ao perimetro urbano

para coleta dos pequenos mamiferos: uma em area de plantacdo de cana de
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acuUcar, outra em uma area de pastagem e por Ultimo, uma trilha & margem

direita do Rio das Velhas (Figura 4).
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Figura 4: Distrito de Barra do Guaicui, MG, evidenciando a area urbana (circulo
branco) e as trilhas (linhas vermelhas) onde foram realizadas as coletas de

flebotomineos e pequenos mamiferos no ano de 2012.

Para definicdo das trilhas foram montados transectos para a disposi¢éo
das armadilhas de coleta, seguindo a metodologia de campo padrdo para
captura de pequenos mamiferos (Lacher & Alho, 1989; Paglia et al., 1995).
Cada trilha era composta por 15 pontos, distantes aproximadamente 20 metros
um do outro, com duas armadilhas (Sherman e gaiola de arame) dispostas em
cada ponto, totalizando 30 armadilhas por trilha e 138 armadilhas, somando as

armadilhas das trilhas e das casas, para o ano de 2012.



56

No ano de 2013 foram realizadas coletas mensais no periodo de janeiro

a dezembro, com a exposi¢do de 150 armadilhas, 75 armadilhas tipo Sherman
e 75 do tipo gaiola de arame, distribuidas em uma trilha montada na area
urbana, uma em area de transicdo e trés em area de mata. Também foram
realizadas coletas sistematizadas de flebotomineos nestas trilhas (Figura 5).
Assim, para o estudo dos pequenos mamiferos, nos anos de 2012 e 2013,
foram utilizadas 288 armadilhas, sendo 144 do tipo Sherman (69 armadilhas no

ano de 2012 e 75 em 2013) e 144 do tipo gaiola.
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Figura 5: Distrito de Barra do Guaicui, MG, evidenciando as areas de coleta, onde
foram realizadas as coletas de flebotomineos (pontos brancos) e de pequenos
mamiferos (linhas vermelhas) no ano de 2013 e 2014.
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As armadilhas ficaram expostas durante quatro dias e noites seguidos,
sendo que a cada manha eram retirados os animais porventura coletados.
Como isca alimentar foram utilizados abacaxi e chumaco de algoddo embebido
com solugdo de o6leo de figado de bacalhau para atragdo dos pequenos
mamiferos, sendo realizada a troca das iscas em dias alternados. As estag¢des
de coleta foram estabelecidas de modo a amostrar os diferentes ambientes

relacionados aos padrées de atividade humana.

4.3.3 |dentificagao e coleta das amostras biologicas de pequenos mamiferos

Os exemplares de pequenos mamiferos coletados foram sedados com
acepromazina (Assepram 0,05 mg/Kg de peso) e posteriormente eutanasiados
utilizando-se barbitiricos, para posterior retirada de amostras de pele de

cauda, pele de orelha, figado, bago e medula 6ssea.

A identificacdo das espécies coletadas foi realizada utilizando-se a
literatura especifica (Fonseca et al. 1996, Eisenberg & Redford, 1999)
analisando-se os caracteres morfologicos, comparando os individuos coletados
com exemplares referéncia depositados na Colecdo de Mastozoologia da

Universidade Federal de Minas Gerais.

4.4 Métodos moleculares para o estudo de Leishmania nos flebotomineos e

nos pequenos mamiferos.

4.4 1 Extragdo do DNA
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As fémeas de flebotomineos coletadas, que ndo apresentavam sinais
de repasto sanguineo em seu abddémen, foram identificadas e separadas

individualmente para deteccdo de DNA de Leishmania.

Apds a eutanasia dos pequenos mamiferos foram coletadas amostras de
pele da orelha, da ponta da cauda, figado, bago e medula 6ssea para a
realizacdo de estudos moleculares visando a caracterizagdo da espécie de
Leishmania envolvida na infeccdo. As amostras bioldgicas apds serem
coletadas foram acondicionadas em micro tubos com de RNAlater® (Ambion) e

submetidas a extragdo do DNA.

Os flebotomineos e os tecidos coletados dos pequenos mamiferos foram
macerados em 150 pL de tampdo NET10, 20 yL SDS 10% e 1 pL de
proteinase K (20mg/mL) em tubos de 1,5 mL, vortexados por 10 segundos e
incubados “overnight” a 56 °C sob agitagdo. Ap6s a incubagdo foi dado um
pulso na centrifuga para baixar o contelido suspenso nas paredes do tubo,
acrescido 250 pL de fenol/cloroférmio e misturado 10 vezes por inversédo. Apos
centrifugagdo por 6 minutos a 20 000 g, a fase aquosa foi transferida para um
novo tubo de 1,5 mL, contendo 250 pL de cloroférmio/alcool isoamilico e
misturado 10 vezes por inversdo. Foi realizada outra centrifugagcdo por 6
minutos a 20 000 g. A fase aquosa foi transferida para outro tubo de 1,5 mL
contendo 400 pL de etanol absoluto e 15 pL de acetato de sdédio 3M e
misturado 10 vezes por inversdo. Apos incubagédo de 20 minutos a -70 °C o
contetdo foi novamente centrifugado por 6 minutos a 20.000 g. O
sobrenadante foi descartado e no mesmo tubo foi acrescentado 500 uL de

etanol a 70% e misturado 10 vezes por inversdo, seguido de outra
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centrifugagdo por 6 minutos a 20.000 g. Por fim o sobrenadante foi descartado,

o tubo seco por exposi¢cdo ao ambiente e o DNA eluido em 50 pL de agua.

4.42 Nested PCR (LnPCR) para o gene SSUrRNA de Leishmania em

amostras de DNA extraidas de flebotomineos e pequenos mamiferos

A LnPCR - SSUrRNA amplifica um fragmento do gene SSUrRNA que é
uma regido conservada entre todas as espécies de Leishmania. Esta técnica é
utilizada para a detecgéo direta, sem a necessidade de isolamento do parasito,
a partir de diferentes amostras biologicas (Van Eys et al,1992; Cruz et al.,
2002 e 2006). Tal metodologia, adaptada e modificada por Cruz et al. (2002),
permite a amplificacéo inicial de um fragmento de aproximadamente 603 pb,
pela utilizacéo dos iniciadores R1: 5° GGT TCC TTT CCT GAT TTACG 3" e
R2: 5" GGC CGG TAA AGG C CG AAT AG 3’, seguida da amplificagcdo de um
fragmento de aproximadamente 353 pb, a partir do produto amplificado da
primeira reagao, pela utilizagdo dos iniciadores R3: 5° TCC CAT CGC AAC
CTC GGT T 3" e R4: 5 AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3°. A primeira reagédo
foi preparada para um volume final de 50uL contendo 10uL de DNA da amostra
a ser testada, 5 pL da solugéo tampao 10x - 15mM MgCl, ,1 uL de dNTPs a
10mM, 1pL do iniciador R1 a 15uM, 1 uL do iniciador R2 a 15pM, 1,4 yL de
Tth DNA polimerase a 1U/ uL (Biotools) e 30,6 pl de H,O destilada estéril. Em
tubos contendo 1 mL de H,O foram diluidos 25 pL de produto da primeira
reagdo, para serem utilizados como “template” da segunda PCR. Esta foi
preparada para um volume final de 25 pL contendo 10uL do produto

amplificado diluido, 2,5 pL da solugdo tampédo 10x - 15mM MgCl,, 0,5 pL de
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dNTPs a 10mM, 0,5uL do iniciador R3 a 15uM, 0,25 pL do iniciador R4 a 15puM,
0,7 yL de Tth DNA polimerase a 1U/ yL (Biotools) e 10,55 pL de H,O
destilada estéril. As amplificagbes foram processadas em aparelho
termociclador automatico (AB9800®) utilizando os seguintes ciclos: 12 reagéo -
desnaturagdo inicial a 94 °C por cinco minutos, seguido de 30 repeti¢cdes de:
desnaturagéo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 60 °C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 30 segundos, 22 reagéo - desnaturacéo inicial a 94 °C por
cinco minutos, seguido de 30 repetigbes de: desnaturagdo a 94 °C por 30
segundos, anelamento a 65 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30
segundos. A extensao final foi a 72 °C por cinco minutos para ambas as

reacoes.

Em todas as reagdes foi utilizado controle positivo 20 ng de DNA
extraido de cultura de Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e Le. infantum
(MHOM/BR/74/PP75), e como branco da reacgéo foi utilizada agua destilada
estéril. Nas reagdes com DNA extraido dos flebotomineos além dos controles
positivos de Leishmania foram utilizadas amostras de DNA de fémeas de Lu.
longipalpis, obtidas de colénia de criagdo e néo infectadas, como controle para

verificar a possivel amplificagdo com os iniciadores utilizados.

Os resultados foram visualizados em gel de agarose 1,5% corados com
brometo de etidio e examinados em exposi¢ao a luz ultravioleta (UV), com o
PM de 100 pb, sendo considerados positivos aqueles que apresentaram
bandas de peso molecular correspondente ao esperado, 603 pb e 353 pb, na

primeira e na segunda reagao respectivamente.
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4.4.3 PCR dirigida ao gene hsp70 de Leishmania em amostras de DNA

extraidas de pequenos mamiferos

Os genes codificadores de proteinas de choque térmico de 70kD de
Leishmania (hsp70) s&o arranjados in tandem, compreendendo uma familia de
genes cujas sequéncias codificadoras em diferentes organismos sédo altamente

conservadas (Folgueira et al., 2007).

Utilizando os iniciadores HSP70 for: 5 GACGGTGCCTGCCTACTTCAA
3 e HSP70 rev: 5 CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3, foi gerado um
fragmento de 1300pb (Garcia et al., 2004). A reacédo de PCR foi preparada para
um volume final de 25 pL utilizando 5uL de amostra de DNA, 1,5 mM MgCl,, 10
mM dNTP mix (Promega), 5,0% DMSO (Invitrogen), 5 unidades de Taq DNA
polimerase Platinum® (Invitrogen), 10 pmol de iniciador HSP70 for, e 10 pmol
de iniciador HSP70 rev. (IDT, prodimol). A amplificagdo do DNA molde foi
processada em termociclador automatico de DNA (Veriti — Applied Biosystems)
alternando 35 ciclos de desnaturagao a 94 °C por 30 seg, anelamento a 61 °C
por 1 min e extensdo a 72 °C por 3 min, seguidos por um passo de extensao

final a 72 °C por 10 min.

Os produtos amplificados nesta PCR foram visualizados em exposicéao a
luz ultravioleta (UV) apés a eletroforese em gel de agarose 2% corado com

brometo de etideo.

4.4 .4 |dentificacéo da espécie de Leishmania
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A identificacdo das espécies de Leishmania, até complexo, presentes

nos flebotomineos foi realizada pelo segiienciamento do produto amplificado da
segunda reagédo da LnPCR (fragmento esperado de aproximadamente 353pb)

realizado na Coréia pela Macrogen.

As amostras sequenciadas 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
instrugdées do fabricante. Em seguida foi preparada uma mistura contendo 1uL
dos produtos purificados, 1uL de cada iniciador na concentragdo de 3,3 pmol,
senso ou antisenso, em tubos separados, 1L de 5x Sequencing Buffer, 1uL de
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing e agua destilada em quantidade
suficiente para 10 uL empregando o programa que alterna 35 ciclos de 95 °C
por 15 segundos e 65 °C por 15 segundos. As sequéncias foram determinadas
pelo 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). Por fim, o BLAST foi utilizado para o alinhamento das
sequéncias obtidas com as sequéncias do GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Para a identificagdo da espécie de Leishmania presente nos pequenos
mamiferos as amostras que apresentaram a banda especifica de 1300 pb na
PCR dirigida ao gene hsp70 foram submetidas a digestéo utilizando a enzima
Haelll para analise dos polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricao
(RFLP). A reacao de digestao foi preparada para um volume final de 15 pl,

contendo 1L de Haelll (New england) (10 U/uL), 1,5 uL de tampéao da enzima
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e 12,5 uL de produto de PCR. A mistura foi incubada a 37 °C por 2 horas. Os
perfis de restricdo foram analisados em gel de agarose 4% e comparados com
o padréo obtido pela digestdo do produto de PCR de cepas referéncia de Le.
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Le.

infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Le. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147).

4.5 Analise Estatistica

Os dados foram organizados em planilhas e as analises descritivas

foram registradas no programa Microsoft Excel® (Office 2003).

O diferente nimero de trilhas em cada area refletiu em um esforco
amostral diferente. Esse esforgo foi calculado multiplicando o numero total de
armadilhas em uma area pelo nimero de dias que as armadilhas estiveram
expostas. O esforgco amostral foi utilizado para calcular outro indice, o sucesso
de captura, o qual indica a eficiéncia real de um tipo de armadilha em uma
area. O sucesso de captura foi calculado utilizando o numero total de

individuos coletado dividido pelo esforco amostral.

Para a avaliagdo das espécies mais abundantes, em cada area, o Index
of Species Abundance (ISA) foi convertido em uma escala de zero a um, pelo
Standardized Index of Species Abundance (SISA). Neste indice, o valor um
corresponde as espécies mais abundantes (Roberts e Hsi 1979). Considerou-
se rigueza o numero total de espécies e abundancia o numero total de
individuos coletados. A diversidade e uniformidade das espécies de

flebotomineos nas diferentes areas foram estimadas pela utilizagdo do indice
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de diversidade de Shannon-Wiener (H’) e equabilidade (ou uniformidade) de
Pielou (J) (Hayek e Buzas 1997). O indice de Shannon (H’) e a equabilidade de
Pielou (J) sdo muito utilizados para avaliar a diversidade e a dominancia
ecologica de espécies. Quanto maior o valor de H, maior é a diversidade. Ja o
indice de equabilidade (J) pertence ao intervalo 0 a 1, onde 1 representa a
maxima diversidade, ou seja, todas as espécies sdo igualmente abundantes
apresentando o mesmo numero de individuos, o que significaria auséncia de
dominancia ecologica. Para as espécies mais prevalecentes deste estudo,
foram comparadas ainda as abundancias de cada espécie entre as areas, por

meio de Analise de Variancia (ANOVA).
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo dos Flebotomineos

5.1.1 Coletas com armadilhas luminosas automaticas

Os resultados apresentados sao relativos as coletas realizadas nos meses
de margo, junho, julho, setembro e outubro de 2012 e ao periodo de um ano de
margo de 2013 a fevereiro de 2014 no distrito de Barra do Guaicui, Minas

Gerais.

De um total de 5.831 espécimes de flebotomineos, foram identificadas
quinze espécies pertecentes a oito géneros: Brumptomyia, Evandromyia,
Lutzomyia, Micropygomyia, Nyssomyia, Pintomyia, Psathyromyia e Sciopemyia.
O numero de flebotomineos coletados por espécie e sexo & apresentado na

tabela 3.



66
Tabela 3: Espécies de flebotomineos e niumero de machos e fémeas coletados no
Distrito de Barra do Guaicui, MG, nos meses de margo, junho, julho, setembro, outubro

de 2012 e no periodo de margo de 2013 a fevereiro de 2014.

N° de flebotomineos coletados

Espécies

Machos Fémeas Total
Brumptomyia avellari 198 133 331
Evandromyia evandroi 58 329 387
Evandromyia lenti 495 110 605
Evandromyia sallesi 77 171 248
Evandromyia termitophila 8 33 41
Evandromyia walkeri 21 11 32
Lutzomyia longipalpis 809 171 980
Micropygomyia quinquefer 19 17 36
Nyssomyia intermedia 1420 1289 2709
Nyssomyia neivai 257 175 432
Nyssomyia whitmani 3 2 5
Pintomya pessoai 0 2 2
Psathyromyia lutziana 4 3 7
Psathyromyia bigeniculata 3 4 7
Sciopemyia sordellii 6 3 9

Total 3378 2453 5831
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Figura 6: Percentual por espécie de flebotomineos coletados no Distrito
de Barra do Guaicui, MG, durante os meses de estudo nos anos 2012,
2013 e 2014.

Conforme apresentado na figura 6, a espécie Ny. intermedia
correspondeu a 46% do total de flebotomineos coletados na area de estudo,
seguida de Lu. longipalpis com 17%. Estas espécies também apresentaram a
maior densidade populacional nos dois anos de coleta, seguida das espécies
Ny. neivai, para o ano de 2012, e Ev. lenti € Ev. evandroi para o segundo

periodo de estudo (Figura 7).
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Figura 7: Total de flebotomineos coletados no Distrito de Barra do Guaicui, MG, de

acordo com a espécie e o0 ano de coleta.

A tabela 4 apresenta a distribuicdo de flebotomineos segundo o més de
coleta na area urbana do distrito de Barra do Guaicui referente ao ano de 2012.
O maior numero de flebotomineos foi observado no més de junho (44,16%) e
as espécies mais abundantes, no peridomicilio das casas, foram Ny. interme dia

(62%), Lu. longipalpis (16%) e Ny. neivai (12%) (Figura 8).
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Tabela 4: Numero e porcentagem de flebotomineos coletados, de acordo com a espécie e sexo na area urbana do Distrito de Barra do

Guaicui, MG, nos meses de margo, junho, julho, setembro e outubro de 2012.

Total de espécies coletadas por més e porcentagem com relagao ao total coletado (N/%)

Espécies coletadas Margo Junho Julho Setembro Outubro Total
3 ? ) ? 3 ? ) ? 3 ?

Brumptomyia avellari 1(0,04) 2(0,08) 2(0,08) 0(0) 1(0,04) 0(0) 1(0,04) 1(0,04) 1(0,04) 5(0,20) 14 (0,57)
Evandromyia evandroi 0(0) 4(0,16) 1(0,04) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(0,08) 1 (0,04) 1(0,04) 9(0,36)
Evandromyia lenti 4(0,16) 2(0,08) 19(0,77) 4(0,16) 7(0,28) 2(0,08) 23(0.93) 6(0,24) 1,04y 10(0,41) 78 (3,16)
Evandromyia sallesi 1(0,04) 19(0,77) 10 (0,41) 13(0,53) 0(0) 3(0,12) 12(0,49) 18(0,73) 9(0,36) 20(0,81) 105 (4,26)
Evandromyia termitophila 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,04) 0(0) 1(0,04)
Evandromyia walkeri 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,04) 0(0) 2(0,08) 4(0,16) 0(0) 4(0,16) 2(0,08) 13(0,53)
Lutzomyia longipalpis 86(349) 22(0,89) 178(7,22) 24(097) 33(1,34) 7(0,28) 28(1,14) 4(0,16) 9(0,36) 8(0,32) 399 (16,18)
Micropygomyia quinquefer 2(0,08) 2(0,08) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,04) 0(0) 0(0) 5(0,20)
Nyssomyia intermedia 154 (6,24) 138(5,60) 446(18,09) 258(10,46) 114 (4,62) 129(523) 120 (4,87) 91(3,69) 24 (0,97) 60(243) 1.534(6221)
Nyssomyia neivai 30(1,22) 33(1,34) 87 (3,53) 42(1,70) 17(069 10(041) 34(1,38) 20(081) 6(024) 16(064) 295(11,96)
Nyssomyia whitmani 1(0,04) 1(0,04) 0(0) 0(0) 1(0,04) 0(0) 1(0,04) 0(0) 0(0) 0(0) 4(0,16)
Psathyromyia lutziana 1(0,04) 1(0,04) 1(0,04) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 3(0,12)
Psathyromyia bigeniculata 0(0) 0(0) 1(0,04) 0(0) 0(0) 1(0,04) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,04) 3(0,12)
Sciopemyia sordellii 0(0) 1(0,04) 1(0,04) 1(0,04) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 3(0,12)

Total 280 (11,35) 225(9,12) 746(30,25) 343(1391) 173(7,02) 154(6,24) 223(9,04) 143(580) 56 (2,27) 123(4,99)  2.466 (100)
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Figura 8: Percentual de flebotomineos por espécie, coletados nos meses de marco,

junho, julho, setembro, outubro de 2012 na area urbana do distrito de Barra do

Guaicui, MG.

5.1.2 Distribuicéo, riqueza e abundancia da fauna flebotominica nos ambientes

urbano, de transigao e silvestre.

Para o periodo de margo de 2013 a fevereiro de 2014 as coletas foram

conduzidas em trés ambientes distintos: area urbana (peridomicilio das casas),

area de transicdo e area de mata. Foi possivel observar o maior nimero de

espécimes de flebotomineos coletados nos meses de margo e novembro com

15,57% e 15,04% do total, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5: Numero mensal de flebotomineos coletados com armadilha luminosa HP,
segundo més, local de coleta e sexo no distrito de Barra do Guaicui, MG, no periodo

de margo de 2013 a fevereiro de 2014.

Areasde estudo
Ano Més —

Urbana  Transicdo Mata Total
3 Q 3 Q 3 ? N %
Mar 143 65 10 18 169 119 524 1557
Abr 95 126 13 11 65 46 356 10.58
Mai 182 76 1 1 88 95 443 13.16
™ dun 119 54 2 16 58 50 299 8.89
§ Jul 24 22 1 4 9 11 71 21
Ago 74 83 1 0 0 0 158 470
Set 58 61 1 2 1 1 124 368
Out 38 127 16 21 19 25 246 7.31
Nov 18 89 22 20 119 72 506 15.04
Dez 77 19 4 4 25 46 175 520
A Jn 61 70 8 8 56 28 231 6.86
& Fev 109 5 34 8 14 11 232 6.89
Total 1164 848 113 113 623 504 3.365 100.00

As coletas mensais, referentes ao periodo de margo de 2013 a fevereiro
de 2014, renderam 3.365 espécimes de flebotomineos, sendo 1.900 machos
(56,5%) e 1.465 fémeas (43,5%). A Tabela 6 mostra o numero total de
flebotomineos coletados por espécie e area de estudo, bem como o indice de
diversidade de Shannon (H) e a uniformidade de Pielou (J).

A éarea urbana foi responsavel pelo maior nimero de flebotomineos
coletados com 2.012 (59,8%) individuos, seguida da area de mata, com 1.127
(33,5%), e por ultimo a area de transi¢cdo, com 226 (6,7%) individuos. Como o
numero de pontos amostrados foi diferente entre as areas, isso resultou em um
diferente esforgo de captura. Nas areas urbana e de transicéo, o esforco foi de

72 armadilhas/noite, enquanto na area de mata esse esforco foi de 216
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armadilhas/noite. Assim, o sucesso de captura foi maior na area urbana
(27.94), seguido da area de mata (5.22), e por Ultimo a area de transicéo
(3.14).

A riqueza foi aproximadamente igual em todas as areas. Na area
silvestre foram coletadas 14 espécies, ja as areas urbana e de transicao foram
representadas por 13 espécies de flebotomineos. A éarea de transicéo
apresentou a maior diversidade e valores de uniformidade, 1,869 e 0,728,
respectivamente, e a area urbana apresentou os mais baixos indices de

diversidade e uniformidade, 1,282 e 0,499, respectivamente (Tabela 6).

A espécie Ny. whitmani foi encontrada com exclusividade na area de
transicdo enquanto Micropygomyia quinquefer e Psathyromyia bigeniculata s6
nao foram coletadas nesta localidade. Pintomyia pessoai foi coletada apenas

nas areas de transicao e silvestre.
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Tabela 6: Espécies de flebotomineos coletados no municipio de Varzea da Palma, Minas Gerais, por area de estudo e sexo, no

periodo de margo de 2013 a fevereiro de 2014, e seus respectivos indices de diversidade (H) e uniformidade (J).

Areaurbana  Areadetransicio Areademata

Categoria taxonémica A T1 T2 T3 T4 Total (%)
F M F M F M F M F M

Brumptomyia avellari 13 15 33 25 48 102 9 10 22 40 317 (9.42)
Evandromyia evandroi 6 8 49 9 141 19 29 4 97 16 378 (11.23)
Evandromyia lenti 16 35 6 36 27 195 9 35 28 140 527 (15.66)
Evandromyia sallesi 52 27 5 0 15 1 12 12 14 5 143 (4.25)
Evandromyia termitophila 1 3 2 0 12 3 4 0 14 1 40(1.19)
Evandromyia walkeri 2 8 0 2 2 2 1 0 1 1 19 (0.56)
Lutzomyia longipalpis 101 435 2 19 1 12 0 4 2 5 581 (17.27)
Micropygomyia quinquefer 14 16 0 0 0 0 0 0 0 1 31(0.92)
Nyssomyia intermedia 589 539 10 17 1 4 4 2 9 0 1.175 (34.92)
Nyssomyia neivai 52 76 2 3 0 2 0 1 0 1 137 (4.07)
Nyssomyia whitmani 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1(0.03)
Pintomya pessoai 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 2(0.06)
Psathyromyia lutziana 0 1 2 0 0 1 0 0 0 0 4(0.12)
Psathyromyia bigeniculata 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 4(0.12)
Sciopemyia sorddllii 1 0 0 2 0 2 0 1 0 0 6(0.18)
Total (%) 2.012(59.79) 226 (6.72) 1.127 (33.49) 3.365 (100)
Indice de diversidade (H) 1.2823 1.8694 1.6572 1.8529
indice de uniformidade (J) 0.4999 0.7288 0.5901 0.6842
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Considerando todas as areas amostradas, a espécie mais abundante foi
Ny. intermedia com 35% do total de flebotomineos coletados, seguida de Lu.
longipalpis (17%), Ev. lenti (16%), Ev.evandroi (11%), Br. avellari (9%) e Ny.

neivai e Ev.sallesi ambas com 4% (Tabela 6).

Ao analisar estas sete espécies mais abundantes no estudo, utilizando a
ANOVA, quatro (Ev. sallesi, Lu. longipalpis, Ny. intermedia e Ny. neivai)
apresentaram diferengas significativas na abundancia entre as ftrilhas
amostradas (p<0.001), sendo mais abundantes na area urbana (trilha A)

(Tabela 7).

Tabela 7: Andlise de variancia (ANOVA) das principais espécies de flebotomineos
coletados nas trilhas da area urbana, de transicéo e silvestre no distrito de Barra do

Guaicui, estado de Minas Gerais, Brasil, no periodo de marco de 2013 a fevereiro de

2014.
Areas de Estudo
Espéde Urbana Transigdo Slvestre
A T T2 T3 T4 F p
Brumptomyia avellari 28 58 150 19 62 0.761 0.5779
Evandromyia evandroi 14 58 160 33 113 2.088  0.0947
Bvandromyia lenti 51 42 222 44 168 1299 02817
Evandromyia sallesi 79° 5° 16° 24° 19° 5351  <0.001
Lutzomyia longipalpis 536° 21° 13° 4° 7° 11.05  <0.001
Nyssomyia intermedia ~ 1.128° 27° 5° 6° gk 479  <0.001
Nyssomyia neivai 1282 5° 2b 1P 1P 1729  <0.001

P |etras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre as colunas; p<0.001
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As trés espécies que apresentaram forte diferenga numérica, mas nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa, tiveram uma distribuicao

bastante desigual no numero de espécimes coletados ao longo do ano.

A grande diferenga na abundancia total de Br. avellari da trilha 2, quando
comparada com as demais trilhas, pode ser explicada pelo grande numero de
espécimes coletados em um Unico més. Somando os dados de todos os meses
foi observado um total de 150 espécimes de B. avellari na trilha 2, sendo que

apenas no més de novembro foram capturados 133 espécimes (Figura 9).

Figura 9: Nimero de espécimes de Brumptomyia avellari coletados nas trilhas
das areas amostradas do distrito de Barra do Guaicui, no periodo de margo de
2013 a fevereiro de 2014.

Para Ev. evandroi e Ev. lenti resultados semelhantes foram encontrados.
Para a primeira espécie ocorreu um alto nimero de insetos coletados nos

meses de mar¢o na trilha 4 e em maio na trilha 2 (Figura 10). Para a segunda
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espécie, a maior abundancia também foi observada no més de marco na trilha

4, e nos meses de maio e janeiro na trilha 2 (Figura 11).
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Figura 10: Numero de espécimes de Evandromyia evandroi coletados nas trilhas das

areas amostradas do distrito de Barra do Guaicui, no periodo de margo de 2013 a

fevereiro de 2014.

Figura 11: Numero de espécimes de Evandromyia lenti coletados nas trilhas das

areas amostradas do distrito de Barra do Guaicui, no periodo de margo de 2013 a

fevereiro de 2014.
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O mesmo padrao foi observado na ANOVA quanto testado o nimero de
espécimes coletados para cada uma das sete espécies, mais abundantes no

estudo, entre os trés ambientes amostrados (Tabela 8).

Tabela 8: Analise de variancia (ANOVA) das sete espécies mais
abundantes do estudo comparando o numero de espécimes coletados

por area de estudo.

. Areas de Estudo
Espéde
Urbana Transicdo Slvestre F P
Brumptomyia avellari 28 58 231 (77) 0.2463 0.782
Evandromyia evandroi 14 58 306 (102) 1.709 0.19
Evandromyia lenti 51 42 434 (144.67) 1.047 0.357
Evandromyia sallesi 79° 5° 59 (19.67)° 1094  <0.001
Lutzomyia longipalpis 536° 21° 24 (8)° 2289  <0.001
Nyssomyia intermedia 1.128% 27° 20 (6.67)° 99.29 <0.001
Nyssomyia neivai 128° 5° 4(1.33° 35.83  <0.001

2P letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre as colunas; p<0.001
( ):abundéncia média das trés trilhas da area silvestre.

Ao analisar a frequéncia de cada espécie, segundo local de coleta, se
destacam na darea urbana as espécies Ny. intermedia, Ny. neivai e Lu.
longipalpis com 96%, 93,4% e 92,3% respectivamente do total de espécimes
encontrados neste ambiente. As espécies Ev. lenti (82,4%) e Ev. evandroi
(81%) foram coletadas, principalmente, na area de mata. Evandromyia sallesi
se mostrou bem distribuida entre as areas urbana e de mata, enquanto a
espécie mais representativa da area de transicao foi Br. avellari (18,3%) (Figura

12).
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Figura 12: Gréfico representando a frequéncia das espécies de flebotomineos
coletadas de acordo com as areas estudadas no periodo de margo de 2013 a fevereiro

de 2014.

A figura 13 apresenta o indice padronizado de abundancia das espécies
coletadas nos diferentes ambientes amostrados nos anos de 2013 e 2014. Na
area urbana a espécie Ny. intermedia ocupa o primeiro lugar com SISA=1,
seguida de Lu. longipalpis (SISA=0,50), Ny. neivai (0,40) e Ev. sallesi (0,38).
Na area de transicdo destacam Ev. evandroi (0,75) seguida de Br. avellari
(0,67) e Ev. lenti (0,50). Esta ultima espécie ocupou o primeiro lugar na area
silvestre, com SISA=0,92, enquanto Ev. evandroi (SISA=0,61) foi a segunda
espécie mais abundante nesta area. Ny. intermedia, Lu. longipalpis € Ev. sallesi
se mostraram bem distribuidas entre as areas de transicdo e silvestre com

valores SISA bem préximos (Figura 13).
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Figura 13: indice padronizado de abundancia das espécies coletadas, por area
de estudo, utilizando armadilhas automaticas luminosas no distrito de Barra do
Guaicui, Minas Gerais, Brasil, no periodo de mar¢co de 2013 a fevereiro de

2014.

Levando em consideragdo os trés ambientes amostrados, as espécies
mais abundantes foram Ev. lenti com valor do SISA de 0.83, Ev. evandroi
(0,81), Br. avellari (0,71), Ny. intermedia ocupa o quarto lugar com SISA=0,60,

seguida de Ev. sallesi (0,58) e Ev. termitophila (0,52) (Figura 14).
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Figura 14: indice padronizado de abundancia das espécies coletadas
utilizando armadilhas automaticas luminosas no distrito de Barra do Guaicui,
estado de Minas Gerais, Brasil, no periodo de margco de 2013 a fevereiro de

2014.

5.1.3 Estudo da infecgéo natural e deteccdo de DNA de Leishmania spp. em

fémeas de flebotomineos

Das 2.453 fémeas coletadas aquelas que ndo apresentavam sangue no
conteldo intestinal (2.325/94,8%) foram submetidas individualmente a técnica
de extracdo do DNA, e a pesquisa de DNA de Leishmania utilizando a Nested
PCR (LnPCR) dirigida a uma regido do gene SSUrRNA. As 128 (5,2%) fémeas

que apresentavam sangue no intestino foram montadas e identificadas.

Do total de fémeas coletadas no ano de 2012 e que ndo apresentavam
sangue no tubo digestorio, 656 (66,4%) foram submetidas também a técnica da

disseccdo com o mesmo objetivo de verificar a presenca de infecgdo natural
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por Leishmania. Ap6s a retirada do intestino, os mesmos foram analisados sob

microscépio 6ptico e nenhuma forma flagelada foi visualizada.

Empregando a Nested PCR (LnPCR) dirigida a uma regido do gene
SSUrRNA de Leishmania foi possivel verificar a presenga do fragmento de 353
pb em 47 amostras das 2.325 analisadas. As amostras positivas foram
provenientes de 16 espécimes pertencentes a espécie Ny. intermedia, dez de
Ev. evandroi, seis de Lu. longipalpis cinco de Ev. sallesi, quatro Ny. neivai, trés
de Ev. lenti e uma amostra positiva de cada uma das espécies Ev.

termitophila, Ev. walkeri e Pa. lutziana (Figuras 15, 16, 17 e 18).
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Figura 15: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, mostrando
produtos amplificados na LnPCR (Primers R3 e R4) de amostras de fémeas
coletadas no distrito de Barra do Guaicui, MG. Canaletas: PM — marcador
molecular @X174; CN — branco da reagdo; Amostras positivas: 2, 3, Ev.
evandroi; 12, Ev. sallesi; 9, 10, 11, 16, Ny. intermedia; CP - controle positivo
(DNA de Le. (V.) braziliensis).
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Figura 16: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, mostrando
produtos amplificados na LnPCR (Primers R3 e R4) de amostras de fémeas
coletadas no distrito de Barra do Guaicui, MG. Canaletas: PM - marcador
molecular @X174; CN — branco da reagdo; Amostras positivas: 10, Ev. lenti; 7,
22, 23, Ev. sallesi; 1, Ev. walkeri; 8, 5, Lu. longipalpis; 4, 6, 9, 31,
Ny.intermedia; 32, 33, Ny. neivai; CP - controle positivo (DNA de Le. (V.)
braziliensis).

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
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Figura 17: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, mostrando
produtos amplificados na LnPCR (Primers R3 e R4) de amostras de fémeas
coletadas no distrito de Barra do Guaicui, MG. Canaletas: PM - marcador
molecular @X174; CN — branco da reagao; Amostras positivas: 5, 13, 14, 26,
29, Ev. evandroi; 27, Ev. sallesi; 18, Lu. longipalpis; 11, 12,17,31, Ny.

intermedia; CP - controle positivo (DNA de Le. (V.) braziliensis).
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Figura 18: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, mostrando
produtos amplificados na LnPCR (Primers R3 e R4) de amostras de fémeas
coletadas no distrito de Barra do Guaicui, MG. Canaletas: PM - marcador
molecular @X174; CN — branco da reacdo; Amostras positivas: 4, 12, 20, Ev.
evandroi; 9, 17, Ev. lenti; 18, Ev. termitophila; 19, 21, 35, Lu. longipalpis; 1, 6, 7,
16, Ny. intermedia; 2, 3, Ny. neivai; 8, Pa lutziana; CP - controle positivo (DNA
de Le. (V.) braziliensis.

Para a identificagdo da espécie de Leishmania até complexo, utilizou-se
a técnica do sequenciamento. Em 47 (100%) das amostras positivas, esta
técnica permitiu identificar espécies pertencentes ao complexo Le. donovani e
ao complexo Le. braziliensis nas fémeas de flebotomineos. Desta maneira,
foram encontradas quatro amostras de Ny. intermedia, cinco de Ev. evandroi,
duas das espécies Ev. sallesi, Ev. lenti e Ev. neivai e uma amostra de Lu.
longipalpis e Pa. lutziana com a presenca de DNA similar as das espécies do
complexo Le. donovani. Para o complexo Le. braziliensis foram identificadas

doze amostras de Ny. intermedia, cinco Lu. longipalpis e Ev. evandroi, trés de
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Ev. sallesi, duas de Ny. neivai e uma amostra das espécies Ev. lenti, Ev.

walkeri e Ev. termitophila (Tabela 9).

A taxa de deteccdo de DNA de Leishmania spp. em flebotomineos para
o distrito de Barra do Guaicui, durante o periodo de estudo, foi de 2,0%. A
maior parte das amostras encontradas positivas para a presenca de DNA de
Leishmania foi por espécies do complexo Le. braziliensis 63,8% (30/47),
enquanto 36,2% (17/47) foram identificadas como pertencentes ao complexo

Le. donovani.

Para a espécie Ny. intermedia, a taxa de positividade para espécies do
complexo Le. braziliensis foi de 0,9% (12/1.289) e para Lu. longipalpis foi de
2,9% (5/171). O DNA de parasitos deste complexo também foi encontrado nas
espécies Ev. termitophila 3,0% (1/33), Ev. sallesi 1,8% (3/171), Ev. evandroi
1,5% (5/329), Ev. neivai 1,1% (2/175), Ev lenti 0,9% (1/110), e Ev. walkeri

9,09% (1/11).

Para o complexo Le. donovani as taxas de positividade nas fémeas de
flebotomineos foram as seguintes: Ny. intermedia 0,3% (4/1.289), Ev. evandroi
1,5% (5/329), Ev. lenti 1,8% (2/110), Ev. sallesi 1,2% (2/171), Lu. longipalpis
0,58% (1/171), Ny. neivai 1,1% (2/175) e Pa. lutziana 33,33% (1/3). A tabela 9
apresenta os resultados da detecgdo de DNA de Leishmana spp. nas fémeas

de flebotomineos.
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Tabela 9: Resultado da deteccdo de DNA de Leishmania spp. em fémeas de flebotomineos coletadas nos meses de margo/junho/julho/

setembro e outubro de 2012 e no periodo de margo de 2013 a fevereiro de 2014 no distrito de Barra do Guaicui, MG.

Espécies Nzg;ztf:g]azas Amostras positivas Complexo Le. donovani Complexo Le. braziliensis
Evandromyia evandroi 329 10 513 513
Evandromyia lenti 110 3 213 1!
Evandromyia sallesi 171 5 2! 3!
Evandromyia termitophila 33 1 0 1?
Evandromyia walkeri 11 1 0 1!
Lutzomyia longipalpis 171 6 1! 512
Nyssomyia intermedia 1289 16 4" 122
Nyssomyia neivai 175 4 212 2!
Psathyromyia lutziana 3 1 12 0

Total 2292 47 17 30

* area urbana, ° area de transicéo e ° area de mata
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A figura 19 apresenta a distribuicdo das espécies de flebotomineos

encontradas com DNA de Leishmania segundo a localidade de estudo.

Nos trés ambientes amostrados do Distrito de Barra do Guaicui foram
encontrados flebotomineos com a DNA referente a espécies de Leishmania. A
area urbana foi a que apresentou o maior nimero de amostras € a maior
diversidade de espécies de flebotomineos positivas. Das 47 amostras positivas
para a presenca de DNA de Leishmania, 34 (72,34%) eram provenientes da

area urbana, 3 (6,38%) da area de transigdo e 10 (21,28%) da area de mata.

Amostras positivas de exemplares de Ny. intermedia e Lu. longipalpis sé
ndo foram encontradas na area de mata. A area urbana foi responsavel por
93,75% (15/16) das amostras positivas de Ny. intermedia e 83,33% (5/6) para
Lu. longipalpis. Os outros espécimes de Ny. intermedia e Lu. longipalpis foram
provenientes da area de transicdo. As espécies Ev. evandroi e Ev. lenti foram
encontradas positivas, para a presenca de DNA de Leishmania, na area de
mata (80% e 67%) e urbana (20% e 33%). As espécies Ev. sallesi, Ev. walkeri
e Ny. neivai foram encontradas, exclusivamente, na area urbana, enquanto Ev.
termitophila foi encontrada apenas na area de mata e Pa. lutziana na area de

transicao (Figura 19).
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Figura 19: Total de flebotomineos encontrados com a presenca de DNA de
Leishmania spp., segundo espécie e localidade de estudo, no Distrito de Barra

do Guaicui, Minas Gerais.

5.2 Estudo dos pequenos mamiferos

5.2.1 Fauna dos pequenos mamiferos nao voadores

A fauna de animais coletados no municipio de Varzea da Palma, distrito
de Barra do Guaicui, compreendeu trés espécies: Didelphis albiventris, Rattus
rattus e Thrichomys apereoides, totalizando 36 exemplares (Figura 20). As
espécies Didelphis albiventris e Thrichomys apereoides apresentaram o maior
numero de espécimes coletados, 44,4% e 36,1%, respectivamente. Do total de
animais coletados, 20 pertencem a ordem Rodentia e 16 a ordem

Didelphimorphia (Tabela 10).
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Figura 20: Pequenos mamiferos (roedores e marsupiais) coletados nos anos de 2012

e 2013 no distrito de Barra do Guaicui, MG. a: Didelphis albiventris; b: Rattus rattus; c:

Thrichomys apereoides.

Tabela 10: Lista dos pequenos mamiferos coletados, por espécie, area de estudo e

sexo, nos anos de 2012 e 2013, no Distrito de Barra do Guaicui, MG.

Area de estudo
Espécies Urbana Transicdo Mata Total
g ? o) ? o) ? N %
.8
=
o
‘g 0 2 6 7 1 0 16 444
£ Didelphis albiventris
K}
©
a
Rattusrattus 5 2 0 0 0 0 7 194
.S
=
(3]
el
4
Thrichomys aperecides 0 0 0 0 6 7 13  36.1
Total 5 4 6 7 7 7 36 100
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A tabela 11 apresenta a distribuicdo das espécies coletadas em 2012,
onde as coletas foram conduzidas na éarea urbana, plantagdo de cana,
pastagem e as margens do Rio das Velhas. Apenas as espécies D. albiventris
(75%) e R. rattus (25%) foram encontradas neste ano e todos os espécimes
foram coletados no peridomicilio das casas da area urbana do distrito de Barra
do Guaicui. No més de junho foi coletado um exemplar de cada espécie e em

outubro dois exemplares de D. albiventris (Tabela 11).

Tabela 11: Distribuicdo das espécies de pequenos mamiferos coletados no Distrito de

Barra do Guaicui, MG, nos meses de marco, junho, agosto e outubro de 2012.

Espécies coletadas
Ano Meses
Didelphis albiventris Rattusrattus Thrichomys apereoides Total

3 ? ) ? ) ? (N) (%

~ Mar 0 0 0 0 0 0 0 0
§ Jun 0 1 1 0 0 0 2 50.0

Ago 0 0 0 0 0 0 0 0
Cut 0 2 0 0 0 0 2 50.0
Total 3 1 0 4 100

No ano de 2013 foi possivel coletar espécimes das trés espécies
amostradas no estudo sendo a espécie T. apereoides (43,8%) a mais
capturada seguida de D. albiventris (40,6%) e R. rattus (15,6%). Os meses de
abril, maio e outubro foram responsaveis por 65,7% do total de animais
coletados (Tabela 12). A espécie T. apereoides foi coletada exclusivamente em
area de mata (100%), R. rattus exclusivamente em éarea urbana (100%) e
81,3% dos exemplares de D. albiventris foram encontrados em area de

transicao (Figura 21).
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Tabela 12: Distribuicdo das espécies de pequenos mamiferos coletados no Distrito de

Barra do Guaicui, MG, no periodo de janeiro a dezembro de 2013.

Espédies coletadas
Ano Meses
Didelphis albiventris Rattusrattus Thrichomys apereoides Total
d ? d ? g ? (N) (%)
Jan 0 0 0 0 1 1 2 6.3
Fev 0 1 0 0 2 1 4 125
Mar 0 1 0 0 0 3 4 125
Abr 2 1 3 2 0 0 8 25
- Mai 2 1 0 0 3 1 7 219
é Jun 0 0 0 0 0 0 0 0
Jul 0 0 0 0 0 0 0 0
Ago 0 0 0 0 0 0 0 0
Set 0 0 0 0 0 0 0 0
Cut 2 2 0 0 1 1 6 18.8
Nov 0 0 0 0 0 0 0 0
Dez 1 0 0 0 0 0 1 3.1
Total 7 6 3 2 7 7 32 100

w

Figura 21: Porcentagem de pequenos mamiferos coletados, segundo area de estudo,

no periodo de janeiro a dezembro de 2013 no distrito de Barra do Guaicui, MG.
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5.2.2 Detecgao de DNA de Leishmania spp. nos roedores € marsupiais

Nas amostras de DNA extraidas dos pequenos mamiferos para a
pesquisa de DNA de Leishmania, foram realizadas PCRs direcionadas a dois
alvos, uma regido do gene SSUrRNA (Nested PCR (LnPCR) ) e e um

fragmento do gene hsp70.

Foram testadas amostras de 25 espécimes de pequenos mamiferos. De
cada um destes animais foram analisados tecidos da pele da orelha, pele da
cauda, figado, bago e medula éssea, totalizando 125 amostras para a
realizagdo do estudo. Os outros 11 animais ndo puderam ser incluidos nesta
analise, pois eram fémeas prenhas e/ou filhotes com idade inferior a seis
meses de vida. Assim, estes animais apos serem identificados foram soltos no
mesmo momento e local de coleta. Todos os animais soltos pertenciam a

espécie D. albiventris e foram capturados na area de transigao.

Utilizando a Nested PCR nenhuma amostra foi positiva para a presenca
do DNA de Leishmania. Em contrapartida, duas amostras mostraram-se
positivas na PCR dirigida ao gene hsp70. Os produtos amplificados destas
amostras foram submetidas a digestéo utilizando a enzima Haelll para analise

dos polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP) (Figura 22).
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Figura 22: Resultado representativo do perfil da digestdo com Haelll de fragmento do gene hsp70
amplificado a partir de DNA extraido dos pequenos mamiferos. PM — 100pb, La — cepa padrao Le.
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Lb — cepa padrédo Le. braziliensis (MVHOM/BR/75/M2903), Li — cepa
padrdo Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Lg - ~cepa padrdo Le. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147). 12 e 13 — amostras de DNA provenientes de tecidos dos pequenos

mamiferos de Barra do Guaicui - Varzea da Palma.

Os dois pequenos mamiferos coletados em Varzea da Palma e positivos
na PCR hsp70 foram coletados no ano de 2013. A RFLP das amostras
positivas apresentou perfil na amostra de figado de T. apereoides capturado na
area de mata, e da amostra de pele de orelha de D. albiventris proveniente da

area de transigdo (Tabela 13).
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Tabela 13: Espécie de Leishmania identificada pela RFLP-hsp70 por espécie de
pequeno mamifero, tecido amostrado e area de estudo no distrito de Barra do Guaicui,

Minas Gerais.
- Tecido
Espécie
Medula Bacgo Figado Pele de cauda  Pele de orelha
Trichomys apereoides - - Le. braziliensis ° - -

Didelphis albiventris - - -

- Le. braziliensis *
2 area de transicao, ° area de mata

A partir destes resultados ficou estabelecido uma taxa de infeccdo de
8% (2/25) para os pequenos mamiferos que foram coletados e analisados no

distrito de Barra do Guaicui, durante o periodo de estudo.
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6 Discusséo

6.1 Fauna flebotominica

A fauna de flebotomineos encontrada no distrito de Barra do Guaicui
mostrou-se bem distribuida entre os ambientes amostrados e tipica de
ambientes modificados com a presenga de florestas secundarias préximas
como visto em outras areas do Sudeste do Brasil (Brazil et al., 2006). Houve o
predominio de importantes espécies vetoras, como Lu. longipalpis e Ny.
intermedia, espécies envolvidas na transmissado dos agentes causadores da LV
e LT respectivamente (Rangel & Lainson, 2003; Andrade Filho et al., 2007).
Além destas duas espécies merecem atencéo Ev. lenti, Ev. sallesi, Ny. neivai,
Ny. whitmani e Pa. bigeniculata, espécies ja encontradas infectadas
naturalmente, sendo que algumas delas podem estar envolvidas no ciclo
silvestre e/ou urbano das leishmanioses ou ja foram incriminadas como
vetoras em diversas regides das Américas (Andrade Filho et al., 2007;
Carvalho et al., 2008; Saraiva et al., 2009; Margonari et al., 2010; Pech-May et

al., 2010).

A presenca de 15 espécies de flebotomineos coletadas neste estudo vai
de encontro aos achados no municipio de Varzea da Palma e na regido norte
do estado de Minas Gerais (Michalsky et al, 2005; Saraiva et al, 2008;
Sanguinette, 2011; Rego et al., 2014). Registramos neste trabalho o primeiro
encontro de Pintomyia pessoai para o municipio de Varzea da Palma,
passando a fauna flebotominica desta localidade a ser composta por 16

espécies.
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A espécie que apresentou maior densidade populacional foi Ny.
intermedia, seguida de Lu. longipalpis. Estes resultados contrapéem-se aos
encontrados por outros autores em estudos entomolégicos realizados no Norte
do estado de Minas de Gerais, onde Lu. longipalpis foi apontada como a
espécie predominante (Monteiro et al., 2005; Dias et al., 2007; Rego et al,,
2014). Entretanto, em estudo realizado por Sanguinette (2011) no periodo de
2009 a 2010 no municipio de Varzea da Palma, 54% do total de flebotomineos

coletados foram pertencentes a espécie Ny. intermedia.

E conhecido que existe uma correlacdo entre a densidade de Lu.
longipalpis e as condigdes observadas no peridomicilio e que esta espécie é
frequentemente associada a presenca de animais domésticos (Forattini, 1960;
Sherlock & Guitton, 1969). Esta caracteristica comportamental foi evidenciada
neste estudo, uma vez que houve um maior nimero de insetos desta espécie
nas coletas realizadas no peridomicilio das casas na area urbana, locais onde
havia a presenca de criagdo de animais. A espécie Lu. longipalpis &
amplamente distribuida no pais, sendo encontrada em alta densidade nas
regides da caatinga e do cerrado, onde é frequentemente coletada em areas
peridomiciliares de regides rurais e urbanas (Brasil, 2006; Rangel e Vilela,

2008; Carvalho et al., 2013).

A espécie Ny. intermedia & considerada de grande importancia na
transmisséo de Leishmania braziliensis no Sudeste do Brasil (Marcondes et al.,
1997; Andrade Filho et al., 2007). Em Minas Gerais Ny. intermedia é bastante
abundante em areas de ocorréncia da LT. Gontijo et al. (2002) em trabalho

realizado em um surto de LT no Vale do Jequitinhonha, descreveram a
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prevaléncia de Ny. intermedia na regido, bem como sua preferéncia por
ambientes com maior grau de modificacdo antrépica. De acordo com a alta
densidade populacional encontrada no distrito de Barra do Guaicui, esta
espécie pode estar participando do ciclo de transmissdo das espécies de
Leishmania causadoras das leishmanioses, juntamente com a espécie Lu.

longipalpis.

Em um ano de coleta de flebotomineos, margo de 2013 a fevereiro de
2014, foi possivel analisar a distribuicao, riqueza e abundancia de espécies em
trés ecotopos diferentes. A distribuicdo das espécies coletadas apresentaram
perfis distintos entre eles, com destaque para o potencial risco de transmissao
no ambiente urbano, onde foi observada a maior densidade populacional e

abundancia de importantes espécies vetoras de Leishmania.

Quando se compara o numero de espécimes em cada ambiente
(urbano, transicao e silvestre), podemos notar um maior sucesso de captura de
insetos no ambiente antrépico (27.94), quando comparada com a area silvestre
(5.22) e de transicéo (3.14). Em contrapartida, o oposto ocorreu com a area de
transicdo apresentando a maior diversidade (Tabela 6), (H 1,8694), seguido
pelo ambiente silvestre (H 1,5572) e por ultimo a area urbana (H 1,2823). A
mesma tendéncia foi observada para o indice de uniformidade, o que se
manteve elevado em locais com maior diversidade de espécies, mas baixo na
area residencial, onde Ny. intermedia apresentou predominancia absoluta,

influenciando os baixos valores deste indice.
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Provavelmente, o fato de a &rea urbana apresentar algumas
caracteristicas rurais, como criagdo de animais e plantagdes, levou ao maior
numero de insetos coletados. Alguns autores destacam a relevancia de um
chiqueiro e galinheiro como locais de criagdo e manutencéo da alta densidade
de flebotomineos no meio ambiente como um fator de risco (Galati et al., 2003;
Oliveira et al., 2006; Alves et al., 2012). Entretanto, a area de transicao esta
localizada entre 0o ambiente de mata e o ambiente antrépico, o que pode ter
levado ao encontro de uma maior diversidade nesta area do distrito de Barra do

Guaicui.

A andlise de abundancia de espécie nas trés areas demonstrou
predominancia absoluta da espécie Ny. intermedia na area urbana, seguida por
Lu. longipalpis, Ny. neivai e Ev. sallesi. Na area de transicdo as quatro
espécies mais abundantes foram Ev. evandroi, Br. avellari, Ev. lenti e Ev.
sallesi. Para a area silvestre destacam Ev. lenti, Ev. evandroi, Br. avellari e Ev.
sallesi. Galati et al (2010) também relatam o primeiro lugar no ranking SISA
para a espécie Ny. intermedia na Provincia Espeleolégica do Vale do Ribeira.
As espécies coletadas nas areas de transicdo e silvestre sdo melhores
adaptadas a ambientes florestais (Gomes & Galati, 1989; Marcondes et al,,
2001), diferentemente daquelas espécies que predominaram na area urbana,
mais bem adaptadas a ambientes antrépicos ou borda de floresta (Gomes et

al., 1980, 1983; Souza et al . 2001).

Assim, embora as areas tenham a fauna flebotominica muito
semelhante, diferindo apenas por algumas espécies, apresentam situagdes

completamente diferentes em relagdo a abundancia de espécies incriminadas
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ou suspeitas de serem vetores de Leishmania, como Ny. intermedia, Ny. neivai,
Ev.sallesi e Lu. longipalpis. Foi possivel observar no municipio de Varzea da
Palma o padréo de adaptacédo destas espécies ao peridomicilio e ao ambiente
modificado. A predominancia de algumas espécies no ambiente antrépico &€ um
fator relevante para a ocorréncia dos ciclos de transmissédo das leishmanioses
e ja foi mencionado em outros estudos relativos a fauna de flebotomineos
(Gomes & Galati 1989; Mayo et al., 1998; Andrade Filho et al., 2001; Loiola et

al., 2007).

Apesar de Ny. whitmani ter sido representada por apenas cinco
espécimes no distrito de Barra do Guaicui, este achado requer atencéo
especial devido a sua implicagdo na transmissdo de Leishmania sendo esta
espécie vetor confirmado de Le. braziliensis na regido nordeste do Brasil
(Queiroz et al., 1994; Rangel & Lainson 2003; Loiola et al., 2007), e suspeita de
estar envolvida na veiculagdo de Le. infantum em Minas Gerais (Carvalho et

al., 2008; Saraiva et al., 2010).

A analise global de nossos resultados ajuda a compreender o processo
gradual de sinantropizacdo das espécies de flebotomineos encontradas no
estado de Minas Gerais, demostrando que o municipio de Varzea da Palma
apresenta todas as caracteristicas necessarias para a expansdo das
leishmanioses, visceral e tegumentar, apontando para necessidade urgente da

implantacdo de medidas profilaticas adequadas a situacgao local.
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6.2 Infeccdo natural e deteccdo do DNA do parasito nas fémeas de

flebotomineos

O municipio de Varzea da Palma é considerado uma area endémica
para leishmaniose tegumentar e visceral. Estudos em areas endémicas sao
cruciais, pois tem sido observado o aumento da incidéncia da LV nestas areas,
principalmente quando estas sdo urbanizadas (Grimaldi-Jr & Tesh, 1993;
Brandao-Filho & Shaw, 1994; Brandéo-Filho et al., 1999; Gontijo & Melo, 2004;

Dias et al., 2007).

Neste estudo foi utilizada para a deteccdo do DNA do parasito a técnica
da disseccdo e a Nested PCR dirigida ao gene SSUrRNA de Leishmania
(LnPCR) e, para a identificacdo da espécie, o sequenciamento do produto

amplificado da segunda reagéo da LnPCR (Cruz et al., 2002).

A técnica da dissecgao do tubo digestdrio das fémeas dos flebotomineos
é uma importante ferramenta na detecgdo de protozoarios, pois permite sua
vizualizagdo. Entretanto, consome muito tempo na pesquisa pelo parasito,
requerendo habilidade e pratica, sendo dependente do numero, estagio e
localizacdo dos parasitos no trato digestério do inseto. Além disto, para a
confirmacéo da infecgédo por Leishmania dos casos positivos precisa ser feita a
identificagcdo do protozoario apds o isolamento in vitro ou pela inoculagdo em
animais de laboratério (Tesh & Modi 1984; Rodriguez et al. 1994; Carvalho et
al., 2008). Apesar do numero consideravel de fémeas amostradas (66,4%),
para a realizagdo desta técnica, nenhuma forma flagelada foi encontrada

utilizando este método de verificagdo de infecgéo natural. Em uma regiao
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endémica para LT no estado da Bahia, Vexenat et al. (1986) ndo encontraram
infeccdo natural em 1.832 fémeas dissecadas. No Vale do Rio Doce, Mayrink et
al. (1979) dissecaram 1.194 fémeas entre os anos de 1975-76 e néo

encontraram nenhuma fémea de flebotomineo infectada por Leishmania.

Diante destas dificuldades, a PCR tem sido amplamente utilizada para
fins de deteccdo de DNA destes protozoarios por ser um método altamente
sensivel e especifico na detecgdo e identificagdo de Leishmania sp. em
amostras bioldgicas de hospedeiros, reservatorios e vetores (Weigle et al.
2002; Miranda et al., 2002; Michalsky et al. 2002; Pita-Pereira et al. 2005;
Quaresma et al., 2011; Rego et al., 2015). Os métodos moleculares tém
ajudado a identificar espécies suspeitas de atuarem como vetores eliminando o
erro que pode ser gerado pela pesquisa do parasito por microscopia, quando
se considera que flagelados presentes no interior do trato digestério do
flebotomineo possam indicar infecgdo por Leishmania (Perez et al., 1994;
Rodriguez et al., 1999). Atualmente, a Nested PCR dirigida ao SSUrRNA
seguida do sequenciamento tem se mostrado uma boa ferramenta para
detectar e identificar, até complexos, espécies de Leishmania em
flebotomineos, caes, roedores, marsupiais € humanos (Marcelino et al., 2011;
Sanguinette, 2011; Rego et al., 2015; Menezes et al., 2015; Lara-Silva et al,,
2015; Ferreira et al, 2015). Neste trabalho foi feita a identificacdo até

complexos, conforme a resolugdo da metodologia utilizada (Cruz et al., 2002).

Alguns exemplares de fémeas de flebotomineos coletadas nos anos de
2012, 2013 e 2014 foram encontradas positivas para a presenca DNA de

espécies de Leishmania pertencentes aos complexos Le. braziliensis e Le.
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donovani, conferindo uma taxa de detecgcdo de DNA de Leishmania spp. de
2,0% para o distrito de Barra do Guaicui. Esta taxa é considerada baixa na
natureza, 0,2 a 2,0%, mesmo em areas endémicas (Miranda et al., 2002;
Gontijo et al,, 2005; Silva et al., 2007a; Michalsky et al., 2011). Nossos
resultados estdo de acordo com os achados da literatura e se assemelham aos
resultados de Silva et al. (2008) onde foi registrado uma taxa de 1,9% e de
Pita Pereira et al. (2005) que demonstrou uma taxa de 2,0% em estudos

realizados no Rio de Janeiro.

Para a compreensao da epidemiologia das leishmanioses em uma area
endémica é essencial o conhecimento das espécies de parasitos circulantes.
Relatamos o encontro de DNA de Leishmania sp. de 3,5% para Lu.
longipapis, 1,2% para Ny. intermedia, 2,3% para Ny. neivai e 2,9% para a
espécie Ev. sallesi. Além destas espécies foram encontradas positivas Ev. lenti
(3/110), Ev. evandroi (10/329), Ev. termitophila (1/33), Ev. walkeri (1/11) e Pa.

lutziana (1/3).

A espécie Lu. longipalpis foi encontrada com DNA de parasitos do
complexo Le. donovani (taxa de infeccdo de 0,58%) na area urbana e do
complexo Le. braziliensis (2,9%) tanto na area urbana quanto na area de
transicdo. Comparando nossos achados com estudos utilizando técnicas
moleculares em outras regides brasileiras, a taxa de detecgdo de DNA por Le.
infantum foi menor, se aproximando apenas da taxa de infeccdo de 0,71%
observada no estado de Mato Grosso (Missawa et al., 2010). No estado do

Mato Grosso do Sul, bem como no municipio de Janauba, Minas Gerais, a taxa
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de infecdo por Le. infantum foi de 3,9% para esta mesma espécie de

flebotomineo (Paiva et al., 2006; Michalsky et al., 2011).

Desde estudos conduzidos no Ceara por Deane & Deane (1954), até os
dias atuais é possivel constatar a competéncia de Lu. longipalpis como vetor da
Le. infantum. Amplamente distribuida pelo territério brasileiro (Brasil, 2003),
esta espécie € considerada o principal vetor de Le. infantum e encontra-se
adaptada ao ambiente urbano (Jeronimo et al., 1994; Costa et al., 1995; Silva
et al., 2001; Oliveira et al., 2006; Brazil, 2013). E sabido que no Brasil a Unica
espécie do complexo Le. donovani registrada & a Le. infantum. Portanto, a
presenca de DNA de parasito do complexo Le. donovani nesta espécie de
flebotomineo, indica o potencial de risco de transmissdo de Le. infantum e a

ocorréncia da doencga na regiéo.

Foi encontrado no estudo, trés espécimes de Lu. longipalpis com o DNA
de parasitos do complexo Le. braziliensis. Em Minas Gerais, Lara-Silva et al.
(2015) e Rego et al. (2015), utilizando a mesma técnica, descreveram para Lu.
longipalpis a presenca de DNA de Le. braziliensis e de espécies do subgénero
Viannia, respectivamente. No estado do Mato Grosso do Sul, a presenga do
DNA de Le. braziliensis e Le. amazonensis foi detectada nesta mesma espécie
de flebotomineo (Paiva et al., 2006; Paiva et al., 2010). Savani et al. (2009)
encontraram o DNA de Le. infantum, Le. amazonensis e Le. (V.) sp. em Lu.

longipalpis neste mesmo estado.

Evidéncias epidemiolégicas ao longo dos anos e a distribuicio

coincidente com a doenga humana tém sugerido a espécie Ny. intermedia
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como o principal transmissor do agente etiolégico da LT no sudeste do Brasil
(Forattini & Santos, 1952; Forattini et al., 1972, 1976; Araujo-Filho et al., 1979;
Gomes et al., 1986; Rangel et al., 1986, 1990; Casanova et al., 1995; Cérdoba-
Lanus et al., 2006; Saraiva et al., 2009). Nos estados de Minas Gerais e
Espirito Santo esta espécie compartilha seu papel vetorial com Ny. whitmani
(Mayrink et al., 1979; Falqueto, 1995). Em um estudo realizado no estado do
Rio de Janeiro foi possivel coletar espécimes de Ny. intermedia alimentando
diretamente em humanos, animais silvestres e domésticos em uma variedade
de habitats, incluindo interior de residéncias, peridomicilio e area florestal

localizada préxima as residéncias (Rangel et al., 1999).

O encontro de Ny. intermedia com a presenca de DNA de parasitos
pertencentes aos complexos Le. braziliensis e Le. donovani no distrito de Barra
do Guaicui, complementa os achados em estudo realizado nos anos de 2009 a
2011 no municipio de Varzea da Palma, onde foi observado a deteccdo de
DNA de 0,98%, sendo todos os parasitos identificados como Le. infantum
(Sanguinette, 2011). A observacdo de Ny. intermedia com DNA de Le. infantum
foi descrita em um levantamento de fauna flebotominica realizada na cidade de
Belo Horizonte e Sao Jo&o das Missdes no estado de Minas Gerais (Saraiva et
al., 2010; Rego et al., 2015). Nesta Gltima localidade, assim como nesta
investigacdo, os espécimes eram provenientes do peridomicilio das casas

amostradas.

Em um foco de LV no estado de Gdias ndo foi possivel coletar Lu.
longipalpis, a principal espécie vetora de Le. infantum no Brasil, e os

flebotomineos mais frequentemente coletados foram Ny. intermedia, Ny.
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whitmani, Pa. shannoni s.I e Psychodopygus davisi (Coelho et al., 1965).
Oliveira et al. (1959), em uma investigagao realizada em Minas Gerais, onde
havia alta incidéncia de LV e auséncia de Lu. longipalpis, suspeitou que a
transmissdo pudesse estar ocorrendo pelas espécies Ny. intermedia e Ny.
whitmani. O papel de Ny. intermedia na transmissao do parasito causador da
LV ainda nao foi esclarecido. Entretanto, j& foi demonstrada a capacidade
desta espécie ser infectada experimentalmente por Le. infantum (Chagas,
1940; Paraense & Chagas, 1940), e sua inclusdo, juntamente com Ny.
whitmani, como alternativa de vetores de Le. infantum foi sugerida por Lainson

e Rangel (2005).

Assim como Lu. longipalpis e Ny. intermedia, as espécies Ev. sallesi, Ev.
lenti, Ev. evandroi e Ny. neivai também foram encontradas com DNA de
parasitos dos complexos Le. braziliensis e Le. donovani. Este fato demonstra a
circulagdo destes parasitos na area estudada. Apesar da presenca do DNA de
Leishmania na fémea de flebotomineo ndo ser suficiente para incriminar uma
espécie como vetora, € uma condicdo que deve ser considerada, juntamente
com o fato da espécie ser antropofilica, na definicdo do risco de transmisséao
para o homem e outros hospedeiros que possam atuar como reservatérios de
Leishmania na natureza. Estes achados contribuem para um melhor

entendimento da epidemiologia das leishmanioses em areas endémicas.

A aplicacdo de metodologias baseadas na PCR tem demonstrado com
frequéncia relatos de agentes etiolégicos de LT em vetores de agentes
etiolégicos da LV, e o mesmo tem ocorrido para os agentes de LV, sendo

encontrados em vetores de agentes etiolégicos da LT (Paiva et al., 2010).
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Ressaltamos que estes insetos provavelmente alimentaram-se em hospedeiros
susceptiveis infectados mas isso necessariamente nao significa que elas
sejam capazes de transmitir o parasito aos seres humanos e outros

hospedeiros.

Outro fator relevante nestes achados é o fato da espécie Ev. sallesi
fazer parte do complexo cortelezzii, o qual apresenta espécies com potencial
como vetores em Minas Gerais, e ter sido descoberto infectado naturalmente
por tripanosomatideos e por Le. infantum neste mesmo estado (Mayrink et al.,
1979; Saraiva et al., 2009; Sanguinette, 2011). A deteccdo de DNA de Le.
infantum e Le. braziliensis neste complexo foi relatada anteriormente em
Lassance (Saraiva et al.,, 2009) e na regiao metropolitana de Belo Horizonte
(Carvalho et al., 2008). Esta espécie de flebotomineo nado €& considerada
antropolifilica (Carvalho et al., 2009), entretanto pode estar participando do

ciclo silvestre ou rural da transmissao entre outros hospedeiros vertebrados.

Evandromyia lenti foi a espécie mais abundante (SISA) neste estudo,
sendo mais prevalente na area de mata. Ha evidéncias de Ev. lenti ser uma
espécie “semi-doméstica, com criadouros préximos das habitagbes humanas,
sendo encontrada pela manha repousando dentro de domicilios e em
galinheiros (Sherlock, 1957). No Mato Grosso do Sul Ev. lenti se encontra
associada a abrigos domésticos em zonas rurais (Galati et al., 1996) e em
Campo Grande ao peridomicilio (Oliveira et al., 2003). Brazil et al., (1997) em
estudo realizado sobre a biologia desta espécie utilizando uma populagdo de
Minas Gerais, observaram que a mesma néo apresenta habitos antropofilicos e

é refrataria ao desenvolvimento de Leishmania sp. Apesar deste fato, em
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Jacobina (BA) onde foi verificado Ev. lenti picando o homem, cavalos e cées,
esta espécie foi encontrada naturalmente infectada por promastigotas. Nos
Ultimos anos vém sendo relatada a presenca de DNA de Le. braziliensis
(Xavier, 2007; Margonari et al., 2010; Paiva et al., 2010) e de Le. infantum
(Sanguinette, 2011; Rego et al., 2015) nesta espécie, precisando ser melhor
esclarecido o papel epidemiolégico deste flebotomineo, visto que foi
encontrado DNA de Leishmania neste estudo tanto no peridomicilio quanto em

area de mata.

Ainda sobre o género Evandromyia, a espécie Ev. evandroi foi a
segunda mais abundante no distrito de Barra do Guaicui. Ximenes et al (2000)
demonstraram que esta espécie é a segunda mais abundante no estado do Rio
Grande do Norte, estando presente em éareas de LV e apresentando
distribuicdo geografica coincidente a da espécie Lu. longipalpis. Esta espécie
foi considerada suspeita de transmitir Le. infantum para cies em Jacobina,
estado da Bahia (Sherlock, 1996) e descoberta com DNA de Le. infantum em
Varzea da Palma (Sanguinette, 2011). Relatamos o primeiro encontro de DNA

de parasitos do complexo Le. braziliensis para a espécie Ev. evandroi.

A terceira espécie mais frequentemente coletada na area urbana foi Ny.
neivai. Esta espécie ocorre em simpatria com Ny. intermedia, importante vetor
de Le. braziliensis em algumas areas de Minas Gerais, Sdo Paulo e sul do
Brasil (Andrade Filho et al., 2007). E mais comumente coletada em regiées do
sul do Brasil e na Argentina onde foi encontrada naturalmente infectada por
Leishmania spp. (Cérdoba-Lanus et al., 2006; Rangel e Lainson., 2009). Em

estudo conduzido no municipio de Lassance, Minas Gerais, foi demonstrado
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seu habito antropofilico e sua infecgdo por Le. infantum (Saraiva et al., 2009).
Esta espécie foi detectada com DNA de parasitos dos complexos Le.
braziliensis e Le. donovani em nosso estudo, e a mais recente revisdo sobre os
vetores de Leishmania nas Américas, a menciona como transmissora do
agente causador da forma cutanea da doenga na América do Sul (Brazil et al.,

2015).

Outras espécies de flebotomineos foram encontradas com DNA de
Leishmania sp. em Barra do Guaicui, entretanto nédo foi possivel indicar sua
importancia epidemiolégica no ciclo de transmissao das leishmanioses, levando
em consideragdo os critérios definidos por Killick-Kendrick (1990) e Ready
(2013). E o caso de Ev. walkeri, Pa. lutziana e Ev. termitophila, apesar desta
Ultima ja ter sido encontrada com Le. infantum em Belo Horizonte (Saraiva et

al., 2010) e Le. braziliensis em Varzea da Palma (Sanguinette, 2011),

6.3 Pequenos mamiferos e a infecgéo por Le. braziliensis

Nosso estudo foi o primeiro a produzir informagdes sobre a fauna de
pequenos mamiferos do Distrito de Barra do Guaicui, e a ocorréncia da
infeccdo por Le. braziliensis nestes animais. Paglia et al. (2009) enfatizam a
falta de informacédo cientifica de uma parcela consideravel (20,5%) de
pequenos mamiferos do Estado de Minas Gerais, e a necessidade de
pesquisa para gerar informacdo sobre ecologia populacional e distribuicdo

geografica destes animais.
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O levantamento da fauna de pequenos mamiferos no distrito de Barra do
Guaicui, registrou a presencga de trés espécies, Didelphis albiventris, Rattus
rattus e Thricomys apereoides, sendo a primeira pertencente a ordem

Didelphimorphia e as duas ultimas a ordem Rodentia.

A espécie D. albiventris & considerada sinantrépica, apresentando
habitos oportunistas vivendo em ambientes de florestas, em areas urbanas e
ambientes modificados pelo homem (Fonseca et al., 1982; Gardner, 2005;
Cerboncini et al.,, 2009). Foi possivel verificar estas caracteristicas neste
estudo, uma vez que estes animais foram coletados nos trés ambientes
amostrados, urbano, transicdo e de mata. As duas espécies de roedores
coletadas apresentam comportamentos distintos. R. rattus é considerada
sinantrépica comensal possuindo uma distribuigdo cosmopolita, habito
terrestre, sendo encontrada predominantemente proxima a estabelecimentos
humanos (Eisenberg & Redford, 1999) e a espécie de T. apereoides apresenta
habito cursério e semiarboricola, preferencialmente crepuscular, e habita areas
abertas e florestais da caatinga, cerrado e pantanal (Oliveira et al., 2005). Esta
Ultima espécie de roedor é encontrada, principalmente, em ambientes rochosos
onde constroem ninhos permanentes ou em plantagdes. Estas caracteristicas
comportamentais podem explicar o fato de individuos pertencentes a espécie
R. rattus terem sido coletados com exclusividade na area urbana e T.

apereoides na area de mata.

Fatores associados as alteragbes ambientais podem aumentar o contato
do homem com os ciclos de transmissdo de organismos causadores de

doengas, permitindo o intercambio de parasitos entre animais silvestres,
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domésticos e, consequentemente, o homem (Daszak et al., 2007; Jones et al.,
2008; Swan, Coetzer & Terblanche, 2009). Este processo pode ser acelerado
promovendo a dispersdo dos parasitos para novas areas e proporcionando o
contato destes com novos hospedeiros, que poderdo atuar como reservatorio,
aumentando a area de ocorréncia da espécie de um determinado parasito
(Aguirre & Tabor, 2008; Rhyan & Spraker, 2010; Slenning, 2010). Em areas
endémicas, onde mais de uma espécie de Leishmania estd presente,
caracterizar o parasita € muito importante para a compreensado da histéria

natural da doenga (Quaresma et al., 2011).

Para detectar e identificar espécies de Leishmania em hospedeiros
sinantrépicos e silvestres utilizamos diferentes técnicas e alvos moleculares
para aumentar a chance de encontrar animais infectados. Utilizando a LnPCR
néo foi possivel encontrar DNA de Leishmania spp. nos pequenos mamiferos
amostrados. A PCR-RFLP do hsp70 foi responsavel pela identificacdo de DNA
de Le. braziliensis em uma amostra de figado, pertencente a espécie T.
apereoides da area de mata, e uma amostra de pele orelha, referente a D.
albiventris capturado na area de transicdo. Nossos resultados mostram que a
espécie Le. braziliensis esta presente no distrito de Barra do Guaicui, onde nos
Ultimos anos vém sendo relatados casos humanos de leishmaniose

tegumentar.

A espécie T. apereoides apresenta importancia epidemioldgica no Brasil
sendo considerado um dos principais reservatérios de Yersinia pestis nos focos
de peste bubdnica no Nordeste do pais (Brasil, 2008). Pela PCR-RFLP do

hsp70 para detectar DNA de Leishmania, Quaresma et al. (2011) também
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demostraram a positividade deste roedor para Le. braziliensis em amostras de
figado, além de amostras de pele de cauda e pele de orelha. Neste mesmo
estudo a deteccdo de DNA de Le. chagasi e Le. guyanensis foi observada em
pele de orelha de T. apereoides proveniente de Terra Indigena Xakriaba
localizada no norte do estado de Minas Gerais. Este roedor também ja foi
encontrado com DNA de Le. infantum e por parasitos do complexo Le.

mexicana no sudeste do Brasil (Oliveira et al., 2005).

O género Didelphis € composto por espécies consideradas importantes
reservatorios silvestres de agentes patogénicos. D. albiventris, D. marsupialis e
D. aurita foram encontrados naturalmente infectados por Trypanosoma cruzi
(Deane, 1961; Fernandes et al., 1989; Grisard et al., 2000; Xavier, 2007)
enquanto no estado de Sao Paulo, D. albiventris foi encontrado com
Schistosoma mansoni (Kawazoe, Dias & Piza, 1978). D. albiventris foi a
segunda espécie mais coletada em nosso estudo. Em algumas regiées
brasileiras estes marsupiais podem também ser apontados como possiveis
reservatérios de Leishmania, assumindo um importante papel nos ciclos de
transmissao dos agentes da LT no Brasil, por ja ter sido encontrado infectado
por Le. braziliensis, (Alexander et al., 1998; Brandao Filho et al., 2003; Schallig
et al., 2007; Quaresma et al., 2011, Ferreira et al., 2015) e por Le. guyanensis

(Arias et al., 1981).

Assim como o nosso encontro de DNA de Le. braziliensis em amostra de
pele de orelha de D. albiventris, Ferreira et al (2015) relatam a infecgédo por
esta mesma espécie de parasito em pele de orelha de animais provenientes de

Belo Horizonte. Os autores demonstram uma maior taxa de infeccdo em pele
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de cauda de D. albiventris, bem como a infecgdo mista por Le. braziliensis e Le.

infantum.

O fato da espécie D. albiventris ter sido capturada no ambiente urbano,
de transicdo e de mata, constatando seus habitos sinantropicos, associado ao
achado de infecgao natural, aventa para a possibilidade deste marsupial estar
contribuindo para a ligagao entre os ciclos de transmissao silvestre e urbano da

Le. braziliensis no distrito de Barra do Guaicui.

E interessante salientar que apesar de n&o ter sido detectado o DNA de
Leishmania nos exemplares da espécie R. rattus capturados em Barra do
Guaicui, estes animais ja foram encontrados infectados por diferentes espécies
deste parasito em regiées do Brasil. Em Aracuai, MG, Oliveira et al. (2005)
detectaram neste roedor sinantropico DNA pertencente aos subgéneros Le.
(Viannia) e Le. (Leishmania). Quaresma et al. (2011) verificaram a presenca da
infeccdo por Le. infantum em exemplares capturados no peridomicilio de
residéncias na comunidade Xakriabd, norte de MG e Ferreira et al. (2015)
observaram infecgdo por parasitos do complexo Le. braziliensis e infecgdo
mista por parasitos dos complexos Le. braziliensis e Le. donovani em Belo
Horizonte, Minas Gerais. No nordeste brasileiro Vasconcelos et al. (1994) e
Brandao-Filho et al. (2003) em areas endémicas para LT encontraram animais

desta espécie infectados por Le. braziliensis.

6.4 Abordagem epidemiolégica das leishmanioses no municipio de Varzea da

Palma, Minas Gerais, com énfase para o Distrito de Barra do Guaicui.
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Nosso estudo foi norteado por algumas questdes surgidas apds a
realizagdo do primeiro estudo na area urbana do municipio de Varzea da
Palma, no periodo de 2009 a 2011 (Sanguinette, 2011) onde foi realizado o
levantamento da fauna flebotominica, inquérito sorolégico canino e
investigacdo da presenca de DNA de Leishmania nos flebotomineos e caes.
Naquela época, a zona politico-administrativa de numero 5, representada pelo
distrito de Barra do Guaicui, foi responsavel por 52,3% (23/44) dos casos
humanos autéctones de LT e 66,7% (8/12) de LV registrados para o municipio
de Varzea da Palma. Associado a esta informacgéo, foi verificado uma alta
densidade populacional da espécie Ny. intermedia (65%-8.608/13.147),
seguida de Lu. longipalpis (27,9% - 2.558/9.182) e Ny. neivai (97,6% -
1.430/1.465), espécies vetoras de Leishmania. A presenca de DNA de Le.
infantum foi detectada apenas na espécie Ny. intermedia (54,2% - 13/24) e em
um espécime de Ev. sallesi (5,5% - 1/18) . Por sua vez, dos 24 animais
positivos para a presenga de DNA de Le. infantum, o maior nimero de casos
foi na Zona 5 (71% - 17/24). Estes achados indicaram que o distrito de Barra do
Guaicui € um ambiente propicio para a transmisséo de Le. infantum para os
caes o que consequentemente aumenta o risco de transmissdo para o homem.
Além disso, o bioma cerrado tem experimentado significativos impactos
ambientais causados pelo desmatamento. Neste contexto, o estabelecimento
de alta densidade demografica, grupos de assentamentos rurais e areas
periurbanas sem infra-estrutura adequada geralmente resulta em contato
proximo entre as pessoas e vetores de patégenos (Vilela et al., 2013). Todas
estas caracteristicas vém sendo observadas para o municipio de Varzea da

Palma.
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Para uma melhor compreensdo da epidemiologia da leishmaniose
tegumentar e visceral no distrito de Barra do Guaicui este estudo buscou
identificar os possiveis reservatorios silvestres e sinantropicos envolvidos na
transmisséo da infeccdo nesta localidade. Este conhecimento associado ao
estudo das espécies de possiveis vetores envolvidos na transmissdo auxilia na
compreensao e definicdo dos diferentes padrdoes epidemiolégicos da doenga no

Brasil (Shaw, 2007).

A identificacdo dos parasitos presentes na infeccdo de pequenos
mamiferos revelou a presenca de espécies pertencentes ao complexo Le.
braziliensis, que associada aos resultados de detecgdo de DNA de Leishmania
dos flebotomineos pelo mesmo parasito, confirmam a ocorréncia de um ciclo
de transmissado ativa destes protozoarios na area de transicédo e silvestre do
distrito de Barra do Guaicui. O fato de ter sido registrado casos de LT em
humanos e nao ter encontrado animais positivos na area urbana, pode estar
relacionado ao baixo ndmero de animais coletados, reduzindo a chance de
deteccdo do DNA do parasito, ou mesmo a entrada dos seres humanos no
ambiente de mata para busca de lenha e caga, visto que a LT é uma zoonose
originalmente silvestre. Entretanto, o processo de expansédo geografica vem
modificando a epidemiologia e os padrdes de transmisséo da LT, e atualmente
sua ocorréncia hdo mais se restringe a pessoas que entram em contato com
matas e animais silvestres, ocorrendo também em areas rurais desmatadas e
regides periurbanas (Gomes, 1992; Kawa et al., 2010; Shimabukuro et al,,

2010; Bacha et al., 2011).



115

A espécie D. albiventris foi coletada nos ambientes de mata, urbano e de
transicdo, sendo encontrada positiva nesta Ultima localidade. Sabendo que o
deslocamento de uma espécie de um a outro estrato do ambiente implica na
possibilidade de dispersdo de seus parasitos, contribuindo para o
estabelecimento de novos focos de transmisséo (Jansen et al., 1999), este
marsupial poderia estar servindo de elo na dispersdo dos parasitos do
complexo Le. braziliensis nesta localidade. Por ser considerado reservatério de
Le. infantum (Sherlock, 1996; Brasil, 2006) e ter sido coletada a principal
espécie vetora deste parasito, Lu. longipalpis, merece atengdo o encontro

deste marsupial na area de estudo.

Um fato interessante do nosso estudo é a predominancia das espécies
Lu. longipalpis e Ny. intermedia encontradas positivas apenas no ambiente
peridomiciliar e na area de transicéo diferentemente do observado na area de
mata onde estas espécies foram coletadas em pequeno nimero e nao foi
detectada a presenca de DNA de Leishmania sp.. Estas espécies estdo
envolvidas na veiculagdo dos agentes etioldgicos da LV e LT respectivamente
em varias areas endémicas do Brasil (Rangel & Lainson, 2003; Andrade-Filho
et al. 2007). Vale ressaltar que apesar destas observagdes, mesmo em locais
com baixa densidade populacional, o potencial da espécie como vetor do
parasito garante a ocorréncia de um ciclo de transmissdo (Carvalho et al.,

2010; Menezes et al., 2015).

Os nossos achados em flebotomineos e pequenos mamiferos,
juntamente com os resultados da presenga de DNA de Le. infantum em cées e

flebotomineos demonstrados por Sanguinette (2011), e a ocorréncia de casos
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autéctones de LV e LT (Figura 20), nos leva a sugerir a participacdo do cao
como hospedeiro da Le. infatum no ambiente urbano do distrito de Barra do
Guaicui, tendo a espécie Lu. longipalpis como vetor primario e Ny. intermedia
como vetor secundario. Possivelmente, a transmissdo esteja ocorrendo no
ambiente urbano, visto a alta soroprevaléncia canina, a alta abundancia e
positividade do vetor, constatada nestes seis anos de pesquisa no distrito de

Barra do Guaicui.

Segundo o Ministério da Saude do Brasil (2006), na area urbana, o céo é
a principal fonte de infeccdo para os vetores e consequentemente um
importante mantenedor do ciclo da Le. infantum neste ambiente. Em areas
endémicas a presengca de animais domésticos € comumente associada a
fatores de risco de transmisséo das leishmanioses (Reithinger & Daves, 1999;

Sosa-Estani et al., 2001; Reithinger et al., 2003).

Também foi possivel sugerir a participagdo do marsupial D. albiventris e
do roedor T. apereoides como hospedeiros ou mantenedores da(s) espécie(s)
de parasito(s) do complexo Le. braziliensis, no ambiente silvestre. Estes dados
corroboram com outros estudos onde o relato de pequenos roedores e
marsupiais infectados por Le. braziliensis e o encontro de DNA do parasito nos
tecidos destes mamiferos sugere que eles possam estar envolvidos na
manutencgao desta espécie em ambientes naturais (Brandao-Filho et al., 2003;

Oliveira et al., 2005).

Considerando o alto indice de abundancia (SISA) de Ev. lenti e Ev.

evandroi, quando analisamos todos os ambientes amostrados, e o fato destas
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espécies terem sido encontradas com DNA de parasitos do complexo Le.
braziliensis, aventamos para a possibilidade das mesmas estarem participando
do ciclo de transmissdo deste parasito no distrito de Barra do Guaicui.
Provavelmente, a transmissdo para o homem ocorra no ambiente de mata
considerando os habitos de contato constante da populagdo com esta area.
Assim como neste estudo, foi observada uma maior abundancia (SISA) da
espécie Ev. lenti em investigacdo conduzida em Mato Grosso do Sul, estando
este diptero presente em varios ambientes amostrados (Dorval et al., 2009). No
estado de Goias uma associagcdo significativa desta espécie com casos de

leishmaniose cutanea foi observada (Martins et al., 2002).

Nossas observagées reforcam algumas das hipdteses levantadas por
outros estudos, que também foram conduzidos na regido norte do estado de
Minas Gerais, por Quaresma et al (2011) e Rego (2013). Foi proposta pelos
autores a participagdo da espécie D. albiventris e do cdo doméstico como
hospedeiro/reservatério do ciclo da Le. braziliensis no ambiente peridomiciliar e
dos pequenos mamiferos T. apereoides e Gracilinanus agilis no ambiente
silvestre. Por sua vez, o cdo e o roedor R. rattus foram sugeridos como
hospedeiro da Le. infantum no ambiente peridomiciliar e Rhipidomys mastacalis
e T. apereoides no ambiente silvestre, tendo as espécies Ny. intermedia e Ev.
lenti como vetores do ciclo de transmissdo da Le. infantum. Diante destes
dados, e dos relatos de outros autores citados nesta discusséo, fica cada vez
mais instigante e necessaria a compreensao do papel de Ny. intermedia como

vetor da Le. infantum no Brasil.
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Dentre as medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Salde, a
aplicacdo de inseticidas tem contribuido na redugcdo da populagdo de
flebotomineos e consequentemente da transmisséo de Le. infantum, apesar de
ser um método que muitas vezes € dificultado pela recusa da populagdo e
limitagbes na operacionalizagdo (Souza et al., 2008; Barata et al., 2011,
Santana-Filho et al., 2012). Foi possivel verificar a auséncia de registro de caso
humano de LV, no distrito de Barra do Guaicui, deste o emprego das medidas
de controle realizadas em julho de 2011, até os dias atuais. Costa et al. (2007)
apontam um efeito protetor da eliminagdo de caes infectados adicionalmente
ao efeito protetor da borrifagédo intradomiciliar na incidéncia da infecgao por Le.
infantum, mostrando que em comparacéo com os lotes que receberam apenas
borrifagao intradomiciliar, a eliminagao dos cédes soropositivos diminuiu em 80%
a incidéncia da infecgdo. No municipio de Montes Claros, area endémica de LV
em Minas Gerais, foi demonstrada a redugdo do numero de flebotomineos
capturados no intra e peridomicilio, com um efeito residual de quatro meses
ap6s o segundo ciclo de borrifagdo, sugerindo uma aplicagdo anual de trés a
quatro ciclos de borrifagdo para alcangar um controle mais efetivo (Barata et al.

2011)

Para finalizar, ressaltamos que apesar destes dados promissores, ainda
continuam ocorrendo casos autdctones da doenga na regido e, apés um ano,
foi possivel observar a presenca de alta densidade da populagdo de
flebotomineos com o mesmo nimero de espécies sendo coletado, e mais de
50% dos espécimes sendo representados por importantes espécies vetoras,

Ny. intermedia e Lu. longipalpis. Isso demonstra a necessidade de avaliar o
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impacto das medidas de controle aplicadas, pois se estas forem empregadas
isoladamente sem uma analise, podem acabar nao atingindo o efeito desejado
(Camargo-Neves et al., 2001) e, reforga o quéao amplo, dindmico e desafiador &
o estudo e o controle das leishmanioses e todos os elos que compde sua
cadeia de transmissao: vetores, parasitos, hospedeiros/reservatérios, area de
abrangéncia/ocorréncia e ecossistemas. Esperamos com estas informacoes
continuar auxiliando o controle das leishmanioses no municipio de Varzea da

Palma e contribuindo para uma melhor qualidade de vida desta populagéo.
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7 CONCLUSOES

1-

A fauna flebotominica do distrito de Barra do Guaicui, MG, apresentou
quinze espécies pertencentes a oito géneros, dentre elas, importantes
espécies vetoras dos agentes etiolégicos da LT e LV, sendo Ny.
intermedia a espécie com maior densidade populacional durante todo o
periodo de estudo e também a mais abundante na é&rea urbana
(SISA=1).

As espécies coletadas mostraram- se bem distribuidas entre os
ambientes destacando o potencial risco de transmissdo de Leishmania
no ambiente urbano onde foi observada a maior densidade populacional
e abundancia de importantes espécies vetoras.

A riqueza de espécies foi muito semelhante entre as areas apesar das
diferentes caracteristicas ecolégicas entre os ambientes. A maior
diversidade (H) e valores de uniformidade (J) foram encontrados na area
de transigéo.

As espécies Ev. sallesi, Lu. longipalpis, Ny. intermedia e Ny. neivai
mostraram estar adaptadas ao ambiente antrépico.

A técnica da Nested PCR (LnPCR), dirigida a uma regido do gene
SSUrRNA, revelou-se exequivel e pratica na detecgcdo de DNA de
Leishmania em flebotomineos.

O grande numero de exemplares de Lu. longipalpis coletados e o
encontro de DNA de parasitos do complexo Le. donovani apontam esta
espécie como vetor primario de Leishmania infantum na area estudada.
A deteccido de DNA, de parasitos do complexo Le. donovani e do

complexo Le. braziliensis, nas fémeas da espécie Ny. intermedia
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associado a alta densidade desta espécie no peridomicilio e a
ocorréncia de casos de humanos de LV e LT, sugerem sua participacéo
como vetor primario da Le. braziliensis e secundario da Le. infantum.

Foram identificadas trés espécies de pequenos mamiferos na regido e a
infeccdo por Le. braziliensis circulando entre os roedores (Trichomys
apereoides) e marsupiais (Didelphis albiventris) no ambiente silvestre.

A alta densidade populacional das espécies Ev. lenti e Ev. evandroi,
bem como a presenca de DNA de parasitos dos complexos Le. donovani
e Le. braziliensis no ambiente de mata indica a necessidade de estudos
para elucidar o envolvimento destas espécies no ciclo de transmissao no

distrito de Barra do Guaicui.

10- Nossos resultados ajudam a compreender o processo gradual de

sinantropizagdo das espécies de flebotomineos encontradas no estado
de Minas Gerais, demostrando que o municipio de Varzea da Palma
apresenta todas as caracteristicas necessarias para a expansdo das

leishmanioses, visceral e tegumentar.
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Abstract
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Conchislon: The anaiyse of ow =suis showed $hat e distibamion of the colexced spedes; had distingT orofiles
Tty e esnvmonimesa siudied. Furfesmoe: our ssucdy sndicates the: poterdad ik of Sassrmisssan of
leshmanian in Se udne enviannen when: & wes obseved had fie hghest poouistnn demsiy and sbon denee:

of oot vecdor speces of Leshmania

Keywonds Fhistotonmines, Faums, Vecior ecology, Ieshmaniss

B chag rosnd

Environmental dhanges denwd from himan acgons,
wuch a3 the rapid process of urhanizafion ohserved in
emerging conniies Uke Brazil hawe changed' the acal
ogy of some specs of phlshotomines and, conse:
quendy, the eco-epideminlogy of the leishmaniases In
respect of visceral lashmaniasts these changes lead to a
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Lt abwraae e, o s (i, bz i s, Mlatamd et
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significant impact on the digribution and monality
maes of the disease singe the 1980s [1, Z). Thus, far
new pattemns have emer gad: the wansmisson of visenl
leishmaniasis (V1) in fully wrbanized areas: the rapad
spread i cities of the Marthesst and n varioos cities in
the Marsh, Central -West, and Sontheast; an increase in
the number of cases in orben arcas compared o ranal
areas; and the emergence of lbrgescale wrhan epi:
demics with cycles of 0 years 5]

The increass in e nomber of cases of tegamentary
letshmaniass (TL) and VL in Minas Gerals m recens
wars i decumented by $he Swmem of hsrmason of
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Drigease Motificagon fram 2000 to 2009, who reports
that in Minas Gemis there &5 an average of 390 cases of
VL annually |4 5] Comendy m Minas Gerais, the
cities of Bl Hortons, Montes Clars, Bibeiria da
Hewes, Janadba, Santa Lorda and Famacatu correspond
to 55 % of the VL cases repored in the saze 6]

The firet @se of TL in the munidpalty of Virzea da
Mmmppnruﬂmmﬂlnﬂudmﬂdhmdn
Gaglow,. Snce dhen Fom 3004 to 2013, F2 human
cases of wuinchthonom TL and 37 cases of V1 hnve
heen reporied Souree= Municipa Secretary of Headth
of Virmea da Palma, MG

Oine aof the challenges related to the aontral of leish-
maninses i the hd of knodedge about epidemio-
logical comd®ons, espeaaly regarding she distribation
af phlsbatomine populations, the hehador and the
identificagnon of these species Thus, this sady aims 1o
presenet the distribution richness, dversty, and ahun.
dance of spedes of phihotomines related @ wrban,
transtional and wild envimnments (i the district of
Barm do Guaicul, an endemic grea fw TL and VL m
Minas Gevals sue Mot only can this indrmagon provide
& mare acaurate desipion of the curment stuasion of the
sand Sy fauna, bur i can abo be predictve. ad thus
allowing the smablishment of more eflctve onoal
methads and epideminiogical sur valllance in the region.

Methods

H.uij-n

The study area. Barma do Guaiend {17125 and &880,
% a disrict bocawed I the municipdiy of Virzes &
Palmain. the: northern region of Mnes Gemats, Braxl
{Fig 1). Aocording & the Brarlan hstmute of Geog-
raphy and Stagotics the municipality & represented by
‘an ares of 2T km' and a population, estimated in
2014, of 20213 imbabitanes [

The manigpality wares in elvaton behosen 480 and
&0 m, with a moam@in range that connincts with the Sema
da Cabral [8] According & Kbppen o al. the chimatr i
classified as tropical savanna with a dry season in the
winter ] Virea di Padma s sittated in e smannsh
{cermada biome] althongh some open aress sast of
Viraea da Pama show a matings biosme infloence Small
Tragments of forest in varows states of sucoession are dsa
present farming 4 mosalc of vegetsbion that vades in
complecity from shrubs & very dense forest [10]. The
prevaiene phyophysiognomies e open 8eds, carmada
sy sricho and seasomal deciduous mansine forest, with
the het preserved ‘arems of wegetation: heing found at
higher edsatians 18]

Collection of phisboiomine sand fhes
The urkan ars {A] & kxated in the enter of the dismict
of Barma do Gualod and has a population of 2000
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inhahitants, many brickwork bofdngs and some one
ocmpied aress that have beonme overgroun. The nathe
wgeation. cerrdn sy dricky, i pracically nonevis-
entand s repliced by other fypes of plams. principally
mangos. The cermado semer sircip s claracerized by
the presence of low, orsted tress: wadh  imegular
hmanches The hushes and sobshrobs are spread, with
some speries with parennid underground argans which
dlw regrowth after cutting or boming. The sunks of
wnody plnis in genersl-hawe shells with thick cork and
rigid leathary baves Thess chamnatens suggest sdaptagian
o drought cond itions. The arganic matter content wnes
from- medium o low [11]

The traps were erpased in the peridomiciliary areas
and, when present, in chicken hoose, pig penoor kenned
These areas experiences Soading during he miny smson
due i the dose proximity of the Velhas River.

The transtinnal area T 11 or hemi. spranthropic aes: is
located in 2 remote village with a far nearby buildings.
The sampled houses wers at a distance of 10 meters from
the farest and with the presence ofanimals such as horss
mdﬂ:nmkg.&m‘nmd&mﬂenmnp
ation, smsonal deciduoas montane forest, i present des-
pite bemg widely used by residents as 2 soure of
firewrnnd: Some nemrhy aras are used as pasture:

The wild s was sampled at three poains (T2 T3 md
T4) that were meay from human hahitasons and Easire
mative wgstation of seasomal decidoons. preserved
mantane forest. This kind of forest has a5 2 mam fea-
ture: two well marked seasons, one miny and #he ather
& bong drought in which more ghan half of the veges-
tion lomes its leaves, allowing the presence of arganic
mater in the sml

Fhldotomines were colleded fom March X013 o
February 514 asing: HP-model mtomatc light trags
l12] A @l of ten light traps were installed maonthh:
nva in the transitional area {forest edge at a digance of
160 meters from the house); six in the wild arca with
towo & each of the $iree. sample points and twao in the
perkdamidle ares of houses m the urban area (Fig 2L
The traps were set during three consacutive nights fram.
1860 o &00 hoars, totaling 36 howrs of mmpling <ot
per night for each trap: In sl sody sites traps were
insmiled aboat 1 meter from the ground.

The tmps wore emoved after cach night so that
sarting-and sexing of phishommmes conld be per
formed All specimens wers prepared, mounted, and
identified according 1o the mutine procedures adapted
by the Nagonal and Inernational Beference Center far
Phidboinmines {CRNIF) of the René Radhou FIOCHUE
Research Cenier |13]

The mllacted phlérotamines wers identfied o peces
lewe] wsing light micoscopy. The classifiasion o lowed
the proposal of Galan [14]. The abbreviation of the
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genenic names in this study follows $he proposal of
Marmndes {15].

The diffirent number of mTap in each anm resolted in
difierent sampling effrts. These difrences uere mitigated
by multplying the wtal number of traps n an are by the
number of days the traps were working. The sampling ef
farr was weed o cllculie apture suoeess, which indicates
the actml sffidency of 2 npe of trap in an arex Captare
moocess was caoulited wsing the toal number of mdnid
uas dhaded by the sampling ofort

For the esaluation of the most abandant speces in @dh
area, the Index of & pecies Abundance {15A) was converted
inin 2 scae of 2ma o one by the Standardized Index of
Species Abondance (SISAL In this index, wlue ane come
spands to the most abundant species -[16]. Richness is
comsidered as de @l number of spedes, and abundane
s aomzidered the wdal number of individuals collecied
The diversity and avennest of spenes of phishotomines
from the diferens ares were estimated by asing the dher
siry index of Shannom-Wiener {H and Pielou (T}, respesa-
mwely [17) For the speces most prevalent in the stody,
sbundances were compered for mch spacies henwesn
areas using Anahsis of YVarance (AMNOVAL

Efial approval

Callection praedures were approved by e “Mniséna
do Meto Ambiende da Bragl™ - BEER): Boense namber
15237

Results

The phishotmine funa wa represented by 15 spedes
Tahle | shows the oal mumber of phlshotomine ool
leged by woudy area, and dso the Shamnon diversin
mdex [H) and the evermess of Pidou (T, The monthly
mmpls vielded 35805 spacmens of phlchotomines, of
which 1% were males (S0dd % and 1465 were
females (4354 %]

The urhan area had fhe greatest number of phishato-
mines collected with 2012 mdnidmals, followed by the
forest aveawith 1,177, and he transidona] areo with 20
By sandardiming the number of phishotomines collecied
in the dfierent areas, doe o diffsrences in sampling effor
the capare sucess wis also highest in the wrhan area
(&5 phlshommineimap], followed by the forest anes
&), and lastly fhe ansitional area 3 14).

Considering all of the sampled areas, ghe spedes maost
frequently tapped was Ny, weowadis wih 3492 % of
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the total mumber of phlehoomines collected, fnll oneed
by Lu bogpalpic 1707 %, B by 1566 % Fe
evandrsd 1123 %, Br. avellar] 942 % and Ny sedval and
Ev salled, both with 407 %

When esting these seven most presalent species nsing
ANOVA, four (Fr. salled, Lu. bongipalpis, Ny ictermedia
and Ny, menai] showed signifimnt differences
ahundance among stody stes (po 05, with grester
abondance in the urban ars (Takds T1

Species richness of phlebommines was approvmasly
equal inall of the arems, with 14 species being collected
in the wild area and 12 in bodh the urhan and transi-
riomal areas. The transigomal ares had ghe highest dver-
sity mnd evenness values, 1869 and (U728, respectnely,
whereas ghe urhan area had the ket 1282 and 0499,
respectivedy {Table 11

The spedes Ny, wlitsran was encounzired evchuhvely
in the sansitional arm whereas ML gungeir and Pa
higpweulata were not collecied in this anes: Flaoemela
pessaal was colected only in ghe Dansitional and
wild areas.

In the wrhan mh‘y ofervedia was the mest
abundant species with 5154 = 1, fllowed by fu. Jongi
palpy EEA-Q50L Ny setugi (040) and Ey salked
{038} In dhe transiional area, B evwandnod was the most
abundant (0.75) bllawed by By, avallan ((L67) and Fi
Tena (050} This lacer species was the mas abundant
speaes m the wild area with SI5A =092, followed by B
evandrd  (SISA -061). Nyssoopss  infemedia,  Lu
lmgipaipiz and By sallesi were well digribued n the
transidonal: mnd wild aress with vay chee SEA values
{Fig 31

Discussion
The presence of 15 spedes of phléhotomines in the
callections made o the district of Barra do Gostcnd
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matches previous findngs for the northemn. region of the
state of Minas Geraks [18, 19).

The phichatoming fana foond in the district of Barra
do Goalanl showed to be dverse snd predominandy
amprised of important vectar species, such as L
Lopipalpis and Ny, imtewedis fat ae hved in
diseminating e etiologic agents of YL and TL
respecthely [ 21]. Inaddigan & these spedes, By dmd,
B sallemi, Ny seival and Ny whitwam deserve aftengan
bemuee they have been fund naturally indected and same
may be nwbved in the wild andior wrhan opde of lelsh-
maniaees [21-24] This faunistic compositon & typial of
madified environmens near seonndiry foress, a5 s in
ather areas of southeasern Brapdl [25]

The spedes with the highest density was Ny lanee
meda, dbllowed by Lu bagipalpi These results are
different from those obsérved i other stodies conduated
in norhern Mina Gerals, where Ly bogipalpis wos
identified a5 the predominant species [19, 26, 7).

It ds undersioad that there s a corrdation hetween the
demsity of Lu loagipalpis and pendomiclle condsions
and this speces & fequently assodsed widh the
presence of domestic animaly J28, 29] This belavioral
characterisic was evident in #he present smdy, - sine
there ware 3 grate mumber of individmls of this spe-
des in samples from. peridomicile lnatims mourhan
area, with he presence of bresding animals

The species Ny, mgermadis was predeminant in the
wrhan area. This species i3 conmdersd of great mmpott
ance in the transmission of Lafslonania Bnedlewss n
southastern Brazdl {21, 30 In Minas Gerals, Np infe
i 1s preslent or quite abundant in endemic areas
af TL Gongjo of al, ina study condudad im a TL oudreak
in Ve do Jequtinhonha, Mnas Gerads, Drazll desorihed
the pravalence of My in@rmedia in the region and i ped
emence for emvironments with o great degres of anthropic
modification [31]. According i thehigh populstion density
enmantmed in the district of Barma do Guaim] Ny ine
inedia may be parscipating i the mansmiscdon opde of
Latslonaii 2 species along with [u. wgipafus.

When mmpanng e mumber of spacimens in ech
studied envronment gresber mpture suceess b evident
in the ordan enviremment This caprare sucess o be
axplained by the presence of domestic animals near the
places where the Taps were evposad. Howewr with
regard do diversity, the opposie was abserved, with the
manstiona area showing the gresest diversity, folloneed
by the wild envranment and lasdy the arban area. The
mme trend was observed for the everness index; which
remained high in plces with dhe gratest diversity of
species: i low in e urban areg, where Ny insrmadis
showed abanlute dominance.

The fct that the arhan arm - possesses some romal
chamacterisnes, such s Ivesinds and sobsisene aops,
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profably led © i haing the brgest mmber of insects
collacted: Some mthors emphasize the importance of
pigsies or chidoen conps as nsk Goors beoaose they
sere as locations for the oeaton and maintemance of a
high density of phlehotommes [52-351 The greamst
diversity {H] in the Tansitional area can abo be ex-
plained by e B, that it & lomted between the forest
and the urhan envronmens.

The amalysis of specis almmdanee among the thres
areas showed differend resolts i ach of fhem, wid
absohne predominance of Ny ismwedia in the urhan
area, B evandred in the transigon area and Bl in
the wild area. Galati o al, aleo reported Ny inforsmedia
ta have the highest SIS4 ranking in the Provinci
Espelenlégica “do Vale do Ribeim, stae of S1a Fauls,
Brazil [36]. The populations of the spedes collecied I
the trnstional and wild areas seem beter adapted to
forest environmants, a fact ako repored by oder m
thars [37-59), unlike these speces tha predominats in
urhan arezs that are better adapred to anthropic envi-
tonments or forest adge H0-43] Reyond these above
mentioned species, B Is mportant to highhght the pres-
ene of Lu. bagpelpic in wban areas, Br avellan and
Ev [eng in #he tansiion area and Do evrsmdred and B,
awllari in the wild are, all of dese species with 5154
abowe 0500

Thus, wheress bath arms have similar phisotomine
fiumas, difering only in 8 few species, the sitaations with
regard to fhe almmdanae of vecom of Ledkmenis spp
Ny inerradia, Ny, nedfval, Fu sallesi and L. bogipal
pis) are completdy different 1t was possible © confirm
the mattern of adaptation of these species to peridomi
il areas and the modified emvironment of the: monici-
palizy of Virzea da Falma The predominance of ‘some
speries I arban environments 45 @ relevant facor for
the Tansmission of Laslonani species and has besn
mentoned in other fmnal smdies of phisbotomines
|57, 43451

Although Ny whitwani b represended by only one
speciman in the district of Rarra do Guaieud, this finding
requires spedal atentan herawse of its mphation = a2
potential vectar of £ hradBencls in he northeast region
of Brazl [ 45]

InEresting to highlight $he greater shundance of Ny
irermedia ompared to [u, bagpalpis m e urban
ares of Guaicul bar disric. This finding 15 different from
that reparied in-stodies in whan areas of Minas Geras,
where the predominane of Lu bagpalpis & aheays
megisered [46h-48). ANpowwpls dnnadia was foand
natorally mfeced by Leblonsms ogfavaon in Mimas
Gerats Soe and other regions of Brazdl (X2 49, 50] and
the highest populigson density m the urdan ares, which
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In a war of sand fies collszion @ was poasinle o
the distrition. richness ‘md abundance of
species in three difierent ecofypes. The distribution of the
callecied species showed disting profil s hetwesn the an-
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