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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) afeta o homem e outros animais, ¢ sua transmissdo,
inicialmente silvestre ou concentrada em pequenas localidades rurais, esta atualmente
ocorrendo em centros urbanos de médio e grande porte, em area domiciliar ou peridomiciliar.
Os flebotomineos desempenham papel de grande importancia médica e a principal espécie
vetora da Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, protozoario causador da LV no Brasil,
é Lutzomyia longipalpis. O trabalho teve como objetivo levantar a fauna flebotominica,
verificar a capacidade dos flebotomineos adentrarem o ambiente domiciliar, conhecer a
distribuicdo sazonal, a preferéncia alimentar e a taxa de infec¢do natural de L. longipalpis em
area de transmissdo de LV, além de correlacionar os dados vetoriais com inquéritos caninos e
ocorréncia de casos humanos na area. Os flebotomineos foram capturados nos bairros
Eldorado, Sdo Matheus e Parque Sabia, no municipio de Varzea Grande/MT. As coletas
foram realizadas mensalmente no intra e peridomicilio, durante quatro noites consecutivas em
10 residéncias, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006, utilizando-se armadilha de luz
do tipo CDC. Foram capturados 12.833 flebotomineos, pertencentes aos géneros Lutzomyia
(22 espécies) e Brumptomyia (uma espécie). A espécie dominante foi L. longipalpis com
freqiéncia relativa de 65,23% e predominancia de machos no ambiente peridomiciliar. A
partir do teste de precipitina, observou-se que as fémeas alimentaram-se preferencialmente de
sangue de aves (30,77%). Foi verificada uma taxa de infec¢do natural de 0,71% de L. (L.)
infantum chagasi em “pools” de 10 fémeas de L. longipalpis através da PCR-RFLP.
Observou-se a ocorréncia de L. longipalpis em todos os meses do ano, com aumento da
densidade no periodo chuvoso (entre os meses de outubro e margo), sendo maior apos o
registro das primeiras chuvas. O conhecimento da distribuigéo do vetor infectado auxilia na
compreensdo da eco-epidemiologia da doencga para subsidiar medidas eficazes de controle da

doenca.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis, Leishmania (Leishmania) infantum chagasi,

Leishmaniose Visceral, Varzea Grande, Mato Grosso, PCR-RFLP.
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ABSTRACT

The Visceral Leishmaniasis (VL) affects humans and other animals, and its transmission
usually concentrated in rural and wild areas is currently occurring in larger towns. The sandfly
Lutzomyia longipalpis play a role of major importance in the transmission of Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi, acthiological agent of VL in Brazil. The study aimed to
determine the sandfly fauna, to evaluate the ability of sandflies to enter artificial
environments, to know the seasonal distribution, the food preference and the rate of infection
with L. (L.) infantum chagasi in the area of VL transmission. Also the vector data and dogs
infection were correlated with the occurrence of human cases in the area. The sandflies were
captured in the neighborhoods of Eldorado, Sdo Matheus and Parque Sabia, in the
Municipality of Varzea Grande/MT. The collections were made monthly in the intra and
peridomiciliary areas, for four consecutive nights in 10 homes, from January 2004 to June
2006, using CDC traps. The number of sandflies captured was 12,833 belonging to the genera
Lutzomyia (22 species) and Brumptomyia (one species). The prevalent species was L.
longipalpis (65.23%) and a higher frequency of males was observed. Precipitation tests
revealed that females were often found bed on birds (30.77%). The natural infection by L. (L.)
infantum chagasi in pools of 10 females of L. longipalpis through PCR-RFLP was 0.71%.
Occurrence of L. longipalpis was detected throughout the year, with increased density in the
rainy season (between October and March), and soon after the first rains. The knowledge
generated in this work might help to understand the eco-epidemiology of the disease aiming

to develop procedures for disease control.

Key-words: Lutzomyia longipalpis, Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, Visceral

Leishmaniasis, Varzea Grande, Mato Grosso, PCR-RFLP.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Leishmaniose Visceral

A Organizagdo Mundial de Satide (OMS) considera as leishmanioses como uma das
principais zoonoses mundiais (WHO, 2003). A leishmaniose visceral (LV) que afeta animais,
pode apresentar-se como uma antroponose ou antropozoonose, quando o homem atua como
reservatorio (Passos et al., 1993), é uma doencga cronica sistémica e grave, que atinge
criangas, adultos e jovens ou pessoas imunodeprimidas e caracterizada por febre de longa
duragdo e outras manifestacdes, e quando ndo tratada, evolui para 6bito em um ou dois anos

apos o aparecimento da sintomatologia (Alves e Bevilacqua, 2004).

O parasito se multiplica em local onde se concentram células do sistema monocitico
fagocitario (SFM) como o bago, o figado e a medula dssea. Os pacientes apresentam febre
prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia, leucopenia, anemia, hipergamaglobulinemia,
tosse, dor abdominal, diarréia, perda de peso e caquexia, sendo o escurecimento da pele
provocado somente no calazar indiano (Marzochi ef al, 1999). Segundo o Ministério da
Saude (Brasil, 2005b), as manifestacdes clinicas da LV decorrem do desequilibrio entre a
multiplicagdo dos parasitos nas células do SFM, da resposta imunitaria do individuo e do
processo inflamatdrio subjacente. Em muitas situagdes, o diagnostico diferencial so6 pode ser
concluido através de provas laboratoriais, ja que as areas endémicas se superpdem em grandes
faixas do territorio brasileiro, somando-se a essa entidade outras patologias como maldria,
brucelose, febre tifoide, esquistossomose hepatoesplénica, forma aguda da doenca de Chagas,

linfoma, mieloma multiplo, anemia falciforme, etc.

A doenca possui distribuicdo mundial, encontrada nas Américas, Africa, sul da
Europa, Asia e Oriente Médio (Lainson e Shaw, 1987). Nas Américas, a LV ocorre desde o
Meéxico até a Argentina, sendo que o Brasil contribui com 90% dos casos do continente
(Grimaldi-Jr et al, 1989; WHO, 1990; Soares e Turco, 2003). Nas Américas, as
leishmanioses t€m algumas caracteristicas epidemioldgicas comuns, ocorrendo em pessoas
residentes em areas rurais ou que tiveram contato com habitats silvestres. As mudangas no
comportamento humano e as alteracdes do ambiente, podem ter um maior impacto na

prevaléncia e no padrdo de transmissdo da LV (Grimaldi-Jr. e Tesh, 1993).
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No Brasil, a LV atingia as populagdes rurais de varios estados, inclusive Goias,
Tocantins e Mato Grosso do Sul (Marzochi e Marzochi, 1994), sendo que o primeiro caso no
pais foi registrado em 1913, em paciente de Mato Grosso (Alencar e Dietze, 1991). Apesar da
conhecida subestimag@o de casos, o Brasil registrou um aumento na incidéncia da doenga nos
tiltimos 20 anos (Dantas-Torres ¢ Branddo-Filho, 2006). E um crescente problema de satide
publica no pais e encontra-se em franca expansdo geografica, distribuida em 19 estados e em
1551 municipios no periodo de 1994 a 2002. Tém sido registrados aproximadamente 3.000

casos/ano no pais, com letalidade média de 8% a 10% (Gontijo e Melo, 2004).

As condigdes para a urbanizac@o da doenga tém sido uma progressiva adaptacdo dos
parasitos (Marzochi e Marzochi, 1994; Ashford, 2000) e dos flebotomineos aos ambientes
modificados pela antropizagdo, relacionado ao constante processo migratorio de populagdes
rurais para areas urbanas (Gallego, 2004; Barata et al, 2005, Monteiro et al., 2005;
Margonari, 2005; Costa et al., 2003). Essa doenga metaxénica passou a ser naturalmente
transmitida em areas peri-urbanas, gracas a emergéncia ou reemergéncia de seus vetores
nessas areas (Tauil, 2006). Dados confirmam a urbanizagdo da doen¢a em grandes centros
urbanos (Aguilar et al., 1998; Luz et al., 2001; Silva et al, 2001; Bevilacqua et al., 2001;
Souza et al., 2004; Monteiro et al., 2005), sendo que Bevilacqua et al. (2001), Barata (2005),
Margonari (2005) e Alves et al. (2005) sugerem que o fator sdcio-econdmico seja um dos

determinantes da LV no Brasil.

Sdo multiplas as infecgdes que tém determinantes nas atividades humanas como a
invasdo de areas florestais, atividades rotineiras em horarios inadequados, habitacdes
precarias, criagdo de animais domésticos proximo as residéncias, que podem propiciar a
infeccdo dos homens e fortalecendo seu conceito de zoonose. Assim sendo, o homem
estabelece comunidades que propiciam a instalacdo de agentes infecciosos, além da existéncia

e acdo de mecanismos que propiciem essa associagdo.

Pouco se conhece sobre a epidemiologia da LV em focos urbanos, criando condigdes
favoraveis para sua emergéncia e reemergéncia, pois apresenta incidéncia crescente nos
ultimos anos nas areas onde ocorria tradicionalmente, a partir de um complexo de fatores
como mudangas ambientais e climaticas, reducdo dos investimentos em saude e educacdo,

descontinuidade das ac¢des de controle, adaptagdo do vetor aos ambientes modificados pelo
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homem, fatores pouco estudados ligados aos vetores (variantes genéticas), e novos fatores
imunossupressivos, tais como infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) e
dificuldades de controle da doenga em grandes aglomerados urbanos, onde problemas de
desnutricdo, moradia e saneamento basico estdo presentes e resisténcia aos farmacos de uso

corrente e auséncia de uma vacina canina e¢/ou humana (Gontijo e Melo, 2004).

No Brasil, a populagdo tradicionalmente marginalizada, geralmente exposta a falta de
saneamento basico e de servigos de satde, as doencas endémicas, ao desemprego, ¢ a fome,
vive em areas periurbanas, onde a distribui¢do geografica do HIV e da leishmaniose se
sobrepdem (Lucena et al., 2007; Rabello et al., 2003). A Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) ao destruir o sistema imunitario, manifesta-se pelo desencadear das
doengas oportunistas, onde se incluem as infecgdes, dentre elas, as causadas por protozoarios.
E assim que a LV se torna uma das infecgdes oportunistas mais fregiientes no doente HIV
(Maia-Elkhoury et al., 2007, Damasceno et al., 2007; Souza et al, 2007b; Alves e
Bevilacqua, 2004; Rosenthal et al., 2000; Alvar et al., 1997; Viana et al., 1994).

A coinfecg¢@o resulta de uma deficiéncia cumulativa da resposta imunitaria: AIDS
aumenta o risco da LV em 100 a 1000 vezes e o HIV pode induzir o crescimento da
Leishmania dentro dos macrofagos; a infeccdo por Leishmania, por sua vez, pode induzir a
ativagdo do HIV latente e acelerar sua replicagdo nas células monociticas (Desjeux e Alvar,
2003; WHO, 2000; Wolday et al, 1999). Ambos os agentes infectam e multiplicam-se no

interior dos macrofagos e podem potencialmente desregular o sistema imunitario.

Na coinfeccdo ocorre o aparecimento de manifestacdes cutaneas desconhecidas,
sobretudo em doentes com LV, leishmanioses cutdneas nas suas varias formas e as
leishmanioses mucocutaneas perdem definitivamente as caracteristicas que as identificaram
durante séculos, tornando-se assim, a leishmaniose, uma doenga multifacetada apds o advento
da AIDS (Catorze, 2005). Muitos casos de coinfeccdo provavelmente ndo sdo determinados
pela falta de conhecimento entre os clinicos ou acesso limitado aos métodos apropriados para
o diagnostico. Borges et al. (1999) e Catorze (2005) discutiram a hipdtese da transmissdo
parentérica de homem para homem, a transmissdo antroponotica, que pode ser natural (picada
de inseto) ou artificial por transmissdo mecéanica (agulhas e seringas contaminadas). No
Brasil, os toxicodependentes por via endovenosa constituem 7% do total de doentes

coinfectados (Rabello et al., 2003).
22



Oliveira et al. (2007) ressaltam as possibilidades de quadros clinicos atipicos de LV
em associagdo com lupus eritematoso sistémico e sugerem a inclusdo deste diagndstico nos

diagnosticos diferenciais das leishmanioses em areas endémicas.

1.2 Agentes etiologicos da LV

Os agentes etiologicos da LV sdo protozoarios da familia Trypanosomatidae, género
Leishmania, com trés espécies que causam a doenca: Leishmania (Leishmania) donovani na
Asia e Africa, L. (L.) infantum na Asia, Europa e Africa, ¢ L. (L.) infantum chagasi nas
Américas (Lainson e Rangel, 2003; Shaw, 2006). Existe uma grande polémica em torno da
origem da LV no Novo Mundo, se ela foi introduzida recentemente, na época da colonizagdo
européia e causada pela espécie L. (L.) infantum, ou ha milhdes de anos, juntamente com a
introducdo dos canideos, devendo a espécie ser classificada como L. (L.) chagasi. Os achados
de altas taxas de infeccdo em canideos originarios da Amazonia sugerem a origem autdctone
(Lainson e Shaw, 1987). Entretanto, a partir de estudos utilizando técnicas bioquimicas e
moleculares, autores consideram a L. (L.) chagasi e a L. (L.) infantum uma Unica espécie
(Rey, 2001; Gontijo e Melo, 2004) e aceitam a hipdtese da introdugdo recente nas Américas
(Mauricio et al., 2000). Lainson e Rangel (2003) e Shaw (2006) adotam a nomenclatura
Leishmania (L.) infantum chagasi. Enquanto a controvérsia ndo se resolve, consideraremos L.

(L.) infantum chagasi, o agente etioldgico da LV no Brasil.

O ciclo biolégico da L. (L.) infantum chagasi ¢ do tipo heteroxénico (Neves, 2005), e
os protozoarios desse género sdo parasitos unicelulares que apresentam formas evolutivas
distintas durante o seu ciclo de vida. As formas promastigotas ou flageladas sdo encontradas
no intestino médio dos insetos vetores e a forma amastigota ou aflagelada ¢ intracelular
obrigatoria, sendo encontrada nas células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro

vertebrado, principalmente macrofagos (Grossage et al., 2003).

A infecgdo do vetor ocorre pela ingestdo, durante o repasto sanguineo, das formas
amastigotas de L. (L.) infantum chagasi presentes na derme do hospedeiro infectado, as quais
passardo a evoluir no trato digestivo médio do inseto, dependendo da localizagdo podera ser

considerada peripilaria ou suprapilaria (Lainson e Shaw, 1987). Estas amastigotas sofrem uma
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divisdo binaria e se transformam rapidamente em promastigotas, que por processos sucessivos
de divisdo, multiplicam-se ainda no sangue ingerido, que ¢ envolto por uma membrana
peritrofica secretada pelas células do estdbmago do inseto (Pimenta et al., 1997). Apds a
digestdo do sangue, a membrana peritrofica se rompe em sua por¢do anterior pelas quitinases
e as formas promastigotas ficam livres. As formas promastigotas em que se aderir as
microvilosidades do epitélio do intestino médio do vetor (Soares et al., 2002). Em seguida,
ocorre migracdo dos flagelados (ou parasitos) para porgdes anteriores do intestino, se
diferenciando futuramente em promastigotas metaciclicas, que sdo formas moveis, ativas,

finas e com flagelo bastante longo (Sacks e Silva, 1987).

Ao exercer o repasto sanguineo sobre um hospedeiro nio infectado (homem ou outro
reservatorio), o flebotomineo inocula as formas promastigotas infectantes presentes no trato
digestivo anterior (Sacks, 1989). Dentro do macrofago, as formas promastigotas assumem a
forma amastigota e, passam a multiplicar-se por divisdo binaria até o rompimento da célula,
sendo endocitadas por novos macrofagos, disseminando-se pelos tecidos do sistema fagocitico
mononuclear como linfonodos, figado, bago e medula 6ssea, completando o ciclo heteroxeno

dos parasitos e sua propaga¢do a novos individuos susceptiveis (Zilberstein e Shapira, 1994).

1.3 Reservatoérios da LV

O cdo (Canis familiaris) ¢ o mais importante reservatorio doméstico de L. (L.)
infantum chagasi em localidades onde a LV ¢ endémica (Deane e Deane, 1954; Deane e
Deane, 1955a; Deane e Deane, 1962; Franga-Silva et al., 2003). Recentemente, gatos (Felis
catus) foram encontrados naturalmente infectados em area de transmissdo de LV no estado de
Sao Paulo (Rey et al., 2005) e sua investigagdo como possivel hospedeiro de Leishmania é
sugerida por Dantas-Torres (2006). O rato doméstico (Rattus rattus) ¢ suspeito de ser
reservatorio secundario da LV na Venezuela (Zulueta et al., 1999) e de participar do ciclo

zoono6tico doméstico no Brasil (Costa, 2002; Gontijo et al., 2002).

Hospedeiros silvestres incriminados como reservatorios de LV sdo as raposas
Dusycion vetulus encontradas no nordeste do Brasil e Cerdocyon thous na Amazdnia
brasileira (Deane e Deane, 1962; Lainson e Shaw, 1987), os gambas Didelphis albiventris no

estado da Bahia (Sherlock et al., 1984; Rey, 2001; Costa, 2005), Didelphis marsupialis na

24



Colombia (Corredor et al., 1989; Travi et al., 1994), Didelphis sp. em Bauru/SP (Santiago e
Lima, 2007), o chacal Canis aureus, o lobo Canis lupus e a raposa Vulpes vulpes no Velho
Mundo (Lainson et al., 1987). Lima et al. (2007) detectaram o anticorpo anti-k39 nos
roedores silvestres Nectomys squamipes, Rattus rattus, Bolomys lasiurus e Galea spixxi,
demonstrando a importéncia desses animais como possiveis reservatorios de L. (L.) infantum

chagasi no municipio de Sdo Vicente Férrer/PE.

A presenca de DNA de L. (L.) infantum chagasi detectada em amostra do roedor
silvestre Thrichomys apereoides, pode sugerir o seu envolvimento no ciclo enzodtico silvestre
da LV em Aracuai/MG (Costa, 2002). Travi et al. (1998) demonstraram infeccdo em

Proechimys canicollis em foco endémico de LV na Colombia.

Por serem animais sinantropicos, as raposas podem fazer a conexdo entre o ciclo
silvestre e o doméstico que ¢ mantido pelos cdes que atuam como reservatorios domésticos da
infec¢do (Deane e Deane, 1955a; Alvar et al., 2004). O cdo e a raposa apresentam um intenso

parasitismo cutdneo, que permite facil infec¢do dos flebotomineos (Deane e Deane, 1954).

Os cdes sdo implicados como importantes reservatorios em varios focos de areas rurais
e periurbanas (Marzochi e Marzochi, 1994; Silva et al., 2001). Foi demonstrado que a doenga
canina precede a doenga humana, sendo uma das responsaveis pelo avango espacial e
temporal dos casos humanos. Varios autores associam a ocorréncia de altas taxas de
soropositividade canina a LV humana (Deane e Deane, 1955a;, Alencar, 1961; Bettini e
Gradoni, 1986; Lainson e Shaw, 1987; Evans ef al., 1990; Dye et al., 1992; Alvar et al., 1994;
Di Lorenzo et al., 2000; Oliveira et al., 2001; Franga-Silva et al., 2005) além de associarem

ainda com a abundancia vetorial (Vieira e Coelho, 1998).

Os cides infectados apresentam um amplo espectro de sinais clinicos, desde animais
aparentemente saudaveis, passando por oligossintomaticos, até estagios graves da doenga
(Costa et al., 1999). O quadro clinico da doenca caracteriza-se por emagrecimento,
ericamento e queda de pélos, nodulos ou ulceragdes (mais freqiientes nos bordos das orelhas),
hemorragias intestinais, paralisia de membros posteriores, ceratite com cegueira e caquexia.
Pode evoluir para morte, nos casos mais graves (Feitosa ez al., 2000). Na saude publica, como
os cdes ndo respondem ao tratamento como os humanos, preconiza-se a eutanasia dos animias

infectados.
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O reconhecimento das manifestagdes clinicas destes reservatdrios ¢ importante para
adocdo de medidas de controle da doenga. Os canideos apresentam intenso parasitismo
cutdneo, o que permite uma facil infeccdo do flebotomineo, e por este fato, sdo os mais
importantes elos na manutengio da cadeia epidemiologica (Brasil, 2005b). E preciso
investigar a real prevaléncia da infec¢do nos cdes domésticos e as espécies de Leishmania
circulantes nesses animais e as caracteristicas peculiares de cada area de transmissdo (Dantas-

Torres, 2006).

O homem também pode ser fonte de infecgdo, principalmente quando a doenga incide
sob a forma de epidemia e a possibilidade de que o homem, principalmente criangas
desnutridas, venham, em alguns casos a ser fonte de infec¢do pode conduzir a um aumento na
complexidade da transmissdo da LV (Gontijo e Melo, 2004). O papel do homem como um
importante reservatorio para a L'V foi proposto por Deane e Deane (1955a; 1955b), Badard et
al. (1994) e Oliveira e Araujo (2003). Varios estudos demonstraram a existéncia de
parasitemia por Leishmania em pessoas doadoras de sangue assintomaticas em zonas
endémicas (Choi e Lerner, 2001) e foram detectados parasitos no sangue periférico (Dedet e
Pratlong, 2003) e na pele (Molina et a/., 2003) de doentes imunocomprometidos coinfectados

por Leishmania/HIV, com risco de instalagdo do ciclo antropondtico.

1.4 Vetores da LV

A transmissdo do parasito ocorre pela picada de fémeas de insetos da ordem Diptera,
pertencentes a familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Os flebotomineos sdo
pequenos, pilosos, de cor palha ou castanho claro, sendo popularmente conhecidos no Brasil
como asa branca, asa dura, birigui, cangalhinha, mosquito palha, tatuquira, freboti, etc. Em
sua grande maioria, habitam as florestas, em lugares sombrios, sob folhas ou troncos das
arvores e proximos a pequenas por¢des d’agua. Algumas espécies aparecem no interior das
habita¢des humanas ou em abrigos de animais domésticos, escondendo-se em cantos escuros,
de onde saem a noite em busca de alimento e podem ser atraidos pela luz. As larvas dos
flebotomineos nunca se criam em locais inteiramente aquaticos, mas em lugares umidos, onde
a luz raramente incide, com abundante matéria organica que lhe sirva de nutri¢do (Marcondes,

2001). A capacidade de vdo destes dipteros ¢ reduzida e saltitante, e pesquisas de Casanova et
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al. (2007b) revelaram uma média aritmética de dispersdo de 78m para machos e 115m para
fémeas, estando estas capacitadas para disseminar infec¢des para outras areas em curto espago

de tempo.

A principal espécie vetora da LV no Brasil ¢ Lutzomyia longipalpis (Carrera, 1991,
Marcondes, 2001; Lainson e Rangel, 2003), apesar de L. cruzi apresentar evidéncia
epidemioldgica de transmissdo de LV no estado de Mato Grosso do Sul (Santos et al., 1998)
tendo sido encontradas fémeas naturalmente infectadas no municipio de Jaciara, no estado de
Mato Grosso (Missawa et al., 2006). As espécies L. forattini e L. almerioi podem estar
relacionadas com a doenga em Mato Grosso do Sul (Galati et al., 1997, Maciel, 2005) e L.
antunesi ¢ considerado vetor alternativo no estado do Para (Lainson e Rangel, 2003; Maciel,
2005). Na Colombia, L. evansi foi incriminado como possivel vetor da doenga (Travi et al.,

1990).

Em revisdo bibliografica, Bauzer et al. (2007) reforcam a idéia de que L. longipalpis
seja um complexo de espécies no Brasil, e Souza et al. (2007¢c) indicaram um alto grau de
isolamento reprodutivo entre populacdes alopatricas de Natal, Jacobina e da Lapinha, bem
como entre as populagdes simpatricas de Sobral, refor¢ando a posi¢do de L. longipalpis como

um complexo de espécies.

As alteragdes ambientais ocasionadas pelo homem e como conseqiiéncia, a disperséo
de animais silvestres que serviam como fonte de alimentacdo a esses insetos, causam a
adaptacdo de muitas espécies a diferentes ambientes (Gomes et al., 1989). A proximidade do
homem em zonas de floresta e a criagdo de animais domésticos atraem um grande niimero de
espécies de flebotomineos ao peridomicilio. Uma vez atraidos, eles se estabelecem nessas
areas e representam um perigo constante como vetores de Leishmania, podendo manter o
ciclo de transmissdo entre animais domésticos e humanos (Vexenat et al., 1986; Barbosa et
al., 1999; Brasil, 2003).

A domiciliagdo de algumas espécies origina-se como conseqii€ncia de alteragdes
antropicas provocadas no ambiente natural. O desequilibrio dai resultante estimula o
aparecimento e desenvolvimento dessas adaptagdes. O fendmeno da domiciliagdo
compreende ampla gama de espécies que se adaptam de tal maneira ao convivio humano que

dele se tornaram dependentes, a ponto de viverem muito proximos ao meio antropico. Assim
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sendo, a dindmica das comunidades estabelecidas no meio antropico refletem os aspectos

epidemioldgicos proprios das doengas que delas resultam.

Algumas espécies adaptam-se ao intra ou peridomicilio, sendo comum captura-las nas
casas, no galinheiro, chiqueiro, canil, lixo, paiol, grutas e outros locais. Margonari (2005) e
Carvalho (2006) observaram que os machos representaram a maioria dos flebotomos
capturados em Belo Horizonte/MG e Santa Luzia/MG respectivamente, com predominancia
no peridomicilio. A maior quantidade de machos capturados pode ser explicada pelo fato de
serem atraidos para as armadilhas quando acompanham as fémeas para a copula, formando os

agregados para o acasalamento (Feliciangeli, 1987).

L. longipalpis foi a espécie mais abundante capturada em Porteirinha/MG (Barata et
al., 2004; Barata et al., 2005) e em Belo Horizonte/MG, onde a espécie pareceu produzir
quatro geragdes por ano, com cerca de trés meses de intervalo entre as geragdes (Resende et
al., 2006). Michalsky (2004) refor¢ca a adaptabilidade de L. longipalpis a ambientes
domésticos, apds observacdo de exemplares no intra e no peridomicilio em todos os meses

pesquisados.

1.4.1 Influéncia dos fatores ambientais sobre a ocorréncia e densidade de flebotomineos

A maioria dos fatores ambientais que afetam a epidemiologia das leishmanioses
sugere que alguns dos parasitos e seus vetores podem adaptar-se as alteragdes ecologicas
como os desflorestamentos e a urbanizagdo. Como estes parasitos e vetores adaptam-se as
condi¢des ambientais modificadas, a epidemiologia da doenga associada a eles também sofre
mudanga (Grimaldi-Jr. e Tesh, 1993; Marzochi e Marzochi, 1994).

As mudangas do tamanho da populagdo de vetores, de acordo com o suceder das
estacdes do ano, sdo significativamente controladas por fatores ambientais que variam com
igual ritmo, como as condi¢des climaticas e as decorrentes disponibilidades de alimentos e de
recursos. A existéncia dessa variagdo sazonal em populacdes vetoras traz, em decorréncia,
aspecto equivalente na incidéncia das doencas por elas veiculadas. Compreende-se que tais
fei¢des adquiram particular interesse nos estudos epidemioldgicos, objetivando o controle e a

vigilancia dessas infeccdes (Forattini, 2004).
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Os habitats naturais dos flebotomineos caracterizam-se por possuirem uma variagdo na
temperatura e umidade, o que favorece a presenga desses insetos, ja que 0s mesmos sdo muito
sensiveis a dessecagdo. Uma pequena variagdo desses fatores nos microhabitats é suficiente

para alterar a dindmica das populacdes de flebotomineos (Dias ez al., 2007a).

Varios trabalhos sugerem que fatores ambientais como temperatura, umidade relativa
do ar e precipitagdo possam estar relacionados em diferentes graus com a ocorréncia e
densidade de flebotomineos. A chuva pode afetar a vegetacdo, a temperatura, a umidade
relativa do ar, o balango hidrico, o reservatorio e o vetor. Portanto, aparentemente, a
precipitagdo anual ¢ uma importante variavel que afeta a ocorréncia do vetor e a incidéncia da
LV (Elnaiem et al., 2003). Barata (2005) mostrou uma correlagdo estatisticamente
significativa entre o numero de flebotomineos capturados, a pluviosidade e a umidade,
entretanto a temperatura ndo teve efeito significativo sobre a dindmica desses insetos em
Porteirinha/MG, embora Franga-Silva et al. (2005) tenham observado uma associagdo
significativa apenas entre a variavel precipitacdo e a densidade de L. longipalpis, ndo sendo
verificada relagdo da densidade vetorial com a umidade relativa e a temperatura no mesmo

municipio.

Feliciangeli (1987) demonstrou que niveis de pluviosidade e a conseqiiente umidade
relativa do ar foram as variaveis mais importantes na sazonalidade dos flebotomineos em um
foco endémico de leishmaniose cutdnea na Venezuela. Em outros estudos, observou-se o
aumento significativo da densidade populacional de L. intermedia (Souza et al., 2002;
Meneses et al., 2002) e L. migonei (Meneses et al., 2002) durante as estagdes mais quentes do
ano e decréscimo nas estagdes frias, demonstrando intima correlagdo com a temperatura e a
umidade. Em Belo Horizonte/MG, foi observado que os maiores numeros de flebotomineos
capturados, incluindo L. longipalpis, ocorreram no periodo de altas precipitagdes combinadas
com altas médias de temperatura (Resende et al., 2006). E importante ressaltar que, segundo
De Marco (2001), o excesso de chuvas representaria um risco fisico para algumas espécies de
flebotomineos que necessitem de ambientes mais saturados de umidade para a sua

sobrevivéncia, pois a inundacdo do solo destruiria os criadouros e mataria as pupas.

Scorza (1972) na Venezuela e Condino et al. (1998) em Teodoro Sampaio/SP, ndo

encontraram correlagdo entre o nimero de flebotomineos coletados e os fatores ambientais
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como luminosidade, temperatura, precipitacdo, umidade e vento. A auséncia de correlagdo
estatisticamente significativa entre a fauna flebotominica e os fatores climaticos foi também
observada por Rebélo (2001), Souza et al. (2004), Margonari (2005) e Carvalho (2006),
embora tenham verificado alguns picos da densidade de flebotomineos nos meses mais

umidos.

Gebre-Michael et al. (2004) além de demonstrarem o grau de associagdo entre LV e as
variaveis altitude, temperatura e vegetagdo, construiram um mapa que determina o risco de

transmiss@o da doenga em determinadas regides da Etiopia, Kénia e Somalia.

1.4.2 Preferéncia alimentar e conteido intestinal de flebotomineos

O estudo do comportamento alimentar e do conteudo intestinal dos flebotomineos
permite a identificacdo dos hospedeiros, indicando os potenciais reservatorios das
leishmanias. Em condigdes ambientais favoraveis, determinadas espécies de flebotomineos
podem alterar seu ritmo nictemeral, ou seja, o horario em que estas se tornam ativas e prontas
para exercerem a hematofagia. Quanto ao hordrio de hematofagia, por sua natureza
bionomica, esses insetos tém habitos hematofagicos diurnos, noturnos ou indiferentes e
podem ser capturados em diferentes horas do dia ou da noite ou at¢ 24 horas
ininterruptamente, mas apresentam preferéncia entre o entardecer e o amanhecer (Marcondes,
2001). Alimentam-se de uma grande variedade de hospedeiros vertebrados, entre eles o

homem (Monteiro et al., 2005).

Quinnell ez al. (1992) em experimentos de campo na Ilha de Marajo/PA,
demonstraram que fémeas de L. longipalpis sdo mais atraidas por iscas humanas que por cdes
e galinhas. Resultado similar foi observado por Campbell-Lendrunm ez al. (1999) para L.
longipalpis na Amazonia. Ximenes et al. (1999), demonstrando a densidade de flebotomineos
em abrigos de animais domésticos e silvestres no estado do Rio Grande do Norte, observaram
que L. longipalpis se mostrou eclética, alimentando-se de cavalos, tatus, galinhas e preas em
ordem decrescente e alimentu-se preferencialmente em aves na pesquisa realizada na Serra da

Bodoquena/MS (Marassa et al., 2006).
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Os testes de preferéncia alimentar com utilizag@o de diversos anti-soros mostraram que
fémeas de L. longipalpis sdo bastante oportunistas, podendo sugar uma ampla variedade de
vertebrados, mas preferencialmente galinhas e cavalos seguidos por roedores, cdes, bois e
homem (Barata, 2005). No ambiente peridomiciliar, muitos focos de flebotomineos sdo
mantidos préximos a galinheiros, onde as aves tornam-se alvos de repastos sanguineos
consecutivos, mantendo-se ai o ciclo do inseto (Andrade, 2006). Afonso et al. (2005)
realizaram pesquisa de fonte alimentar em L. intermedia no ambiente intra e peridomiciliar
em Mesquita/RJ, confirmando a antropofilia nos dois ambientes pesquisados, sendo este um

fator essencial na avaliacdo da capacidade vetorial do inseto.

A pesquisa entomologica é pré-requisito para a aplicagdo de medidas preventivas que
compreendem um amplo campo de pesquisa que pode depreender esclarecimentos acerca da
génese da doenca ou agravo. O conhecimento dos habitos alimentares de espécies de
flebotomineos e de suas fontes sanguineas tem sido muito util no aperfeicoamento dos
conhecimentos sobre a epidemiologia das leishmanioses e, neste sentido, tem norteado as
atividades de controle e vigilancia, pois ajuda a entender como cada espécie interage com o

seu habitat e como ocorre a transmissdo da LV em determinada area.

1.5 Estudo molecular para detec¢iio de infeccio por Leishmania spp.

Apesar do importante papel das leishmanias nas doengas tropicais, o conhecimento
atual a respeito da infec¢do natural de flebotomineos coletados em éreas endémicas é
insuficiente para o diagndstico parasitologico convencional, e pouco foi realizado utilizando-
se ferramentas moleculares (De Pita-Pereira et al., 2005). Os métodos mais utilizados para
detecgdo de infecgdo sdo o parasitologico apds dissecc@o do trato digestivo do inseto vetor,
devendo ser confirmada pela cultura do parasito ou inoculagdo em animais de laboratorio.
Porém, a pesquisa de flagelados nesses vetores tem se mostrado operacionalmente inadequada
e com baixa especificidade do diagndstico, pois fémeas de flebotomineos também podem
albergar outros flagelados como Trypanosoma e Endotrypanum (Paiva et al., 2007). O
desenvolvimento de novas técnicas fundamentadas na genética, na bioquimica e na
imunologia contribuiram para a caracterizagdo molecular de parasitos, permitindo
desenvolver estudos de taxonomia e epidemiologia molecular dos organismos (Lainson e
Shaw, 1987; Grimaldi-Jr. et al., 1989; Grimaldi-Jr. e Tesh, 1993).



Os métodos moleculares apresentam vantagens de sensibilidade, especificidade e
consideravel redugdo de tempo, independentemente do nimero, estagio e localizacdo da
Leishmania em amostras clinicas de reservatorios e de vetores infectados (De Bruijn e Barker,
1992; Perez et al., 1994; Minodier et al., 1997; Michalsky et al., 2002; Miranda et al., 2002;
Weigle et al., 2002; Muller et al., 2003; De Pita-Pereira et al., 2005). Os protocolos podem
utilizar iniciadores dirigidos a regides conservadas (Smyth et al., 1992; Lopez et al., 1993,
Rodriguez et al., 1994; Belli et al., 1998; Brecelj et al., 2000) e variaveis dos minicirculos do
kDNA (Hernandez-Montes et al., 1998; Sanchez-Tejeda et al., 2001; Weigle et al., 2002). O
controle interno da extracdo de DNA e da reagdo de PCR pode ser realizado a partir da
utilizacdo de iniciadores para amplificar o gene constitutivo especifico (cacofonia) de

flebotomineos (De Pita-Pereira et al., 2005).

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) envolve a sintese enzimatica in
vitro de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA, na presenca da taq-
polimerase. A reag@o baseia-se em ciclos térmicos de desnaturagdo da fita de DNA, seguida
do anelamento e da extens@o enzimatica de um par de oligonucleotideos utilizados como
iniciadores que delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificagdo (Costa,
2002).

Rodgers et al. (1990) foram os pioneiros na utilizagdo da técnica de PCR na detec¢do
de DNA de Leishmania tendo como alvo as moléculas de minicirculos do DNA do
cinetoplasto (kDNA). Esses autores demonstraram a sensibilidade do método capaz de
detectar uma tnica forma amastigota de L. (V.) braziliensis e até 1% do kDNA de uma
amastigota de L. (L.) mexicana. Segundo Aransay et al. (2000), o minicirculo do KDNA ¢ um
marcador ideal, pois esta presente em 10.000 copias por célula e esta seqiiéncia ¢ conhecida
na maioria das espécies de Leishmania. A técnica também foi utilizada por Perez et al.
(1994), Rodriguez et al. (1999), Miranda et al. (2002), De Pita-Pereira et al. (2005), Oliveira-
Pereira et al. (2006) e Galati et al. (2006) em flebotomineos naturalmente infectados.
Michalsky er al. (2002) e Paiva et al. (2007) avaliaram a utilizagdo da técnica em

flebotomineos experimentalmente infectados.

Paiva-Cavalcanti et al. (2007) avaliaram a utilizagdo de PCR em tempo real para o

diagndstico da infecgdo por L. (L.) infantum chagasi, sugerindo este sistema para se estimar a
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carga parasitaria de amostras de pacientes humanos e cdes com LV e, Gomes et al. (2007)

afirmaram que a PCR ¢ altamente sensivel e especifica para o diagnostico da LV humana.

A confirmacdo da espécie de Leishmania presente no trato digestivo do inseto vetor
pode ser realizada por PCR-RFLP, utilizando-se a endonuclease Haelll que digere o
fragmento produto de PCR de 120 pb de L. (V.) braziliensis em dois fragmentos, um de 80 pb
e outro de 40 pb; mas ndo digere o produto amplificado de L. (L.) amazonensis (Volpini et al.,
2004). A digestdo do produto amplificado de L. (L.) infantum chagasi produz bandas com
120, 80, 60 e 40 pbs usando-se a mesma enzima (Andrade et al., 2006).

A identificagdo da espécie de Leishmania causadora da leishmaniose tegumentar
americana (LTA) por PCR-RFLP foi realizada por Volpini et al. (2004), sugerindo este como
método alternativo para detec¢do de L. (V.) braziliensis e L. (V.) amazonensis em éreas
endémicas. Paiva ef al. (2004) utilizaram a PCR para distinguir os subgéneros Viannia de
Leishmania ¢ Andrade et al. (2006) utilizaram iniciadores especificos para diferenciar os
complexos mexicana e braziliensis. Quaresma (2006), Andrade ef al. (2005b) e Andrade et al.
(2006) utilizaram a técnica para a diferenciagdo das espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis e L. (L.) infantum chagasi em amostras de cdes infectados. Santiago e Lima
(2007), Viana et al. (2007), Kerr et al. (1995) e Costa (2002) realizaram estudos de infeccdo
de roedores por Leishmania, cujos isolados obtidos foram caracterizados por analise de
isoenzimas ¢ PCR. Ferreira et al. (2007) investigaram a presenca de Leishmania por PCR em

mamiferos domésticos, sinantropicos e silvestres e seus respectivos ectoparasitos.

1.6 Vigilincia epidemiolégica, prevencio e controle da LV

A vigilancia epidemioldgica adota as medidas preventivas que pressupdem a
instalacdo, e subseqiiente atividade continuada de sistema que se encarregue de avaliar os
resultados, como mecanismo que permita acompanhar seguidamente o estado de satde
populacional, em relagdo ao ou aos agravos que foram e sdo objeto de prevengdo. A
prevencdo ¢ conhecida como promogdo a saude, cujo objetivo primordial ¢ o de modificar as
condi¢des de maneira a torna-las pouco propicias para o aparecimento da doenga, ou seja,
procura-se evitar a exposi¢do do conjunto populacional ao estimulo desencadeante. Um

entendimento da interagdo entre as mudancas ambientais urbanas, cdes infectados e
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flebotomineos vetores ¢ um pré-requisito para a projecdo de estratégias apropriadas de
medidas de controle e prevencdo das leishmanioses (Costa et al., 1999). O Brasil ¢ o unico
pais endémico para a LV que regularmente conduz programa epidemioldgico e profilatico no

combate a doencga de carater nacional (Palatnik-de-Souza et a/., 2001).

A descricdo do potencial de transmissdo das leishmanioses e a sua distribui¢do
dependem da densidade dos vetores que esta diretamente relacionada a biogeografia e ao
clima das regides (Ferreira et al, 2001; Elnaiem et al., 2003). Bejarano et al. (2002)
propuseram um programa de controle dedicado a vigilancia epidemioldgica, em fungdo das
mudangas de comportamento das espécies de flebotomineos frente as mudancas ambientais
causadas pelo homem. Alvar et al. (1994) e Teodoro et al. (2003) recomendaram ainda, evitar
o acumulo de lixo e matéria organica em decomposigdo, que favorecem o ciclo bioldgico do

inseto.

As medidas gerais de controle para a LV, devido a sua enorme complexidade, devem
ser divididas em varias frentes de agdes relacionadas com os humanos, ao inseto vetor e aos
reservatorios domésticos e situagdes sdo especialmente definidas para cada local e as medidas
de controle devem ser flexiveis e designadas especialmente para cada regido (Marzochi,
1992).

Algumas medidas integradas como o controle da leishmaniose canina, o conhecimento
da variagdo sazonal e controle de flebotomineos, a identificacdo e tratamento dos focos de
infecgdo em areas recentes ou estabelecidas de colonizagdo e os conhecimentos acerca da
distribuicdo geografica das espécies de Leishmania t€m um impacto significativo na reducdo
de casos humanos (Alencar, 1961; Sherlock e Almeida, 1970; Dye et al., 1993; Branddo-Filho
e Shaw, 1994; Ferreira et al., 2001; De Pita-Pereira et al., 2005).

A OMS recomenda o tratamento dos casos humanos, controle quimico do vetor e o
sacrificio de cdes soropositivos (Tesh, 1995; Brasil, 2003), embora modelos matematicos
referentes aos métodos de controle tenham sugerido que o sacrificio de cdes sorologicamente
positivos seja muito menos provavel de resolver o problema da LV que a borrifagdo com

inseticida para o controle dos vetores (Dye, 1996).



No ambiente doméstico, o cdo ¢ considerado um importante hospedeiro ¢ fonte de
infeccdo para os vetores, sendo um dos alvos nas estratégias de controle, podendo citar as
coleiras impregnadas com deltametrina, de efeito repelente para o vetor, tém demonstrado
resultados promissores, pois ndo existe tratamento eficaz ou profilatico para o cdo infectado
(Lainson e Rangel, 2003; Gontijo e Melo, 2004). As metodologias utilizadas para a sele¢do
dos cdes a serem eliminados se baseiam no diagndstico por técnicas sorologicas, a
imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) e a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) que
apresentam baixa sensibilidade e especificidade, podendo acarretar taxas de infecgdes
subestimadas, permitindo a manutencdo de animais infectados em areas endémicas (De Paula
et al, 2003). A adogdo do teste ELISA na rotina diagndstica da LV canina ¢ uma
recomendagdo valida com vistas a otimizacdo das agdes de controle e monitoramento dessa
zoonose em areas de ocorréncia endémica (Oliveira et al., 2005) e a RIFI ¢ considerada
padrdo ouro pela OMS, além de ser o teste de escolha para inquéritos populacionais (Amora

etal., 2006).

Segundo Dye (1996), na reposi¢do imediata pela populagdo apds a eliminagdo, os
novos cdes tornam-se infectados em aproximadamente dois meses. Apesar das a¢des sobre os
cdes como reservatorios serem bastante discutidas, os demais reservatorios domésticos e os
silvestres como os ratos e os gambas, sdo esquecidos, sendo uma sugestdo de Margonari

(2005) que estudos nesse sentido sejam planejados e executados.

Ximenes et al. (1999), Gontijo e Melo (2004) e Dantas-Torres e Branddo-Filho (2006)
destacam a importancia do conhecimento do comportamento do inseto vetor em areas
endémicas, o tratamento precoce dos casos humanos e a redugdo do contato humano com os
vetores, além de uma melhor defini¢do das areas prioritarias para o controle. Embora a
abordagem atual do programa de controle da LV permita uma melhor defini¢do das areas de
transmissdo ou de risco e propde agdes de vigilancia para os municipios considerados
silenciosos (Brasil, 2003). Deve-se levar em conta ainda, a descentralizacdo das agdes de

controle dessas doengas para os municipios (Tauil, 2006).

Segundo Camargo e Langoni (2006), os métodos utilizados até¢ o presente momento
tém sido parcialmente efetivos na prevengdo e controle da doenga e Gontijo e Melo (2004)
afirmam que as medidas de controle da doencga até agora implementadas foram incapazes de

eliminar a transmissdo e impedir a ocorréncia de novas epidemias, pois essas agdes foram
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sempre descontinuas por diversas razdes, como problemas or¢amentrios e escassez de
recursos humanos adequadamente treinados. As estratégias de controle atuais ndo tém sido
capazes de prevenir a expansdo geografica, além do aumento da incidéncia e da letalidade da
LV (Dantas-Torres e Branddo-Filho, 2006). Para um controle mais efetivo, ha necessidade de

determinagdo politica, agdes multi-setoriais e uso racional de inseticida (Tauil, 2006).

Alves et al. (2007) em analise dos atributos qualitativos e quantitativos do sistema de
vigilancia epidemiologica da LV, concluiram que o mesmo permite detectar epidemias,
entender caracteristicas clinicas identificando possiveis mudangas e estimar a morbidade e
mostrasse ineficiente para estimar a mortalidade e avaliar acdes de prevencdo e controle da
LV.

Acgdes de educagdo e saude e participagdo da comunidade constituem fatores
fundamentais nos programas de controle. A educagdo sanitaria deve ser amplamente
divulgada, motivando a populagdo a adotar atitudes de conhecimento e sensibilizagdo sobre a
transmissdo da doenca, principais causas e sintomatologias. A populagdo deve ainda, diante
do reconhecimento dos sintomas da doenga, humana ou canina, procurar 6rgdos de satde
competentes para as devidas providéncias, apoiando ainda, as atividades anti-vetoriais que

estejam sendo implementadas (Monteiro et al., 1994).

1.7 Situacio da LV no estado de Mato Grosso

No ano de 1973, oito casos de LV humana autoctones foram relatados em Mato
Grosso, no municipio de Guiratinga (Baruffa e Cury, 1973). Entre os anos de 1992 ¢ 1994
foram diagnosticados 39 casos no Estado (Hueb ez a/., 1996), com 35 casos originados no
municipio de Varzea Grande e, posteriormente estendendo-se a outras regides (Camia et al.,
1999). Estudos sorolégicos de leishmaniose canina foram realizados no municipio de Cuiaba,
por Gaspar et al. (2005) e Moura et al. (1999) que diagnosticaram uma positividade de 64,5%

para leishmaniose.

Ribeiro et al. (2002) realizaram um inventario dos vetores das leishmanioses na area
de Aproveitamento Multiplo de Manso (APM-Manso) que engloba os municipios de Chapada

dos Guimardes, Nobres, Rosario Oeste ¢ Nova Brasilandia, observando a presenca de L.
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longipalpis e L. cruzi na regido, destacando o processo de domiciliagdo das espécies. Missawa
e Lima (2004) discutiram a abundéncia de L. Jongipalpis em Nossa Senhora do Livramento.
Em estudo no norte do Estado, Azevedo et al. (2002) e De Luca et al. (2003) ndo observaram
a presenca de L. longipalpis em Peixoto de Azevedo e Alta Floresta, respectivamente. Ribeiro
e Missawa (2002) estudaram a distribuicdo espacial de flebotomineos e a relagdo da
ocorréncia das espécies com os diferentes ecossistemas do Estado. Missawa e Lima (2006)
estudaram a distribuicdo espacial de L. longipalpis e L. cruzi em Mato Grosso ¢ os biomas
preferenciais de cada espécie para indicar areas vulneraveis e/ou receptivas para a transmissao
da doenga e Ribeiro et al. (2007) estudaram a distribui¢do de flebotomineos vetores no

Estado.

Tonello et al. (2005) descreveram a situagdo da LV em Mato Grosso e sua rapida
expansdo, sendo que a Secretaria Estadual de Satide vem trabalhando no sentido de dar mais
atengdo ao agravo. Segundo Maciel (2005), entre os anos de 2001 a 2003 houve uma

progressiva evolugdo das informagdes e uma significativa redugéo dos casos humanos.

Oliveira et al. (2003) correlacionaram a ocorréncia de casos humanos de
leishmanioses com a implantagdo de projetos agropecudrios, abertura de estradas e o
assentamento de trabalhadores rurais sem-terra, sem preocupacdo com infra-estrutura
sanitaria, situagdo socio-econdmica comum no estado de Mato Grosso. Ashford (2000)
relaciona a infeccdo humana as relagdes ecologicas entre as atividades antropicas e do

reservatorio.

Mestre (2006) e Mestre e Fontes (2007) descreveram a expansdo da epidemia de LV
em Mato Grosso e revelaram que no periodo compreendido entre janeiro de 1998 e dezembro
de 2005, ocorreram 138 novos casos de LV humana registrados, que pode ter sido facilitada
pela grande rede de estradas vicinais presentes na regido sudeste do Estado, contribuindo para
o estabelecimento de correntes migratorias, disseminando a transmissdo para o interior do
Estado, resultando em coeficiente de incidéncia acumulada de 5,4 casos/100.000 habitantes e

letalidade de 11,6%.
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1.8 Situaciio da LV no municipio de Varzea Grande, estado de Mato Grosso

O primeiro caso de LV em um paciente procedente do municipio de Vérzea Grande foi
diagnosticado em janeiro de 1988 (Hueb et al., 2000). Segundo trabalho de Ribeiro ez al.
(2000) em coleta entomologica realizada nos bairros Jardim Eldorado, Sdo Matheus e Parque
Sabid, a espécie mais abundante foi L. longipalpis, perfazendo um total de 96,4% do total das
espécies coletadas, com preferéncia por galinhas, evidenciando uma adaptacdo desses insetos
ao ambiente peridomiciliar. No mesmo municipio, foram pesquisados 27 bairros no ano de
2001, sendo constatadas altas densidades de L. longipalpis nos ambientes intra, peri e
extradomiciliar. O vetor L. longipalpis apresentou alta densidade no peridomicilio do bairro
Eldorado. Esses dados do ambiente peridomiciliar contribuem com as informacdes da
literatura, pois segundo Marcondes (2001), o flebotomineo ¢ mais encontrado proximo as
casas, em lugares umidos, escuros, onde tem muita vegetagdo, local esse ideal para sua

procriagdo.

Mestre (2001) relatou a expansdo da doenga entre os anos de 1998 e 2000 em Varzea
Grande, a partir de focos urbanos periféricos, associados as precarias condi¢des econdmicas e
sociais das comunidades afetadas, destacando os bairros Sdo Matheus e Jardim Eldorado
como umas das provaveis portas de entrada da doenga no municipio que apresentou no
periodo, elevada densidade de L. longipalpis e 6% de positividade nos testes sorologicos
caninos realizados. Segundo o autor, o registro de 13 casos humanos, todos autoctones e
procedentes de Varzea Grande, deram inicio a epidemia de LV em Mato Grosso no ano de
1998.

Em pesquisa entomologica realizada em dezembro de 2002, verificou-se a ocorréncia
de alta densidade de L. longipalpis no peridomicilio do bairro Sdo Matheus, evidenciando o
risco de transmissdo de LV para a populagdo da area. Missawa e Lima (2005) destacaram a
grande densidade de L. longipalpis em varios bairros do municipio de Varzea Grande. A
fauna flebotominica do municipio foi estudada por Missawa (2006) e Missawa e Dias (2006)
que observaram grandes densidades de L. longipalpis, principalmente machos e no

peridomicilio.

Devido a ocorréncia do vetor L. longipalpis e a preveléncia de LV no municipio de

Varzea Grande, a presenga de cdes, principal reservatorio doméstico da L. (L.) infantum
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chagasi, além da caréncia de trabalhos sobre o conhecimento da ecologia e distribuicdo
sazonal desses vetores, fazem-se necessarias investigagdes entomo-epidemioldgicas para que

sejam delineadas as agdes de controle da doenga no estado de Mato Grosso.



2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses vém se destacando nos ultimos anos, no contexto da satide publica,
devido a sua urbanizag@o, caracterizada pela rapida expansdo geografica e reemergéncia em
focos endémicos antigos, sendo os casos humanos freqiientemente associados a pressdo
antropica sobre o meio ambiente e a expansdo da LV pode estar intimamente ligada a alguns

locais com caracteristicas rurais (Cesse et al., 2001).

No estado de Mato Grosso ocorreram 138 casos de LV humana no periodo de 1998 a
2005 e, no mesmo periodo foram avaliados 40.000 cdes, resultando em 9% de
soropositividade para a LV canina e presenga de vetores da L. (L.) infantum chagasi foi

observada em 14 dos 141 municipios do Estado (Mestre, 2006; Mestre e Fontes, 2007).

A magnitude da epidemia fez com que o municipio de Varzea Grande/MT fosse
classificado em 2002 e 2003, pelo Departamento de Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria
de Vigilancia em Satde (SVS) do Ministério da Saude (MS), como area de transmissdo
intensa de LV no Brasil, juntamente com os municipios de Campo Grande e Corumba/MS,
Palmas/TO, Aragatuba/SP, Belo Horizonte ¢ Montes Claros/MG, Sdo Luis/MA e Teresina/PI
(Brasil, 2003) e foi reclassificado como de transmissdo moderada em 2004 e area de

transmissdo esporadica em 2005 e 2006, conforme média de casos dos ultimos cinco anos.

O aumento da densidade do vetor, o convivio muito proximo do homem com o
reservatorio doméstico, o desmatamento acentuado e a constante mobilizagdo de pessoas
constituem as principais determinantes dos niveis epidémicos da LV nos grandes centros
urbanos (Marzochi e Marzochi, 1997).

O éxodo rural e o intenso fluxo migratério ocorrido nas ultimas décadas no estado de
Mato Grosso, também promoveram o crescimento desordenado de cidades como Cuiaba e
Varzea Grande (Piaia, 2003) e, certamente contribuiram para o surgimento da atual epidemia
de LV, pois segundo Mestre (2006), a pobreza, a desnutricio e a alta densidade de
flebotomineos tanto no intra quanto no peridomicilio, associada a elevada presenca de animais

domésticos, destrui¢do de ecotopos silvestres, precarias condigdes de moradia, péssimas
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condi¢des sanitarias e baixo nivel sécio-econdmico representam um panorama do municipio

de Varzea Grande.

Os bairros Sdo Matheus e Jardim Eldorado, situados em uma mesma faixa periurbana
do municipio de Véarzea Grande, foram os mais atingidos pela LV e representaram, no inicio
da epidemia, areas de degradacdio ambiental provocadas pela ocupagdo desordenada de
familias de baixa renda, popularmente conhecidas como areas de invasdo ou grilo (Mestre e

Fontes, 2007).

O conhecimento da densidade e da sazonalidade de flebotomineos sdo importantes
para o delineamento das ag¢des de controle da doenca, visando minimizar gastos com recursos
humanos e insumos. Os estudos de endofilia e exofilia sdo importantes para detectar a
presenca dos flebotomineos no ambiente intradomiciliar, alimentando-se de sangue humano,
ou no ambiente peridomiciliar, atraidos por animais domésticos e silvestres, e sua relagdo com

o risco de transmissdo da LV.

O estudo do contetido intestinal de insetos hematofagos é de grande significado
ecologico e epidemiologico, permitindo descobrir a identidade dos hospedeiros sobre os quais
os flebotomineos se alimentam, fornecendo subsidios para identificar os potenciais
reservatorios e as respectivas estratégias de controle (Ferreira, 1945; Boreham, 1975;
Tempelis, 1975; Ngumbi et al/, 1992; Barata, 2005).

Segundo Michalsky et al. (2002), a determinacdo da taxa de flebotomineos
naturalmente infectados em areas endémicas e a identificagdo da espécie de Leishmania
infectante sdo de extrema importdncia nos estudos vetoriais e epidemioldgicos das

leishmanioses.

Considerando-se que o municipio Varzea Grande no estado de Mato Grosso apresenta
casos humanos de LV em area urbana e periurbana, e condigdes para expansdo de LV como
alta densidade de flebotomineos, principalmente o vetor L. longipalpis e cdes com sorologia
positiva para LV, além da caréncia de dados acerca da doenga, do vetor, do parasito e dos
reservatorios, tornam-se necessarios estudos para o conhecimento dos aspectos envolvidos na

transmiss@o da doenca e conseqiientemente, para a promogdo de estratégias de controle.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
» Conhecer alguns aspectos ecoldgicos que influenciam a fauna flebotominica, a densidade,

a flutuagdo sazonal, a preferéncia alimentar, infecgdo natural dos flebotomos, em area de

transmissdo de L'V no municipio de Varzea Grande, Mato Grosso.

3.2 Objetivos especificos

* Identificar as espécies que compdem a fauna de flebotomineos em area de transmissdo de

LV no municipio de Varzea Grande;

* Determinar a densidade e a distribui¢do sazonal dos flebotomineos na area de estudo;

¢ Determinar a endofilia ¢ a exofilia dos flebotomineos;

¢ Correlacionar os dados vetoriais com ocorréncia de casos humanos de LV ¢ com a

soropositividade canina no mesmo periodo;

e Determinar a taxa minima de infec¢do natural de L. longipalpis por L. (L.) infantum

chagast;,

* Determinar a preferéncia alimentar de L. longipalpis e sua relagdo com a transmissdo de
LV.

* Sugerir medidas de controle mecédnico e quimico a serem realizadas pela Secretaria

Municipal de Satide do municipio de Varzea Grande;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

O municipio de Varzea Grande ¢ conhecido como a cidade industrial do estado de
Mato Grosso (Figura 1), possui 106 bairros e populagdo de 214.842 habitantes, com 210.849
residentes na zona urbana e 3.993 na zona rural (IBGE, 2000 apud Ferreira, 2001) e compde,
juntamente com a capital Cuiaba, o chamado Conglomerado Urbano de Cuiaba ou Regido

Metropolitana de Cuiaba.

Com extensdo territorial de 949,53km? e altitude de 185m, Varzea Grande tem como
referéncias geograficas as coordenadas 15°32°30” latitude sul e 56°17°18” longitude oeste.
Geograficamente localiza-se na Mesorregido Centro-sul do estado de Mato Grosso,
microrregido Cuiaba e possui clima tropical quente e sub-umido e precipitagdes de 1750 mm
anuais. As chuvas se concentram de setembro a abril, com maior intensidade em janeiro,
fevereiro e margo, nos outros meses, as massas de ar seco sobre o centro do Brasil inibem as
formagdes chuvosas, quando é comum a chegada de frentes frias vindas do sul do pais,
deixando o clima mais ameno e umido. Quando essas frentes se dissipam, o calor, associado a
fumacga produzida pelas constantes queimadas, faz a umidade relativa do ar cair a niveis
baixos, as vezes abaixo dos 15%. A temperatura média anual ¢ de 24°C, a maxima média
chega a 34,1°C, mas as maximas absolutas chegam a mais de 42°C. A minima média em
julho, 0 més mais frio, ¢ de 16,7°C. O quadro geomorfologico do municipio ¢, em grande
parte, representado pelo Planalto da Casca e pela Depressdo Cuiabana. Predominam os
relevos de baixa amplitude com altitudes que variam de 146 a 250 metros na area da propria
cidade. A vegetagdo predominante no municipio ¢ o cerrado, desde suas variantes mais

arbustivas até as matas mais densas a beira dos cursos d'agua (Piaia, 2003).

Varzea Grande ¢ predominantemente comercial e industrial, sendo a agricultura de
subsisténcia e a pecuaria ¢ pelo sistema de cria, recria e corte (Ferreira, 2001). Através de
incentivos fiscais e doacdes de terras, industrias se instalaram na regido, constituindo,

juntamente com a capital, o principal polo industrial do Estado.



O municipio de Varzea Grande apresentou os primeiros casos de Leishmaniose
Visceral Humana e Canina a partir do ano de 1998, quando se realizaram planos emergenciais
com o intuito de avaliar a extensdo das Leishmanioses no municipio e, paralelamente
executando acdes de controle. Dados historicos da doenga foram obtidos junto a Secretaria
Municipal de Saude (SMS) de Varzea Grande, evidenciando a prevaléncia da doenga nos

ultimos anos.

A érea de transmiss@o localizada no setor quatro do municipio abrange os bairros
Eldorado, Sdo Matheus e Parque Sabia (Figuras 2, 3 e 4). A escolha da area e das residéncias
baseou-se em dados anteriores de pesquisa entomoldgica (Hueb er al., 2000; Ribeiro e

Missawa, 2002), prevaléncia da LV canina e ocorréncia de casos humanos da doenca.

No local foram verificados “in locu” processos que estdo relacionados com a ocupagio
do espaco urbano e que contribuem para a ocorréncia e expansao da LV, como baixa condicdo
socio-econdmica dos moradores e residéncias sem saneamento basico adequado, coleta
regular de lixo e rede elétrica. A observag@o sobre a existéncia de animais domésticos nas
moradias confirmou que cdes e galinhas estavam presentes em 100% das casas pesquisadas,
seguidas por pato, peru, porco, cavalo, boi, gato e provaveis roedores e gambés no
peridomicilio e nas proximidades, continuidade com areas rurais e areas de cerrado

degradado, com ocorréncia de “lixdes” nos arredores dos bairros.
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Figura 1. Area de estudo: municipio de Vérzea Grande, Mato Grosso, Brasil.

45



Cujaba

Varzea Grande

Image &
Image’d

Figura 2. Municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, evidenciando a area de transmisséo (circulo)
(Fonte: Google Earth, 2006).
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Figura 3. Municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, evidenciando os bairros Eldorado, Sdo Matheus e
Parque Sabia e os pontos de captura de flebotomineos (enumerados de 1 a 10). (Fonte: Google Earth, 2006).
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Figura 4. Bairros pesquisados no municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de
2004 a junho de 2006 (A: Eldorado, B: Sdo Matheus, C: Parque Sabia). (Fotos: NAM).

4.2 Métodos de captura
4.2.1 Coletas sistematizadas

As coletas sistematizadas de flebotomineos foram realizadas no periodo de janeiro de
2004 a junho de 2006 sempre na primeira semana de cada més, totalizando 30 meses de

capturas.

Foram utilizadas armadilhas de luz do tipo CDC — Control Disease Center, Atlanta,
USA (Sudia e Chamberlain, 1962), instaladas mensalmente, durante quatro noites
consecutivas, expostas no entardecer e recolhidas no amanhecer, perfazendo
aproximadamente 12 horas de coleta. As coletas foram realizadas em 10 residéncias, sendo
trés residéncias localizadas no bairro Eldorado, quatro no bairro Sdo Matheus e trés no Parque
Sabia, localizados no distrito leste do municipio de Varzea Grande. Foram instaladas duas

armadilhas por residéncia, uma no peridomicilio (quintal e/ou abrigos de animais) e a outra no
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intradomicilio (quarto/dormitorio) conforme Figuras 5 e 6, de maneira sistematica e de forma

pareada, para fornecer subsidios para os estudos de endofilia e exofilia.

Todas as residéncias foram georreferenciadas através do Sistema de Posicionamento
Global (GPS), com consentimento de todos os moradores para a participagdo e a colaboragdo,
sendo que durante o periodo de estudo ndo foi aplicado inseticida para o controle de insetos

na area pesquisada e no municipio como um todo.

Os insetos capturados foram sacrificados em cdmara mortifera com acetato de etila.
Apos a triagem, os espécimes destinados a identificagdo taxondmica foram acondicionados
em tubos de hemolise contendo alcool a 70% e as fémeas ingurgitadas destinadas a analise de

preferéncia alimentar foram colocados em freezer a—7°C.

4.2.2 Coletas nio sistematizadas

Coletas ndo sistematizadas com o objetivo de capturar exemplares fémeas, destinadas
a verificagdo de infecgdo natural, foram realizadas a principio com a utilizagdo de capturador
manual de Castro e pesquisa por 15 minutos na parede interna e 15 minutos na parede externa
dos domicilios. Como este método ndo obteve sucesso, uma vez que ndo foram capturados
flebotomineos nas paredes das residéncias pesquisadas, optou-se por instalar uma armadilha
de CDC adicional no peridomicilio de cinco das dez casas pesquisadas, durante as quatro
noites de capturas mensais, tomando o cuidado para que a luminosidade desta armadilha ndo

interferisse na captura da outra armadilha do peridomicilio.
Os insetos capturados foram sacrificados em cdmara mortifera com acetato de etila.

Apos a triagem e sexagem, as fémeas destinadas a identificagdo para a analise molecular

foram congeladas a —20°C.
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Figura 5. Instalagdo de armadilhas de CDC no intradomicilio (A e B). Municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2005. (Fotos: NAM).
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Figura 6. Instalagdo de armadilhas de CDC no peridomicilio (A e B). Municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2005. (Fotos: NAM).
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4.3 Preparacio e montagem dos espécimes

Os flebotomineos, antes de serem montados em laminas, foram preparados de acordo
com técnicas padronizadas no Laboratério de Entomologia da SES, para a clarificagdo das
estruturas internas necessarias para a identificacdo das espécies, principalmente das fémeas.
Antes do processo de clarificacdo, a conservacdo dos mesmos foi feita em alcool a 70%. No
processo de clarificagdo os exemplares foram submetidos a diferentes solugdes: Hidroxido de
potassio 10% por 3 horas; acido acético 10% por 20 minutos; agua destilada, trés séries de 15
minutos e lacto-fenol por 24 horas. Lacto-fenol (Brasil, 2005a): Fenol cristalizado (100g),

acido latico (100g), glicerina (200ml) e agua destilada (200ml).

O material preparado foi montado em liquido de Berlese, meio aquoso que possui
baixa refringéncia e, portanto possibilita a visualizagdo das estruturas internas com nitidez,
imprescindivel para a identificacdo de fémeas, embora seja considerada uma montagem
provisoria e de curta durabilidade (Langeron, 1949 apud Barata, 2005). Liquido de Berlese
(Brasil, 2005a): Hidrato de cloral (74g), goma arabica (8g), agua destilada (10ml), xarope de

glicose (Sml) e acido acético cristalizavel (3ml).

4.4 Identificacdo das espécies

Os espécimes foram identificados com utilizagdo de microscopio Optico de contraste
de fases Olympus CX40, segundo classificagdo de Young e Duncan (1994), Martins et al.
(1978) e Forattini (1962) especificamente para o género Brumptomyia, realizadas no
Laboratorio de Entomologia da Secretaria Estadual de Saude de Mato Grosso, com posterior
confirmagdo através de descrigdes originais e exemplares de referéncia depositados na
colegdo de flebotomineos do Laboratorio de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René
Rachou (LALEI/CPqRR/FIOCRUZ/Belo Horizonte/MG). O material danificado foi
identificado apenas ao nivel genérico, sendo considerado Lutzomyia spp. ou Brumptomyia sp.
Os exemplares foram depositados no Laboratorio de Entomologia da Geréncia de Vigilancia
de Vetores e Antropozoonoses/ Coordenadoria de Vigilancia em Saude Ambiental/
Superintendéncia de Vigilancia em Saude/ Secretaria Estadual de Saude/ Mato Grosso
(GEVVAN/COVSAM/SUVSA/SES/MT).



4.5 Dados bioclimaticos

Os dados bioclimaticos de temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e precipitacdo
(mm?*), referentes ao periodo do estudo foram obtidos junto ao 9° Distrito de Meteorologia do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), sediado no municipio de Véarzea Grande, estado
de Mato Grosso. Nesta pesquisa foram utilizados os valores das médias mensais de cada

variavel para o estudo da sazonalidade de flebotomineos na area de pesquisa.

4.6 Preferéncia alimentar

As fémeas ingurgitadas capturadas no campo foram congeladas a —7°C para
paralisagdo do processo digestivo. Posteriormente foram dissecadas para triagem e

confirmagdo da espécie L. longipalpis.

No teste de precipitina, realizado pelo colaborador Elias Seixas Lorosa do
Departamento de Entomologia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ), foi aplicado ao
conteudo do tubo digestivo de cada fémea, solugdo salina a 0,85% e o macerado foi resfriado
durante 12 horas a temperatura de 4 a 8°C. Depois de centrifugado por 5 minutos a 1500rpm,
o sobrenadante foi confrontado com anti-soros de boi, cdo, cavalo, porco, roedor, ave e

homem, segundo metodologia de Lorosa e Andrade (1998).

4.7 Casos Humanos de LV

Os dados sobre o niimero absoluto dos casos humanos de LV ocorridos em Mato
Grosso no periodo de janeiro de 1998 a junho de 2006 foram obtidos junto ao Sistema
Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN) disponibilizados pela Coordenadoria de
Vigilancia Epidemiologica (COVEPI) da Secretaria Estadual de Saude de Mato Grosso
(SES/MT).
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4.8 Inquérito Canino Amostral

As amostras para o diagnostico da LV canina foram coletadas por agentes de satide do
municipio. Foram coletados 5ml de sangue por venopungdo, utilizando-se o sistema
vacuntainer, sendo posteriormente identificadas com dados do cdo e de seu proprietario. As
amostras foram encaminhadas ao Laboratério Central de Saude Publica (MT-Laboratorio) da
Secretaria Estadual de Satde de Mato Grosso (SES/MT) para triagem através da
imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) e analise por reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), como descrito por Camargo ¢ Rebonato (1969) e preconizado pelo Ministério da
Saude (MS), sendo considerado positivo o soro que apresentou reacdo em dilui¢do igual ou
superior ao ponto de corte de 1:40. A média da prevaléncia de LV canina foi calculada como

arazdo entre o nimero de exames positivos e exames realizados e multiplicados por 100.

Apos o diagnostico, os cdes soropositivos foram recolhidos e eutanasiados no Centro
de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Varzea Grande, de acordo com técnicas

preconizadas pelo Ministério da Satde.

4.9 Extraciao de DNA de Leishmania sp.

As fémeas de L. longipalpis, anteriormente dissecadas para a confirmagdo da espécie,
foram colocadas em “pool” de 10 individuos em tubo de microcentrifuga. O isolamento do
DNA foi realizado conforme Souza et al. (2004) e Michalsky ez al. (2002), através da
maceracdo dos exemplares a seco (sob gelo), utilizando-se um pistilo plastico autoclavado.
Adicionaram-se 50,0l de tampao de lise celular (100mM Tris-HCL, 100mM NaCl, 25mM
EDTA, 0.5% SDS, pH 8,0), seguido de nova macerag@o. As amostras foram digeridas a 37°C
durante a noite pela adi¢do de 1,0pl de proteinase K (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) (10mg/ml).

Para a extracdo com fenol-cloroformio (Ausubel et al., 1992), apds a incubagdo,
acrescentou-se 70ul de agua Milli Q* (Millipore, Billerica, MA, US) estéril e 120yl de fenol
saturado em tampdo e foi homogeneizada vigorosamente utilizando se um vortex por 20
segundos e centrifugada a 14.000rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. O

sobrenadante foi transferido para outro tubo de microcentrifuga, extraiu-se novamente com o
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fenol, repetindo-se o processo anterior. O sobrenadante foi novamente transferido para outro
tubo de microcentrifuga e adicionaram-se 120yl de cloroformio/ alcool isoamilico (24:1) e foi
centrifugado por cinco minutos a 14.000rpm. Repetiu-se a extragdo com cloroformio/ alcool

isoamilico.

Apos adigdo de 20l de acetato de sodio 3M pH 5,2 e 200pl de etanol absoluto gelado,

as amostras foram colocadas a —20°C durante a noite, para precipitagdo do pellet.

Apos centrifugar por 30 minutos a 14.000rpm em centrifuga refrigerada (4°C), o
sobrenadante foi desprezado, inclinando-se o tubo de microcentrifuga de uma s6 vez. O DNA
sedimentado foi lavado com 100pl de etanol 70% gelado e centrifugado por 15 minutos a
14.000rpm em centrifuga refrigerada. O sobrenadante foi desprezado cuidadosamente para
ndo deslocar o pellet e o tubo de microcentrifuga foi invertido sobre papel absorvente para a

secagem do DNA.

Para dissolver o DNA adicionou-se 30pl de solucdo de hidratagdo TE 1x (10mM Tris-
HCI pH 8,0, ImM EDTA). A pureza e a concentragdo foram estimadas em espectrofotdmetro

Bio Photometer (GeneQuant, Amersham Pharmacia Biotech) a 260 e 280nm.

As amostras de DNA estoque e diluidas (1+4) foram acondicionadas em freezer a —

20°C, até o momento do uso.

4.10 Reacio em cadeia da polimerase (PCR) genérico e eletroforese em gel de

poliacrilamida 6%

A reacdo de amplificagdo da regido conservada do minicirculo do kDNA foi realizada
em 42 amostras, segundo Michalsky et al. (2002) e Souza et al. (2004), em equipamento
termociclador automatico (Perkin-Elmer —Gene Amp PCR System 2400) em procedimento
“Hot-start”. A mistura de reacdo foi preparada com 10ul de tampdo de PCR (100mM Tris-
HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, pH 9,0), 5 ul dNTPs (2 mM cada), 2 ul de cada iniciador
(200 ng/ul), 0,5 ul de Taq DNA polimerase (Invitrogen) (2,5 U/ul) e 26,5 pl de agua Milli
Q"
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Foram adicionados 2,0p1 de DNA (10 ng/ul) por reagdo e a amplificagdo do DNA foi
realizada com iniciadores que flanqueiam a regido conservada dos minicirculos de kDNA de
todas as espécies de Leishmania e correspondem a origem de replicacdo de ambas as fitas de
DNA (Degrave et al., 1994): 5' GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3'; 5'CCG CCC CTA
TTT TAC ACC AAC CCC 3'; 55GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC 3' que
amplificam o fragmento de DNA e 120 pares de bases (pb) da regido conservada do

minicirculo do KDNA de Leishmania.

Os ciclos de amplificag@o consistiram em um passo de desnaturagdo inicial a 94°C por
cinco minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a
50°C por 30 segundos; extensdo a 72°C por 30 segundos e uma extensdo final a 72°C por dez

minutos (De Bruijn e Barker, 1992; Michalsky et a/., 2002).

Em cada conjunto de reacdo de PCR, foram incluidos um controle negativo sem DNA
e um controle positivo com kDNA purificado da cepa de referéncia de L. (L.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903).

Para a detec¢do do DNA da Leishmania foi utilizado o método de eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) descrita por Laemmli (1970) e modificada por Jackman
(1985) apud Pinheiro et al. (1999) por apresentar maior sensibilidade.

O gel separador foi preparado numa concentracdo de 6% (Bis-acrilamida 30%, TBE
5x, agua Milli Q, 10ml; persulfato de aménio 10% 125ul, TEMED 12,5ul). As amostras
foram diluidas em tampdo da amostra (TA) 2x (400pl DDW; 200ul TA 6x), TA 6x (azul de
bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25%, glicerol PA 30%).

Aliquotas de Sul do marcador PhiX 174RF e da mistura Syl TA 2x e 5yl da amostra,

foram aplicadas no gel de poliacrilamida (6%).

A eletroforese foi realizada em tampdo TBE (0,089M TRIS-HCL, 0,089M é&cido
borico, 0,02M EDTA) utilizando o sistema PS 500-1. A migracdo foi feita com uma voltagem
inicial de 50V (15mA/gel) por cinco minutos até a separagdo dos corantes, passando

posteriormente a 100V.
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Apos a eletroforese em temperatura ambiente, o gel foi fixado (etanol PA 15ml; acido
acético 750ul; agua Milli Q¥ 150ml) por 10 minutos, sob agitagiio suave, e corado com
solugdo de nitrato de prata (0,2%) para melhor visualizagdo das bandas (Blum ez al., 1987) e,
posteriormente revelado com solugéio reveladora (NaOH 0,75M 30g; agua Milli Q® 1000ml,
formaldeido 0,1M 1:100) (Pinheiro ef al. 1999 modificado).

4.11 Polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricio (RFLP) do produto
obtido pela reacio em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em gel de

poliacrilamida 10%

As trés amostras positivas no PCR genérico foram submetidas a reacdo de PCR-RFLP.
Os marcadores RFLP sdo os sitios de restricdo e as endonucleases sdo enzimas que
reconhecem e cortam seqiiéncias especificas de DNA. Os fragmentos de DNA foram entdo,
separados segundo seu comprimento por eletroforese em gel de poliacrilamida. A regido
conservada do minicirculo do kDNA foi utilizada para diferenciar L. (L.) amazonensis de L.
(V.) braziliensis e de L. (L.) infantum chagasi (Volpini et al., 2004).

A endonuclease Apall apenas digere o produto de PCR de L. (V.) braziliensis em dois
fragmentos, um de 88 pb e outro de 32 pb, mantendo os fragmentos de 120 pb em L. (L.)
amazonensis ¢ L. (L.) infantum chagasi (Andrade et al., 2006). A Haelll digere o fragmento
produto de PCR de 120 pb de L. (V.) braziliensis em dois fragmentos, um de 80 pb e outro de
40 pb; mas ndo digere o produto amplificado de L. (L.) amazonensis (Volpini et al., 2004). A
digestdo do produto amplificado de L. (L.) infantum chagasi produz bandas com 120, 80, 60 e

40 pbs usando-se a mesma enzima (Andrade et al., 2000).

As amostras referéncia de Leishmania utilizadas foram L. (L.) amazonensis
(IPLA/BR/67/PHS8), L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2930) e L. (L.) infantum chagasi
(MHOM/BR/74/PP/75).

Trés microlitros do produto amplificado por PCR foram utilizados com a adi¢do de
1,0l de tampdo e 5,9l de agua Milli Q" e as endonucleases 0,1l de Haelll (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) ou ApalLl (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) para digestdo
por 3:30 horas a 37°C. Ao produto digerido adicionou-se 10ul de tampdo da amostra (TA) 2x
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(400pl DDW; 200l TA 6x), TA 6x (azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25%, glicerol
PA 30%).

Os fragmentos de restricdo foram separados em gel de poliacrilamida, descrita

anteriormente, na concentragao de 10%.

Foram aplicados no gel 4,0ul do Padrdo de Peso Molecular (PM) e 8,0pl da amostra

em cada canaleta. Os géis foram corados com nitrato de prata 0,2%.

4.12 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de gene constitutivo especifico de

flebotomineo (cacofonia) e eletroforese em gel de poliacrilamida 10%

Para a confirmagdo de extragdo de DNA de flebotomineos, foi utilizado um par de
iniciadores para amplificar o gene constitutivo especifico (cacofonia) da regido IV56 de
flebotomineos neotropicais do género Lutzomyia: SLIcac 5' GTG GCC GAA CAT AAT GTT
AG 3' e 3LIcac 5' CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 3' (Lins et al., 2002), gerando um
produto de 220 pb, demonstrando que o gene da cacofonia pode ser utilizado como um

importante controle interno da reagdo de PCR, evitando resultados falso negativos.

As reacdes foram realizadas em um volume final de 27pl contendo Tampao 1X de Taq
Polimerase (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 4,5mM MgCl,, 200uM de cada
dNTP (invitrogen), 0,2ul de cada iniciador, 1,25U Taq Gold DNA Polimerase (Applied
Biosystem), 2l de amostra de DNA e 21l de agua Milli Q.

A mistura foi incubada no termociclador automatico (Perkin-Elmer-Gene Amp PCR
System 2400) em procedimento “Hot-start” a 94°C por 12 minutos para a ativagdo da enzima,
seguida por 35 ciclos, cada um consistindo de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 30

segundos a 72°C apos o ultimo ciclo, a extensdo foi continuada por mais 10 minutos a 72°C.

Foram utilizados Spl do marcador PhiX147RF para aplicagdo em gel de poliacrilamida

10% e 10 pl da mistura de TA 2x e 5yl da amostra (1:1).
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Para a detecgdo do DNA de flebotomineo foi realizada a eletroforese em gel de
poliacrilamida, descrita anteriormente, na concentragdo de 10%. Os géis foram corados com

nitrato de prata 0,2%.

4.13 Controle de contaminaciio por DNA exégeno

A contaminag¢do por DNA exdgeno foi evitada pelo cuidadoso manuseio de pipetas e
reagentes. Um controle negativo sem DNA foi incluido em todos os testes. As amostras

positivas foram confirmadas pela repeti¢do da reagdo.

4.14 Calculo da taxa minima de infec¢do

Devido as amostras serem constituidas por “pools” de insetos (1 “pool” = 10 fémeas),
para o calculo da taxa minima de infec¢do de L. longipalpis, adotou-se se formula: “Taxa de
infec¢do (TI) = ntmero de grupos (“pools”) positivos x 100 / numero total de insetos”,

considerando-se no minimo uma fémea infectada por amostra.

4.15 Analise estatistica dos dados

A andlise de regressdo multipla ¢ uma metodologia estatistica que utiliza a relagdo
entre duas ou mais variaveis quantitativas ou qualitativas, de tal forma que uma variavel pode
ser predita a partir de outra. A regressdo linear simples apresenta duas variaveis e a relagdo
entre elas pode ser representada por uma linha reta. A andlise de regressdo apresenta os dados
através de um modelo linear aditivo, onde o modelo inclui um componente sistematico
(X=variavel ambiental) e um aleatorio (Y=densidade de flebotomineos). O indicador utilizado
foi o coeficiente de determinagdo (R?) entre o par ordenado (X,Y), onde o mesmo demonstra a
correlagdo explicada que minimiza os desvios entre os dados reais e estimados, ou seja, define
a qualidade do ajustamento da linha correspondente e determina a qualidade dos dados e das
varidveis testadas no modelo de regressdo. Portanto, R® deve estar entre 0 e 1,
matematicamente 0 < R? < 1. Quanto mais proximo de 1, significa que existe relagdo

explicada entre X e Y.
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Para a investigacdo da associag@o entre a populacdo de flebotomineos e o nimero de
casos de LV canina foi utilizado o teste de correlagdo linear de Pearson. As analises
estatisticas foram realizadas com a com utilizagdo do software Sigma Stat (Jandel, 1995),

considerando-se o nivel de significancia P<0,05.

4.16 Consideracoes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Estadual de

Saude de Mato Grosso, conforme protocolo n°176/2006-CEP/SES/MT (Anexo 1).
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5. RESULTADOS

5.1 Fauna de flebotomineos

Foram capturados flebotomineos dos géneros Lutzomyia Franga, 1924 com 22
espécies e uma espécie do género Brumptomyia Franca & Parrot, 1921, sdo elas: Lutzomyia
acantopharynx Martins, Falcdo & Silva, 1962; L. aragaoi (Costa Lima, 1932), L. carmelinoi
Ryan, Fraiha, Lainson & Shaw, 1986, L. cerradincola Galati, Nunes, Oshiro & Dorval, 1995;
L. corumbaensis Galati, Nunes, Oshiro & Rego, 1989, L. dendrophyla (Mangabeira, 1942); L.
evandroi (Costa Lima & Antunes, 1936); L. flaviscutellata (Mangabeira, 1942); L.
hermanlenti Martins, Silva & Falcdo, 1970; L. lenti (Mangabeira, 1938), L. longipalpis (Lutz
& Neiva, 1912); L. longipennis (Barreto, 1946);, L. lutziana (Costa Lima, 1932); L.
punctigeniculata (Floch & Abonnenc, 1944); L. sallesi (Galvdo & Coutinho, 1939); L.
saulensis (Floch & Abonnenc, 1944); L. scaffi (Damasceno & Arouck, 1956); L. sordellii
(Shannon & Del Ponte, 1927); L. teratodes Martins, Falcdo & Silva, 1964, L. termitophila
Martins, Falcdo & Silva, 1964, L. walkeri (Newstead, 1914); L. whitmani (Antunes &
Coutinho, 1939) e B. brumpti (Larrousse, 1920).

Do total de 12.833 flebotomineos, foram capturados 8.484 machos (66,11%) e 4.349
fémeas (33,89%), sendo que 1.840 dos individuos (14,34%) foram coletados no intradomicilio
e 10.993 (85,66%) no peridomicilio, conforme Tabela I, que apresenta também o percentual

de cada espécie.

A espécie L. longipalpis apresentou-se predominante com 65,23% dos individuos
capturados (Figura 7). A freqiiéncia relativa das espécies mais numerosas foi: L. longipalpis
(65,23%), L. evandroi (16,26%), L. lenti (7,69%), L. whitmani (4,92%), L. sallesi (2,34%), L.
termitophila  (1,32%) e outras espécies representaram 2.24%, conforme Figura 8§,

apresentando preferéncia pelo ambiente peridomiciliar (Figura 9).
Lutzomyia longipalpis foi frequente tanto em ambiente intradomiciliar quanto no

peridomiciliar (Figuras 10 e 11). Houve predominancia de machos em ambos os ambientes
(Figura 12).
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A distribuicdo das espécies por més e por sexo esta representada na Tabela II, com
ocorréncia de L. evandroi, L. longipalpis, L. sallesi e L. whitmani em todos os meses
trabalhados.

A Tabela III apresenta distribui¢do mensal em cada um dos bairros pesquisados, onde
podemos observar a ocorréncia de 3.037 flebotomineos no bairro Eldorado (23,66%), 6.303
no bairro Sdo Matheus (49,12%) e 3.493 no Parque Sabia (27,22%). A distribuicdo dos
flebotomineos apresentou maior abundéncia no ambiente peridomiciliar do bairro S&o

Matheus, conforme observado na Figura 13.

Conforme Tabela IV, as espécies que ocorreram nos trés bairros durante o periodo da
pesquisa foram L. cerradincola, L. evandroi, L. hermanlenti, L. lenti, L. longipalpis, L.
lutziana, L. sallesi, L. saulensis, L. sordellii, L. teratodes, L. termitophila, L. whitmani e B.

brumpti.

Tabela I . Flebotomineos capturados, por sexo e por ambiente, no municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.

Intradomicilio Peridomicilio

Espécie 3 Q 3 Q Total %

1 L. acantopharynx 4 4 2 3 13 0,10
2 L. aragaoi - 1 - - 1 0,01
3 L. carmelinoi 2 - 1 1 4 0,03
4 L. cerradincola 1 2 4 1 8 0,06
5 L. corumbaensis 1 - - - 1 0,01
6 L. dendrophyla - 1 - 2 3 0,02
7 L. evandroi 150 162 952 823 2087 16,26
8 L. flaviscutellata - 3 2 5 10 0,08
9 L. hermanlenti 1 - 1 3 5 0,04
10 L. lenti 39 36 621 291 987 7,69
11 L. longipalpis 853 264 5142 2112 8371 65,23
12 L. longipennis - - - 2 2 0,02
13 L. lutziana 1 - 1 2 4 0,03
14 L. punctigeniculata - 4 4 7 15 0,12
15 L. sallesi 46 77 78 99 300 2,34
16 L. saulensis - - 1 6 7 0,05
17 L. scaffi - - - 1 1 0,01
18 L. sordellii 21 21 13 34 89 0,69
19 L. teratodes 3 10 7 13 33 0,26
20 L. termitophila 18 30 32 89 169 1,32
21 L. walkeri - - 5 2 7 0,05
22 L. whitmani 47 22 385 178 632 4,92
23 Lutzomyia spp. - 1 3 2 6 0,05
24 B. brumpti 6 6 24 23 59 0,46
25 Brumptomyia sp. - 3 13 3 19 0,15
Sub-Total 1193 (9,30%) 647 (5,04%) 7291 (56,81%) 3702 (28,85%) 12833 100

Total 1840 (14,34%) 10993 (85,66%) 12833 100

L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia
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Tabela II. Flebotomineos capturados com armadilha de CDC por espécie, sexo e més, no municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a

junho de 2006 (L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia).

Espécies de Flebotomineos

§ 3 é 3 § 3 - =

S g S 5 N 2 3 8 3 g s 3

§ ¥ £ £ N E § s £ 5 o o g

S § 8 3 3 3 3 < 2 3 N N 3

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Ano  Més 3 ? 3 Q 3 ? 3 Q 3 Q 3 Q 3 ? 3 Q 3 Q 3 Q 3 ? 3 { 3 Q
2004 Jan - - - - - - - - -8 6 - - - - 63 46 324 182 - - - -
Fev - 1 - - - . - - - 228 167 - - - - 174 70 239 136 - - - -
Mar - - - - - - - - - 306 247 - 1 - - 184 70 439 143 - 1 - -
Abr - - - - - . - - .12 14 - - - -8 10 202 155 - 1 - -
Mai - - - - - . - - -7 6 - - - - 1 .28 14 - - - -
Jn - - - - - . - - -9 7. - - -2 - 6 19 - - - -
- - - - - - - - - 12 8 - 2 - -4 - 84 24 - - - -
Ago - 1 - 1 - - 1 - - - 138 1 - 1 -4 3 30 83 - - - -
Set - - - - - . - - - 100 16 - 1 - -2 1 12 32 - - - -
ou - - - - - . - - -5 12 - - - - 12 2 88 26 - - - -
Nov - - - - - . - - -2 17 - - - -9 9 160 46 - - - -
Dez - - - - - - - - S A - - -7 7 395 134 - - - -
2005 Jam - - - - - . - - - 28 31 - - - -7 12 138 41 - - - -
Fev - - - - 1 - . - - -9 10 - - - - - - 30 10 - - - -
Mar - - - - I - - 19 12 - 1 - -2 4 4 - - - -
Abr - - - - - . - - -1 - 2 - -3 4 176 105 - - - -
Mai - - - - - . - - -2 s . - 1 - - - 167 68 - - 1 2
Jn - - - - - . - - - 100 9 1 - - -3 3 165 14 - - - -
oo - - - - - . - - R R - - -2 3 60 11 - - - -
Ago - 1 - - - 1 - - - - s 7 - - - 12 - 100 35 - - - -
Set - - - - - . - - - s 2 - - - - -2 31 - - - -
ouw 3 1 - - - . - - - 45 4 - - - - 9 10 305 95 - - - -
Nov 3 3 - - - 1 - - - I A T - - - 2 18 181 53 - - - -
Dez - - - - - . - - -6 ! - - - 1 57 15 187 27 - - - -
2006 Jan - - - -2 - - - - -9 6 - - - -3 2 669 221 - - - -
Fev - - - - - -2 - - - -9 6l - - - - 79 32 642 260 - - - -
Mar - - - - - - - - -6 21 - - - - 1 2 490 279 - - - -
Abr - - - - - . - - I R R 1 - - -2 104 36 - - - -
Mai - - - - - . - - - - 1 - - - 1 - 4 2 - - 1 -
Jun - - - - - - - - - 1 -4 - - - - - - 80 31 - - - -
Total 6 7 0 1 3 15 3 10 0 3 1102 985 2 8 2 3 660 327 5995 2376 0 2 2 2
% 005 006 000 001 002 001 004 002 00l 000 000 002 859 7.68 002 006 002 002 514 255 4672 1851 000 002 002 002
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Espécies de Flebotomineos

3 o
3 3 . g
2 S 3 & 3 5 F < g g g s
g 3 E 8 E ] 3 H 3 8 £ 5
< & ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 3 & q
Ao Mes 4 9 & 9 & 9 & 9 & 9@ 3 9 @ 4 9 & 9 & 9 4 9 & 9 Toal %
2004 Jan 1 1 4 7 - - - - - 2 1 1 - 7 - - 4 2 - - - - 2 - 766 597
Fev 1 2 1 8 - - - - 2 3 - - 1 16 - - 55 17 - 1 - - - - 1122 874
Mar - - 6 9 - - - - 1 1 - - 6 5 - - 24 13 - - - - 2 - 1458 11,36
Abr 1 9 6 - - - - 2 1 - 4 - 2 - - 12 4 - - - - 6 6 455 3,55
Mai - - 1 2 - - - - - - - - 1 1 - - 8 2 - - - - - - 71 0,55
Jun - - 1 2 - - - - - - - - 2 3 - - 12 3 - - - - - - 116 0,91
Jul - - 1 3 - - - - 1 1 - - 4 5 - - 17 5 - - - - 1 - 174 1.36
Ago - - 6 2 - - - - 2 - 1 2 2 - - 21 15 - - - 1 - 478 3,73
Set - - 3 1 - - - - 1 2 - 3 - - 11 12 - - - - 1 - 217 1,70
Out - - - 3 - - - - - - 1 - - - - - - 1 - - - - - - 160 125
Nov - - 4 4 - - - - 1 2 2 1 2 1 - - 13 6 - - 4 - - - 293 2,28
Dez - 1 3 3 1 2 - - 4 8 - 3 1 4 - - 22 24 - - 2 - - - 670 522
2005 Jan - - 1 7 - - - - - 1 - 1 1 3 - - 16 3 - - 3 - - - 293 2.28
Fev - - 1 - - - - - 1 - - - - 2 - - 4 2 - - 2 - - - 72 0,56
Mar - 1 6 9 - - - - - 1 2 5 1 2 - - 1 1 2 - - 3 - - 70 0,55
Abr - - 5 7 - - - - - 2 - 2 1 4 - - 23 16 - - 9 4 - - 393 3,06
Mai - - 5 6 - 1 - - 1 - 1 - - 1 - - 15 5 - - 5 - - 286 223
Jun - - 5 - - - - - 2 1 - 1 2 - - 38 20 - - 2 4 - - 340 2,65
Jul - 1 4 1 - - - - - 3 - - - - - 2 4 - - 1 - - - 100 0,78
Ago - - 10 10 - - - - - - - - 1 4 - - 10 11 - 1 - - - - 199 1.55
Set - - 2 4 - - - - 1 - - - 1 1 - - 6 1 - - - 1 - - 70 0,55
Out - - 9 16 - - - 1 - 1 - 4 3 - - 22 5 - - - - - - 574 447
Nov 1 - 12 18 - 1 - - 11 9 3 3 12 26 - - 12 4 - - - 5 - - 565 4.40
Dez - 1 4 12 - 1 - - 2 10 - 1 4 10 5 2 16 1 - 1 4 4 - - 502 391
2006 Jan 1 - 1 8 - 1 - - 1 1 - - 2 - - 4 0 - - 1 - - - 939 7.32
Fev - 1 9 15 - - - - - 4 - - 2 9 - - 23 6 - - - 2 - - 1239 9.66
Mar - 2 8 11 - - - - - 1 - - - 2 - - 20 14 - - 1 - - 868 6,76
Abr - - - 1 - - - - - - - - - 1 - - 6 2 - - - - - - 161 1,26
Mai - - - 1 - - - - - - - - - - - - 6 - - - - - - - 46 036
Jun - - 3 - - - - - 1 1 - - 1 1 - - 9 1 1 - 1 1 - - 136 1.06
Total 4 11 124 176 1 6 0 1 34 55 10 23 50 119 5 2 432 200 3 3 30 29 13 6 12833 100
% 0,03 0,09 100 137 001 005 0,00 001 027 043 008 018 039 093 004 002 337 156 0,02 002 023 023 0,10 005 100
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Tabela I1I. Distribuigdo dos flebotomineos coletados por bairro, sexo, ambiente e més, no municipio de Varzea
Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.

Bairros
Eldorado Sdo Matheus Parque Sabia
intra peri intra peri intra peri
Ano Més & ? ? 4 ? g ? g ? g ?  Total
2004 Jan 3 2 20 17 3 5 131 157 - - 300 128 766
Fev 2 2 484 291 2 1 106 73 - - 107 54 1122
Mar 5 1 551 355 9 3 103 41 17 4 283 86 1458
Abr 1 4 37 23 2 6 145 132 7 15 59 24 455
Mai 3 - 6 8 1 1 11 2 1 - 24 14 71
Jun - - - - - - 82 34 - - - - 116
Jul 2 3 16 14 8 4 16 8 55 16 28 4 174
Ago 12 8 52 24 43 9 125 41 75 25 55 9 478
Set 2 4 18 14 11 4 59 25 30 7 32 11 217
Out 25 11 25 17 5 - 21 7 8 4 32 5 160
Nov 27 11 31 18 10 2 49 17 7 4 83 34 293
Dez 32 12 190 80 3 3 31 24 9 6 187 93 670
2005 Jan 31 6 33 39 4 2 13 7 33 18 80 27 293
Fev 14 4 8 4 - 1 18 13 4 1 4 1 72
Mar 3 4 11 11 - - 10 8 2 6 3 12 70
Abr 4 9 13 16 3 7 200 120 3 6 5 7 393
Mai 1 2 4 7 6 2 179 77 2 1 1 4 286
Jun 4 1 18 12 17 5 180 88 3 1 4 7 340
Jul 1 1 2 4 5 3 33 13 2 1 29 6 100
Ago 1 3 9 12 17 12 39 21 13 3 49 20 199
Set 2 1 8 5 9 4 10 5 8 2 15 1 70
Out 4 6 17 24 65 38 266 91 9 8 36 10 574
Nov 15 14 8 12 112 94 186 78 7 6 21 12 565
Dez 8 4 14 27 103 33 180 71 9 13 30 10 502
2006 Jan 4 4 15 7 41 16 620 211 2 2 9 8 939
Fev 4 5 24 21 106 53 465 196 9 5 240 111 1239
Mar - 1 6 6 53 38 199 107 4 7 274 173 868
Abr 2 1 1 2 - 5 19 4 2 - 89 36 161
Mai 1 2 - 1 2 - 17 19 - 1 1 2 46
Jun 2 2 1 1 16 5 63 25 1 1 13 6 136
Sub-Total 215 128 1622 1072 656 356 3576 1715 322 163 2093 915 12833
Sub-Total 343 (2,67%) 2694 (20,99%) 1012 (7,89%) 5291 (41,23%) 485 (3,78%) 3008 (23,44%) 12833

Total

3037 (23,66%)

6303 (49,12%)

3493 (27,22)

12833
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Tabela IV. Flebotomineos coletados por bairro, ambiente e sexo no municipio de Varzea Grande, Mato

Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.

Eldorado Sao Matheus Parque Sabia
intra peri intra peri intra peri
Espécie d ¢ 4 2 42 4 2 &9 & 2 Total
L. acantopharynx - - - - 4 2 - 1 -2 2 2 13
L. aragaoi - - - - -1 - - - - - 1
L. carmelinoi - - - -2 - - - - - 1 1 4
L. cerradincola - -2 - 2 2 1 1 - - - 8
L. corumbaensis - - - - - - - 1 - - - 1
L. dendrophyla - - - 2 -1 - R 3
L. evandroi 30 29 653 538 90 84 174 144 30 49 125 141 2087
L. flaviscutellata -2 2 4 - 1 - 1 - - - - 10
L. hermanlenti - -1 1 - - - 1 1 - -1 5
L. lenti 18 8 371 171 11 20 109 50 10 8 141 70 987
L. longipalpis 136 52 436 184 482139 3012 1325 235 73 1694 603 8371
L. longipennis - - - - - - - 2 - - - - 2
L. lutziana - - 1 1 1 - - - - - - 1 4
L. punctigeniculata -1 3 4 - 3 1 3 - - - - 15
L. sallesi 12 22 42 43 24 44 28 46 10 11 8 10 300
L. saulensis - -1 2 - - - 2 - - -2 7
L. scaffi - - - | - - - - - 1
L. sordellii 2 2 6 15 1417 2 10 5 2 5 9 89
L. teratodes - 2 4 5 2 5 2 4 1 3 1 4 33
L. termitophila 2 4 19 39 1423 10 34 2 3 3 16 169
L. walkeri - - - 1 - - 5 1 - - - - 7
L. whitmani 12 4 61 46 10 8 216 83 25 10 108 49 632
Lutzomyia spp. - -2 - -1 1 - - - -2 6
B. brumpti 31 10 13 2 4 10 7 1 1 4 3 59
Brumptomyia spp. -1 8 2 - 1 4 - -1 1 1 19
Sub-Total 215 128 1622 1072 656 356 3576 1715 322 163 2093 915 12833
Sub-Total 343 2694 1012 5291 485 3008 12833
Total 3037 6303 3493 12833

L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia
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NUmero de espécimens capturados

Figura 7. Distribui¢do mensal de flebotomineos capturados no municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.
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Figura 8. Flebotomineos capturados no municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de
janeiro de 2004 a junho de 2006.
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Flebotomineos por ambiente
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Figura 9. Flebotomineos capturados nos ambientes intradomiciliar e peridomiciliar, no municipio de
Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.
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Figura 10. Flebotomineos capturados no ambiente intradomiciliar, municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.
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Flebotomineos no peridomicilio
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Figura 11. Flebotomineos capturados no ambiente peridomiciliar, municipio de Varzea Grande, Mato

Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.
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Figura 12. Distribuigdo percentual de flebotomineos capturados de acordo com o sexo, no municipio de
Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006. A. Exemplares de
flebotomineos (diversas espécies); B. Exemplares de L. longipalpis
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Flebotomineos por Bairro
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Figura 13. Flebotomineos capturados nos bairros Eldorado, Sdo Matheus e Parque Sabia, no municipio de
Viérzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.
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5.2 Dados bioclimaticos

Na Tabela V e na Figura 14 estdo os dados de temperatura (°C), umidade relativa
do ar (%) e precipitagdo (mm?®) média mensal do municipio de Varzea Grande, do

periodo da pesquisa.

Tabela V. Condigdes climaticas no municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no
periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.

Temperatura ~ Umidade Relativa  Precipitagdo

Ano Meés (°C) do Ar (%) (mm?)
2004 Jan 27,20 83,00 174,90
Fev 27,40 84,00 223,10
Mar 27,70 79,00 71,20
Abr 27,00 81,00 93,00
Mai 23,20 84,00 19,80
Jun 23,90 71,00 -
Jul 23,40 72,00 62,70
Ago 25,20 60,00 -
Set 27,20 52,00 11,90
Out 28,20 67,00 103,80
Nov 27,10 75,00 216,80
Dez 27,90 72,00 176,90
2005 Jan 27,90 83,00 131,10
Fev 26,50 96,00 220,90
Mar 27,50 78,00 200,80
Abr 23,20 64,00 56,20
Mai 22,90 66,00 8,10
Jun 18,10 64,00 14,30
Jul 23,70 61,00 -
Ago 26,40 53,00 1,00
Set 25,80 63,00 43,30
Out 28,30 69,00 121,40
Nov 27,90 72,00 90,50
Dez 27,70 76,00 104,10
2006 Jan 27,20 79,00 152,90
Fev 27,00 82,00 355,50
Mar 27,00 84,00 273,10
Abr 25,90 82,00 154,70
Mai 22,90 73,00 12,50
Jun 21,00 67,00 7,20

Fonte: 9° Distrito de Meteorologia/ MT/INMET
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Figura 14. Variaveis bioclimaticas no municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de
janeiro de 2004 a junho de 2006 (Fonte: 9° Distrito de Meteorologia/MT/INMET).

5.3 Fauna de flebotomineos e os dados bioclimaticos

No presente estudo ndo foram observadas correlagdes significativas entre as
variaveis independentes (temperatura, umidade relativa do ar e precipitagdo) e a variavel
dependente (flebotomineos), encontrando-se valores de R? iguais a 0,1672, 0,1044 e

0,2653 respectivamente, com P<0,05.

Observou-se um discreto aumento da densidade de flebotomineos, em especial
de L. longipalpis no periodo subseqiiente as primeiras chuvas e com registro dos
maiores valores de umidade relativa do ar (entre os meses de outubro e margo)
conforme Figura 15, porém a associagdo ndo foi estatisticamente significativa (Figura

16).
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Figura 16. Diagrama de dispersdo entre o numero de flebotomineos capturados e as variaveis ambientais
temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e precipitagdo (mm?®) no municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.
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5.4 Preferéncia alimentar de Lutzomyia longipalpis

Do total de 2.376 fémeas de L. longipalpis capturadas no periodo da pesquisa,
104 foram encontradas ingurgitadas, representando 4,38%. Das 104 fémeas de L.
longipalpis ingurgitadas, 32 (30,77%) foram capturadas no intradomicilio e 72

(69,23%) no peridomicilio.

Na Tabela VI demonstra-se a reacdo do conteudo intestinal ao teste de
precipitina, onde podemos observar a alimentagdo exclusiva em determinado hospedeiro

ou mista em diferentes hospedeiros.

A Tabela VII mostra que L. longipalpis alimentou-se preferencialmente em aves
(30,77%) e roedores (21,15%), mas também foi encontrada alimentada de sangue de

humanos, gambas, bois, cavalos e caes (Figura 17).

Tabela VI. Fémeas de L. longipalpis segundo teste de precipitina com utilizagdo de
diferentes anti-soros, municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil.

Anti-soro Intra Peri Numero absoluto
Ave 6 19 25
Boi 2 7 9
Cido - 2 2
Cavalo 4 4 8
Gamba 6 6 12
Humano 5 7 12
Roedor 4 12 16
Ave e Cao - 2 2
Ave e Humano - 1 1
Ave e Roedor 1 3 4
Boi e Roedor 1 1 2
Cao e Humano - 1 1
Nao Reagente 3 7 10
Total 32 72 104

77



Tabela VII. Preferéncia alimentar de fémeas de L. longipalpis no municipio de Varzea
Grande, Mato Grosso, Brasil.

Anti-soro Nimero Absoluto Porcentagem Relativa (%)
Ave 32 30,77
Roedor 22 21,15
Humano 14 13,46
Gamba 12 11,54
Boi 11 10,58
Nao Reagente 10 9,62
Cavalo 8 7,69
Cao 5 4,81

Preferéncia alimentar de Lutzomyia longipalpis

Cavalo 4(;3(0)/
7.69% oo

Ave
30,77%

Nao Reagente
9,62%

Boi
10,58%

Gamba
11,54% Roedor
Humano 21,15%

13,46%

Figura 17. Preferéncia alimentar de Lutzomyia longipalpis no municipio de Varzea Grande, Mato Grosso,
Brasil, no periodo de janeiro de 1998 a junho de 2006.

5.5 Casos humanos de LV

O numero de casos humanos de LV notificados no municipio de Varzea Grande
esta representado na Figura 18, que demonstra uma queda acentuada a partir do ano de
1999, fato este observado no Estado como um todo, tendo em vista que os dados de
Varzea Grande representaram cerca de 1/3 dos casos totais registrados em Mato Grosso.
A distribui¢do mensal dos casos foi irregular, ndo sendo caracterizado o padrio sazonal

de transmissao.
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A relag@o do niimero de casos humanos com a densidade de L. longipalpis nos
bairros pesquisados pode ser observada na Figura 19, onde podemos verificar que
periodo em que ndo foram observados casos humanos da doenga corresponde ao de

menores densidades vetoriais.

Casos humanos de Leishmaniose Visceral

30 5000
SN | 4000
[ w
20 + p6
2 3000 @
S 51 H
S | 2000 S
z 107 £
51 . 1 1000
0 1 1 SNSRI

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

---m-- - Varzea Grande — —0— — Mato Grosso —a— Brasil

Figura 18. Historico dos casos humanos de LV no municipio de Varzea Grande, Mato Grosso e no Brasil,
no periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2006 (Fonte: Ministério da Saude/SVS — Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo).
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Figura 19. Relagdo de niimero de Flebotomineos e ocorréncia de casos humanos de LV nos bairros
pesquisados do municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho
de 2006.
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5.6 Inquérito Canino

Durante o periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006, amostras de sangue de

1886 caes domiciliados na area pesquisada foram coletadas e analisadas para a presenga

de Leishmania. A taxa de frequéncia de LV canina variou entre 6,79 a 63,34%,

dependendo do bairro ou do ano pesquisado (Tabela VIII), ficando em torno de 11,40%

a taxa média de soropositividade da area. As taxas acumuladas do periodo nos bairros

Eldorado, Sdo Matheus e Parque Sabia foram de 13,24%, 10,76% e 4,70%,

respectivamente.

Tabela VIII. Prevaléncia canina de inquérito realizado nos bairros Eldorado, Sdo Matheus e Parque Sabia, municipio
de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006

2004 2005 2006*
Bairro Ne. Ne. Prevaléncia Ne. Ne. Prevaléncia ~ N°. Ne. Prevaléncia
Exames Positivos (%) Exames Positivos (%) Exames Positivos (%)
Eldorado 486 33 6,79 14 4 28,57 3 1 33,33
Sdo Matheus 968 84 8,68 11 7 63,34 - - -
Parque Sabia 398 84 21,11 6 2 33,33 - - -
Total 1852 201 10,85 31 13 41,94 3 1 3333

* Dados até o més de junho

5.7 Relagiio entre vetor, prevaléncia canina e casos humanos de LV

Na éarea pesquisada, ndo foi observada relagdo entre a distribui¢do de L.

longipalpis, a ocorréncia de casos humanos e a presenga de cdes sorologicamente

positivos (Tabela [X).

Tabela IX. Numero de Lutzomyia longipalpis coletados, casos humanos de LV e prevaléncia canina por bairro
pesquisado, municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.

2004 2005 2006*
L. longipalpis  LVH PreC L. longipalpis LVH PreC L. longipalpis LVH PreC
Bairro Ne. % Ne. Ne. % Ne. % Ne. % Ne. %
Eldorado 680 19,77 - 6,79 97 4,67 - 2857 31 1,09 - 3333
Sao Matheus 1209 35,15 1 8,68 1625 7824 - 63,64 2124 7442 - 0,00
Parque Sabia 1551 45,09 - 21,11 355 17,09 - 3333 699 2449 - 0,00
Total 3440 100 1 10,85 2077 100 - 4194 2854 100 - 3333

*Dados até o més de junho

LVH: Leishmaniose Visceral Humana

PreC: Prevaléncia canina
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5.8 DNA de Leishmania spp. em espécimes de L. longipalpis naturalmente

infectados

Amostras enumeradas de 1 a 42 formadas por “pool” de 10 fémeas, totalizando
420 individuos de L. longipalpis, anteriormente dissecadas para a confirmagdo da
espécie, foram utilizadas para a extragdo de DNA. A amplificacdo de produtos
caracteristicos de Leishmania spp. (120 pb) foi observada nas amostras 2, 4 ¢ 7,
conforme observado na Figura 20. As demais amostras ndo apresentaram produto

amplificado de Leishmania spp.

PM 1 23 4 5 6 78 9 10 11 12 CP CN

PCR:

PM: Marcador de peso molecular Phi X 174
1 a12: Amostras 1-12 (Positivas: 2, 4, 7)
CP: Controle Positivo

CN: Controle Negativo

<«— 120 pb

Figura 20. Produto de PCR apos amplificagdo de DNA de amostras de flebotomineos, utilizando-se
iniciadores géneros-especificos de Leishmania spp. Observar amostras positivas de nimeros 2, 4 e 7
(asteriscos). Gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata 0,2%. (Foto: NAM).

O fragmento de 120pb foi observado em trés dos 42 “pools” de amostras.
Considerando-se no minimo uma fémea positiva em cada uma das trés amostras, num
universo de 420 individuos, podemos inferir a taxa minima de infec¢do natural em torno
de 0,71%. A possibilidade de falsos negativos e/ou contaminagdo na reagdo de
amplificacdo foi investigada através da repeticdo do PCR de todas as amostras. O bairro
com maior freqiiéncia de positividade foi o Sdo Matheus apresentando “pool” de

flebotomineo positivo nos anos de 2005 e 2006, conforme apresentado pela Tabela X.
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Para a confirmacdo dos resultados, repetiram-se a amplificagdo e a eletroforese
das amostras 2, 4 e 7 (Figura 21), que positivaram no experimento anterior,

confirmando a presenca de bandas caracteristicas de Leishmania spp (120pb).

Tabela X. Freqiiéncia de “pools” de L. longipalpis infectados por L. (L.) infantum chagasi, por bairro, no
municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.

Amostras Testadas Amostras Positivas
Ano Bairro Ne. % Ne. %
2004 Eldorado 1 2,38 - -
Sao Matheus 1 2,38 - -
Parque Sabia 1 2,38 1 0,24
2005 Eldorado 1 2,38 - -
Sao Matheus 1 2,38 1 0,24
Parque Sabia - - - -
2006 Eldorado 1 2,38 - -
Sao Matheus 19 45,24 1 0,24
Parque Sabia 17 40,48 - -
Total 42 (420 fémeas) 100 3 0,71

PM 1 2 3 CPCN

PCR

PM: Marcador de peso molecular Phi X 174
1a3: Amostras 2,4 e 7

CP: Controle Positivo

CN: Controle Negativo

<«— 120pb

Figura 21. Produto de PCR apos amplificagdo de DNA de amostras positivas de flebotomineos (2, 4 e 7),
utilizando-se iniciadores géneros-especificos de Leishmania spp. Gel de poliacrilamida a 6% corado com
nitrato de prata 0,2%. (Foto: NAM).
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5.9 DNA de L. (L.) infantum chagasi em L. longipalpis naturalmente infectadas

Foi realizada a PCR-RFLP das amostras 2, 4 ¢ 7 ¢ do DNA de referéncia de L.
(V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi, digeridos com as

enzimas de restricdo Apal.l e Haelll.

Comparando-se os fragmentos de DNA gerados pela digestdo de produto
amplificado de amostras de flebotomineos com os fragmentos de DNA de referéncia,
observou-se que as trés amostras foram identificadas com padrdo de L. (L.) infantum

chagasi, conforme Figura 22.

ApaLl Haelll

PCR-RFLP

PM: Marcador 50 pb

Amostra 2

Amostra 4

Amostra 7

Leishmania infantum chagasi
Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
XXXXXXX

S0pb Amostra 2

< Amostra 4

copb 10: Amostra 7

11: Leishmania infantum chagasi
12: Leishmania amazonensis

13: Leishmania braziliensis

120 pb

R BRI

40 pb

Figura 22. Produto de amplificagdo por PCR de regido conservada de minicirculo kDNA de Leishmania
apos digestdo com endonuclease ApaLl e Haelll e marcador Padrdao de PM (Invitrogen). DNA de
referéneia: L. (L.) amazonensis (IPLA/BR/67/PH8), L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2930) ¢ L. (L.)
infantum chagasi (MHOM/BR/74/PP/75). Gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata 0,2%.
(Foto: NAM).

5.10 DNA de flebotomineos (cacofonia)
Todas as amostras analisadas revelaram fragmentos de 220pb correspondendo ao

gene amplificado de cacofonia apos a eletroforese em gel de poliacrilamida, conforme

observado na Figura 23.
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Figura 23. Produto de amplificagdo por PCR do gene constitutivo do género Lutzomyia (gene da
cacofonia). Iniciadores 5LIcac/3L1cac. Gel de poliacrilamida a 10% corado com nitrato de prata 0,2%.
PM: PHi X 174; 1 a 42: Amostras; CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo. (Foto: NAM).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho observou-se uma predominincia de L. longipalpis dentre os
flebotomineos capturados. Estes dados estdo em conformidade com dados de Missawa e
Lima (2005) e Ribeiro et al. (2000) para 0 mesmo municipio e também com dados de
outros locais, conforme Sousa et al. (2007a) em Juazeiro do Norte, Barbalha e Missdo
Velha/CE, Sousa et al. (2007b) em Iguatu/CE, Sousa et al. (2007c) em Taud/CE,
Santalucia et al. (2007) em Sdo Domingos/GO, Resende et al. (2006) e Souza et al.
(2004) em Belo Horizonte/MG, Martin e Rebélo (2006) em Santa Quitéria/MA, Barata
et al. (2005), Franga-Silva et al. (2005) e Barata et al. (2004) em Porteirinha/MG,
Monteiro et al. (2005) em Montes Claros/MG, Oliveira et al. (2003) e Oliveira et al.
(2006) em Campo Grande/MS, Andrade Filho et al. (2001) no estado do Tocantins,
Ximenes et al. (1999) no Rio Grande do Norte, Rebélo et a/. (1999) na ilha de Séo
Luis/MA e Biancardi (1996) em Chapada dos Guimardes/MT. A alta capacidade
vetorial associada a antropofilia a ao encontro desse inseto no intra e no peridomicilio,
fazem dessa espécie, o flebotomineo de maior importdncia médica na transmissdo de
LV (Soares e Turco, 2003). L. longipalpis ¢ o mais abundante na captura com
armadilhas luminosas, raramente ¢ capturado em armadilha de Shannon e néo ¢ atraido

por iscas humanas (Galati et al., 2006).

A presenca no ambiente peridomiciliar observada em nossos resultados
também foi verificada nos trabalhos de Dias er al. (2007a), Sampaio et al. (2007),
Martin e Rebélo (2006), Resende e al. (2006), Barata et al. (2005), Monteiro et al
(2005), Souza et al. (2005), Souza et al. (2004), Oliveira et al. (2003), Aguiar e
Medeiros (2003), Andrade-Filho ez al. (2001) e Rebélo et al. (1999) em varios estados
do Brasil, demonstrando ser o processo de domiciliagdo desta espécie influenciado por
modificacdes de habitat gerada pela ac@o antropica e pelo poder adaptativo dessa
espécie, embora Resende et al. (2006) tenham observado semelhante propor¢do de

flebotomineos, principalmente de L. longipalpis nos ambientes intra e peridomiciliar.

L. longipalpis frequente em ambiente intradomiciliar e peridomiciliar, ¢ uma

espécie que possui capacidade de estabelecer-se em diferentes habitats (Young e
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Duncan, 1994; Barata et al., 2005), podendo inferir que a transmissdo da LV possa estar
também ocorrendo dentro das residéncias, e que esta espécie possui tendéncia a
antropofilia (Rebelo ez al., 1999). A ocorréncia de insetos no intradomicilio pode ser
justificada pela proximidade das criagdes e abrigos de animais domésticos com as

residéncias e a capacidade endofilica da espécie.

A distribuicdo peridoméstica pode ser justificada devido as maiores
concentragdes serem observadas em abrigos de animais, onde os flebotomineos podem
formar “leks” ou agregados em abundéncia sobre hospedeiros estacionarios como caes e
galinaceos (Lainson e Rangel, 2003; Ximenes et a/., 1999), provavelmente devido aos
feromonios produzidos pelo inseto macho que atrai fémeas para o local de alimentagdo
e também outros machos para a copula, aumentando o sucesso reprodutivo da espécie.
Os primeiros machos parecem ser atraidos pelo odor (cairomonio) produzido pelos

hospedeiros vertebrados.

Este fato pode ser explicado pela atragdo diferenciada para diferentes sexos em
coletas realizadas com armadilhas luminosas, conforme observado por Aguiar et al.
(1985), ou a exposi¢do das armadilhas proximas aos criadouros, pois segundo
Feliciangeli (1987), os machos num comportamento natural, atraem as fémeas para
assegurar a fertilizagdo durante os deslocamentos, formando agregados com o propdsito

do acasalamento.

A predominéncia de machos no intra e no peridomicilio corroborou com dados
de Dias et al. (2007a), Sampaio et al. (2007), Rezende et al. (2007), Sousa et al.
(2007a), Sousa et al. (2007¢), Martin e Rebelo (2006), Oliveira et al. (2006), Resende et
al. (2006), Barata et al. (2005), Barata et al. (2004), Oliveira et al. (2003) e Ximenes et

al. (1999), demonstrando uma grande capacidade de adaptagdo.

Souza et al. (2007a) observaram uma maior densidade de fémeas de
flebotomineos na Serra do Carajas/PA e a maior densidade de machos em relagdo as
fémeas também ndo foi observada em condigdes de laboratdrio por Luitgards-Moura et

al. (2000) que verificaram que o numero de fémeas emergidas excederam o niimero de
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machos em todas as geragdes, e ainda que os machos emergiam de dois a trés dias antes
das fémeas, e quando estas emergiam os machos ja estariam prontos para a copula,
considerando-se o tempo necessario para a maturagdo sexual como a rotagdo da
genitalia e a producdo de feromdnios. Cazemajor et al. (1997) e Owusu-Daaku et al.
(1997) explicam que a predomindncia de fémeas em varias geragdes, pode ser devido as
flutuagdes dos genes que alteram a propor¢do sexual. Essas flutuagdes podem ser

oscilagdes naturais ou o comeco da fixagdo do gene.

A presenca de L. longipalpis em todos os meses do ano foi observada no
municipio de Varzea Grande, assim como trabalhos realizados em Dracena e
Promissao/SP (Sampaio et al., 2007), Porteirinha/MG (Franga-Silva et al., 2005; Barata
et al., 2004), Montes Claros/MG (Monteiro et al., 2005), Belo Horizonte/MG (Souza et
al., 2004) e Campo Grande (Oliveira et al., 2003). Reconhece-se que o estudo da
sazonalidade s6 apresenta dados confiaveis e consistentes quando se tem uma
investigacdo de, no minimo, dois anos consecutivos, para comparagdo dos resultados,

diminuindo-se a margem de erros proporcionados por anos atipicos (Dias et al., 2007a).

A urbanizacdo dos insetos e, conseqiientemente da doenca estdo relacionadas
ao crescimento desordenado das cidades, seguidas de migragcdo e éxodo rural e a
destruicdo do meio ambiente, associado ao aumento da crise social e transformagdes
ambientais como secas prolongadas e periddicas que propiciam condi¢des adequadas
para a ocorréncia de novos focos da LV em area urbana (Vieira e Coelho, 1998; Brasil,
2002).

A presenga de algumas espécies vetoras da leishmaniose tegumentar americana
(LTA), como L. whitmani em grandes densidades e L. flaviscutellata em baixo niimero,

chama a ateng@o para a importancia da vigilancia da doenga na area de pesquisa.

A correlagio significativa da densidade de insetos e as variiveis
bioclimaticas pesquisadas, também ndo foram observadas em estudos de Dias et al.
(2007a) em Varzelandia/MG, Martin e Rebélo (2006) em Santa Quitéria/MA, Souza et
al. (2004) em Belo Horizonte/MG e de Rebélo (2001) na Ilha de S@o Luis/MA. O efeito
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ndo significativo da temperatura na densidade de flebotomineos foi observado em
Porteirinha/MG por Barata et al. (2004), embora Monteiro et al. (2005) tenham
correlacionado as altas temperaturas com o pico de transmissdo da doengca em Montes

Claros.

Franga-Silva et al. (2005), ndo observaram correlagdo entre a densidade dos
vetores e as variaveis umidade relativa do ar e temperatura em Porteirinha/MG. Resende
et al. (2006) relataram aumento do numero de flebotomineos, principalmente de L.
longipalpis quando ocorreu a combinagdo de altas médias de temperatura e ocorréncia

de chuvas regulares em Belo Horizonte/MG.

A associagdo entre a densidade de flebotomineos com a ocorréncia das primeiras
chuvas e registro dos maiores valores de umidade relativa do ar foi observada por
Resende et al. (2006), Monteiro et al. (2005), Barata et al. (2004) e Oliveira et al.
(2003), justificada pelo periodo apresentar ambiente favoravel para a emergéncia de
formas aladas naqueles locais (Forattini, 1953), sem que periodos mais secos chegassem
a eliminar o vetor, pois estes resistiriam a higrometria minima (Costa, 2005),
comprovado por estudo de Martin e Rebélo (2006) que encontraram predominio

flebotomineos no periodo de estiagem em Santa Quitéria/MA.

Além das variaveis bioclimaticas analisadas, outros aspectos ambientais do
peridomicilio devem ser analisados como presenca de vegetagdo, raizes, troncos de
arvores e matéria orgénica no solo que representam possiveis abrigos e criadouros para

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

Segundo Barata et a/. (2005), a busca por fontes de alimentagdo ¢ uma resposta
comportamental que afeta a reprodugdo e a densidade populacional das espécies de
flebotomineos. Assim, dependendo do seu grau de adaptagdo as condigdes ambientais
modificadas pelo homem, algumas espécies podem ser mais facilmente encontradas em

ambientes peridomiciliares que outras.
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Em Varzea Grande, observou-se a preferéncia alimentar de L. longipalpis por
aves e/ou galinhas, essa atracdo foi também observada por Aguiar et al. (1987) no
estado do Rio de Janeiro e por Barata et al. (2005) em Porteirinha/MG. Marassa et al.
(2006) observaram que 72% de L. longipalpis capturados na Serra da Bodoquena/MS
foram reagentes para aves mediante técnica imunoenzimatica do ELISA de captura.
Casanova et al. (2007b) identificaram criadouros naturais de L. longipalpis em uma éarea
urbana endémica para LV no estado de Sdo Paulo e observaram que os galinheiros
representaram o ecotopo mais produtivo e com padrdo de distribuicdo espacial
agregado. Moreno et al. (2005) ndo observaram associacdo entre a infeccdo de L. (L.)

infantum chagasi e a presenga de galinhas ou galinheiros no estado de Minas Gerais.

O consideravel numero de fémeas de L. longipalpis alimentadas com sangue
humano seja exclusivamente ou combinado com sangue de outros animais como ave e
cdo (Missawa e Dias, 2007), evidencia o carater antropofilico da espécie. O carater
oportunista de poder sugar em uma ampla variedade de vertebrados foi relatado por
Barata et al. (2005) que observaram a preferéncia de fémeas de L. longipalpis por
galinhas e cavalos, mas também se alimentaram de sangue de roedores, cdes, bois e
homem. O carater eclético foi observado também por Passos-Dias ez al. (2003) no
municipio de Raposa/MA. Segundo Camargo-Neves et al. (2007a), no municipio de
Aragatuba/SP, L. longipalpis mostrou habito eclético, demonstrando alto grau de

cinofilia (preferéncia por sangue canino).

Ximenes et al. (1999) realizaram pesquisa de preferéncia alimentar com oferta
de diferentes animais para o repasto sanguineo e observaram que 95% de todos os
flebotomineos capturados em cavalos eram L. longipalpis, atraindo muito mais insetos

que os outros animais ofertados.

Zeledon et al. (1984) destacaram a atragdo de L. longipalpis por cées, o que ndo
foi observada nesta pesquisa e nos trabalhos de Morrison ef al. (1993). Apesar da baixa
porcentagem de fémeas que se alimentaram em cées (5/104), a presenca de gambas no
peridomicilio, atuando como um elo entre os ciclos doméstico e silvestre aumenta o

risco da infec¢do canina em 2,6 vezes (Cabrera et al., 2003).
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Em estudos realizados com L. intermedia, Afonso et al. (2005) observaram a
preferéncia por roedores e aves, tanto em flebotomineos capturados no intra quanto no
peridomicilio em Mesquita/RJ, embora Rangel et al. (1990) tenham observado
flebotomineos se alimentando principalmente de cdes no peridomicilio do mesmo
municipio. Nery ef al. (2004) indicaram a predominancia de sangue de roedores e cdes

em L. umbratilis e L. spathotrichia capturados em Manaus/AM.

A fonte alimentar dos vetores propicia informacgdo sobre a preferéncia por
hospedeiros em circunstancias naturais. A intensidade da antropofilia ¢ um dos fatores
essenciais na avaliagdo da capacidade vetorial, enquanto a atracdo por outros
hospedeiros pode dar respostas sobre a associagdo entre vetores potenciais e

reservatorios naturais (Afonso et al., 2005).

O numero de casos humanos de LV observados no municipio de Varzea
Grande no periodo de 1998 (quando foi registrado o primeiro caso) até o ano de 2006
oscilou conforme os dados observados para todo o Estado de Mato Grosso e com os
dados de numeros de casos no Brasil, disponiveis no Sistema de Informagdo de Agravos
de Notificacdo (SINAN), disponibilizado pela Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Satde (Brasil, 2007). O municipio foi 0 que mais notificou casos de LV
em Mato Grosso e foi o responsavel pelo inicio da epidemia no Estado (Mestre e

Fontes, 2007).

Tolezano et al. (2007) examinaram possiveis impactos de eventos climaticos
interanuais como o £/ Nifio sobre as variagdes anuais de LV no Brasil e concluiram que,
em geral, no segundo ano apds o inicio do evento do £/ Nifio, registraram-se aumentos
nas taxas de LV em todas ou quase todas as regides geograficas do Brasil, exceto no ano
de 1998, quando ocorreu declinio dos casos de LV, devido o advento La Nifia de grande
intensidade, apontando para a possibilidade de predi¢@o de risco e impacto de eventos
climaticos sobre a LV. Os eventos climaticos £/ Nifio foram registrados nos periodos de
1991-1993, 1994-1995, 1997-1998 ¢ 2001-2003.
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A prevaléncia de cdes soropositivos nas areas pesquisadas mostra que apesar
da urbanizagdo da LV, essa doenga ainda conserva algumas caracteristicas de ambientes
rurais como areas de criagdo de animais e agricultura de subsisténcia, como observado
por Moura et al. (1999) no municipio vizinho Cuiab&/MT e por Barbosa et al. (1999)
em Paraty/RJ.

A permanéncia de animais susceptiveis na area pode ter sido possibilitada pelo
diagnostico de cdes utilizando-se técnicas de baixa sensibilidade e especificidade, aliada
a outros fatores como inquéritos soroldgicos irregulares e falta de treinamento das
equipes executoras, como observado por Silva et al. (2005b) no estado do Rio de
Janeiro, que sugeriram a necessidade da execug@o dos inquéritos sorologicos caninos
serem realizados bimensalmente, visando o diagndstico rapido da doenga. As agdes de
vigilancia canina compreendem a investigagdo do foco, busca ativa de cdes
sintomaticos, monitoramento que envolve o inquérito sorologico amostral para areas

sem transmissdo e inquérito censitario para as areas com transmissdo (Brasil, 2005b).

A baixa eficiéncia dos testes diagnosticos utilizados no Programa de Controle da
Leishmaniose Visceral e o tempo para a liberagdo dos resultados interferem na
qualidade do controle da doenga. Bisugo et al. (2007) recomendam a necessidade de
diferentes metodologias para a realizagdo do diagnodstico da LV canina e sugerem o

teste rapido rK39 como método de triagem mais especifico.

Conforme Resende et al. (2006), a distribuicao de L. longipalpis coincide com
a ocorréncia de casos humanos, sendo esta associagdo utilizada para validar a
autoctonia dos casos. A sobreposi¢do de ocorréncia de casos humanos em relagdo as
maiores densidades de flebotomineos nos anos de 2004 a 2006 nao foi
significativamente observada no municipio de Varzea Grande, segundo Mestre e Fontes
(2007) isto deve ocorrer devido ao tempo de incubagdo da doenca, que ¢ variavel de
doente para doente, assim como o tempo que o enfermo leva para buscar a assisténcia
médica apos ter sido infectado. Camargo-Neves et al. (2007b) ndo observaram
correlagdo entre a ocorréncia de LV humana e a densidade do vetor no estado de Sdo

Paulo. Barata et al. (2004) e Souza et al. (2004) observaram a associa¢do entre a
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densidade de flebotomineos, a ocorréncia de casos humanos e a presenca de animais
domésticos em Porteirinha e Belo Horizonte/MG. Monteiro et al. (2005) e Franga-Silva
et al. (2005) relacionaram a presenga de grande densidade vetorial e a elevada taxa de

prevaléncia de LV canina em Montes Claros e Porteirinha/MG, respectivamente.

Moreno et al. (2005) e Oliveira e Araujo (2003) ndo observaram a correlagdo
entre a presenca de cies sorologicamente positivos com a presenca da infeccio
humana em General Carneiro e Sabard/MG e em Feira de Santana/BA,
respectivamente, embora estudos de Margonari et al. (2006) e de Oliveira et al. (2001)
em Belo Horizonte/MG, de Callado et al. (2001) em General Carneiro e Sabara/MG e
de Camargo-Neves et al. (2001) em Aracatuba/SP tenham relatado a existéncia de tal
associagdo. Margonari et al. (2006) observaram que a transmissdo da doenca em
humanos ocorre em areas de alta prevaléncia de caes infectados e grande niimero de
flebotomineos, e que areas com diferengas na vegetacdo e na distribuicdo de renda da
populagdo, pareceram ndo influenciar na ocorréncia e na emergéncia da LV em Belo

Horizonte/MG.

A detecgdo de um padrdo de distribuicdo da LV, a proposicdo de medidas
preventivas como controle quimico do vetor e eliminacdo de cdes soropositivos

necessita de analise sistematica que possibilite avaliar o impacto dessas medidas.

Os fatores de risco identificados por Moreno et al. (2005) para a infec¢do de L.
(L.) infantum chagasi e ocorréncia de casos humanos em areas urbanas, estdo associadas
as condigdes do ambiente no entorno das residéncias, principalmente relacionada a
presenca de matéria orgénica, a presenga de animais no peridomicilio e ao contato de
susceptiveis com os flebotomineos vetores. Os cdes sdo infectantes para o vetor e
podem propagar a doenga mesmo estando assintomaticos. Em cdes sintomaticos, a
exposicdo cutdnea pelas feridas ou perda dos pelos facilita a infecgdo dos

flebotomineos, pois a Leishmania possui intenso tropismo pela pele.

A presenca do vetor da L. (L.) infantum chagasi na periferia das cidades que

registraram grandes numeros de casos de LV humana e elevadas taxas de infecgdo
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canina sugerem a transmissdo urbana da endemia em Mato Grosso. Em Varzea Grande,
cujo surgimento de nucleos residenciais nas periferias urbanas do municipio,
decorrentes da migragdo de populagdo de baixa renda, proporcionaram condigdes
favoraveis para a transmissdo da LV, como a destrui¢do de ecotopos silvestres, o
intenso convivio do homem com animais domésticos e as precarias condigdes de
moradia, de coleta de lixo e de saneamento basico, com transmissdo da doenga nos

ambientes peri e intradomiciliar (Mestre e Fontes, 2007).

A observagdo de uma taxa minima de infeccio natural de flebotomineos em
Varzea Grande, a partir de estudos moleculares foi de 0,71%. Em outros estudos, foi
determinada uma taxa de infecgdo natural de 2,6% em Mato Grosso do Sul (Nascimento
et al., 2007); 0,4% na Amazonia maranhense (Oliveira-Pereira et al., 2006); 2,0% no
estado do Rio de Janeiro (De Pita-Pereira et al., 2005), 6,10% em Barcarena/PA (da
Silva et al., 2005d), 1,50% na Bahia (Miranda et al., 2002), 5,40% na Grécia (Aransay
et al., 2000), 7,70% na Venezuela (Rodriguez et al, 1999), 0,30% no Rio Grande do Sul
(Silva e Grunewald, 1999) e 0,16% no Brasil Central (Galati et al., 1996). Souza et al.
(2004) obtiveram resultados negativos em 100% das amostras analisadas em Belo
Horizonte/MG. Com dissec¢do manual, a taxa de infecgdo foi de 1,14% em Teresina/P1
(Silva et al., 2005¢) e chegou a 43,70% no estado do Amazonas (Silva et al., 2005a).

Apesar da baixa taxa de infec¢do no vetor, a alta densidade de L. longipalpis no
peridomicilio ¢ importante para o aumento do risco de transmissdo da doenca,

considerando-se ainda, sua alta capacidade vetorial e sua alta antropofilia.

Os estudos moleculares sdo ainda incipientes em Mato Grosso, embora Andrade
et al. (2005a) tenham utilizado sondas de radionucleotideos de DNA para estudos da
leishmaniose tegumentar americana no Estado. E fundamental conhecer a distribuigdo
do vetor infectado para se compreender a eco epidemiologia da doenca e subsidiar
medidas de controle. A grande densidade de L. longipalpis indica a necessidade de
controle da populacdo de vetores, para se delinear as agdes de vigilancia da doenga no

estado de Mato Grosso;
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Como a taxa de infecgdo de Leishmania no vetor é considerada baixa na
natureza, mesmo em areas endémicas para LV, a alta densidade de L. /ongipalpis no
peridomicilio torna-se crucial para o aumento do risco de transmissdo da doenga (Deane
e Deane, 1955b; Sherlock e Miranda, 1992), considerando-se ainda, sua alta capacidade

vetorial (Killick-Kendrick, 1990) e sua alta antropofilia (Soares e Turco, 2003).

A utilizacdo de técnicas moleculares permite um aumento da sensibilidade e da
especificidade da identificagdo do parasito, embora seja importante avaliar a
padronizacdo dos métodos utilizados na conservagdo da amostra e na extracdo do DNA

(Paiva et al., 2007).

Sao multiplas as infec¢des que tém determinantes nas atividades humanas como
a invasdo de areas florestais, atividades rotineiras em horarios inadequados, habitacdes
precarias, criagdo de animais domésticos proximo as residéncias, que podem propiciar a
infec¢do dos homens e fortalecendo seu conceito de zoonose. Assim sendo, 0 homem
estabelece comunidades que propiciam a instalacdo de agentes infecciosos, além da
existéncia e agdo de mecanismos que propiciem essa associacdo. De acordo com Brasil
(2002), o comportamento epidemiologico da LV ¢ ciclico, com elevacdes de casos em
periodos médios a cada cinco anos. Os estudos da variacdo do sazonal de L. longipalpis
sdo necessarios para subsidiar um programa do controle integrado, com determinagdo
do periodo do ano mais favoravel para a aplicagdo de inseticidas que pode acarretar em
redugdo expressiva do numero de flebotomineos em torno de 40% (Dias et al., 2007b),
visando a utilizagdo racional dos recursos e a redugdo nos danos ambientais em

conseqiiéncia deste controle da zoonose.

A investigagdo epidemiologica ¢ necessaria para definir local provavel de
infecgdo, verificar se a area é endémica ou de novo foco, conhecer as caracteristicas
epidemioldgicas do caso, orientar medidas de prevengdo e controle, conforme situagdo
epidemioldgica e de acordo com a classificagdo da area pesquisada (Brasil, 2005b) e

levando-se em conta as diferengas microambientais de cada regido (Silva et al., 2005b).

94



As trés amostras submetidas ao PCR-RFLP foram identificadas com padrdo de
L. (L.) infantum chagasi. A PCR de material amplificado de minicirculos de KDNA ¢
extremamente sensivel, embora possam ocorrer falsos positivos, causados por
contaminacdo. Estudos demonstraram que cerca de 25% das reagdes apresentam
contaminagdo (Volpini et al., 2004). A contaminacdo pdode ser evitada e acompanhada
através da utilizacdo de rigidos controles negativos, e controle interno a partir da
utilizagdo de iniciadores para amplificar o gene constitutivo especifico (cacofonia) de

flebotomineos (De Pita-Pereira et al., 2005).

A existéncia de praticas agrarias, exploragdo do solo, interrup¢do da vigilancia
epidemioldgica, processo migratorio e de urbanizagdo, areas sem condi¢des de moradia
adequada, presenca de cdes infectados, elevada densidade vetorial, taxa de infec¢do dos
vetores ¢ a vulnerabilidade de susceptiveis, sdo fatores que contribuem para o aumento
do risco de transmissdo da LV ao ser humano, no municipio de Varzea Grande, estado

de Mato Grosso.
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7. CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos nesse trabalho torna possiveis as seguintes

conclusdes:

1) O municipio de Varzea Grande/MT apresenta uma fauna bastante diversificada,
evidenciando a presenca 22 espécies do género Lutzomyia e uma espécie do género

Brumptomyia;

2) Os flebotomineos ocorreram em todos os bairros pesquisados;

3) A ocorréncia da maior quantidade de machos no peridomicilio confirma a teoria

da formacdo dos “leks”;

4) A grande densidade de L. longipalpis e a ocorréncia em todos os meses do ano
sugerem a sua participacdo no ciclo de transmissdo da Leishmania (L.) infantum

chagasi;

5) A espécie L. longipalpis apresentou preferéncia pelo ambiente peridomiciliar;

6) A ocorréncia de L. longipalpis no ambiente intradomiciliar sugere o processo de

domiciliagdo da espécie;

7) Foi observada uma tendéncia ndo significatica entre a densidade dos vetores e as

variaveis bioclimaticas precipitagdo, umidade relativa do ar e temperatura;

8) As fémeas de L. longipalpis demonstraram-se ecléticas, mas alimentaram

preferencialmente em aves;
9) Na area pesquisada, ndo foi observada relagdo significativa entre a distribuigdo

de L. longipalpis, a ocorréncia de casos humanos e a presenca de cdes sorologicamente

positivos;
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10) A determinagdo da taxa minima de infeccdo natural de fémeas de L. longipalpis

na area estudada foi de 0,71%;

11)Os meses mais favoraveis para o primeiro ciclo de tratamento quimico no
municipio pesquisado sdo os meses de outubro, novembro e dezembro, quando as
condigdes bioclimaticas favorecem o aumento da densidade populacional de L.
longipalpis, devendo ser repetido apos trés ou quatro meses, totalizando dois ciclos

anuais de tratamento.

12) A capacidade endofilica de L. longipalpis e a possibilidade de transmissdo
intradomiciliar de LV sugerem que o controle quimico intradomiciliar pode ter um

importante impacto na redugdo da transmissdo da doenga;
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8. ANEXOS

Aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa da SES/MT

Artigo 1:

Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) in the municipality of Varzea Grande:
an area of transmission of visceral leishmaniasis in the state of Mato Grosso, Brazil.
Nanci Akemi Missawa e Edelberto Santos Dias.

Enviado para Meméorias do Instituto Oswaldo Cruz em 22/05/2007.

Artigo 2:

Preferéncia alimentar de Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) em area de
transmissdo de leishmaniose visceral no municipio de Varzea Grande, Estado de Mato
Grosso, Brasil.

Nanci Akemi Missawa, Elias Seixas Lorosa ¢ Edelberto Santos Dias.

Enviado para Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical em 14/04/2007.

Artigo 3:

Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) naturally infected with Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi (Cunha & Chagas, 1937) in a visceral leishmaniasis
transmission area in Varzea Grande, state of Mato Grosso, Brazil.

Nanci Akemi Missawa, Erika Monteiro Michalsky e Edelberto Santos Dias.

Enviado para Acta Tropica em 13/11/2007.
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8.1 Anexo 1

Aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa da SES/MT

GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Escola de Satide Publica de Mato Grosso
Coordenagéo de Pesquisa e Desenvolvimento em Salde
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/SES/MT

Protocolo n®176/2006-CEP/SES-MT
Data do recebimento: 10/03/2006
Revis&o das pendéncias: 09/05/06

Oficio n°130/06 - CEP/SES-MT

Cuiabd, 09 de maio de 2006.

Prezada Senhora,

O Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Estado de Saude de Mato
Grosso analisou o protocolo de pesquisa intitulado “Epidemiologia da transmissdo de
Leishmaniose Visceral no municipio de Varzea Grande, estado de Mato Grosso, no periodo

de 2003 2 2005”, apos corregBes das pendéncias, enquadrado na categoria “Aprovado”.
Atenciosamente,
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Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) in the municipality
of Varzea Grande: an area of transmission of visceral leishmaniasis
in the state of Mato Grosso, Brazil

Nanci Akemi Missawa, Edelberto Santos Dias*/*

Laboratério de Entomologia, Secretaria Estadual de Satide de Mato Grosso, Cuiaba, MT, Brasil *Laboratério de Leishmanioses,
Instituto de Pesquisas René Rachou-Fiocruz, Av. Augusto de Lima 1715, 30190-002 Belo Horizonte, MG, Brasil

Visceral leishinaniasis (VL) has been naturally transmiited in periurban areas due to the emergence and
reemergence of its vectors in such areas. Aimed to further knowledge on ecological aspects affecting the occur-
rence of phlebotomine sand flies in VL transmission areas in the municipality of Vdrzea Grande, state of Mato
Grosso (MT), Brazil, sand flv captures were carried out. Monthly collections of sand flies were undertaken with
CDC light-traps, which were left in both intradomiciliary and peridemiciliary areas of ten residences during
Sfour consecutive days between January 2004 and June 2006. Tventy-two species of genus Lutzomyia and one
of Brumptomyia were captured. The most abundant species was Lutzomyia longipalpis (65.23%), followed by L.
evandroi (16.26%), L. lenti (7.69%), L. whitmani (4.92%), L. sallesi (2.34%) and L. termitophila (1.32%). The
highest density of the main VL vector, L. longipalpis, was found in peridomiciliary areas, mostly males. No
significant correlation was found between environment (temperature, air relative humidity and rain fall) and
phlebotomine density; although a siight increase in sand flv density has been observed in the period following
rainfalls, particularly L. longipalpis. No correlation was observed between distribution and density of L.
longipalpis, prevalence of human VL cases and the presence of serologicaily positive dogs. The presence of
infected dogs, increased vector density, susceptibility rate and interruption of epidemiological surveillance

may raise the rvisk of VL transmission to man in Vdrzea Grande.
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Leishmaniases are regarded as one of the main world
zoonosis, and visceral leishmaniasis (VL), particularly, con-
stitutes an important anthroponosis or anthropozoonosis
when man acts as a reservoir. The disease is worldwide spread
and is found in Americas, Africa, Southern Europe, Asia
and Midwestern countries (Lainson & Shaw 1987). In
Americas, VL is prevalent from Mexico to Argentina, and
Brazil accounts for 90% of the cases in the continent (Soares
& Turco 2003). Changes in human behavior and the envi-
ronment may exert greater impact in the prevalence and
pattern of VL transmission.

In Brazil, VL was previously known as a rural disease
in several states, including Goias, Tocantins and Mato
Grosso do Sul (MS) (Marzochi & Marzochi 1994), and
the first report of the disease in the country was made in
1913 in Mato Grosso (MT) (Alencar & Dietze 1991).
Despite the fact that VL prevalence is underestimated.
Brazil has recorded increasing incidences of the disease
in the last 20 years (Dantas-Torres & Brand&o-Filho
2006). Approximately 3,000 clinical cases a year have
been recorded in the country with average mortality be-
tween 8% and 10% (Gontijo & Melo 2004).
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Urbanization conditions of the disease and environ-
mental changes influencing VL transmission can be of
natural or anthropogenic origin (Barata et al. 2005,
Monteiro et al. 2005), including human activities expan-
sion, habitat fragmentation and deforestation, which have
led to an increasing adaptation of the parasite, as well as
of phlebotomine sand flies (Marzochi & Marzochi
1994). Thus, this metaxenic disease has been naturally
transmitted in periurban areas due to the emergence and
reemergence of its vectors in such areas (Tauil 2006).
Recent data have confirmed urbanization of the disease
in large urban centers (Silva et al. 2001, Bevilacqua et
al. 2001, Souza et al. 2004, Monteiro et al. 2005, Barata
et al. 2005); add to this the fact that some investigators
(Bevilacqua et al. 2001) have suggested that socio-eco-
nomical factors may be one of the determinant factors
for VL transmission in Brazil

Dogs are regarded as important reservoirs in several
VL foci in both rural and periurban areas (Marzochi &
Marzochi 1994, Silva et al. 2001). Several reports have
correlated human VL with the presence of high canine
seroprevalence (Deane & Deane 1955, Lainson & Shaw
1987. Oliveira et al. 2001): in addition, the disease oc-
currence has been associated with the sheer abundance
of vectors (Vieira & Coelho 1998)

In Brazil, VL transmission is associated with a vari-
ety of sand fly species. and Lutzomyia longipalpis is
the main vector species (Lainson & Rangel 2003). L.
cruzi has been implicated in VL transmission in MS
(Santos et al. 1998), being found naturally infected in
the municipality of Jaciara., in MT (unpublished
observations). Other phlebotomine species, such as
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L. forattini and L. almerioi. may also be associated with
the disease in MS, both anthropophilic. although has not
been evidenced its vectorial ability (Galati et al. 1997.
Galati et al. 2006). whereas in the state of Para. L.
antunesi is considered an alternative VL vector (Lainson
& Rangel 2003). In Colombia. L. evansi has been reported
to be the most likely VL vector (Travi et al. 1990). The VL
etiological agent is a protozoan parasite of the family
Tripanosomatidae. species Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi (Lainson & Rangel 2005, Shaw 2006).

Most environmental factors affecting the epidemiol-
ogy of leishmaniases provide evidence on the adaptation of
parasites and their vectors to ecological changes due to
socio-environmental processes such as deforestation and
urbanization. Because these parasites and vectors adapt to
modified environmental conditions in order to swrvive. the
epidemiological profile of the disease has also undergone
modifications (Marzochi & Marzochi 1994).

Hence, the present study was aimed at furthering
knowledge on ecological aspects influencing density.
seasonal fluctuation, endophilia and exophilia of
phlebotomine sand flies in a VL transmission area in the
municipality of Varzea Grande, MT.

MATERIALS AND METHODS

The municipality of Varzea Grande (VG) (15°327 30"
S 56°17° 18" W) is known as the industrial town of MT.
Brazil. With a population of 214,842 inhabitants (IBGE
2000 apud Ferreira 2001), the town, together with the
state capital Cuiaba, comprises the so called Urban Con-
glomerate of Cuiabé or Metropolitan Region of Cuiaba.
VG is at 185m of altitude and has a territorial extension
of 949.53km2. It is in the central-south zone of the
Mesoregion of MT. microregion of Cuiaba, with a subhumid
tropical climate and annual rainfall of 1,750 mm. The rainy
period runs between September and April with greater in-
tensity from January to March. The yearly average tempera-
ture is 24°C, reaching up to 34.1°C. and absolute maximum
temperatures may be over 42°C. The minimum average
temperature in July. the coldest month, 1s 16.7°C. The
geomorphologic figure of the municipality is mostly
represented by Planalto da Casca and Depressdo
Cuiabana. Low amplitudes predominate in the region with
altitudes ranging from 146 to 250 m in the city area. The
predominant vegetation is the savannah, from its bushy
form to the densest forests along water streams (Piaia
2003). VG has reported both canine and human VL cases
since 1998. The transmission area ranges from the dis-
tricts of Eldorado and S&o Matheus to Parque Sabia (Fig.
1). The area under study. including dwellings, was cho-
sen based on previous entomological surveys (Hueb et
al. 2000, Ribeiro & Missawa 2002), studies on VL inci-
dence and prevalence rates in man, according to which
the municipality was regarded as an area of intense VL
transmission in 2003. In the study area. the residents
have low socio-economical conditions and dwellings
show no basic sanitation. regular garbage collection and
electric current. A survey in the area revealed that dogs
and chickens were present in 100% of house surround-
ings. followed by other domestic animals such as ducks.
turkeys. pigs, horses, cows, cats, and due to the pres-
ence of sites of garbage concentration named “lixdes”

Phlebotomine sand flies in Vdrzea Grande * Nanci Akemi Missawa, Edelberto Santos Dias
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Fig 1- peographic location and map of the municipality of Virzea Grande.
state of Mato Grossa. Brazil, and identification of the districts under
study (Eldorado. Sdio Matheus and Parque Sabid)

surrounding the districts that are close to rural areas. it
is very likely that rodents and skunks are present in
peridomiciliary areas.

Phlebotomine captures were carried out between
January 2004 and June 2006 at VG by means of CDC
light traps (Sudia & Chamberlain 1962). The light traps
were monthly left in the study sites during four consecu-
tive nights. totaling 12 h of insect collection. Sand fly
captures were performed in 10 residences. out of which
three were located in the district of Eldorado, four in
Sdo Matheus and three in Parque Sabia. Two CDC light
traps were placed in each house, one indoors (bedroom)
and the other outdoors (backyard and in animal shelters).
During the study period, insecticide substances were not
applied both in the study area and in the municipality.
The captured insects were killed with ethyl acetate, clari-
fied and identified according to the classification by
Young and Duncan (1994) at the Laboratory of Entomol-
ogy of the state Health Secretary of MT, with posterior
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confirmation through reference specimens deposited in
the Laboratory of Leishmaniases of René Rachou Insti-
tute (Belo Horizonte). Damaged insects could be iden-
tified at the level of genus as either Lurzomyia spp. or
Brumptomyvia sp

Bioclimatic data of temperature, air relative humid-
ity (ARH) and precipitation were obtained at the 9th Dis-
trict of Meteorology at VG. Coefficient of determina-
tion (R?) for simple linear regression analysis was used
to estimate variables between the environmental and
phlebo-tomine density.

RESULTS

The number of 22 species of phlebotomine sand flies
of the genus Lutzomyia Franca, 1924 and one species
of the genus Brumptomyia Franga and Parrot, 1921 were
captured and identified as in Table I. Out of 12.833 cap-
tured phlebotomine sand flies. 8,484 were males (66.11%)
and 4,349 females (33.89%). Table I depicts the percent-
age of each species found and the distribution of sand
flies captured indoors (1840: 14.34%) and outdoors
(10,993: 85.66%). L. longipalpis showed to be the pre-
dominant species. The relative frequency of species showed
to be: L. longipalpis (65.23%), L. evandroi (16.26%).
L. lenti (7.69%), L. whitmani (4.92%), L. sallesi (2.34%).

915

L. termitophila (1.32%) and others (2.24%). The insects
showed preference for the peridomiciliary environment,
whereas L. longipalpis was present both indoors and out-
doors, most males in both sites. Some of the species were
captured every month during the study period. namely:
L. evandroi, L. longipalpis, L. sallesi and L. whitmani.

The distribution of phlebotomine sand flies in each
district studied was: 3.037 phlebotomine sand flies in
Eldorado (23.66%), 6.303 in Sdo Matheus (49.12%) and
3.493 in Parque Sabia (27.22%). The insects were more
abundant in the peridomiciliary area in Sdo Matheus. The
following species were present in the three districts
throughout the entire period under study: L. cerradincola,
L. evandroi, L. hermanlienti, L. lenti, L. longipalpis, L.
lutziana, L. sallesi, L. saulensis, L. sordelfii, L. teratodes,
L. termitophila, L. whitmani and B. brumpti.

No significant correlation between dependent (tem-
perature, ARH and precipitation) and independent vari-
ables (phlebotomine sand flies) was observed (R* =
0.1672, 0.1044 and 0.2653, respectively: p = 0.05).
Nevertheless, a slight increase in the density of insects
was observed, especially L. longipalpis, following the
rainy season (with the highest ARH between October and
March). but not significantly correlated (Figs 2 and 3).
No significant correlation between distribution and den-

TABLEI

Phlebotomine sand flies belonging to genera Lutzomyia and Brumptomyia distributed by sex and the place where they were
collected in the municipality of Vérzea Grande, state of Mato Grosso, from January 2004 to June 2006

Indoors Outdoors

Species 3 9 @ ? Total %
L. acantopharynx Martins, Faledo and Silva 4 4 2 3 13 0.10
L. aragaoi (Costa Lima) - 1 - - 1 0.01
L. carmelinoi Ryan, Fraiha, Lainson and Shaw 2 - 1 1 4 0.03
L. cerradincola Galati, Nunes, Oshiro and Dorval 1 2 4 1 8 0.06
L. corumbaensis Galati, Nunes, Oshiro and Rego 1 - - - 1 0.01
L. dendrophyla (Mangabeira) - 1 - 2 3 0.02
L. evandroi (Costa Lima & Antunes) 150 162 952 823 2087 16.26
L. flaviscutellata (Mangabeira) - 3 2 5 10 0.08
L. hermanienti Martins, Silva and Falcdo 1 - 1 3 5 0.04
L. lenti (Mangabeira) 39 36 621 291 987 7.69
L. longipalpis (Lutz & Neiva) 853 264 5142 2112 8371 65.23
L. longipennis (Barrcto) - - - 2 2 0.02
L. lutziana (Costa Lima) 1 - 1 2 4 0.03
L. punctigeniculata (Floch & Abonnenc) - 4 4 7 15 0.12
L. sallesi (Galvio & Coutinho) 46 77 78 99 300 2.34
L. saulensis (Floch & Abonnenc) - - 1 6 7 0.05
L. seaffi (Damasceno & Arouck) - - - 1 1 0.01
L. sordellii (Shannon & Del Ponte) 21 21 13 34 89 0.69
L. teratodes Martins, Falefio and Silva 3 10 7 13 33 0.26
L. termitophila Martins, Falcao and Silva 18 30 32 89 169 1.32
L. walkeri (Newstead) - - 5 2 7 0.05
L. whitmani (Antunes & Coutinho) 47 22 385 178 632 4.92
Luizomyia spp. - 1 3 2 6 0.05
B. brumpii (Larrousse) 6 6 24 23 59 0.46
Brumpromyia sp. - 3 13 3 19 0.15
Sub-Total 1193 647 7291 3702

(9.30%) (5.04%) (56.81%) (28.85%) 12833 100
Total 1840 (14.34%) 10993 (85.66%) 12833 100
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sity of L. longipalpis. occurrence of human VL cases
and serologically positive dogs was observed (Table II).

DISCUSSION

The predominance of L. longipalpis found in the
present study showed to be in accordance with Missawa
and Lima (2005) in the same municipality and other lo-
calities as reported by Oliveira et al. (2003, 2006) for
Campo Grande, MS, Resende et al. (2006) and Souza et
al. (2004) for Belo Horizonte. state of Minas Gerais
(MG), Barata et al. (2004, 2005). and Franca-Silva et al
(2005) for Porteirinha, MG. Monteiro et al. (2005) for
Montes Claros, MG

The insects” preference for the peridomiciliar area has
also been observed in several Brazilian states (Barata et al.
2005, Monteiro et al. 2005, Souza et al. 2004, Resende et
al. 2006). which provides evidence of the insect domicili-
ation influenced by human socio-ecological modifica-
tions in the sand fly habitat and the adaptive power of the
insects’ species (Oliveira et al. 2003, Aguiar & Medeiros
2003, Souza et al. 2004), although Resende et al. (2006)
have observed roughly equal proportions of phlebotomine
sand flies. mainly L. /ongipalpis. in both intra- and
peridomiciliary areas.

1800
1400
1200

1000

Neindividuals

Fig. 2: seasonality of Lurzomyia longipalpis captured in Vérzea Grande,
state of Mato Grosso, Brazil, from January 2004 to June 2006

TABLEII

Number of Lutzomyvia longipalpis, human visceral
leishmaniasis (VL) cases, prevalence of canine VL per district
in Varzea Grande, state of Mato Grosso, from
January 2004 to June 2006

L. longipalpis  Human VL VL Canine
District N % infection  prevalence (%)
Eldorado 808 9.65 0 4.55
Sdo Matheus 4958 59.23 1 9.30
Parque Sabia 2605 31.12 0 21.29
Total 8371 100 1 11.40
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Fig. 3: specimens of phlebotomine sand flies captured correlated with aver-
age temperature (°C). air relative humidiry (%) and precipitation (mm®) in
VérzeaGrande. state of Mato Grosso, Brazil from January 2004 to June 2006.

The peridomestic distribution of insects observed here
may be due to the fact that high rates of sand flies were
found inside domestic animal shelters, where phlebotomine
sand flies may form abundant aggregates on stationary ani-
mals such as dogs and poultry (Lainson & Rangel 2003).
probably because of cairomones produced by male insects
in order to attract females to feed and copulate.

Considering the fact that L. fongipaipis is able to
adapt to different habitats (Young & Duncan 1994, Barata
et al. 2005), one may infer that VL transmission may be
taking place into the dwellings and that such species is
prone to anthropophily (Rebélo et al. 1999). The close-
ness between the houses and the domestic animal shel-
ters may account for the presence of insects indoors
together with their capacity of endophilia. The high fre-
quency of male insects found in both intra- and
peridomiciliary areas has corroborated data provided by
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Oliveira et al. (2003, 2006), Resende et al. (2006), Barata
et al. (2004, 2005), evidencing the high adaptation ca-
pacity of sand flies enabling the disease transmission.
The process of urbanization of insects and, consequently.
of the disease is correlated with disorganized urban
growth, followed by human migration from rural to ur-
ban regions and the environmental destruction. Add to
this social crises and environmental changes such as pro-
longed and periodical droughts enabling new VL foci in
urban areas (Vieira & Coelho 1998).

The non-significant correlation between insect den-
sity and the bioclimatic variables under study had also
not been observed by Souza et al. (2004) in Belo
Horizonte, and Rebélo (2001) in Sdo Luis, state of
Maranhao. The non-significant effect of temperature on
phlebotomine density was reported by Barata et al.
(2004), although Monteiro et al. (2005) have found corre-
lations between high temperatures and peaks of VL trans-
mission. Frang¢a-Silva et al. (2005) showed no correlation
between vector density and the climatic variables, tempera-
ture and ARH. On the other hand. Resende et al. (2006)
reported an increased number of phlebotomine sand flies.
mainly L. Jongipalpis. when the combination of high tem-
perature averages and regular rain periods occurred, as well
as Monteiro et al. (2005). Barata et al. (2004) and Oliveira
et al. (2003). who have associated phlebotomine density
with the first rainy periods and high ARH.

Entomological studies on vectorial occurrence and
density seek to provide information both qualitatively
and quantitatively on phlebotomine sand flies, VL po-
tential transmitters. They are aimed at further defining
prevalence areas and the best period to be surveyed in or-
der to be followed up and assessed in attempts to control
sand flies through either physical or chemical methods.

The prevalence of VL-seropositive dogs in the areas
under study show that despite VL urbanization, the dis-
ease still retains some rural features in areas of animals
breeding and subsistence agriculture as observed by
Moura et al. (1999) in the neighbor municipality of Cuiaba.
MT. The permanence of susceptible animals in the area might
have been enabled by canine misdiagnoses provided by low
sensitivity and specificity techniques used so far.

According to Resende et al. (2006). the pattern of
distribution of L. Jongipalpis coincides with the occur-
rence of human VL cases, and such correlation has been
used to validate autochthony of the cases. Correspon-
dence between human VL cases and high phlebotomine
density was not observed between 2004 and 2006 in VG,
although Barata et al. (2004) and Souza et al. (2004) have
measured correlations between phlebotomine density.
prevalence of VL human cases and presence of domestic
animals in Porteirinha and Belo Horizonte, MG. Monteiro
et al. (2005) and Franca-Silva et al. (2005) have correlated
the presence of high vector density and high VL canine
prevalence in Montes Claros and Porteirinha, MG.

The risk factors for L. (L.) infanfum chagasi infec-
tion and the occurrence of human VL cases in urban ar-
eas, identified by Moreno et al. (2005), are associated
with the environment surrounding residences. mainly
with the presence of organic matter, domestic animals
in peridomiciliary areas and the contact between sus-
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ceptible hosts and phlebotomine vectors. Dogs are re-
garded as infective for phlebotomine vectors even when
they are asymptomatic. In symptomatic dogs, the expo-
sure to cutaneous infections and hair loss enable con-
tamination of sand flies, since Leishmania has high tro-
pism for the skin. The existence of agricultural prac-
tices for soil cultivation, interruption of epidemiologi-
cal surveys, migratory processes and disorganized ur-
banization, areas with low living conditions, presence of
infected VL dogs. high vector density and infection. and
host susceptibility to VL transmission raise the risk of
human infection in VG.
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RESUMO

Estudos dos habitos alimentares e do conteudo intestinal dos flebotomineos permitem a
identificacdo dos hospedeiros, indicando os potenciais reservatorios das leishmanias. O
presente estudo objetivou determinar a preferéncia alimentar de Lutzomyia longipalpis e sua
relagdo com a transmissdo da leishmaniose visceral. As capturas mensais foram realizadas em
area de transmissdo de leishmaniose visceral, municipio de Varzea Grande, Estado de Mato
Grosso, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006, utilizando-se armadilhas de luz CDC.
Foram capturadas 2376 fémeas, das quais 104 (4,38%) estavam ingurgitadas, sendo 32
(30,77%) capturadas no intradomicilio e 72 (69,23%) no peridomicilio. Apods reacdo de
precipitina, observou-se que as fémeas de Lutzomyia longipalpis alimentaram-se
preferencialmente em aves (30,77%) e roedores (21,15%), mas também foram encontradas
alimentadas de sangue de humanos, gambas, bois, cavalos e cdes, demonstrando o carater
oportunista da espécie.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis. Leishmaniose Visceral. Preferéncia Alimentar.

Precipitina.

ABSTRACT

Studies of the feeding habits and the intestinal content of sand flies allows the identification of
hosts, indicating the potential reservoirs of the leishmanias. The present study intends to
determine the host preference of Lutzomyia longipalpis and its relation with the transmission
of the visceral leishmaniasis. The captures were performed monthly in the transmission area
of visceral leishmaniasis, municipality of Varzea Grande, State of Mato Grosso, from January
2004 to June 2006 using CDC light traps. Among the 2376 that were captured females, of
which 104 (4.38%) were bloods feeding. Between those, 32 individuals (30.77%) were

captured in the intradomicile and 72 (69.23%) in the peridomicile. After precipitin reaction if
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was observed that Lutzomyia longipalpis females had preferential feed in birds (30.77%) and
rodents (21.15%), but had been also found feeding from blood of human beings, opossums,
oxen, horses and dogs, demonstrating the opportunist character of the species.

Key-words: Lutzomyia longipalpis. Visceral Leishmaniasis. Host Preference. Precipitin Test.

INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) possui distribui¢do mundial, sendo encontrada nas Américas,
Aftica, sul da Europa, Asia e Oriente Médio'. Nas Américas, a LV ocorre desde o México
até a Argentina, sendo que o Brasil contribui com 90% dos casos do continente'® ** %’ Nesse
continente, as leishmanioses t€ém algumas caracteristicas epidemiologicas comuns, ocorrendo
em pessoas residentes em dareas rurais ou que tiveram contato com habitats silvestres. As
mudangas no comportamento humano, as alteragdes do ambiente, ou ambas, podem ter um
maior impacto na prevaléncia e no padrdo de transmissdo da LV'2.

No Brasil, a doenga atingia as populagdes rurais de todos os estados, inclusive Goias,
Tocantins ¢ Mato Grosso do Sul'’, sendo que o primeiro caso humano foi registrado em 1913
em Mato Grosso®. Apesar da conhecida subestimagio de casos, o Brasil registrou um aumento
na incidéncia da doenga nos tltimos 20 anos®. A LV constitui um problema crescente de
satde publica no pais e encontra-se em franca expansdo geografica estando distribuida em 19
estados e em 1551 municipios no periodo de 1994 a 2002. Tém sido registrados
aproximadamente 3.000 casos/ano no pais, com letalidade média de 8% a 10%".

As alteragdes ambientais ocasionadas pelo homem e como conseqiiéncia a dispersdo de
animais silvestres que serviam como fonte de alimentagdo aos insetos, causa a adaptagdo de
muitas espécies a diferentes ambientes'®. A proximidade do homem a zonas de floresta e a

criagdo de animais domésticos atrai grande numero de espécies de flebotomineos ao
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peridomicilio. Uma vez atraidos, eles se estabelecem nessas areas e representam um perigo
constante como vetores de Leishmania, podendo manter o ciclo de transmissdo entre animais
domésticos ¢ humanos’ ©%.

A infeccdo do vetor Lutzomyia longipalpis, ocorre pela ingestdo, durante o repasto sanguineo,
das formas amastigostas de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi presentes na derme do
hospedeiro infectado, as quais passardo a evoluir no trato digestivo anterior do inseto para
formas promastigotas®'. Ao exercer o repasto sanguineo sobre um hospedeiro ndio infectado, o
flebotomineo inocula as formas promastigotas infectantes presentes em seu trato digestivo
anterior”, diferenciando-se na forma amastigota que se dissemina pelos tecidos dos
vertebrados™’.

Esses insetos alimentam-se de uma grande variedade de hospedeiros vertebrados, entre eles o
homem'®. O estudo do comportamento alimentar e do conteudo intestinal dos flebotomineos
permite a identificacdo dos hospedeiros, indicando os potenciais reservatorios das
leishmanias.

O presente estudo teve como objetivo determinar a preferéncia alimentar de L. longipalpis e
sua relagdo com a transmissdo da LV no municipio de Varzea Grande, estado de Mato

Grosso.

MATERIAL E METODOS

O municipio de Varzea Grande (Figura 1) ¢ a cidade industrial do estado de Mato Grosso e
possui populagdo de 214.842 habitantes (IBGE, 2000). Com extensdo territorial de 949,53km?
e altitude de 185m, localiza-se entre as coordenadas 15°32°30” latitude sul e 56°17°18”
longitude oeste. Geograficamente localiza-se na mesorregido centro-sul do Estado,
microrregido Cuiaba e possui clima tropical quente e sub-imido e precipitagdes de 1750 mm,

com maior intensidade em janeiro, fevereiro e margo. A temperatura média anual ¢ de 24°C,
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sendo maior maxima 42°C, e menor minima 0°C. Entre as principais atividades econdmicas
destacam-se a industria de transformacdo e comércio forte. A agricultura ¢ de subsisténcia e a
pecudria é pelo sistema de cria, recria e corte’.

As coletas foram realizadas em area de transmissdo de LV, localizada no municipio de Varzea
Grande, MT, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006 com armadilhas de luz CDC%.
As armadilhas foram instaladas mensalmente, durante quatro noites consecutivas em 10
residéncias, sendo duas por residéncia, uma no peridomicilio (quintal e/ou abrigos de animais)
¢ a outra no intradomicilio (quarto/dormitorio).

Os insetos capturados foram sacrificados com acetato de etila e as fémeas ingurgitadas foram
congeladas a —7°C para paralisacdo do processo digestivo. Posteriormente elas foram
dissecadas para triagem e confirmagdo da espécie L. longipalpis. No teste de precipitina,
realizado no Departamento de Entomologia do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, o contetido
do tubo digestivo de cada fémea foi triturado em solugdo salina a 0,85% e o macerado foi
resfriado durante 12 horas a temperatura de 4 a 8°C. Depois de centrifugado por 5 minutos a
1500rpm, o sobrenadante foi confrontado com anti-soros de boi, cdo, cavalo, porco, roedor,

. , 5
ave ¢ homem, segundo metodologia especifica'.

RESULTADOS

Foram capturadas 2376 fémeas no periodo da pesquisa, das quais 104 foram encontradas
ingurgitadas, representando 4,38%. Das 104 fémeas de L. longipalpis ingurgitadas, 32
(30,77%) foram capturadas no intradomicilio e 72 (69,23%) no peridomicilio.

A Tabela 1 apresenta a reagdo do conteudo intestinal das f€émeas ao teste de precipitina, onde
podemos observar a alimentagdo exclusiva em determinado hospedeiro ou mista em diferentes

hospedeiros.
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As fémeas de L. longipalpis alimentaram-se preferencialmente em aves (30,77%) e roedores
(21,15%), mas também foram encontradas alimentadas de sangue de humanos, gambas, bois,

cavalos e cées (Figura 2).

DISCUSSAO

A busca por fontes de alimentagdo é uma resposta comportamental que afeta a reprodugdo e a
densidade populacional das espécies de flebotomineos. Assim, dependendo do seu grau de
adaptacdo as condi¢des ambientais modificadas pelo homem, algumas espécies podem ser
mais facilmente encontradas em ambientes peridomiciliares®.

Em Varzea Grande, observou-se a preferéncia alimentar de L. longipalpis por aves, sendo que
essa atragdo também foi observada no estado do Rio de Janeiro? e em Porteirinha/MG*. Na
Serra da Bodoquena/MS, 72% de L. longipalpis capturados foram reagentes para aves
mediante técnica imunoenzimatica do Elisa'®, embora a associagdo entre a infecgdo de L. (L.)
chagasi ¢ a presenca de galinhas ou galinheiros no estado de Minas Gerais ndo tenha sido
observada'.

O consideravel numero de L. longipalpis alimentado com sangue humano, seja
exclusivamente ou combinado com sangue de outros animais (ave e c0), evidencia o carater
antropofilico da espécie. O carater oportunista podendo sugar ampla variedade de vertebrados
foi também relatado em Porteirinha/MG* onde foi observada a preferéncia de fémeas de L.
longipalpis por aves e cavalos, mas também se alimentando de sangue de roedores, cdes, bois
¢ do homem, o carater eclético foi observado também no municipio de Raposa/MA?.

Em pesquisa de preferéncia alimentar com oferta de diferentes animais para o repasto
sanguineo, foi observado que 95% de todos os flebotomineos capturados em cavalos eram L.

longipalpis, atraindo muito mais insetos que os outros animais ofertados®®.
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A atragdo de L. longipalpis por cies foi destacada na Costa Rica®, o que ndo foi observada
nesta pesquisa ¢ em outros trabalhos?. Apesar da baixa porcentagem de fémeas que se
alimentou em cdes (5/104), a presenca de gambas no peridomicilio, atuando como um elo
entre os ciclos doméstico e silvestre, pode aumentar o risco da infec¢do canina em 2,6 vezes’.

A fonte alimentar dos vetores propiciam informagdo sobre a preferéncia por hospedeiros em
circunstancias naturais. A intensidade da antropofilia é um dos fatores essenciais na avaliacdo
da capacidade vetorial, enquanto a atrag@o por outros hospedeiros pode dar respostas sobre a
associagdio entre vetores potenciais e reservatérios naturais', permitindo o planejamento de

estratégias de prevengdo e controle da LV.
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Figura 1. Area de estudo: municipio de Varzea Grande, Estado de Mato Grosso, Brasil.

Figura 2. Preferéncia alimentar de fémeas de Lutzomyia longipalpis no municipio de Varzea

Grande, estado de Mato Grosso, no periodo de janeiro de 1998 a junho de 2006.

Tabela 1. Fémeas de L. longipalpis submetidas ao teste de precipitina com utilizagdo de
diferentes anti-soros, por ambiente, no municipio de Varzea Grande, estado de Mato Grosso,

no periodo de janeiro de 1998 a junho de 2006
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Preferéncia alimentar de Lutzomyia longipalpis
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Tabela 1

Anti-soro Intra Peri Numero absoluto

Ave 6 19 25
Boi 2 7 9
Cido 0 2 2
Cavalo 4 4 8
Gamba 6 6 12
Humano 5 7 12
Roedor 4 12 16
Ave e Cao 0 2 2
Ave e Humano 0 1 1
Ave e Roedor 1 3 4
Boi e Roedor 1 1 2
Cao e Humano 0 1 1
Nao Reagente 3 7 10

Total 32 72 104
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8.4 Anexo 4

Artigo: Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) naturally infected with Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi (Cunha & Chagas, 1937) in a visceral leishmaniasis
transmission area in Varzea Grande, state of Mato Grosso, Brazil.

Autores: Nanci Akemi Missawa, Erika Monteiro Michalsky e Edelberto Santos Dias.
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ABSTRACT

The technique of polymerase chain reaction (PCR) associated to restriction fragment length
polymorphism (RFLP) analysis was used for identifying the infection rate of Lutzomyia
longipalpis naturally infected with Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. Monthly
captures of sand flies were undertaken in a visceral leishmaniasis (VL) transmission area in
the municipality of Varzea Grande, state of Mato Grosso (MT), Brazil, using CDC light-traps,
which were left in both intradomiciliary and peridomiciliary areas between January 2004 and
June 2006. For PCR assays a pool of 10 phlebotomine individuals was used for DNA
extraction, which was confirmed by amplification of the constitutive specific gene
(cacophony), and PCR positive results were submitted to PCR-RFLP. Amplification of
Leishmania spp. specific DNA products were observed in 3 out of the 42 samples. Such
molecular approach has allowed us to infer a natural infection index of 0.71%, and L. (L.)
infantum chagasi showed to be infective to L. longipalpis.

Key-Words: Lutzomyia longipalpis. Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. PCR. RFLP.

Natural Infection. Mato Grosso.

1. INTRODUCTION

Visceral leishmaniasis (VL) etiological agents are protozoan parasites of the family
Tripanosomatidae, genus Leishmania; three species are responsible for the disease worldwide
namely: Leishmania (Leishmania) donovani in Asia, L. (L.) infantum in Asia, Europe and
Africa, and L. (L.) infantum chagasi in Americas (Lainson and Rangel, 2003; Shaw, 2006).

Although the main VL vector in Brazil is Lutzomyia longipalpis (Lainson and Rangel,
2003), other vector species have been reported in literature such as L. forattini, L. almerioi
(Galati et al., 1997) and L. cruzi (Santos et al., 1998) that have been implicated in the disease

transmission in the state of Mato Grosso do Sul; the latter species was found naturally
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infected in the municipality of Jaciara, in the state of Mato Grosso. In Para, L. antunesi is
regarded as an alternative vector species (Lainson and Rangel, 2003). In Colombia, L. evansi
was reported as a possible VL vector (Travi et al., 1990).

Among the methodologies used for screening naturally infected phlebotomine sand
flies, the technique of polymerase chain reaction (PCR) has been widely reported in literature
for such aim (Rodriguez et al., 1999, Miranda et al., 2002, De Pita-Pereira et al., 2005 and
Oliveira-Pereira et al., 2006). One of the pioneer investigators in this field, Rodgers et al.
(1990) used PCR for detecting Leishmania kDNA. Recently, Michalsky et al. (2002) and
Paiva et al. (2007) assessed the performance of this molecular tool for identification of
experimentally infected sand flies.

As for species identification, polymerase chain reaction associated with restriction
fragment polymorphism (PCR-RFLP) analysis was used by Volpini et al. (2004) in order to
differentiate between L. (V.) braziliensis and L. (V.) amazonensis. Paiva et al. (2004) used
PCR to identify Viannia subgenera and, Andrade et al. (2001), in order to differentiate the L.
mexicana and L. braziliensis complexes, used the same technique. More recently, these
authors (Andrade et al., 2005 and 2006) differentiated the species L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis and L. (L.) infantum chagasi in canine samples. One of techniques to provide
intern control of DNA extraction and PCR for accurate species identification involves the use
of specific primers directed to the phlebotomine constitutive gene (cacophony) (De Pita-
Pereira et al., 2005).

The detection of Leishmania spp. in naturally infected phlebotomine sand flies is of
fundamental importance for incriminating them as possible insect vectors providing further

epidemiological data on the disease (Michalsky et al., 2002).
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In this context, the present study was aimed to determine the natural infection rate of
L. longipalpis with L. (L.) infantum chagasi through PCR and PCR-RFLP analysis in VL

transmission areas of the municipality of Véarzea Grande, state of Mato Grosso, Brazil.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Study area

The municipality of Varzea Grande (Figure 1) is a town of the state of Mato Grosso,
Brazil, with a population of 214,842 inhabitants. Together with the state capital, Cuiaba,
Varzea Grande comprises the Metropolitan Region of Cuiaba. At the altitude of 185m,
latitude 15°32°30” S and longitude 56°17°18” W, the territorial extension of Varzea Grande is
949.53km* with a tropical climate and annual rainfall of 1750 mm. The rainy period runs
between September and April with greater intensity from January to March. The yearly
average temperature is 24°C, reaching up to 34.1°C, and the absolute maximum temperature
may be over 42°C. The geomorphologic figure of the municipality is mostly represented by
Planalto da Casca and Depressdo Cuiabana. The woody flora named cerrado (savannah-like

vegetation) is predominant in the region (Ferreira, 2001).

2.2. Phlebotomine captures and identification

Phlebotomine captures were carried out between January 2004 and June 2006, in the
municipality of Varzea Grande, MT, using CDC light traps (Sudia and Chamberlain 1962).
These traps were placed in peridomiciliary areas of 5 residences, in a visceral leishmaniasis
area of transmission. The captured insects were identified according to the classification by
Young and Duncan (1994). Pools of 10 female L. longipalpis were frozen and dried in

microcentrifuge tubes at -20°C.
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2.3. Leishmania spp. DNA extraction

Isolation of DNA was undertaken according to Souza et al. (2004) and Michalsky et
al. (2002) through grinding. Lysis buffer solution (50 pl) was added (100mM Tris-HCL,
100mM NaCl, 25mM EDTA, 0.5% SDS, pH 8,0), and the samples were digested at 37°C
overnight in the presence of 1 pl proteinase K (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) (10mg/ml). To accomplish DNA extraction with phenol-chloroform (Ausubel et al.,
1992), a volume of 70 i sterile Milli Q® water (Millipore, Billerica, MA, US) and 120 pl of
buffer-saturated phenol were homogenized vigorously for 20 seconds and then centrifuged at
14,000 g for 5 minutes at room temperature. The supernatant was transferred to another
microcentrifuge tube followed by another extraction step, as previously described, and then
added to 70 pl of ultra-pure water and 120 pl of phenol (saturated in buffer solution). Next,
the samples were treated with 120 pl isoamyl chloroform (24:1) and DNA was precipitated at
-20°C overnight, before being added to 20 pl of sodium acetate 3M pH 5.2 and 200 pl cold
absolute ethanol. The precipitate was washed with 100 pl of 70% cold ethanol and DNA was
then re-suspended in 30 ul of TE 1x and stored at -20°C. Concentration and degree of purity
of the DNA was estimated by spectrophotometer reading (GeneQuant, Amersham Pharmacia

Biotech) at 260 to 280 nm.

2.4. Polymerase chain reaction (PCR)

A number of 42 samples were amplified through PCR using the automate termocycler
(Perkin-Elmer-Gene Amp PCR System 2400) in Hot Start procedure. The reactions were
prepared with 5 pl buffer solution (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCl, 15 mM MgCl,, pH 9.0),
5 gl dANTPs at 2mM each, 2 yl of each primer (200 ng/u) each and 0.5 pl de Taq DNA
polymerase (Invitrogen) (2.5 U/ul) and 26.5 pl of ultra-pure water. After prepared, 2 pl of

DNA were added to them at a concentration of 10 ng/pl per reaction and the following
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primers were used: 5' GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3'; 5'CCG CCC CTA TTT TAC
ACC AAC CCC 3'; 5'GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC 3' (Degrave et al., 1994).
The following schedule for amplification was kept: 94°C for 5 minutes, followed by 35
denaturation cycles at 94°C for 30 seconds; annealing at 50°C for 30 seconds; extension at
72°C for 30 seconds and a final extension at 72°C for 10 minutes (Michalsky et al., 2002). In
every PCR reaction set, both negative (no DNA) and positive controls (purified kDNA
purified added to the reference strain L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903)), were
included. After amplification, the samples were submitted to electrophoresis (SDS-PAGE)
and PCR products were visualized on 6% silver stained polyacrylamide gels (Pinheiro et al.

1999). A volume of 5 pl standard molecular weight PhiX 174RF was added as size marker.

2.5. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis of Polymerase chain
reaction (PCR) amplified products

Positive PCR samples were submitted to PCR-RFLP aimed to distinguish among L.
(L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) infantum chagasi according to previous
literature protocol (Volpini et al., 2004). Leishmania reference samples used were L. (L.)
amazonensis (IPLA/BR/67/PHS), L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2930) and L. (L.)
infantum chagasi (MHOM/BR/74/PP/75). Three microliters of PCR amplified products were
added to 1 pl buffer solution, 5.9 pl Milli Q" water, 0.1 ul of the two endonucleases, Haelll
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and ApalLl (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)
for enzymatic digestion for 3 h and 30 min at 37 °C. To the digested product, a volume of 10
pl of the sample buffer was added (TA) 2x (400 pl DDW; 200 pl TA 6x), TA 6x
(bromophenol blue 0.25%, xilenocianol 0.25%, glycerol PA 30%). Restriction fragments were

run in 10% polyacrylamide gels as previously described. Molecular size markers were used in
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a volume of 4 pl and 8 pl of each sample were placed in each lane. The gels were 2% silver

stained.

2.6. Polymerase chain reaction (PCR) of the specific constitutive gene (cacophony)

In order to have phlebotomine DNA extraction confirmed, a pair of specific primers
for the Lutzomyia constitutive gene (cacophony) from the IV56 region was used: SLIcac 5'
GTG GCC GAA CAT AAT GTT AG 3' and 3LIcac 5' CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC
3' (Lins et al., 2002). The PCR amplification generated a product of 220 bp showing that this
gene can be used as an accurate reaction control, in order to avoid false negative results. The
reaction were undertaken in a final volume of 27 pl including Taq Polymerase Buffer 10X
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 4.5mM MgCl,, 200uM of each dNTP
(Invitrogen), 0.2 pl of each primer, 1.25 U Taq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystem),
2 pl of DNA sample and ultra filtered water. PCR reactions were carried out in an automate
termocycler (Perkin-Elmer-Gene Amp PCR System 2400) in Hot Start procedure at 94°C for
12 minutes for denaturation, followed by 35 denaturation cycles at 94°C for 30s, annealing at
55°C for 30s and a extension at 72°C. After the last cycle, a final extension step followed at
72°C for 10s for final annealing. Afterwards, the samples were submitted to electrophoresis
(SDS-PAGE) and PCR products were visualized on 10% polyacrylamide gels stained with
silver at 2%. A volume of 5 pl standard molecular weights PhiX 174RF was added as size

marker.

2.7. Calculation of the minimal infection rate

As the samples comprised pools of 10 female insects each, to calculate the minimal L.

longipalpis infection rate the following formula was used: Infection rate (IR) = number of
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positive pools x 100 / total number of insects; for which one infected insect was taken into

account.

3. RESULTS
3.1. Leishmania spp. DNA in naturally infected L. longipalpis

Amplification of specific 120 bp products was observed in the samples identified as 2,
4 and 7 depicted in Figure 2. The remaining samples showed no Leishmania spp. DNA
amplification.

Upon taking into account three PCR-positive female sand flies among a total of 420
individuals, the natural infection rate was inferred as being approximately 0.71%. Possibly

false negative results were assessed by analyzing PCR reproducibility including all samples.

3.2. L. (L.) infantum chagasi DNA detection in naturally-infected L. longipalpis

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis was carried out in the
samples 2, 4 and 7 using the restriction enzymes Apal.l and Haelll, including DNA reference
samples of L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis and L. (L.) infantum chagasi. The Apal.l
endonuclease is capable of digesting only L. (V.) braziliensis PCR products into two
fragments, 88 bp and 32 bp, distinguishing among the 120 bp for both L. (L.) amazonensis
and L. (L.) infantum chagasi (Andrade et al., 2006). The restriction enzyme Haelll was used
to digest the 120 bp fragment of L. (V.) braziliensis into two others, 80 bp and 40 bp, as well
as of L. (L.) infantum chagasi into four, 120, 80, 60 and 40 bp (Andrade et al., 2006), but not
of L. (L.) amazonensis (Volpini et al., 2004).

Analysis of DNA generated by restriction enzyme digestion of phlebotomine sand
flies under study were compared with that from reference samples; the three samples were

identified as L. (L.) infantum chagasi standard (Figure 3).
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3.3. Phlebotomine DNA (cacophony)
All samples under study showed fragments of 220 bp (Figure 4) corresponding to the
constitutive specific gene which is in accordance with data provided by De Pita-Pereira et al.

(2005), evidencing efficacy of DNA extraction and PCR performance.

4. DISCUSSION

Our results allowed us to detect a phlebotomine natural infection rate of 0.71% in
Varzea Grande, Mato Grosso, Brazil, based on molecular techniques. Other investigations
have shown varying natural infection indices in Brazil, as follows: 2.6% in Mato Grosso do
Sul (Nascimento et al., 2007); 0.4% in the Amazon region of Maranhdo (Oliveira-Pereira et
al,, 2006); 2.0% in the state of Rio de Janeiro (De Pita-Pereira et al., 2005); 6.1% in
Barcarena, state of Para (Silva et al., 2005¢); 1.5% in Bahia (Miranda et al., 2002); 0.3% in
Rio Grande do Sul (Silva and Grunewald, 1999) and 0.2% in Brazil Central (Galati et al.,
1996). Remarkably, in Belo Horizonte, state of Minas Gerais, Souza et al. (2004) evidenced
100% of PCR negative results in all samples under study. Through manual dissection,
phlebotomine infection rates of 2% and 43.7% were found in Terezina, state of Piaui (Silva et
al., 2005b) and in the state of Amazonas (Silva et al., 2005a), respectively. In other countries,
screening of phlebotomine sand flies for detection of natural infection rates has shown 7.7%
in Venezuela (Rodriguez et al., 1999) and 5.4% in Greece (Aransay et al., 2000).

Since Leishmania infection rates are known to be low in the insect vector, even in VL
endemic areas, evidences of high densities of L. longipalpis in peridomiciliary areas have
shown a high risk of the disease transmission as the vector is highly anthropophilic (Soares

and Turco, 2003).
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The samples analyzed in the present study through PCR-RFLP were identified by
using the L. (L.) infantum chagasi standard. Although false negative may occur due to
contamination, amplification of Leishmania kKDNA has shown to be highly sensitive.
According to Volpini et al. (2004), approximately 25% of PCR procedures are contaminated.

Contamination in our PCR results was precluded through negative controls as well as
internal control used for amplifying the specific constitutive gene (cacophony), through which
DNA extraction efficacy was confirmed (De Pita-Pereira et al., 2005).

The use of molecular techniques for parasite identification may provide highly
sensitive and specific results, although the methodologies used for DNA extraction
standardization should be assessed (Paiva et al., 2007). The use of such techniques for
epidemiological surveys may provide information on new VL infection foci and
epidemiological features of particular cases so that control measures may be designed

according to the microenvironmental characteristics of the region.
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Figure 1. Geographic localization of Varzea Grande, state of Mato Grosso, Brazil.

Figure 2. PCR amplification products of positive phlebotomine samples (2, 4 and 7), using
Leishmania spp. specific primers. 6% Polyacrilamide gel silver stained at 0.2%. 1 — PhiX 174

DNA marker; 2, 3 and 4 — samples 2, 4, and 7; 5 — Positive control and 6 — Negative control.

Figure 3. PCR amplification products of the conserved Leishmania KDNA after digestion with
the restriction enzymes Apall and Haelll (molecular size marker MM 50 bp) (Invitrogen).
6% Polyacrilamide gel silver stained at 0.2%. 1 —50 bp DNA marker; 2, 3 and 4 — samples 2,
4 and 7; 8,9 and 10 — samples 2, 4 and 7; 5 and 11 — Reference DNA L. (L.) infantum chagasi
(MHOM/BR/74/PP/75); 6 and 12 — Reference DNA L. (L.) amazonensis (IPLA/BR/67/PH8);,

7 and 13 — Reference DNA L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2930).

Figure 4. PCR amplification products of Lutzomyia constitutive gene (cacophony). Primers
SLIcac/3LIcac. 10% Polyacrilamide gel silver stained at 0.2%. 1, 16, 31 and 44 — PhiX 174
DNA marker; 2 to 13, 17 to 28, 32 to 41, 45 to 52 — samples 1 to 42; 14, 29, 42 and 53 —

Positive controls; 15, 30, 43 and 54 — Negative controls.
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