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RESUMO

A importancia das leishmanioses reside na alta incidéncia, ampla distribuicao
geografica, possibilidade de assumir formas graves, com altas taxas de mortalidade
nos casos nao tratados de leishmaniose visceral (LV) e alta morbidade nos casos de
leishmaniose tegumentar (LT). A principal forma de transmissdo do parasito ocorre
pela picada de fémeas de flebotomineos infectadas e o cdo & considerado o
principal reservatorio domeéstico. O objetivo deste trabalho foi estudar aspectos
epidemioldgicos das leishmanioses relacionados a infecgdo canina e aos
flebotomineos no municipio de Varzea da Palma, MG. Foram realizadas coletas
sistematizadas mensais para captura de flebotomineos durante um ano, utilizando
armadilhas luminosas HP e néo sistematizadas, com capturas manuais utilizando
capturador de Castro. As fémeas coletadas foram identificadas e submetidas a
verificacdo de infeccdo natural pela dissec¢cao e detecgdo de DNA do parasito
(LnPCR) em amostras especificas contendo até 20 fémeas cada. A densidade total
de flebotomineos foi correlacionada com dados climatolégicos. No estudo da
infeccao canina foi verificada a soroprevaléncia utilizando as técnicas sorolégicas
RIFI e ELISA. Ainda como método diagnostico amostras clinicas de medula 6ssea,
pele (de 41 caes sorologicamente positivos) e sangue periférico (207 caes) foram
utilizadas na técnica da LnPCR. O isolamento e caracterizacdo do parasito foram
realizados utilizando amostras positivas da cultura de aspirado de medula é6ssea e
amostras clinicas positivas dos 41 caes reativos na sorologia. Foram coletados
18.154 machos e 7.180 fémeas de flebotomineos, pertencentes a quinze espécies,
sendo a mais prevalente Nyssomyia intermedia (52%) seguida por Lutzomyia
longipalpis (41%), importantes vetoras de LT e LV respectivamente. Neste estudo
foram identificados seis tipos de anomalias unilaterais e duas bilaterais, todas no
paramero de machos de Lu. longipalpis. Foi observada correlagdo estatisticamente
significativa entre densidade total de flebotomineos e a temperatura média durante o
periodo de estudo. Nenhuma forma flagelada foi encontrada pela técnica da
disseccdo. Foi detectada a infecgdo natural nas seguintes espécies: Evandromyia
evandroi (10,0%), Evandromyia lenti (5,0%), Evandromyia sallesi (2,8%),
Evandromyia termitophila (16,7%), Lu. longipalpis (2,14%), Ny. intermedia (1,0%)
todas infectadas com Leishmania chagasi. Ev. lenti e Lu. longipalpis apresentaram a
taxa de infeccdo para Leishmania braziliensis de 5,0% e 0,6% respectivamente e
Nyssomyia neivai, Psathyromyia shannoni e Micropygomyia quinquefer mostraram
positividade para Leishmania sp. A soroprevaléncia canina foi de 24,6% sendo a
maioria dos caes de racga indefinida e idade variando entre dois e cinco anos. Os
testes sorolégicos mostram-se mais eficazes em detectar os animais sintomaticos.
Quanto as amostras clinicas, o sangue foi o menos eficiente em detectar a infecgéo
no grupo dos 41 caes com sorologia positiva. A amostra de medula dssea foi a mais
eficaz na detec¢cdo de animais positivos independentemente da sintomatologia e
também foi capaz de identificar dentre o grupo de caes assintomaticos o maior
numero de animais positivos em relagdo as demais amostras bioldgicas utilizadas na
LnPCR. Diante do encontro de caes infectados exclusivamente por Le. chagasi
vivendo em areas onde foram registrados casos humanos de LV e flebotomineos
infectados por este parasito fica demonstrado um ciclo ativo da Le. chagasi por todo
o territério urbano do municipio de Varzea da Palma, devendo as autoridades
responsaveis manter uma constante realizacdo de inquéritos caninos e vigilancia
entomoldgica para um melhor direcionamento e eficacia das medidas de controle.
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ABSTRACT

The importance of leishmaniasis is the high incidence, the wide geographical
distribution and the ability to take severe forms with high mortality rates in untreated
cases of visceral leishmaniasis (VL) and high morbidity in cases of cutaneous
leishmaniasis (CL). The main form of parasite transmission occurs through the bite of
infected sandflies females and the dog is the main domestic reservoir. This paper
aimed to study epidemiological aspects of leishmaniasis related to canine infection
and sandflies in the city of Varzea da Palma, Minas Gerais State. Systematic
collections were monthly performed to capture sand flies over one year, using HP
light traps, and unsystematic collections were performed as manual captures using
Castro catcher. Collected females were identified and submitted to natural infection
verification by dissection and detection of parasite’s DNA (LnPCR) in specific
samples containing up to 20 females each. The total density of sandflies was
correlated with climatological data. In the canine infection study, the seroprevalence
was verified using the serological techniques IFA and ELISA. Even as a diagnostic
method, clinical samples of bone marrow, skin (of 41 serologically positive dogs) and
peripheral blood (207 dogs) were used in LnPCR technique. lIsolation and
characterization of parasite were performed using positive samples from the culture
of aspirated bone marrow and positive clinical samples from 41 reactive dogs in
serology. We collected 18.154 males and 7.180 females sand flies, belonging to 15
species of sandflies, which the most prevalent is Nyssomyia intermedia (52%)
followed by Lutzomyia longipalpis (41%), both important vectors of CL and VL,
respectively. This study identified 6 types of unilateral abnormalities and 2 types of
bilateral, all of them in the paramere of Lu. longipalpis males. We observed
statistically significant correlation between total density of sandflies and the average
of temperature during the period of study. No flagellate form was found by the
technique of dissection. Natural infection was detected in the following species:
Evandromyia evandroi (10,0%), Evandromyia lenti (5,0%), Evandromyia sallesi
(2.8%), Evandromyia termitophila (16.7%), Lu. longipalpis (2.1%), Ny. intermedia
(1,0%), all infected by Leishmania chagasi. Ev. lenti and Lu. longipalpis showed
infection rate for Leishmania braziliensis of 5,0% and 0.6%, respectively, and
Nyssomyia neivai, Psathyromyia shannoni and Micropygomyia quinquefer showed
positivity for Leishmania sp. Canine seroprevalence was 24.6% with most of them
mongrel dogs and ages ranging from two to five years. Serological tests were more
effective in detecting symptomatic animals. As for clinical samples, blood was the
least effective in detecting infection in the group of 41 dogs with positive serology.
The bone marrow sample was most effective in detecting positive animals regardless
of symptoms and was also able to identify among the group of asymptomatic dogs
the highest number of positive animals when compared with other biological samples
used in LnPCR. Against the finding of infected dogs exclusively by Le. chagasi living
in areas where human cases of VL were recorded and infected sandflies by this
parasite, is demonstrated an active cycle of Le. chagasi in the entire urban territory of
Varzea da Palma, about what the authorities should maintain a constant canine
surveys and entomological surveillance for better targeting and effectiveness of
control measures.
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Introducéo

1 INTRODUGAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doencgas infecciosas causadas por
protozoarios do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), com grau
variavel de especificidade pelo hospedeiro invertebrado (Gontijo & Melo, 2004). A
principal forma de transmissdo do parasito para o homem e outros hospedeiros
mamiferos ocorre pela picada de fémeas de flebotomineos infectadas. A
multiplicidade de espécies do parasito, de insetos vetores e reservatoérios,
convivendo em diferentes ambientes, entre outros fatores, propiciam a existéncia de
varias modalidades clinico-epidemiologicas desta parasitose (Young & Lawyer,
1987; Ashford, 1992).

Uma grande variedade de mamiferos pode atuar como hospedeiros, sendo os
mais comuns os roedores e os canideos. Outros grupos podem albergar a infecgao
tais como: edentados, marsupiais, procionideos, ungulados e primatas (Shaw,
2003).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) considera as leishmanioses como
um importante problema de saude publica mundial, com ocorréncia de casos em 88
paises de quatro continentes, e estima que cerca de 350 milhdes de individuos
estejam expostos ao risco de infeccdo e que cerca de 12 milhdes de pessoas se

encontram infectadas.

No Novo Mundo, a leishmaniose humana apresenta duas formas clinicas
basicas: a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT). A
importancia das leishmanioses neste continente reside ndo somente na sua alta
incidéncia e ampla distribuicdo geografica, mas também na possibilidade de assumir
formas graves, com altas taxas de mortalidade nos casos nao tratados de LV e alta
morbidade nos casos de LT, que podem muitas vezes levar a lesdes destrutivas e
desfigurantes. A LV €& uma doenga infecciosa sistémica, que acomete oOrgaos
internos como figado, baco, linfonodos e medula e caracteriza-se por febre irregular,
perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia e alteragbes bioldgicas como

anemia, hipergamaglobulinemia, leucopenia, trombocitopenia e hipoalbuminemia.
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Esta é a forma mais grave da doenga e se nao tratada pode levar a morte. A LT é
uma doenga de carater zoonotico de grande importadncia dermatologica pela
frequéncia com que ocorre e pela dificuldade terapéutica observada em algumas de
suas manifestacdes. E conhecida como a forma mais comum da doenga. As
manifestacdes apresentadas pelo homem podem ser classificadas de acordo com
seus aspectos clinicos, patoldgicos, imunologicos e epidemioldgicos, causando

normalmente lesdes na pele e raramente na mucosa nasal.

No Brasil, as leishmanioses ocorrem em todos os estados. Nos ultimos anos o
Ministério da Saude registrou uma média anual de 35 mil novos casos de LT e
quatro mil de LV. Ultimamente tem sido observado um aumento da incidéncia de
ambas as leishmanioses em todas as regides geograficas do pais (Ministério da
Saude/Fundagao Nacional de Saude/Centro Nacional de Epidemiologia, 2001).
Provavelmente devido a sua baixa taxa de mortalidade a LT ndo tem recebido tanta
atencdo das autoridades publicas como a LV. Esta ultima, ainda assim, apresenta
alta taxa de mortalidade, e ambas estédo incluidas entre as seis grandes endemias a

serem estudadas com prioridade pela OMS.

A LV é causada por protozoarios do complexo Leishmania donovani, sendo
que a forma clinica da doenga no Brasil é causada pelo agente etioldgico
Leishmania (Leishmania) chagasi, como descrito primeiramente por Evandro
Chagas em 1936, espécie semelhante a Leishmania infantum encontrada em alguns
paises do Mediterraneo e da Asia. Uma questdo importante é a origem da LV no
Novo Mundo, pois ndo se sabe se ela foi introduzida na época da colonizagao
européia e causada pela espécie Leishmania infantum, ou ha varios milhdes de
anos, juntamente com a introdugdo dos canideos, devendo a espécie ser
classificada como Leishmania chagasi. Os achados de altas taxas de infecgdo em
canideos originarios da Amazoénia sugerem a origem autoctone (Lainson et al. 1987).
Entretanto, estudos utilizando técnicas bioquimicas e moleculares consideram a
Leishmania chagasi e a Leishmania infantum uma unica espécie e aceitam a
hipétese da introducao recente nas Américas (Mauricio et al., 2000). A principal
espécie vetora da LV é a Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912. Ha relatos de
casos de visceralizagdo provocada por Leishmania (Leishmania) amazonensis
(Barral et al., 1991) e por Leishmania (Viannia) braziliensis em pacientes

imunossuprimidos (Gontijo et al., 2002).
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Nas Ameéricas, sdo atualmente reconhecidas 11 espécies dermotrépicas de
Leishmania causadoras da LT humana e oito espécies descritas, somente em
animais. No entanto, no Brasil ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do
subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sao:
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania
(Leishmania) amazonensis e, mais recentemente, as espécies Leishmania (Viannia)
lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) lindenberg e Leishmania
(Viannia) shawi foram identificadas em estados das regides Norte e Nordeste. Nas
ultimas duas décadas tem sido observado o crescimento da endemia, principalmente
em magnitude e expansao geografica, com surtos epidémicos nas regides Sul,
Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e, mais recentemente, na regido Norte. Algumas
espécies de flebotomineos vetoras de LT no Brasil sdo: Nyssomyia intermedia (Lutz
& Neiva, 1912), Nyssomyia neivai (Pinto, 1926), Nyssomyia whitmani (Antunes &
Coutinho, 1939), Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942), Evandromyia
migonei (Franga, 1920), Psychodopygus davisi (Root, 1934), Pintomyia fisheri (Pinto,
1926) e Nyssomyia umbratilis (Ward & Fraiha, 1977).

1.2 Flebotomineos e sua importancia médica

A familia Psychodidae engloba algumas subfamilias, dentre as quais se encontra
a Phlebotominae que inclui insetos de importdncia médica. Estes insetos sao
dipteros de pequeno porte medindo de dois a trés milimetros, apresentando em seu
corpo intensa pilosidade. Como todos dipteros, sdo insetos holometabolos tendo em
seu ciclo vital as fases de ovo, larva, que compreende quatro estadios, pupa e,
finalmente, adultos. Distinguem-se, entretanto, dos demais insetos dessa familia, por
apresentarem corpo mais delgado, pernas mais longas e finas, além de suas fémeas
necessitarem de sangue para a producéo de ovos, razao pela qual foram agregados

pelos taxonomistas na subfamilia Phlebotominae (Brazil & Gomes, 2003).

Pouco se sabe a respeito dos criadouros dos flebotomineos, sendo
atualmente as medidas de controle destinadas apenas as formas adultas. As larvas
se desenvolvem em matéria organica, apresentam grande mobilidade ao se deslocar
em busca de alimento e uma infinidade de ecétopo serve como abrigo (Andrade

Filho et al., 1998). Estas sdo algumas das razdes pela quais os criadouros naturais
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dos flebotomineos sao dificeis de serem encontrados e que contribuem para um
maior enfoque na pesquisa de acbes direcionadas ao inseto adulto visando o

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

A importancia em estudar a fauna flebotominica reside tanto na capacidade
desses insetos de transmitir patdgenos, tais como Leishmania, Bartonella
bacilliformis e algumas arboviroses, quanto na competéncia que estes possuem de
afetar diretamente o homem com suas picadas, causando dor e desconforto que

podem desencadear reagdes alérgicas.

Os flebotomineos dos géneros Lutzomyia, Nyssomyia e Psychodopygus,
dentre outros, (no Novo Mundo) e Phlebotomus Rondani & Berté 1840 (no Velho
Mundo) sao os hospedeiros invertebrados de espécies do género Leishmania Ross
1903, que causam as leishmanioses em humanos e outros mamiferos. Os
flebotomineos machos ndo s&o hematdéfagos e o mecanismo de transmissdo da
Leishmania nas condi¢gdes naturais e de importancia epidemiolégica ocorre pelas
fémeas no momento do repasto sanguineo onde sdo inoculadas as formas

promastigotas infectantes, presentes em sua probdscide.

Existem cerca de 460 espécies de flebotomineos nas Américas (Galati, 2003)
e no Brasil estes insetos estdo presentes em grande numero, por todo o territorio
nacional onde cerca de 40 espécies sdo comprovadas ou suspeitas de transmitirem

leishmanioses.

E essencial para incriminacdo de um flebotomineo como vetor que este
satisfaca todos os critérios estabelecidos para a competéncia vetorial,
essencialmente o carater antropofilico, a sobreposicdo da distribuicdo espacial
destes insetos com os casos humanos da doenca, além da identificacdo da infecgao
natural em flebotomineos por Leishmania (Killick-Kendrick, 1990; Lainson et al.,
1998; Lainson et al., 2005; Rangel & Vilela, 2008).

Diante da complexidade da relacdo parasito/vetor/hospedeiro € necessario
realizar estudos sobre a fauna flebotominica e seus aspectos ecoldgicos em cada
area de interesse na tentativa de empregar medidas de controle direcionadas e

minimizar a expansao desta doenca (Almeida et al., 2010).
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1.3 Leishmaniose canina (LC)

Os caes sao comprovadamente hospedeiros de diferentes espécies de
Leishmania. A existéncia da LC é relatada por um grande numero de estudos
epidemioldgicos que levam em conta o contato intimo entre flebotomineos e
hospedeiros vertebrados infectados, permitindo o desenvolvimento do ciclo bioldgico

das espécies de Leishmania (Gontijo et al., 2002; Quaresma et al., 2009).

Seu papel como reservatério do parasito causador da LV é amplamente
aceito, entretanto, sua participagdo como reservatério no ciclo de transmisséo da LT
€ uma questao polémica. Alguns autores consideram o cdo apenas um hospedeiro
acidental (Lainson & Shaw 1970; Le Pont et al., 1989), outros avaliam o papel do
cao como um importante elo entre a infeccdo de animais silvestres e o homem
(Coutinho et al., 1985, Pirmez et al., 1988).

Apesar de ser uma zoonose originalmente silvestre, a LT causada pela L. (V.)
braziliensis tem ocorrido em ambientes domésticos, tendo sido aventada a
possibilidade que animais domésticos e peridomésticos, e em especial o cao, seriam
importantes fontes de infecgao para os vetores nesses locais (Falqueto et al., 1986;
Marzochi & Marzochi, 1994; Pirmez et al., 1988). A LT nesses animais pode
apresentar-se como uma doenca cronica com manifestacbes semelhante as da
doenca humana (Pirmez et al., 1988; Padilla et al., 2002; Madeira et al., 2005).

O cao € apontado como o mais importante reservatorio doméstico da LV
desde a descoberta da leishmaniose visceral canina (LVC) em um inquérito canino
realizado na Tunisia (Nicolle & Comte, 1908). Neste estudo foram examinados
esfregacos de medula 6ssea de 147 caes, e destes trés mostraram-se positivos,

ficando assim registrado o primeiro foco de calazar canino no mundo.

As primeiras observacgdes feitas no Brasil sobre a LVC foram realizadas por
Chagas et al. (1937 e 1938), na regiao Norte. Porém a doencga s6 foi caracterizada
quando estudada por Deane (1956) em area endémica do Estado do Ceara. A LVC,
assim como a doenca humana, esta bastante difundida no pais e algumas
localidades endémicas revelam altas taxas de prevaléncia com a presenca
abundante do vetor (Brasil, 2006).
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A infeccado por Le. chagasi pode causar nos caes uma doenga sistémica
grave, que pode comprometer a vida destes animais. Os sinais clinicos sdo bastante
variados em consequéncia de numerosos processos patoldgicos, em diversos
sistemas e aparelhos, da viruléncia do protozoario e da eficacia da resposta
imunitaria do hospedeiro (Ferrer, 1999). Alguns autores fizeram observagdes sobre o
estado clinico de cédes com o parasito, verificando a ocorréncia de febre,
emagrecimento, alopecia, onicogrifose, descamacgao ou ulceracdes
preferencialmente no focinho, orelhas, patas e cauda. Em fases mais adiantadas
pode ocorrer hepatoesplenomegalia, conjuntivite, queratite, edema das patas,
diarréia e dificuldade de defecacao. Na fase final, verifica-se a ocorréncia de
paralisia das patas posteriores e caquexia. Alteragbes histopatoldgicas foram
observadas na pele, linfonodos, figado, bago, intestinos, rim e medula éssea (Deane
& Deane, 1955; Brener, 1957; Koutinas et al., 1999).

Caes severamente afetados n&o sobrevivem a doenca. Entretanto, mais da
metade dos animais infectados permanecem assintomaticos. Existem varios estudos
sugerindo que a taxa de infecgdo canina € muito superior aquela encontrada em

investigacdes soroldgicas (Solano-Gallego et al., 2001).

A porcentagem de caes infectados vivendo em areas onde a LC é endémica
tem grandes implicagdes em saude publica. Alguns autores mostraram que caes
infectados, mesmo assintomaticos, sao fontes do parasito para flebotomineos
vetores sugerindo um papel ativo destes caes na transmissao de Leishmania (Molina
et al., 1994; Guarga et al.,, 2000). Porém, sdo necessarios mais estudos para
certificar o potencial de caes assintomaticos em transmitir Leishmania aos

flebotomineos vetores.

1.4 Diagnostico da infecgdo por Leishmania em cées

O diagnéstico da infecgdo canina por Le. chagasi € um pré-requisito para o
manejo clinico de animais infectados e, em simultdneo, uma potencial medida de
vigilancia e controle da LV humana (Gradoni, 2002). Considerando que
aparentemente, mais de 50% dos caes infectados sdo assintomaticos (Solano-
Gallego et al., 2001; Cardoso et al., 2004b) e quando presentes, 0s sinais clinicos de

LVC podem ser similares a diversas doencas infecciosas e nao infecciosas

27



Introducéo

(Ciaramella et al., 1997), o diagndstico preciso e precoce se faz necessario e deve

abranger aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais.

A anadlise epidemiolégica e o exame clinico servem, sobretudo para
estabelecer uma eventual suspeita que devera ser confirmada por métodos
especificos de diagnéstico (Martinez-Moreno et al., 1999), uma vez que ja foi
demonstrado que cédes infectados, mesmo assintomaticos, sdo fonte de infecgéo
para os flebotomineos e, consequentemente, tem papel ativo na transmissédo de

Leishmania (Palatnick et al., 2001).

De modo geral, os testes utilizados para o diagnostico especifico da infecgéo
por Leishmania podem ser divididos em: parasitolégicos (demonstragao do parasito),
moleculares (deteccdo do DNA) e imunolédgicos (deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania). Além da sensibilidade e da especificidade, um bom teste diagndstico
deve apresentar facilidade e rapidez de execucdo e de interpretacdo, bem como

baixo custo.

O diagnostico parasitolégico baseia-se na deteccdo da Leishmania por
isolamento em meio de cultura, inoculagdo em animais de laboratério ou por
coloracédo de esfregago ou cortes histologicos de bacgo, linfonodos, medula 6ssea,
figado e pele (Deane & Deane, 1955; Brener, 1957; Marsdem & Jones, 1985;
Mohammed et al., 1986; Genaro et al., 1988). Este método, apesar de simples e
conclusivo, apresenta algumas desvantagens, pois a pungao ou a biopsia de 6rgaos
€ considerada invasiva e traumatica podendo causar danos, quando nao realizada
de maneira eficiente. Além disso, a observacdo de parasitos pelo exame
parasitologico € dificil quando a carga parasitaria € baixa e depende da avaliacédo de
profissional treinado (Marsdem & Jones, 1985; Ashford, 1995).

A busca por métodos diagnodsticos que fossem menos invasivos e mais
praticos deu inicio a estudos de métodos sorolégicos. Atualmente os métodos mais
utiizados sdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e os testes de aglutinagcéo direta com base em antigenos
liofilizados e comercialmente disponiveis (DAT) (Ferreira et al., 2007). Estes testes
apresentam indices satisfatérios de sensibilidade, mas a especificidade pode variar

de acordo com o antigeno empregado na técnica (Alvar et al., 2004).
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A reacgdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) é utilizada desde a década de

60 (Genaro, 2000) e atualmente vem sendo amplamente utilizada para detectar
anticorpos circulantes anti-Leishmania spp., apresentando 90 a 100% de
sensibilidade e 80 a 100% de especificidade (Alves & Bevilacqua, 2004). A
especificidade desse teste é prejudicada devido a presenga de reagdes cruzadas
com outros tripanosomatideos (Mohammed et al., 1986; Costa et al., 1991; Ferreira
et al., 2007). A utilizagdo de formas amastigotas de Le. donovani como antigeno na
RIFI aumenta significativamente a sensibilidade, sem perder a especificidade do
teste, resultando numa maior precocidade do diagnéstico frente a animais
assintomaticos ou oligossintomaticos (Fernandez-Pérez et al., 1999). Devido a sua
alta sensibilidade, o seu uso torna-se justificavel quando o objetivo € detectar caes
infectados em programas de controle para posterior eutanasia. A RIFI é o teste
soroldgico recomendado pelo Ministério da Agricultura (Brasil, 2006) e o método de
eleicao utilizado em inquéritos epidemioldgicos, pois reune uma série de vantagens,
tais como: facilidade de execucgado, rapidez, baixo custo e a sensibilidade e
especificidade adequadas em relagdo a outras técnicas (lkeda-Garcia & Feitosa,
2006). Contudo, os dados obtidos em inquérito realizado pela técnica da RIFI néo
devem ser usados como indicadores de prevaléncia da infecgdo canina por

Leishmania, mas sim da taxa de infeccao por tripanosomatideos (Costa et al., 1991).

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi descrito por Engvall et al. (1971) e
utiiza como fonte de antigenos, parasitos intactos, lisados ou ainda antigenos
recombinantes, o que o torna mais sensivel e especifico (Hommel et al., 1978; Burns
et al., 1993). E um teste pratico e rapido e quando comparado a RIFI, & mais
sensivel, porém menos especifico podendo nao detectar casos subclinicos e
assintomaticos (Evans et al., 1990). A técnica apresenta ainda reagbes cruzadas
com outros tripanosomatideos (Badaro et al., 1986; Mancianti et al., 1996; Sundar &
Rai, 2002).

O teste de aglutinagao direta (DAT) foi descrito pela primeira vez em 1975 e
adaptado para o diagnéstico da infecgdo humana e canina no final da década de 80
(Safi & Evans, 1989). Estudos mostram que a sensibilidade e especificidade do teste
variam entre 91-100% e 72-100% respectivamente. E um método simples e de baixo
custo, mas apresenta problemas na padronizacdo e controle de qualidade do
antigeno (Boelaert et al., 1999; Gontijo & Melo, 2004).
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Desde o advento de métodos moleculares de diagnéstico para infecgbes por
protozoarios, eles vém sendo desenvolvidos para a identificacdo de grupos e
espécies de Leishmania em variadas amostras clinicas, isolados de cultura, bem
como em flebotomineos (Michalsky et al., 2002; Scholnian et al., 2003; Carvalho,
2006), destacando-se a reagao em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain

reaction).

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, como a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), possibilitou a identificagdo de material genético de
Leishmania, mesmo em pequenas quantidades de DNA do parasito (Fu et al., 1998;
Oliveira-Pereira et al., 2006). Trabalhos utilizando essa metodologia tém sido
realizados no diagnostico da leishmaniose (Oliveira et al., 2003; Rodrigues et al.,
2002; Oliveira-Pereira et al., 2006) bem como na identificagdo de reservatorios
animais (Lhanos-Cuentas et al., 1999), detectando parasitos independentemente da
abundancia, estagio, local e transmissibilidade (Ferreira et al., 2007; Quaresma et
al., 2009). A alta sensibilidade e especificidade, a habilidade de detectar e identificar
o protozoario envolvido, e o fato de poder ser aplicada diretamente em amostras
clinicas, produzindo um resultado confiavel dentro de poucas horas, sao vantagens
indiscutiveis da PCR em relagdo aos métodos de diagndstico tradicionais

(Ikonomopoulos et al., 2003).

Apesar dos avangos tecnoldgicos, os métodos de amplificacdo de DNA
apresentam limitagdes que incluem resultados falso-positivos, decorrentes de
contaminagdo do DNA, e resultados falso-negativos, relacionados com a presenca
de inibidores da PCR (Yang & Rothman, 2004). Boas praticas de laboratério e
separacao fisica das areas de pré-amplificacdo e pds- amplificagdo podem reduzir
os riscos de contaminagdo. O uso de métodos baseados na irradiacéo ultravioleta,
tratamento quimico ou digestdo enzimatica também s&o uteis para evitar tais

contaminagdes (Carrol et al., 1999; Corless et al., 2000).

1.5 O ambiente antropico e as leishmanioses

As leishmanioses sofreram fortes modificagcbes em seu perfil epidemiolégico
nos ultimos anos, passando de uma doenca tipicamente de areas silvestres para

areas urbanas, ocupando grandes centros como Belo Horizonte e Campo Grande e
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outras areas em expansao demografica como Natal e Montes Claros, principalmente
com relagdo a LV (Gontijo & Melo, 2004). Essa mudanca epidemioldgica trouxe
consigo alteragbes nos componentes envolvidos na cadeia epidemioldgica da
doenca. Fatores importantes como o crescimento desordenado da populacéao,
condicdes precarias de saneamento, proximidade entre as moradias, novas formas
de ocupacao do ambiente como os assentamentos, suscetibilidade da populagao a
infeccdo, aumento de co-infecgbes, entre elas Leishmania/HIV, demonstram a
complexidade da transmissdo das leishmanioses no ambiente urbano e

consequentemente o desafio no controle, diagndstico e tratamento da doencga.

Aliado a estes fatos deve-se considerar a eficiéncia de espécies vetoras na
adaptacao a estes novos ambientes e também o papel das espécies de mamiferos

que estdo atuando como reservatorios do parasito.

Lu. longipalpis, principal espécie vetora da LV no Brasil, estd bem adaptada
ao ambiente peridomiciliar, alimentando-se em aves, homem e animais domésticos e
sinantrépicos. A alta densidade populacional desta espécie tem sido proposta como
fator de risco para a transmissao da LV em areas urbanas (Gontijo & Melo, 2004;
Oliveira et al., 2006; Maia-Elkhoury et al.,, 2008; Almeida et al., 2010). Outras
espécies como Nyssomyia intermedia e Nyssomyia whitmani, importantes vetoras de
LT no Brasil, demonstram este padrdao de adaptagdo e consideravel grau
antropofilico (Gomes & Neves, 1998; Rangel et al., 1984; Gontijo et al., 2002;
Oliveira et al., 2003; Andrade Filho et al., 2007; Carvalho et al., 2008).

O céo é considerado um importante reservatério doméstico, antecedendo
muitas vezes os casos humanos de LV (Oliveira et al., 2001; Bevilacqua et al.,
2001). Além disso, este reservatério tem um papel fundamental na expansao da
doenca em areas endémicas, podendo contribuir para a mudanga no perfil
epidemioldgico nos centros urbanos (Marzochi et al., 1994; Santos et al 2005). Com
modificacdes no meio ambiente os reservatorios sinantrépicos véem invadindo
casas, ou convivendo proximo a estas, podendo servir de fonte de infecgao para os
vetores bem adaptados a este ambiente. Além de contribuir para a manutencédo do
parasito na enzootia silvestre os roedores e marsupiais sao importantes no elo entre

os ciclos silvestre e urbano (Cabrera et al., 2003).
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Compreender a interagcao entre as mudangas ambientais e urbanas, caes, e
flebotomineos vetores € um pré-requisito para o direcionamento de estratégias
apropriadas de medidas de controle e prevengao das leishmanioses (Costa et al.,
1999). Faz-se necessario o envolvimento politico e sécio-econdmico para garantia

de melhores resultados no combate a uma doenga que permanece negligenciada.

1.6 As Leishmanioses no municipio de Varzea da Palma, Minas Gerais

A cidade de Varzea da Palma esta inserida na regidao do Alto Sao Francisco,
com a sede localizada a 515 metros acima do nivel do mar. Foi elevada a distrito em
1948 e em 1953 tornou-se municipio. Atualmente, a zona urbana apresenta uma
populacao estimada de 35.804 habitantes (IBGE/2010) além dos distritos da Barra
do Guaicui e Buritis das Mulatas. O crescimento expressivo da cidade nos ultimos
anos, associado a falta de informagao sobre a fauna flebotominica e consequente
auséncia de vigilancia entomoldgica, sdo fatores importantes para o surgimento e

disseminacao das leishmanioses no municipio.

Em Minas Gerais é possivel observar, segundo dados do DATASUS, que no
periodo de 2001 a 2006 tem se registrado um aumento no numero de casos de

leishmaniose, com 6,01% de casos confirmados para LT e 11,61% de LV.

Em Varzea da Palma, no periodo de janeiro de 2003 a abril de 2010, foram
registrados 158 casos humanos autoctones de LT e 25 casos de LV (Tabelas 1 e 2).
De acordo com o manual de LV (Brasil, 2006) o municipio € considerado de
transmissao moderada, sendo os anos de 2008 e 2009 responsaveis pelo maior
nuamero de casos registrados (60%). Devido a esta caracteristica é importante
valorizar e incentivar novas investigacbes e pesquisas aplicadas como fontes
importantes de informagées para subsidiar o programa de controle das

leishmanioses na regi&o.
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Tabela 1: Numero de casos de Leishmaniose Tegumentar no Municipio de Varzea da Palma, MG, segundo ano
de notificagdo, bairro, distritos e zona rural. (Fonte: Secretaria Municipal de Saude de Varzea da Palma, MG).
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Tabela 2: Numero de casos de Leishmaniose Visceral no Municipio de Varzea da Palma, MG, segundo ano de

notificagcéo, bairro, distritos e zona rural. (Fonte: Secretaria Municipal de Saude de Varzea da Palma, MG).

Bairro 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010*
Centro 0 0 0 0 0 02 0 0
Progresso 0 0 0 01 0 0 0 0
Planalto 01 0 0 0 0 0 0
Caicara | 0 0 0 0 0 3 0
Caigara Il 0 0 0 0 0 1 0
Jardim ltalia 0 0 0 0 02 0 0
Serrinha 0 0 0 01 0 01 0 1
Conjunto Palmas 0 0 0 0 0 0 0
Paulo VI 0 0 0 0 0 0 1
Morada do Sol 0 0 0 0 01 0 0
DISTRITO 0 0 0 0 0 0 0
Barra do Guaicui 0 0 01 02 0 02 03 2
ZONA RURAL 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 1 0 1 4 0 7 4

* janeiro a abril
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2 JUSTIFICATIVA

As estratégias de controle das leishmanioses no Brasil, especialmente em
relagdo a LV, tém sofrido constantes adequagdes em virtude de sua ineficiéncia em
conter o avango da doenca. Neste contexto, as areas consideradas de transmissao
esporadica e moderada tém assumido um papel importante na tentativa de barrar

esta expansao.

O aumento do numero de casos de leishmanioses registrados nos anos
recentes no municipio de Varzea da Palma, associado a auséncia de estudos na
area, aponta para a necessidade de estudos sobre a epidemiologia das
leishmanioses na regido, incluindo aspectos relacionados aos possiveis vetores e
reservatorios dessas doengas. O registro de casos em bairros da area urbana,
distritos e zona rural, mostram a expansdo da area de ocorréncia da doenga e a

capacidade de adaptacao dos vetores aos diferentes ambientes.

Estudos considerando a ocorréncia de Leishmania nas diferentes espécies de
flebotomineos e nos caes sdo essenciais para uma melhor compreensao da eco-
epidemiologia das leishmanioses. Esses conhecimentos, aliados ao entendimento
do comportamento das espécies de flebotomineos em funcdo das variaveis
bioclimaticas, biogeograficas e surgimento dos casos humanos da doenga,
fornecerdo dados importantes para o desenvolvimento de estratégias de controle

mais especificas e consequentemente mais eficientes.

34



Objetivos

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar aspectos da epidemiologia das leishmanioses no municipio de
Varzea da Palma, Minas Gerais, relacionados aos flebotomineos e a infecgao

canina.

3.2 Objetivos Especificos

Identificar as espécies de flebotomineos presentes no municipio de Varzea da

Palma.

Determinar o periodo de atividade das espécies de flebotomineos mais abundantes.

Analisar a flutuacdo sazonal das espécies relacionadas a transmissao das

leishmanioses.

Verificar a infeccdo natural nas fémeas de flebotomineos capturadas.

Detectar a infecgéo canina.

Isolar amostras de Leishmania dos flebotomineos e dos caes.

Identificar a(s) espécie(s) de Leishmania detectada(s) em flebotomineos e nos céaes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

O municipio de Varzea da Palma esta localizado no Norte de Minas Gerais
(Figura 1), na microrregiao de Pirapora, também conhecida como microrregido do
Médio Sdo Francisco. E representado por uma area de 2.195,653 km? e uma
populacdo estimada em 35.804 habitantes. A microrregido de Pirapora é formada
por 10 municipios (Figura 2) banhados pelas Bacias do Rio Sao Francisco, Rio das
Velhas, Jequitai e Paracatu. Nessa microrregido foram registrados 157 casos de LT
no periodo de 2006 a 2010 e 20 casos de LV (Brasil, 2008), porém esses numeros

nao expressam a realidade atual dos municipios, pois apenas para Varzea da Palma

ja foram registrados, segundo a Secretaria de Saude do municipio, 23 casos de LV
de janeiro de 2006 a abril de 2010.

01 - Buritizeiro
02 - Ibiai

03 - Jequitai
04 - Lagoa dos Petos
05 - Lassance

. . - Pirapora
- }5 07 - Riachinho
- ™ -b 08 - Santa F& de Minas
a »-—?.«, - . - 580 Romé&o
% ' 10 - Varzea da Falma
"-L].-\_—‘\l 1 .-'ﬂ'}}il"rﬂ

Figura 1 — Municipio de Varzea da Palma — Norte de Minas Figura 2 — Microrregido de Pirapora — Numero 10 — Varzea da
Gerais. Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/varzeadapalma Palma. Fonte: http://webcarta.net/carta/mapa

O municipio de Varzea da Palma ¢é dividido em cinco zonas
politico-administrativas. A Zona 01 é composta pelos bairros Centro, Planalto,
Progresso e Nossa Senhora da Aparecida. Esta area é a parte mais urbanizada do
municipio, contando com a presenca de casas, comércio e pouca ou nenhuma area

verde.

A Zona 02 é composta pelos bairros Lameirao |, Lameirao IlI, Nossa Senhora
de Fatima e Paulo Xl|. Esta localidade mantém uma area com caracteristicas rurais,

com a presengca de mata preservada, colecdo de agua e criagbes de galinhas,
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porcos e cavalos. Nos ultimos anos vém sofrendo um intenso processo de

urbanizag¢ao, com casas localizadas bem proximas ao ambiente silvestre.

A Zona 03 compreende os bairros Jardim América |, Jardim América Il, Jardim
Italia |, Jardim Italia Il, Pinlar | e Princesa. Esta € uma regido residencial composta

por familias de baixa renda.

A Zona 04 é constituida pelos bairros Caigara, Pedras Grandes e Nova
Esperanca. Esta area é considerada como periferia do municipio, sendo possivel

observar intenso desmatamento no seu entorno.

A Zona 05 é representada pelo distrito da Barra do Guaicui. Uma
caracteristica peculiar desta regido € o encontro das aguas do Rio das Velhas com o
Rio Sao Francisco, uma importante bacia hidrografica do Brasil. Esta Zona
caracteriza-se pela presenga de mata preservada e intenso processo de

urbanizag¢ao nos ultimos anos.

O estudo dos flebotomineos e da infecgao canina foi realizado em domicilios
selecionados nas cinco zonas que compdem o municipio (Figura 3). A selegao das
casas foi realizada por conveniéncia considerando aquelas onde houve registro de

caso de leishmaniose visceral ou leishmaniose tegumentar nos ultimos cinco anos.

37



Materiais e Métodos

Varzea da Palma/MG

42Km de distancia

988,11 S

CWO0ELELL S

WWG9E.LL S

8LOLLLS

w
—_—
-]
o B
O e bR e
0
S
w
—_—
s
[}
L 2 - S S S PPTTRR. 1. 47 U
o LEGENDA
% z i
(@ Armadilhas HP (A-01 a A-20) :
« :
] Zonas politico-administrativas:
a N
g' ........................ Ca Zoma O] 5 e AN R (L
« == 7ona 02
= == 7ona 03
== 7ona 04
= Zona 05
44D45l54l| ...................................... 44“44'42 o N Il ldessEEIl ladaREBEINldannEas 440‘43'30" .................... o 4&”42'13“

Figura 3: Mapa de Varzea da Palma, MG, evidenciando as localidades onde as armadilhas de flebotomineos

foram expostas.
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4.2 Estudo da fauna flebotominica

4.2.1 Coletas sistematizadas com armadilhas luminosas automaticas

As coletas sistematizadas dos flebotomineos foram realizadas durante o
periodo de abril de 2009 a margo de 2010, com capturas mensais, destinadas ao
estudo da fauna e demais aspectos ecologicos pertinentes, bem como a observagéo
da infecgdo natural nas fémeas. Devido ao grande numero de espécimes
capturados, foi designado, aleatoriamente, que as fémeas coletadas nos meses
pares seriam destinadas a pesquisa da infeccdo natural. As armadilhas utilizadas
foram luminosas automaticas, modelo HP (Pugedo et al., 2005) , que utilizam a luz
como isca para os flebotomineos, quatro pilhas grandes como fonte de energia para

a luz e motor e uma gaiola de fil6 onde os flebotomineos ficam acondicionados.

Foram expostas quatro armadilhas Iuminosas, por zona politico-
administrativa, no peridomicilio das casas e, quando presente, em anexos como
galinheiro, chiqueiro ou canil, totalizando vinte armadilhas que abrangeram toda a
area urbana do municipio. A exposicao das armadilhas foi realizada durante trés
dias consecutivos das 18:00 as 6:00 horas, totalizando 36 horas de esforgco amostral

por armadilha.

4 2.2 Coletas nao sistematizadas

Estas coletas tiveram como objetivo aumentar a diversidade de espécies de
flebotomineos que constituem a fauna local. Para isto, foram realizadas coletas com
armadilha de Shannon (Shannon, 1939) na Zona 01, que consiste de uma armacéao
central em forma retangular, com duas superficies externas igualmente de pano. No
campo, a armadilha permaneceu suspensa e fixada por meio de corda em quatro
pontos amarrados em arvores ou estacas. Em seu interior foi colocado como atrativo
uma fonte de luz. Os insetos atraidos foram coletados nas paredes da armadilha,
através do capturador de Castro (ou tubo aspirador). Verificou-se a presenga de um
grande numero de flebotomineos em um local proximo a armadilha de Shannon
onde havia galinhas, assim foi utilizado o capturador manual de Castro para a coleta
direta neste ponto. As capturas foram realizadas a cada trés meses, contemplando

as quatro estagodes climaticas do ano.
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4.2.3 Processamento dos flebotomineos coletados

As armadilhas foram retiradas a cada exposigao para a realizagao da triagem
e sexagem dos flebotomineos. Os machos foram retirados das armadilhas utilizando
o capturador de Castro, em seguida foram acondicionados em tubos de ensaio
contendo alcool a 70° e posteriormente preparados, montados e identificados, de
acordo com as técnicas de rotina adotadas pelo Centro de Referéncia Nacional e
Internacional para Flebotomineos (CRNIF) do Centro de Pesquisas René
Rachou/FIOCRUZ. As fémeas, capturadas nas coletas ndo sistematizadas, foram
acondicionadas em potes préprios para a criacdo de flebotomineos, contendo em
seu fundo uma camada de gesso e tampados com tecido fil6, onde foi oferecida
solucdo acucarada as mesmas. Estas foram levadas ao laboratério e destinadas a

pesquisa de infecgao natural.

4.2.4 Identificagdo dos flebotomineos

Todos os insetos provenientes das capturas realizadas foram identificados ao
nivel de espécie através de microscopia 6ptica, dando prioridade a observacao de
estruturas que seguem a proposta do Grupo Cipa (1991) e seguindo-se a
classificagado proposta por Galati (2003). As fémeas utilizadas para a pesquisa de
infeccdo natural foram identificadas através das espermatecas, utilizando-se para
isto, o ultimo segmento do abddébmen. Também foi utilizada como caracter
taxondbmico na identificagdo especifica, a visualizagdo do cibario das fémeas,
mantendo no momento da dissec¢ao a parte ventral da cabeca voltada para cima. A
abreviagcdo do nome das espécies neste estudo segue a proposta de Marcondes
(2007).

4.2.5 Sazonalidade
O estudo da sazonalidade dos flebotomineos foi realizado através da
correlagado dos dados de captura, com dados climatologicos (temperatura, umidade,

precipitacédo) fornecidos pela estagdo climatica da CEMIG presente no municipio de

Buritizeiro, Minas Gerais. Esta estacido esta localizada entre o municipio de Varzea
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da Palma e o distrito de Barra do Guaicui, sendo, portanto, representativa para o

estudo.

4.2.6 Estudo das anomalias em Lu. longipalpis

Para melhor descrever as anomalias encontradas nos machos pertencentes a
espécie Lu. longipalpis os insetos foram medidos, examinados, fotografados e
ilustrados utilizando o microscopio 6ptico com o auxilio da ocular micrométrica,
camera Sony com resolugcdo de 10.1 mega pixels e camara clara. Os caracteres
analisados foram os seguintes: niumero de espécimes com a anomalia localizada na
terminalia direita (PD), numero de espécimes com a anomalia localizada na
terminalia esquerda (PE), o comprimento do paramero (CP), distancia entre a base
do paramero e os espinhos normais (BN) e a distancia entre os espinhos normais e

o espinho anémalo (DNA).

Foram analisados quatro exemplares de Lu. longipalpis da localidade tipo,
Além Paraiba, Minas Gerais, como critério de comparag¢ao, uma vez que nao existe
o hol6tipo desta espécie. Na anadlise dos dados nao foi considerada a lateralidade
da anomalia, apenas a posi¢ao do espinho anémalo no paramero, independente de

estar no lado direito ou esquerdo.

4.3 Estudo da infeccdo canina

4.3.1 Amostra de caes

O calculo do numero de caes a serem amostrados foi realizado com base nos
dados obtidos pelo senso canino anual realizado pela prefeitura de Varzea da Palma
para a campanha de vacinacdo contra a raiva. Para calcular a amostra foram
considerados os seguintes parametros de acordo com o “Célculo de amostra para

determinar prevaléncia” (WHO, 1995):

- prevaléncia esperada da infecgdo canina na area de estudo de 50% (este valor foi
estimado uma vez que nao se dispde de dados de prevaléncia e porque com 50% se

obtém o maior “n” possivel);
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- numero total de caes (estimado através da ultima campanha de vacinagao contra a
raiva);

- intervalo de confianga a 95% com precisao de 0,1.

A partir destes dados ficou definido o niumero minimo de 95 caes a ser
trabalhado na area. Para a realizacdo do estudo foram amostrados 207 animais
residentes nas casas onde foram colocadas as armadilhas para coleta de
flebotomineos. No caso de ndo haver cdo no domicilio foram selecionados os

animais residentes em casas proximas a estes domicilios.

Os animais receberam um numero de identificacdo de acordo com a ordem
de entrada no estudo. Os mesmos numeros foram utilizados para a identificagao das
amostras coletadas. Durante a coleta foi preenchida uma ficha clinico-
epidemioldgica com dados como o0 nome do cao, sexo, idade, raga, além do nome
do proprietario e endereco (Anexo 1). Os resultados dos testes sorologicos e
moleculares foram transcritos para as fichas nos campos destinados ao diagndstico

laboratorial.

4.3.2 Procedimentos éticos

Para a realizacdo do projeto ndo foi necessario a autorizagdo da Comisséo de
Etica no Uso de Animais da FIOCRUZ, pois todos os procedimentos foram
realizados pelo veterinario do municipio de Varzea da Palma, MG, dentro do
programa de controle das leishmanioses. Todos os procedimentos de coleta de
amostras dos animais foram realizados de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagcdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

4.3.3 Avaliagao clinica dos caes

Os 207 animais amostrados foram submetidos a avaliacdo clinica no
momento da coleta de sangue e, aqueles cujo resultado da sorologia foi positivo,
foram avaliados também antes da eutanasia. O exame clinico foi realizado pelo
veterinario da Secretaria Municipal de Saude do municipio de Varzea da Palma.

Qualquer alteragdo observada foi registrada, com atengdo especial para os sinais
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sugestivos da LVC como: linfadenopatia localizada ou generalizada,
esplenomegalia, hepatomegalia, alopecia, ulceragdo cutédnea ou lesdo de pele,

onicogrifose, emaciagao, lesdes oculares e epistaxe.

4.3.4 Soroprevaléncia canina

A soroprevaléncia da infecgao canina na area foi calculada através de estudo
seccional no inicio dos trabalhos. A presenca de anticorpos anti-Leishmania no soro
dos caes foi determinada através dos testes de reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e a reagao imunoenzimatica (ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent
Assay). Para a realizagdo da sorologia foram coletadas amostras de sangue total
periférico, pela puncéo veno-cefélica utilizando seringas e agulhas descartaveis para
a colheita de cinco a dez mililitros de sangue de cada animal. Uma aliquota das
amostras de sangue dos caes foi utilizada para o diagnédstico sorolégico e outra

aliquota foi utilizada no diagndstico molecular.

Os testes soroldgicos foram realizados pelo Departamento de Parasitologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais. As
amostras foram encaminhadas codificadas, sem informagdes sobre o status clinico

dos animais.

Os resultados dos exames sorolégicos dos caes foram repassados para a
geréncia de Zoonoses da Secretaria Municipal de Saude de Varzea da Palma, para
que fossem tomadas as medidas profilaticas recomendadas pelo Ministério da

Saude, entre elas a remocéao e eutanasia dos caes soropositivos.

4.4 Métodos soroldgicos

4.4.1 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Para a obtenc&o do titulo desejado, os soros a serem testados foram
diluidos na raz&o dois, a partir de 1:40, em solugédo tampéo fosfato (PBS) constituida
de 850mg de NaCl (Merck, Alemanha), 132mg de NaHPO, (Merck, Alemanha),
15,6mg de NaH,PO4.H,O (Merck, Alemanha), dissolvidos em 100mL de agua
destilada e pH ajustado para 7.4.
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Foram transferidos 25 pL desta solugédo sobre cada regido demarcada de

uma lamina de vidro, na qual foi previamente fixado o antigeno, constituido por
formas integras de promastigotas de Le. chagasi, cepa MHOM/BR/1967/BH46,
rotineiramente utilizada pelo Laboratério de Sorologia de Leishmania do
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de Minas Gerais. As
laminas foram submetidas a incubagdo em cémara umida por 30min em estufa a
37°C e, a seguir foram lavadas com PBS e cobertas com a solugdo tampéao por 5
min, seguida de lavagem em agua destilada e secagem sob ventilagcdo artificial
(Ventilador Britania B20, Brasil). Em cada regido demarcada da lamina foi
acrescentado 25ul do conjugado diluido a seu titulo em PBS, com Tween 2% (v/v)
(Tween® 20, Merck, Alemanha), acrescido de Azul de Evans 1% (Evans Blue®,
Sigma Aldrich Inc., EUA). O conjugado, constituido por anti IgG de cao, marcado
com Isotiocianato de Fluoresceina (Bethyl Lab. Inc., EUA) foi diluido na proporgéao
de 1:1500. Apds a adicdo do conjugado foi realizada nova incubagao, lavagem com
PBS e secagem. A lamina foi entdo coberta com glicerina (Merck, Alemanha)
tamponada e laminula, e a leitura foi realizada em microscopio de luz ultravioleta
(Olympus BX 41®, Olympus Optical Co., Japao). Para cada soro foi determinado a
diluicao reativa final, ou seja, a maior diluigdo que apresentar reatividade. Todas as
reacdes foram realizadas em duplicata, e amostras de soros sabidamente positivos
e negativos foram usados na mesma lamina como controles da reagdo. Animais que
apresentaram titulagdo igual ou superior a 1:40 foram considerados positivos para

leishmaniose canina.

4.4.2 Ensaio Imunoenzimatico - ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

A dosagem de IgG total foi determinada através da técnica de ELISA, de
acordo com Voller et al. (1979) com modificagbes. Os antigenos utilizados foram
obtidos a partir de formas promastigotas de Le. chagasi MHOM/BR/1967/BH46,
apos ruptura por ultra som (Branson 1510®, Branson Ultrasonics Co., EUA) e
centrifugacdo (Centrifuga Excelsa Baby 1I®, FANEM, Brasil) a 1360g por 10min. A
quantidade de proteina foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951), e
ajustada para 20pg/mL em PBS e armazenado em freezer a -20°C em aliquotas, até

o0 momento de uso.

44



Materiais e Métodos

Para a realizagdo da técnica de ELISA foi utilizado o conjugado anti-IgG

de céao no titulo de 1/10000 marcado com Peroxidase VI (Bethyl Lab. Inc., EUA), de
acordo com Silva (2007). As reagdes foram realizadas em microplacas de polietileno
(BD Falcon, Becton, Dickison and Company, EUA) de 96 orificios e fundo plano.
Cada orificio da placa foi sensibilizado com 2ug do antigeno diluido em 100uL de
tampao carbonato, constituido por 0,159% p/v de Na,COs; (Merck, Alemanha) e
0,293% p/v NAHCO3; (Merck, Alemanha), diluidos em agua destilada. As placas
foram incubadas a 4°C por 24h para sensibilizagdo. A seguir, o excesso de antigeno
foi removido com cinco lavagens sucessivas, utilizando uma solugéo de 0,9% p/v
NaCl e 0,05mL v/v Tween® 20, diluidos em agua destilada. Apds as lavagens, as
placas foram secadas por inversdo sobre papel absorvente, e foram adicionados
150uL por orificio da solugao de bloqueio de sitios inespecificos, constituida por
caseina 2% p/v (Sigma Aldrich, EUA) diluida em PBS com pH ajustado para 7.6.
Seguiu-se incubacao a 37°C por 30min. Para retirada do excesso de solugao de
bloqueio foram realizadas duas lavagens sucessivas, com secagem das placas por
inversao sobre papel absorvente. Os soros a serem testados foram diluidos em
tampao de incubacdo, composto de caseina 0,25% p/v e 0,05% Tween® 20 diluidos
com PBS em pH 7.6, e foram aplicados 100uL dessa solugao por orificio da placa,
em duplicata. Segue uma nova incubacéo a 37°C por 45min, e retirada de excesso
da solugdo por uma série de cinco lavagens. Apds a secagem das placas, uma
aliquota de 100uL do conjugado diluido a seu titulo foi acrescentada em cada
orificio. Apds nova incubagao a 37°C por 45min, o excesso de conjugado foi retirado
por nova série de cinco lavagens. Apos as lavagens foi acrescentado em cada
orificio 100pL de solugdo do substrato, composta por 10mg de cromogeno
orthophenylenediamine (OPD, Sigma Aldrich, EUA) mais 4uL de H,O, 30v (Merck,
Alemanha) diluidos em 10mL de solu¢do tampéao do substrato, composta por 0,719
% p/v de Na;HPO4 e 0,519% acido citrico (Merck, Alemanha) diluidos em agua
destilada. Apds a reacgao transcorrer por 10min em temperatura ambiente e no
escuro, esta foi interrompida pela adigdo de 25uL de H,SO4 4N (Merck, Alemanha)
por orificio. As reac¢des foram lidas em leitor de ELISA (BioRad modelo 550, Brasil) a

495 nm e os resultados expressados em valores de absorbancia.
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Para cada placa, o ponto de corte ou “cut off’ foi estabelecido a partir da
média das leituras de absorbéancia de oito soros de caes nao infectados procedentes

de regido ndo endémica para a doenga, mais duas vezes o desvio padrao.

4.5 Métodos moleculares para o estudo de Leishmania nos flebotomienos e nos

caes.

4.5.1 Extragcao do DNA

As fémeas capturadas, que nao apresentavam sinais de repasto sanguineo
em seu abdémen, foram identificadas e separadas para deteccao da infecgao por
Leishmania. Cada “pool” ou amostra foi constituido de até 20 fémeas, todas

pertencentes a mesma espécie, localidade e data de coleta.

ApoOs a eutanasia dos caes foram coletadas amostras de pele da face interna
da orelha e medula 6ssea para a tentativa de isolamento do parasito e estudos
moleculares visando a caracterizacdo da espécie de Leishmania envolvida na
infeccdo. As amostras de sangue total periférico, conservadas e acondicionadas
adequadamente e os fragmentos de pele e medula coletados e acondicionados em

alcool etilico absoluto a -20°C foram submetidos a extragdo do DNA.

Os flebotomineos e os tecidos coletados dos cées foram macerados em 150
Ml de tampéo NET10, 20 ul SDS 10% e 1 pl de proteinase K (20mg/ml) em tubos de
1,5 ml, vortexados por 10 segundos e incubados “overnight” a 56 °C sob agitacao.
Apds a incubagao foi dado um pulso na centrifuga para baixar o conteudo suspenso
nas paredes do tubo, acrescido 250 pl de fenol/cloroférmio e misturado 10 vezes por
inversao. Apos centrifugacao por 6 minutos a 20 000 g, a fase aquosa foi transferida
para um novo tubo de 1,5 ml, contendo 250 pl de cloroférmio/alcool isoamilico e
misturado 10 vezes por inversado. Foi realizada outra centrifugagdo por 6 minutos a
20 000 g. A fase aquosa foi transferida para um outro tubo de1,5 ml contendo 400 pl
de etanol absoluto e 15 yl de acetato de sdédio 3M e misturado 10 vezes por
inversao. Apos incubagdo de 20 minutos a -70 °C o conteudo foi novamente

centrifugado por 6 minutos a 20 000 g. O sobrenadante foi descartado e no mesmo
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tubo foi acrescentado 500 ul de etanol a 70% e misturado 10 vezes por inversao,
seguido de outra centrifugagao por 6 minutos a 20 000 g. Por fim o sobrenadante foi
descartado, o tubo seco por exposicado ao ambiente e o DNA eluido em 50 ul de

agua propria para PCR.

4.5.2 Confirmacgao da extracdo de DNA

Foi realizada a dosagem de moléculas de DNA em todas as amostras, tanto
de flebotomineos quanto de caes, para confirmar a extracio verificando a presenca,
concentracdo e a qualidade das amostras de acidos nucléicos. Para este
procedimento utilizou-se um espectrofotbmetro, aparelho NanoDrop®-1000,
conforme recomendacodes do fabricante. A relagdo entre absorvancia em 260 e 280
nanometros (nm) foi utilizada para avaliar a pureza do DNA. A proporgao de 1,4 a
1,8 é geralmente aceita como "pura" de DNA. Se a proporg¢ao € significativamente
menor , isso pode indicar a presenca de proteinas, fenol ou outros contaminantes

que absorvem fortemente em ou perto de 280 nm.

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

DNA extraidas de flebotomineos e caes

A LnPCR — SSUrRNA amplifica um fragmento do gene SSUrRNA que é uma
regido conservada entre todas as espécies de Leishmania. Esta técnica é utilizada
para a deteccao direta, sem a necessidade de isolamento do parasito, a partir de
diferentes amostras biolégicas (Van Eys et al.,1992; Cruz et al., 2002 e 2006). Tal
metodologia, adaptada e modificada por Cruz et al. (2002), permite a amplificagao
inicial de um fragmento de aproximadamente 603 pb, pela utilizagdo dos iniciadores
R1: 5" GGT TCC TTT CCT GAT TTACG 3" e R2: 5 GGC CGG TAA AGG CCG AAT
AG 3’, seguida da amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 353 pb, a
partir do produto amplificado da primeira reagao, pela utilizagdo dos iniciadores R3:
5" TCC CAT CGC AACCTC GGT T 3" e R4: 5" AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3.
A primeira reagao foi preparada para um volume final de 50ul contendo 10ul de DNA
da amostra a ser testada, 5 pl da solugdo tampao 10x - 15mM MgCI2 ,1 ul de dNTPs
a 10mM, 1ul do iniciador R1 a 15uM, 1 pl do iniciador R2 a 15uM, 1,4 yl de Tth
DNA polimerase a 1U/ uyl (Biotools) e 30,6 pl de H,O destilada estéril. Em tubos
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contendo 1 ml de H,O foram diluidos 25 pl de produto da primeira reagao, para
serem utilizados como “template” da segunda PCR. Esta foi preparada para um
volume final de 25 pl contendo 10ul do produto amplificado diluido, 2,5 ul da solugao
tampao 10x - 15mM MgCly 0,5 ul de dNTPs a 10mM, 0,5ul do iniciador R3 a 15uM,
0,25 pl do iniciador R4 a 15uM, 0,7 pl de Tth DNA polimerase a 1U/ ul (Biotools) e
10,55 ul de H,O destilada estéril. As amplificagbes foram processadas em aparelho
termociclador automatico (AB9800®) utilizando os seguintes ciclos: 1% reagéo -
desnaturagdo inicial a 94°C por cinco minutos, seguido de 30 repetigbes de:
desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos, 22 reacao - desnaturagao inicial a 94°C por cinco
minutos, seguido de 30 repeticdes de: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 65°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. A

extensao final foi a 72°C por cinco minutos para ambas as reagdes.

Em todas as reagdes foi utilizado controle positivo com 20 ng de DNA extraido
de cultura de Le. infantum (cepa JPC), e como controle negativo agua destilada
estéril como “template”. Nas reagdoes com DNA extraido dos flebotomineos os
controles positivos foram constituidos de fémeas de Lu. longipalpis e DNA extraido
de culturas de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e Le. infantum
(MHOM/BR/70/BH46).

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

reacao respectivamente.

4.6 ldentificagcao da espécie de Leishmania

A identificacdo das espécies de Leishmania foi realizada através do
sequenciamento do produto amplificado da segunda reagdao da LnPCR (fragmento
esperado de aproximadamente 353pb). As bandas de 353 pb com intensidade

consideravel foram cortadas e purificadas usando kit comercialL préprio para este fim
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(QlAquick PCR Purification Kit,QIAGEN) de acordo com as especificagbes do

fabricante.

O produto amplificado e purificado, eluido em 20 ul de H,O destilada e
estéril foi entdo utilizado como template para uma amplificacdo, anterior ao processo
de sequenciamento. A reacdo de PCR para o sequenciamento foi preparada para
um volume final de 10 pl, formada por 4 yl do PREMIX (BigDye® Terminator v3.1
Cycle), 1 ul do iniciador na concentracéo de 3,2 pmol e 5 pl do produto de PCR. Este
mix foi colocado em um termociclador (AB9800®) utilizando o seguinte programa:
94°C por trés minutos, seguido de 25 ciclos de: 96°C por um segundo, 65°C por 5
segundos (esta temperatura depende da temperatura de anelamento do iniciador
utilizado) e 60°C por quatro minutos. O sequenciamento propriamente dito foi
realizado no sequenciador automatizado ABI PRISM 377 DNA sequencer (Applied
Biosystems). A analise bioinformatica das sequéncias obtidas foi realizada
utilizando os programas Lasergene® sequence analysis software (DNASTAR) e o
BIOEDIT. Estas analises incluem a edi¢do, alinhamento e a busca de sitios de
restricdo das sequéncias estudadas. O alinhamento das sequéncias editadas com
aquelas depositadas no GenBank permite a identificacdo de trés espécies de
interesse na area de estudo; Le. braziliensis, Le. amazonensis e Le. chagasi (Figura
4).
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SO0l LSSt PREE] CERE] CEREY PEESS CEotl LEEES FEtl RreR)
TCCCATCGCAACTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTG

____________ Co I
60 70 80 90 100
TG OToMBOOC o T TCRTORAOEN T AT T CAACTEAC
A
110 120 130 140 150

SSSL FEEEY PEEEY EEEEY CEREY EEESS SOt Cobtd BRtd bosl.
GGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGGGCGT

160 170 180 190 200

CAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATT

210 220 240

CTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGAT

260 270 280 290 300

GATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTG

310 320 330 340 350

GGGATCTTATGGGCCGGCCTGCGGCAGGGTTTACCCTGTGTCCAGCACCG

Figura 4: Alinhamento das sequéncias do fragmento do gene SSUrRNA de espécies de Leishmania,

depositadas no GenBank.

4.7 lIsolamento de amostras de Leishmania

4.7.1 A partir de flebotomineos

As fémeas capturadas nas coletas nao sistematizadas foram dissecadas para

a pesquisa da infeccdo natural. A dissecagé&o consistiu em retirar o tubo digestivo
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dos insetos em salina tamponada com o auxilio de dois estiletes entomoldgicos. Tal
procedimento foi realizado a partir da cabeca até o final do abdémen, sobre uma
lamina de microscopia. Apds a dissecacdo o material foi recoberto com laminula e
feita a pesquisa de parasitos ao microscopio optico. Durante o exame microscépico
foi realizada a identificagao especifica dos flebotomineos, principalmente com base

nas espermatecas.

4.7.2 A partir de amostras de caes

Para o isolamento do parasito, fragmentos de medula d&ssea foram
armazenados em geladeira (4°C) durante 24 horas em solugdo salina com
antibiéticos (estreptomicina 100ug/ml e penicilina 500U/ml). Apds este periodo as
amostras foram inoculadas em meio de cultura NNN (Novy-Mc Nel- Nicolle)
enriquecido com Schnneider e mantidas a 25°C £ 1°C. O exame da cultura foi
realizado semanalmente e considerado positivo quando se observou a presenca de
formas promastigotas de Leishmania. Depois de quatro semanas as amostras onde
nao foi possivel observar a presenca de promastigotas, o resultado foi considerado
negativo. As amostras isoladas foram criopreservadas e depositadas no banco de

cepas do Laboratdrio de Leishmanioses do CPgRR, para posterior caracterizagao.
4.8 Normas de Biosseguranga

Os experimentos realizados neste estudo seguiram as normas ABNT NBR
ISO/IEC 17025, sobre requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio
e calibragdo e o manual interno de biosseguranga do Centro de Pesquisas René
Rachou/Fiocruz.

4.9 Analise estatistica

Os dados foram organizados em planilhas e as analises descritivas foram
registradas no programa Microsoft Excel® (Office 2003).
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Os coeficientes de Pearson foram utilizados para avaliar a correlagao entre o

total de flebotomineos coletados e as variaveis climaticas (temperatura média,

pluviosidade total e umidade relativa do ar média). O teste Mann-Whitney foi

utilizado para verificar a diferenca entre o numero de machos e fémeas capturadas.

A ANOVA e o teste t-student foram realizados na analise das anomalias presentes

nos machos de Lu. longipalpis. Os testes citados acima foram realizados utilizando
o software SPSS 15.0.

Para comparagdo da proporcao de caes positivos nos testes sorologicos e
moleculares, nas diferentes amostras, utilizou-se o teste Qui-quadrado pelo software
R 2.12.0 e as comparagdes multiplas foram realizadas utilizando a metodologia de

Bonferroni. O nivel de significancia utilizado para todas as analises foi de 5%.
O coeficiente Kappa foi realizado para avaliar a concordancia entre os testes

diagnosticos (RIFI, ELISA, LnPCR de sangue, medula e pele), sempre comparando

os testes dois a dois utilizando o software SPSS 15.
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5 RESULTADOS

5.1 Coletas sistematizadas

Foram realizadas doze coletas de flebotomineos no municipio de Varzea

da Palma, Minas Gerais no periodo de abril de 2009 a margo de 2010.

O numero de flebotomineos capturados por espécie e sexo é
apresentado na tabela 3. De um total de 24.241 espécimes de flebotomineos,
foram identificadas quinze espécies pertecentes a sete géneros: Brumptomyia
Evandromyia, Lutzomyia, Micropygomyia, Nyssomyia, Psathyromyia e
Sciopemyia. As espécies capturadas foram Brumptomyia avellari (Costa Lima,
1932), Evandromyia evandroi (Costa Lima & Antunes, 1936), Evandromyia lenti
(Mangabeira, 1938), Evandromyia sallesi (Galvdo & Coutinho, 1939),
Evandromyia termitophila (Martins, Falcdo & Silva, 1964), Evandromyia walkeri
(Newstead, 1914), Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), Micropygomyia
acanthopharynx (Martins, Falcdao & Silva, 1962), Micropygomyia quinquefer
(Dyar, 1929), Nyssomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912), Nyssomyia neivai
(Pinto, 1926), Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939), Psathyromyia
shannoni (Dyar, 1929) e Sciopemyia sordellii (Shannon & Del Ponte, 1927).
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Tabela 3: Espécies de flebotomineos capturadas no Municipio de Varzea da Palma, MG, no
periodo de abril de 2009 a margo de 2010.

Espécie N° de flebotomineos coletados
Machos Fémeas Total
Nyssomyia intermedia 7906 5241 13147
Lutzomyia longipalpis 7847 1335 9182
Nyssomyia neivai 1139 326 1465
Evandromyia sallesi 86 97 183
Evandromyia lenti 27 32 59
Nyssomyia whitmani 52 1 53
Psathyromyia shannoni 48 5 53
Evandromyia evandroi 7 14 21
Micropygomyia quinquefer 15 6 21
Brumptomyia avellari 19 4 23
Evandromyia termitophila 5 8 13
Evandromyia walkeri 6 4 10
Micropygomyia acanthopharyns 6 0 6
Sciopemyia sordellii 3 1 4
Psathyromyia lutziana 1 0 1
Total 17.167 7.074 24.241

B Nyssomyia intermedia
@ Lutzomyia longipalpis
54,2% O Nyssomyia neivai

O Evandromyia sallesi

B Evandromyia lenti

m Demais espécies

Figura 5: Porcentagem de flebotomineos por espécie, coletados no municipio de
Varzea da Palma, MG, no periodo de abril de 2009 a margo de 2010.

Conforme apresentado na figura 5, a espécie Ny. intermedia
correspondeu a 54,2% do total de exemplares coletados na area de estudo,

seguida de Lu. longipalpis com 37,9%. O numero de machos (17.167) foi maior
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do que o de fémeas (7.074), sendo a razao macho: fémea = 2,43: 1.0. Ao
realizar o teste de Mann-Whitney foi possivel constatar uma diferenga

significatica (P<0,05) entre o numero de machos e fémeas coletados.

A tabela 4 e a figura 6 mostram a distribuicdo das espécies capturadas
de acordo com os pontos de coleta. Os dados apresentados correspondem ao
somatoério de quatro armadilhas expostas em cada uma das zonas politico-

administrativas do municipio de Varzea da Palma, MG.

As coletas referentes a Zona 05 representaram 52,4% do total geral de
exemplares, seguida pela Zona 02 com 30,2% e as demais localidades foram
responsaveis por 17,4% do numero de flebotomineos capturados. Em todas as
zonas as espécies Ny. intermedia e Lu. longipalpis foram as mais prevalentes.
Somente na Zona 05, a espécie Ny. neivai também apresentou uma ocorréncia

mais expressiva (Tabela 4).
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Tabela 4: Flebotomineos coletados, por sexo e localidade de estudo, no municipio de Varzea da Palma, MG, no periodo de abril de 2009 a margo de 2010.

Localidade de estudo
Espécie Zona 01 Zona 02 Zona 03 Zona 04 Zona 05 Total
3 ? 3 ? 3 ? 3 ? 3 ?
Nyssomyia intermedia 29 37 2873 1453 64 41 24 18 4916 3692 13147
Lutzomyia longipalpis 1021 113 2417 312 909 130 1441 281 2059 499 9182
Nyssomyia neivai 1 2 10 17 4 0 1 0 1123 307 1465
Evandromyia sallesi 5 10 52 49 9 5 5 3 15 30 183
Evandromyia lenti 3 4 8 10 6 1 1 6 9 11 59
Nyssomyia whitmani 0 0 34 0 4 0 0 0 14 1 53
Psathyromyia shannoni 0 0 35 4 0 0 0 0 13 1 53
Evandromyia evandroi 0 2 2 8 0 4 4 0 1 0 21
Micropygomyia quinquefer 0 0 15 4 0 2 0 0 0 0 21
Brumptomyia avellari 4 0 1 0 1 0 1 0 12 4 23
Evandromyia termitophila 0 0 4 8 1 0 0 0 0 0 13
Evandromyia walkeri 0 0 2 2 1 0 0 0 3 2 10
Micropygomyia acanthopharyns 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 6
Sciopemyia sordellii 0 0 2 1 0 0 0 0 1 0 4
Psathyromyia lutziana 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Total 1063 168 5462 1868 999 183 1477 308 8166 4547 24241
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Total de
Flebotomineos
capturados por

espécie

Localidades de estudo

Figura 6: Total de flebotomineos por espécie, coletados no municipio de Varzea da Palma, MG, no
periodo de abril de 2009 a margo de 2010, segundo localidade de estudo.

As espécies Br. avellari, Ev. evandroi, Ev. lenti, Ev. sallesi, Lu. longipalpis, Ny.
intermedia e Ny. neivai foram coletadas em todas as localidades de estudo. As
espécies Ev. walkeri e Ny. whitmani foram encontradas em trés das localidades de
estudo, enquanto Ev. termitophila, Mi. quinquefer, Pa. shannoni e Sc. sordellii foram
encontradas apenas em duas destas. Mi. acanthopharynxs e Pa. lutziana foram

capturadas em apenas uma das localidades de coleta.

A Zona 02 apresentou maior riqueza de espécies coletadas. Este foi o unico
local de estudo para o qual as quinze espécies relatadas foram coletadas. A Zona 03
e 05 apresentaram onze das quinze espécies capturadas. As demais localidades

apresentaram no maximo sete espécies.

A figura 7 destaca a porcentagem das duas espécies mais frequentes, Ny.

intermedia e Lu. longipalpis, segundo a localidade de estudo. A Ny. intermedia foi
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mais prevalente nas Zonas 05 (65,5%) e 02 (32,9%), com baixa ocorréncia nas
outras areas (1,6%). Nas demais localidades (Zonas 01, 03 e 04) prevaleceu a

espécie Lu. longipalpis.
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Figura 7: Ocorréncia de Lutzomyia longipalpis e Nyssomyia intermedia segundo localidade de estudo

no municipio de Varzea da Palma, MG, no periodo de abril de 2009 a margo de 2010.

A figura 8 e a tabela 5 mostram a distribuicdo de flebotomineos capturados

mensalmente no municipio de Varzea da Palma, Minas Gerais.
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Figura 8: Percentagem de flebotomineos coletados no periodo de abril de 2009 a marco de 2010, no

municipio de Varzea da Palma, MG.
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Os meses de novembro e fevereiro apresentaram o maior percentual de

flebotomineos coletados (51,7%), seguidos de setembro e margo.

As espécies Ev. sallesi, Lu. longipalpis e Ny. intermedia foram as unicas
coletadas em todos os meses de estudo. A espécie Ny. neivai s6 nao esteve

presente na captura do més de dezembro.

Analisando o padrdo apresentado pelas espécies mais prevalentes
observamos que Ny. neivai registrou picos de ocorréncia nos meses de setembro,
novembro, janeiro e fevereiro, Lu. Longipalpis mostrou um aumento importante no
numero de exemplares capturados no més de novembro e Ny. intermedia
apresentou trés picos de ocorréncia nos meses de setembro, novembro e fevereiro
(Figura 8).
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Tabela 5: Numero e porcentagem de flebotomineos coletados por més e espécie, no municipio de Varzea da Palma, MG, no periodo de abril de 2009 a margo de 2010.

Més/Ano
Espécie Abr/09 Mai/09 Jun/09 Jul/09 Ago/09 Set/09 Out/09 Nov/09 Dez/09 Jan/10 Fev/10 Mar/10 Total
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
Nyssomyia intermedia 70(0,29) 62(0,26) 114 (0,47) 101(0,42) 583 (2,4) 1714 (7,07) 173(0,7) 2974 (12,27) 147 (0,61) 611(2,5) 4807 (19,83) 1790 (7,384) 13146 (54,23)
Lutzomyia. Longipalpis 316 (1,3) 365(1,51) 271 (1,11) 317 (1,31) 260 (1,07) 817 (3,37) 348 (1,44) 2546 (10,5) 909 (3,75) 1013 (4,2) 1171(4,83) 849(3,5) 9182 (37,88)
Nyssomyia neivai 5(0,021) 2(0,008) 1(0,004) 3(0,012) 3(0,012) 92 (0,38) 1(0,004) 498 (2,05) 0 (0) 378 (1,56) 429 (1,77) 53 (0,22) 1465 (6,04)
Evandromyia sallesi 6 (0,025) 13(0,054) 5(0,021) 5(0,021) 14 (0,058) 72 (0,3) 10 (0,041) 18(0,074) 9(0,037) 4 (0,017) 16 (0,066) 11 (0,045) 183 (0,76)
Evandromyia lenti 6 (0,025) 3(0,012) 4(0,017) 2(0,008) 4(0,017) 8 (0,033) 3(0,012) 15(0,062) 8(0,033) 0 (0) 6 (0,025) 0 (0) 59 (0,243)
Nyssomyia whitmani 2(0,008) 3(0,012) 2(0,008) 0(0) 14 (0,058) 7 (0,029) 0 (0) 10 (0,041) 1(0,004) 7 (0,029) 5(0,021) 2 (0,008) 53 (0,22)
Psathyromyia shannoni 4 (0,017) 0(0) 4(0,017) 8(0,033) 3(0,012) 6 (0,025) 0(0) 6 (0,025) 2(0,008) 14 (0,058) 6 (0,025) 0 (0) 53 (0,22)
Evandromyia evandroi 3(0,012) 2(0,008) 4(0,017) 1(0,004) 2(0,008) 5(0,021) 1(0,004) 0 (0) 0 (0) 0(0) 4 (0,017) 0 (0) 22 (0,091)
Micropygomyia quinquefer 1(0,004) 1(0,004) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 1(0,004)  8(0,033) 3(0,012) 3(0,012) 2 (0,008) 2 (0,008) 21 (0,087)
Brumptomyia avellari 3(0,012) 1(0,004) 6(0,025) 1(0,004) 3(0,012) 0 (0) 0(0) 7 (0,029) 0 (0) 0 (0) 2 (0,008) 0 (0) 20 (0,083)
Evandromyia termitophila 0(0) 1(0,004) 0 (0) 0(0) 5(0,021) 2 (0,008) 0 (0) 1(0,004) 2 (0,008) 0 (0) 2 (0,008) 0 (0) 13 (0,054)
Evandromyia walkeri 2(0,008) 2(0,008) 1(0,004) 1(0,004) 1(0,004) 3(0,012) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 10 (0,041)
Micropygomyia acanthopharyns 1 (0,004) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 2 (0,008) 3(0,012) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 6 (0,025)
Sciopemyia sordellii 1(0,004) 0 (0) 1(0,004) 0 (0) 0 (0) 1(0,004) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(0,004) 0 (0) 4 (0,017)
Psathyromyia lutziana 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,004) 0 (0) 0 (0) 1(0,004)
Total 420 (1,73) 455 (1,88) 413 (1,70) 439 (1,81) 892 (3,68) 2.729 (11,26) 540 (2,23) 6083 (25,10) 1081 (4,46) 2031 (8,38) 6451 (26,6) 2707 (11,17) 24241 (100)
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As temperaturas médias durante o periodo de estudo variaram entre 20,0°C e
25,2°C. Este foi o unico parametro que apresentou correlagao estatisticamente
significativa com a variagdo mensal de espécimes de flebotomineos capturados
(Tabela 6).

Os valores médios de precipitacdo variaram entre 0,0mm?® e 79,0mm?® e a
umidade relativa do ar variou entre 56,8% e 87,3%. Ao nivel de significancia de 5%
estes valores nao apresentaram correlagdo significativa com o numero de

flebotomineos coletados (Tabela 6).

Tabela 6: Resultado do teste de correlagao entre o total de flebotomineos coletados e as variaveis
climaticas, no municipio de Varzea da Palma, MG, no periodo de abril de 2009 a margo de 2010.

Temperatura | Pluviosidade | Umidade Relativa do Ar
Total de Média Total Média
flebotomineos Coeficiente  de
coletados 0,742 -0,007 -0,077 Pearson
0,006 0,982 0,813 P-valor

As figuras 9 e 10 mostram a relagao entre as variaveis climaticas: temperatura
média mensal, umidade relativa do ar e precipitacdo pluviométrica e a variacao

mensal das espécies de flebotomineos capturadas.
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Figura 9: Porcentagem de flebotomineos capturados mensalmente no municipio de Varzea da

Palma, MG, em comparagédo com a temperatura média mensal, no periodo de abril de 2009 a margo

de 2010.
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Figura 10: Porcentagem de flebotomineos capturados mensalmente no municipio de Varzea da

Palma, MG, em comparagado com os parametros climaticos: pluviosidade total e média da umidade

relativa do ar, no periodo de abril de 2009 a margo de 2010.
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Houve um maior numero de insetos coletados durante os meses mais
quentes do ano para o municipio de Varzea da Palma, MG. O periodo chuvoso
antecedeu os picos de maior captura de flebotomineos (outubro e dezembro de
2009 e margo de 2010). Ao realizar a média geométrica de Williams no intuito de
verificar a frequéncia e a regularidade das espécies nas coletas (Haddow, 1960)
permitindo avaliar a atividade das espécies mais abundantes, foi possivel confirmar
0s maiores picos de ocorréncia de flebotomineos nos meses de setembro e
novembro de 2009 e fevereiro de 2010. O calculo foi realizado a partir do numero
total de machos e fémeas capturados mensalmente com as armadilhas luminosas

automaticas HP (Figura 11).

Média Geométrica de Williams

abr/09 mai/09 jun/09 jul/09 ago/09 set/09 out/09 nov/09 dez/09 jan/10 fev/10 mar/10

—e— Macho —B— Fémea —A— Total

Figura 11: Média de flebotomineos machos e fémeas capturados mensalmente com armadilha

luminosa HP, no municipio de Varzea da Palma, MG, no periodo de abril de 2009 a margo de 2010.

5.2 Capturas ndo sistematizadas

Apenas as espécies Ev. lenti, Lu. longipalpis e Ny. intermedia foram
coletadas durante as capturas nao sistematizadas. O resultado destas capturas

encontra-se na tabela 7 e na figura 12.

Foram realizadas coletas referentes as estagdes primavera, verdo, outono e
inverno. As coletas realizadas no verdo e outono, janeiro e margo de 2010
respectivamente, foram responsaveis pela quase totalidade dos exemplares

coletados (85%), sendo 926 espécimes de Lu. longipalpis. Nas demais coletas, julho
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e outubro de 2009, foram coletados 164 (15%) espécimes de Lu. longipalpis, dois de

Ny. intermedia e um espécime fémea de Ev. lenti.

Tabela 7: Resultados das coletas nao sistematizadas, no municipio de Varzea da Palma, MG, nos
meses de julho e outubro 2009 e janeiro e margo de 2010.

Estagdo do ano

Espécie Inverno Primavera Verao Outono
Jul/2009 Out/2009 Jan/2010 Mar/2010 Total
3 Q d ? 3 Q d Q d ?
Lutzomyia
longipalpis 135 13 16 0 561 65 273 27 985 105
Nyssomyia
intermedia 1 0 1 0 0 0 0 0 2 0
Evandromyia lenti 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Total 136 13 17 1 561 65 273 27 987 106

0,27%

W Lutzomyia longipalpis

m Demais espécies

99,73%

Figura 12: Distribuicdo das espécies capturadas nas coletas ndo sistematizadas no municipio de
Varzea da Palma, MG.

5.3 Anomalias em flebotomineos

Do total de 8.832 machos pertencentes a espécie Lu. Longipalpis analisados,
41 (0,5%) apresentaram anomalias no paramero. Os machos de Lu. longipalpis
apresentam, dentre outras caracteristicas morfologicas, dois espinhos curvados

implantados na por¢cao basal do paréamero (Figura 13). Neste estudo foram

64



Resultados

identificados seis tipos de anomalias unilaterais e duas bilaterais, todas no

paramero, sendo descritas a seguir.

A anomalia tipo 1 se caracteriza pela presenca de um espinho adicional
implantado ao mesmo nivel dos espinhos normais na por¢gao basal do paradmero
(Figura 14). A anomalia tipo 2 apresenta um espinho adicional na por¢gdo mediana
do paramero (Figura 15). A anomalia tipo 3 € representada por um espinho
adicional, localizado proximo aos espinhos caracteristicos da espécie Lu. longipalpis
(Figura 16), enquanto a anomalia tipo 4 tem um espinho adicional em posi¢cao
intermediaria as anomalias tipo 3 e 2 (Figura 17). A anomalia tipo 5 esta localizada
na mesma posigdo da anomalia tipo 3, porém com o espinho andmalo menos
espesso (Figura 18). O mesmo ocorre com a anomalia tipo 6, cujo espinho esta na
mesma posicao da anomalia 4 diferindo apenas pelo sua espessura mais delgada
(Figura 19).

Figura 13: Paramero padrdo dos machos de Lu. longipalpis.

65



Resultados

= 400x

Bar = 100pm

Aum

Figura 14: Paramero de Lu. longipalpis com anomalia unilateral tipo 1.
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Figura 15: Paramero de Lu. longipalpis com anomalia unilateral tipo 2.
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Figura 16: Paramero de Lu. longipalpis com anomalia unilateral tipo 3. Figura 400x
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Bar = 100pm

Figura 17: Paramero de Lu. longipalpis com anomalia unilateral tipo 4.
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Figura 18: Paramero de Lu. longipalpis com anomalia unilateral tipo 5.
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Figura 19: Paramero de Lu. longipalpis com anomalia unilateral tipo 6.
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A tabela 8 descreve as medidas dos flebotomineos com anomalias unilaterais.

Tabela 8: Medidas, em micrometros, dos machos de Lu. longipalpis com anomalias
unilaterais coletados no municipio de Varzea da Palma, MG, no periodo de abril de 2009 a margo de

2010, em comparagao com espécimes da localidade tipo (Padrao), Além Paraiba, MG.

Tipo de anomalia PD PE CcP BN DNA
Média S Média S Média S
1 10 17 239,9 21,3 127,8 26,2 - -
2 0 1 251,6* - 166,6* - 37,4* -
3 3 3 236,2 23,3 117,3 9,6 16,9 2,6
4 2 1 216,2 8,0 115,0 23,8 15,9 0
5 0 1 220,8* - 124,2* - 17,0* -
6 1 0 234,6* - 112,2* - 30,6* -
Padrao - - 236,3 15,3 117,3 1,96 - -

* Valor absoluto. PD = Numero de exemplares com anomalia no paramero direito, PE = Numero de
exemplares com anomalia no paramero esquerdo, CP = Comprimento do paramero, BN = Distancia entre a
base do pardmero e os espinhos normais, DNA = Distancia entre os espinhos normais e o espinho anémalo,

S = Desvio padrao.

300
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m CP m BN
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Medida em micrémetros

50 -

Padréo Tipo 1 Tipo 3 Tipo 4

Lutzomyia longipalpis

Figura 20: Comparagao entre o comprimento do pardmero (CP) e a distancia entre a base do
parédmero e os espinhos normais (BN) entre os machos de Lutzomyia longipalpis da localidade tipo e

os machos com anomalia Tipo 1, 3 e 4 coletados no municipio de Varzea da Palma, MG.

A figura 20 mostra semelhanga entre o comprimento do paramero e a
distdncia entre a base do paramero e os espinhos normais presentes nos
exemplares machos da localidade tipo e os andmalos tipo 1, 3 e 4 coletados no

municipio de Varzea da Palma. Nao foi possivel comparar as anomalias Tipo 2, 5 e
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6 nesta analise, pelo fato de ter sido capturado apenas um exemplar de cada uma

delas.

Ao comparar pela analise de variancia (ANOVA) os exemplares que
apresentavam a anomalia tipo 1, foi possivel verificar semelhangca em todas as
medidas realizadas, com o valor de P>0,005. Ja o teste t-student permitiu separar as
anomalias tipo 3 e 4, mostrando que houve diferenga significativa (P<0,05) entre a
distancia dos espinhos normais e o espinho anémalo (DNA) presente nestas duas

variagdes morfolégicas.

As anomalias bilaterais foram divididas em dois tipos: assimétrica e simétrica.
A anomalia tipo 7 apresenta a mesma posicdo dos espinhos da anomalia tipo 1,
porém nos dois parameros (Figura 21). Esta anomalia foi considerada bilateral
simétrica. A anomalia tipo 8 apresenta no paramero direito caracteristicas da
anomalia tipo 5 e no paramero esquerdo a anomalia tipo 3, sendo considerada como

anomalia bilateral assimétrica (Figura 22).

Figura 21: Paramero de Lu. longipalpis com anomalia bilateral simétrica. Bar = 100 ym.
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Figura 22: Pardmero de Lu. longipalpis com anomalia bilateral assimétrica. Bar = 100um.

Os exemplares de Lu. longipalpis com a anomalia tipo 2 e 5 foram capturados
na Zona 02 e o que apresentava a anomalia tipo 6 foi coletado na Zona 04. As
demais anomalias foram encontradas em todas as localidades de estudo. A Zona 05
apresentou a maior frequéncia de exemplares anémalos (26,8%), seguida da Zona
01 (21,6%) e da Zona 02 (19,5%). A anomalia tipo 7 foi encontrada em um exemplar
de Lu. longipalpis coletado na Zona 01 e a anomalia tipo 8 em um exemplar da
Zona 05.

5.4 Estudo da infecgao natural em fémeas de flebotomineos

As 106 fémeas capturadas nas coletas nao sistematizadas foram dissecadas
para verificar a presenca de infeccao natural por Leishmania. Foram analisadas sob
microscopio optico 105 (99,1%) fémeas de Lu. longipalpis e uma (0,9%) de Ev. lenti.

Utilizando este método, n&o foi encontrada nenhuma forma flagelada.

Devido ao grande numero de flebotomineos capturados nas coletas

sistematizadas escolheu-se, de maneira aleatoria, analisar no estudo da infecgao
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natural apenas as fémeas nao alimentadas coletadas nos meses pares e nas coletas

sistematizadas.

Das 7.074 fémeas capturadas nas coletas sistematizadas 3.957 (55,9%),
referentes as coletas dos meses impares do periodo de estudo (maio, julho,
setembro e novembro de 2009 e janeiro e margo de 2010) foram preparadas e

montadas.

As 2.892 (40,9%) fémeas nado alimentadas, coletadas nos meses pares (abril,
junho, agosto, outubro e dezembro de 2009 e fevereiro de 2010) foram submetidas a
pesquisa de DNA de Leishmania utilizando a Nested PCR (LnPCR) dirigida a uma
regidao do gene SSUrRNA. As fémeas submetidas a analise molecular foram

agrupadas em 282 amostras ou “pools” como observado na tabela 09.

As 225 (3,2%) fémeas que apresentavam sangue no intestino referente aos

meses pares foram montadas e identificadas.
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Tabela 9: Numero de fémeas de flebotomineos analisadas, por espécie, de acordo com o numero de espécimes presente em cada amostra processada.
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Considerando os resultados obtidos na dosagem de DNA realizada pelo
espectrofotbmetro podemos afirmar que todas as extracdes de DNA foram realizadas
com sucesso, uma vez que a média de pureza foi de 1,7 permanecendo todas as
amostras no limiar de pureza 260/280 nm de 1,4 a 2,0. Foi obtida uma média 123,2

ng/ul de DNA nas amostras.

A presenca do fragmento de 353 pb originado pela LnPCR foi observada a
partir da utilizagdo dos iniciadores R3 e R4 em 53 amostras (Figura 23), sendo 31
amostras pertencentes a espécie Ny. intermedia, 11 a Lu. longipalpis, quatro a Ev.
lenti, duas a Ev. sallesi e uma amostra de cada uma das seguintes espécies: Ev.

evandroi, Ev. termitophila, Ny. neivai, Mi. quinquefer e Pa. shannoni.

P11 CP CW 01 D2 03 0 05 06 Of CWN 05 03 10

Figura 23: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, mostrando produtos amplificados da
LnPCR (Primers R3 e R4) de amostras de fémeas coletados no municipio de Varzea da Palma,MG.
Canaletas: PM - peso molecular @X174; CP - controle positivo (DNA de L. (V.) braziliensis); CN -

controle negativo; 01 a 06 - amostras de Lu. longipalpis; 07 a 17 - amostras de Ny. intermedia.
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Para a identificacdo da espécie de Leishmania utilizou-se a técnica do
sequenciamento. Em 39 (73,6%) das 53 amostras positivas esta técnica permitiu
caracterizar as espécies Le.chagasi e Le.braziliensis nas fémeas de flebotomineos
infectadas. Desta maneira, foram encontradas 24 amostras de Ny. intermedia, sete
de Lu. longipalpis, uma de Ev. sallesi, uma de Ev. termitophila, uma de Ev. evandroi
e uma de Ev. lenti com Le.chagasi e duas amostras de Lu. longipalpis e uma de Ev.

lenti infectadas com Le.braziliensis.

A taxa minma de infeccdo flebotominica para o municipio de Varzea da
Palma, durante o periodo de estudo, foi de 1,8%. A maior parte das infeccbes
naturais encontradas foi por Le.chagasi. Para Lu. longipalpis, a principal vetora desta
espécie, a taxa de positividade foi de 2,1% (7/327). A infecgdo por Le.chagasi
também foi encontrada em espécies de flebotomineos que ndao sao consideradas
vetoras da mesma: Ev. evandroi apresentou 10,0% (1/10) de positividade, Ev. lenti
5,0% (1/20), Ev. sallesi 2,8% (1/36), Ev. termitophila 16,7% (1/6) e Ny. intermedia
1,0% (24/2442).

Para a infecgao natural por Le.braziliensis as taxas de positividade foram as
seguintes: Ev. lenti 5,0% (1/20) e Lu. longipalpis 0,6% (2/327). As espécies Ny.
neivai, Pa. shannoni e Mi. quinquefer apresentaram positividade para Leishmania sp.

A tabela 10 apresenta estes resultados em detalhes.

N&o foi possivel identificar a espécie de Leishmania presente em 15 (28,3%)
amostras. Provavelmente, a pequena quantidade de DNA, e consequentemente a
pequena quantidade de produto amplificado obtido, pode ter inviabilizado a técnica
de sequenciamento, ou as espécies presentes em tais flebotomineos ndo puderam

ser identificadas pela técnica empregada.
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Tabela 10: Resultado da infecgao natural de fémeas de flebotomineos coletadas nos meses pares do

periodo de abril de 2009 a margo de 2010, no municipio de Varzea da Palma, MG.

Total de o N° de N° de amostra(s) N° de amostra(s)
L . - N° de amostras : .
Espécies fémeas ositivas amostra(s) com com Le. com Leishmania
coletadas P Le. chagasi braziliensis sp.
Nyssomyia intermedia 2442 31 24 12345 0 7235
Lutzomyia longipalpis 327 11 71234 228 228
Evandromyia sallesi 36 2 1° 0 124
Evandromyia lenti 20 4 12 14 245
Evandromyia evandroi 10 1 12 0 0
Nyssomyia neivai 44 1 0 0 1°
Evandromyia termitophila 6 1 12 0 0
Micropygomyia quinquefer 3 1 0 0 12
Psathyromyia shannoni 1 1 0 0 12
Total 2889 53 35 3 15

Os numeros sobrescritos referem-se as localidades onde a espécie foi capturada.

A figura 24 apresenta a distribuicdo das espécies de flebotomineos

encontradas infectadas por Leishmania segundo a localidade de estudo.

Nas cinco zonas politico-admistrativas que constituem o municipio de Varzea
da Palma foram encontrados flebotomineos infectados por Leishmania. A Zona 05
foi a que apresentou o maior numero de amostras positivas e a Zona 02 foi a que

apresentou a maior diversidade de espécies de flebotomineos positivas.

Em todas as localidades de estudo, tanto em amostras contendo um
espécime quanto em “pools” com vinte espécimes, foram encontradas amostras de
Ny. intermedia positivas para Leishmania. A Zona 05 foi responsavel por 54,2%

(13/24) das amostras de Ny. intermedia positivas para Le.chagasi.

Amostras positivas contendo exemplares de Lu. longipalpis sé ndo foram
encontradas na Zona 05. Um exemplar de Ny. neivai foi encontrado infectado na
Zona 05 e amostras positivas referente a espécie Ev. lenti foram encontradas nas
Zonas 02, 04 e 05. A espécie Ev. sallesi foi encontrada infectada nas Zonas 02 e 05.
As demais amostras positivas das espécies Ev. evandroi, Ev. termitophila,

Mi.quinquefer e Pa. shannoni estavam presentes apenas na Zona 02.
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Figura 24: Distribuicdo das espécies de flebotomineos naturalmente infectadas, por ponto de coleta,

no municipio de Varzea da Palma, Minas Gerais.
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5.4.1 Casos humanos x espécies de flebotomineos encontradas naturalmente

infectadas

5.4.1.1 LV x fémeas de flebotomineos naturalmente infectadas por Le. chagasi

A figura 25 monstra a distribuicdo de casos humanos de LV e flebotomineos
encontrados naturalmente infectados por Le. chagasi durante o periodo de estudo.
Nos anos de 2009 e 2010 foram notificados 11 casos humanos de LV no municipio
de Varzea da Palma sendo cinco (46%) na Zona 03, quatro (36%) na Zona 02 e dois

casos (18%) na Zona 05.

Na Zona 03 foi possivel verificar durante o periodo de estudo, uma alta
densidade populacional de Lu. longipalpis (88%) (Figura 6). Esta espécie,
juntamente com uma fémea de Ny. intermedia, foi encontrada naturalmente

infectada por Le.chagasi nesta localidade.

A Zona 02 apresentou alta densidade de Ny. intermedia (59%) e Lu. longipalpis
(37%). Além destas espécies foram encontradas fémeas de Ev. evandroi, Ev. lenti e

Ev. termitophila por Le.chagasi.

A Zona 05 mostrou alta densidade de Ny. intermedia (68%) seguida por Lu.
longipalpis (20%), e apenas fémeas de Ny. intermedia (13/24) foram encontradas

infectadas nesta area.
Apesar de nao ter notificacdo de humanos com LV nas Zonas 01 e 04 nos anos de

2009 e 2010, foram encontradas fémeas de Lu. longipalpis e Ny. intermedia

infectadas por Le.chagasi.
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Figura 25: Casos humanos de LV notificados no periodo de janeiro de 2009 a abril de 2010 no municipio de Varzea da Palma, MG, e fémeas de

flebotomineos encontradas naturalmente infectadas com Le.chagasi no periodo de abril de 2009 a margo de 2010, segundo localidade de estudo.
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5.4.1.2 LT x fémeas de flebotomineos naturalmente infectadas por Le. braziliensis

Em todas as localidades de estudo foram registrados casos de leishmaniose
tegumentar nos anos de 2009 e 2010. Durante este periodo foram notificados 16
casos de LT sendo a Zona 02 a que apresentou 0 maior niumero de casos (44%),
seguida pela Zona 03 (31%). Ny. intermedia foi a espécie que apresentou maior
densidade populacional na Zona 02 e Lu. longipalpis na Zona 03 (Figura 6). Apesar
dos casos notificados e da presengca de Ny. intermedia, em cada uma dessas
localidades foi encontrada apenas uma fémea da espécie Lu. longipalpis infectada

por Le.braziliensis.

As Zonas 01, 04 e 05 tiveram um caso de LT cada e apenas na Zona 04 foi

encontrada uma fémea de Ev. lenti infectada por Le.braziliensis (Figura 26).

Vale ressaltar que em 15 amostras de flebotomineos positivas para

Leishmania nao foi possivel a identificacdo da espécie do parasito.
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Figura 26: Casos de humanos com LT notificados no periodo de janeiro de 2009 a abril de 2010 no municipio de Varzea da Palma, MG, e fémeas de

flebotomineos encontradas naturalmente infectadas com Le.braziliensis no periodo de abril de 2009 a margo de 2010, segundo localidade de estudo.
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5.5 Estudo da infecgao canina

5.5.1 Avaliacéo clinica e caracterizagc&o dos caes estudados

Durante a coleta de sangue dos 207 caes amostrados foi realizado o exame
clinico dos animais, pelo veterinario da Secretaria Municipal de Saude do municipio
de Varzea da Palma, MG e preenchida a ficha clinico-epidemioldgica. Um total de
116 cées machos (56%) e 91 fémeas (44%) com idade variando entre seis meses e
15 anos (Figura 27) foi avaliado. A maioria dos animais (184 cées) era sem raga
definida, e 23 distribuidos entre as ragas pinsher (sete), poodle (seis), pit bull (trés),
pastor alemao (dois), dalmata (dois), akita (um), rotweiler (um) e labrador (um)
(Figura 28).

6%

m6 meses - 1 ano
m2 -5 anos

06 -9 anos

m 10 - 14 anos

47%

Figura 27: Distribuicio por faixa etaria dos caes amostrados no municipio de Varzea da
Palma, MG, no ano de 2010.
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Figura 28: Distribuicdo por raga dos cides amostrados no municipio de

Varzea da Palma, MG, no ano de 2010.

Os animais foram examinados para verificacdo da presenca de sinais clinicos
e observou-se que 150 (72%) caes n&o apresentavam sinais sugestivos para
infeccdo por Leishmania, enquanto 57 (28%) apreentavam pelo menos um sinal
sugestivo. Os sinais mais frequentemente observados nestes animas foram: uUlceras
ou lesdes de pele (64,9%), onicogrifose (42,1%), alopecia (40,4%), emaciacéo (35%)
e linfadenomegalia (12,3%). Em 34 animais estavam presentes um ou mais destes
sinais, em um cao foi possivel verificar a presenga, em conjunto, de ulcera ou leséo
de pele e esplenomegalia e em outro animal além destes sinais havia a presenca de

onicogrifose, alopecia, hepatomegalia e ceratoconjuntivite (Tabela 11).

82



Resultados

Tabela 11: Caracterizagao dos caes sintomaticos do municipio de Varzea da Palma, MG, amostrados

no ano de 2010, segundo sinais da doencga, sexo, idade e raca.

Cao Sinais da doenca Sexo Idade Raca
1 dlceras ou lesao na 12 anos Indefinida
pele e esplenomegalia
3 uI(~:eras ou M 8 anos Indefinida
Lesédo de pele
5 Ulceras ou lesdo de F 7 anos Indefinida
pele
12 Ulceras ou Iesa(_) de M 1 ano e 6 meses Indefinida
pele e alopecia
13 ulc_:eras ou F 6 anos Indefinida
Lesao de pele
Ulceras ou leséo de
14  pele, linfadenomegalia M 15 anos Indefinida
e alopecia
15 ~ Emaciacdo, dlceras ), 3 anos Indefinida
ou lesao de pele
30 emaciacao e M 1 ano Indefinida
onicogrifose
41 Onicogrifose M 7 meses Indefinida
4p  Ulcerasoulesdode  , 1ano Indefinida
pele, alopecia
47 Onicogrifose F 1 ano Indefinida
Ulceras ou leséo de
51 pele, onicogrifose, F 1 ano Indefinida
alopecia
52 emaclagac e 6 anos Indefinida
onicogrifose
58 Linfadenomegalia 1 ano Indefinida
g3  ulceras Sgléesao de 10 anos Indefinida
Ulceras ou leséo de
65 pele, onicogrifose e M 4 anos Indefinida
alopecia
75  ulcerasoulesdo de M 5 anos Indefinida
pele
76 ~ Ulcerasoulesdode 6 anos Indefinida
pele
g7 ~ Ulcerasoulesdode 5 anos Indefinida
pele
emaciagao,
96 onicogrifose e F 2 anos Indefinida
alopecia
99 Alopecia M 4 anos Indefinida
113 Ulceras ;:ltlaesao de M 1 ano e 6 meses Indefinida
emaciagao,
114 onicogrifose e M 1 ano Indefinida
alopecia
115 Ulceras ou lesdo de M 1 ano Indefinida
pele
emaciagao,
116 onicogrifose e M 12 anos Indefinida
alopecia
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Tabela 11: Caracterizagao dos caes sintomaticos do municipio de Varzea da Palma, MG, amostrados

no ano de 2010, segundo sinais da doencga, sexo, idade e raca.

continuagao

Cao Sinais da doenga Sexo Idade Raga
121 Emaciagao F 1 ano Indefinida
19p ~ Ulcerasoulesdode — , 2 anos Indefinida
pele e alopecia
Ulcera ou lesdo de
pele, onicogrifose,
133 alopecia, M 5 anos Indefinida
hepatomegalia,
esplenomegalia e
ceratoconjuntivite
139 emaciagao e alopecia F 7 anos Rotweiler
141 ulcera ou Iesgo fje 5 anos Dalmata
pele e emaciagéo
144 ~ Ulceraoulesdode — , 12 anos Indefinida
pele
Ulceras ou lesdo de
146 .pele,_ emaclagao, M 2 anos Indefinida
onicogrifose, alopecia,
linfadenomegalia
Ulceras, ou lesédo na
152 pele, emaciagéao, M 8 anos Indefinida
linfadenomegalia
157 emaciacao e M 1 ano Indefinida
onicogrifose
Ulceras ou leséo de
160 pele, onicogrifose, M 6 anos Indefinida
alopecia
162 Ulceras sgléesao de 6 anos Indefinida
1p3 ~ Ulceras F‘)’:k'aesao de M 5 anos Indefinida
1pg ~ Ulcerasoulesdode  , 4 anos Indefinida
pele
1pg  Ulcerasoulesdode 2 anos Indefinida
pele e emaciagéo
170 Ulceras sgléesao de F 3 anos Indefinida
Ulceras ou leséo de
171 pele, onicogrifose e M 3 anos Indefinida
alopecia
173 onicogrifose e M 2 anos Indefinida
alopecia
1go ~ Ulcerasoulesdona 4 anos Indefinida
pele e alopecia
1gy ~ Ulcerasoulesdona — , 4 anos Indefinida
pele
emaciagao,
182 onicogrifose e M 5 anos Indefinida
alopecia
185 emaciacao e M 1 ano Indefinida

onicogrifose
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Tabela 11: Caracterizagao dos caes sintomaticos do municipio de Varzea da Palma, MG, amostrados
no ano de 2010, segundo sinais da doencga, sexo, idade e raca.
continuagao

Cao Sinais da doenga Sexo Idade Raga

Ulceras ou lesao de
pele, emaciagao,

186 ; . F 1 ano Indefinida
onicogrifose e
alopecia
188 Lindadenomegalia M 2 anos Indefinida
189 ~ Ulcerasoulesdode 3 anos Indefinida
pele e onicogrifose
Ulceras ou lesdo de
192 pele, emaciagéao e F 2 anos Indefinida
alopecia
196 ~ Ulceras sgléesao de 5 anos Indefinida
199 Onicogrifose M 8 anos Indefinida
linfoadenomegalia,
201 onicogrifose e F 7 anos Pinsher
alopecia
emaciagao,
203 onicogrifose e F 6 anos Pinsher
alopecia
204  emaciagao e alopecia M 1 ano Indefinida
Ulceras ou leséo de
205 pele, onicogrifose, F 8 meses Indefinida
linfadenomegalia
206 emaclagao € F 9 anos Akita

onicogrifose

5.5.2 Deteccéao da infeccdo por Leishmania

5.5.2.1 Inquérito soroldgico

Participaram do inquérito sorolégico 207 caes da area de estudo. Estes foram
submetidos a coleta de sangue periférico e em seguida foram realizados os testes
sorolégicos RIFI e ELISA. Do total de 207 caes, 51 (24,6%) foram positivos para
leishmaniose no teste da RIFI e 65 (31,4%) no teste de ELISA conforme
apresentado na tabela 12. O grupo de 51 cées soropositivos seguiu o padrao da
populagdo amostrada apresentando as seguintes caracteristicas: 30 (58,8%)
machos e 21 (41,2%) fémeas com idade variando entre 6 meses e 14 anos como
descrito a sequir: 23 (45,1%) caes com idade de 2 a 5 anos, 16 (31,3%) de 6 meses
a 1 ano, oito (16,7) de 6 a 9 anos e quatro (7,8%) com idade entre 10 e 14 anos de
vida. Deste total 42 (82,4%) eram de raga indefinida, sendo os demais das ragas pit
bull (2), poodle (2), dalmata (2), akita (1), labrador (1) e pastor alemao (1).
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Tabela 12: Resultados dos testes soroldgicos realizados em caes do municipio de Varzea da Palma,
MG, no ano de 2010.

RIFI ELISA
Positivo Negativo Total
Positivo 51 0 51
Negativo 14 142 156
Total 65 142 207

Para o calculo da soroprevaléncia no municipio de Varzea da Palma, MG,
levou-se em consideracdo os animais que apresentaram resultado positivo nos dois
testes realizado. Assim a soroprevaléncia encontrada no periodo de estudo no
municipio foi de 24,6% (51/207).

5.5.2.2 Diagndstico molecular

O diagnéstico molecular foi realizado pela Nested PCR (LnPCR) dirigida a uma
regido do gene SSUrRNA de Leishmania utilizando-se o sangue total dos 207 caes.
Destes animais 39 (18,8%) foram positivos e 168 (81,2%) negativos para a presenca
de DNA de Leishmania. Entre os 39 caes com PCR positivo 30 foram negativos nos

testes RIFI e ELISA e portanto n&o foram eutanasiados.

A analise molecular das amostras biolégicas de pele e medula 6ssea foi
realizada nos caes soropositivos nos dois testes RIFI e ELISA, apds estes serem
submetidos a eutanasia realizada pela Secretaria Municipal de Saude do municipio
observando as recomendagdes do Manual de Controle de Leishmaniose do

Ministério da Saude.

Do total de 51 caes soropositivos, oito animais morreram antes do
recolhimento para eutanasia e dois proprietarios recusaram entregar seus animais.

Assim 41 amostras de medula 6ssea e pele foram submetidas a analise através da
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técnica da LnPCR e destas 23 (45,1%) foram positivas, quando se utilizou amostras

de medula e 9 (17,6%) quando se utilizou amostras de pele.

Na tabela 13 é possivel observar o resultado dos testes moleculares nos

diferentes tecidos.

Tabela 13: Diagndstico molecular em amostras bioldgicas de cdes do municipio de Varzea da Palma,
MG, no ano de 2010.

Resultado LnPCR
Sangue Medula Pele
Positivo 39 (19%) 23 (56%) 9 (22%)
Negativo 168 (81%) 18 (44%) 32 (78%)
Total 207 (100%) 41 (100%) 41 (100%)

Ao comparar os resultados no grupo de 41 caes sorologicamente positivos de
acordo com o tipo de amostra verificou-se diferenca significativa (P<0,01). Na
comparagdo multipla foi possivel identificar que a diferenga ocorreu quando
utilizadas amostras de medula em relagdo as demais (P<0,01). Este tecido foi
considerado mais eficiente na deteccdo da infeccdo quando comparado com as

amostras de pele e sangue no grupo avaliado (Figura 29).
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Figura 29: Comparacgao entre as amostras bioldgicas utilizadas no diagnéstico

molecular de caes do municipio de Varzea da Palma,MG, no ano de 2010

5.5.3 Concordancia entre os métodos diagndésticos

Os testes foram analisados dois a dois utilizando-se o indice de concordancia

Kappa. Verificou-se que houve concordancia 6tima entre os testes RIFI e ELISA e

entre RIFI e LnPCR sangue com o valor de k = 0,833 e 0,830 respectivamente,

sendo esta concordancia estatisticamente significativa (P<0,05). A concordancia
entre ELISA e LnPCR sangue foi considerada boa (K = 0,673) (Tabela 14 e 15). A

concordancia entre os demais métodos foi considerada ruim, fraca ou sofrivel

segundo os valores de K e n&o significativa com valor de P>0,05.

Nao foi possivel comparar os resultados obtidos pela LnPCR utilizando

amostras de pele e medula com os testes soroldgicos, pois s6 foram coletadas estas

amostras em caes com sorologia positiva (RIFI e ELISA).
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Tabela 14: Coeficientes de concordancia Kappa entre os métodos de diagndstico.

LnPCR LnPCR LnPCR
RIFI ELISA Sangue Medula Pele
RIFI -
ELISA 0,833 -
(0,750 ; 0,916)
LnPCR Sangue 0,830* 0,673** -
(0,739;0,922) (0,562 ; 0,784)
LnPCR Medula - - -0,051 -
(-0,324 ; 0,221)
LnPCR Pele - - 0,147 0,361 -
(-0,040;0,333) (0,152 ; 0,570)

IC 95% * Otima concordancia (P<0,05) ** Boa concordancia (P<0,05)

Tabela 15: Critérios para a interpretacao do indice Kappa.

Kappa Concordancia
0 Ruim
0,00 - 0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41 -0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima
1 Perfeita

5.5.4 Avaliacdo dos métodos diagnosticos de acordo com os parametros clinicos dos

caes.

Do total de caes positivos na RIFI, 31 (61%) foram classificados como
assintomaticos e 20 (39%) como sintomaticos, ja no teste ELISA do total de 65 caes
positivos, a classificacdo clinica foi de 40 (62%) assintomaticos e 25 (38%)
sintomaticos. A tabela 16 apresenta os resultados dos testes sorolégicos e

molecular, de acordo com o status clinico dos animais.

Ao comparar os resultados dos testes RIFI e ELISA, segundo os grupos
clinicos, foi possivel observar que a porcentagem de caes positivos para LC foi
maior no grupo de caes sintomaticos e em ambos esta diferenga foi significativa

(P<0,05). Assim os testes sorolégicos utilizados neste estudo, foram mais eficientes
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em detectar caes infectados quando estes ja apresentavam sinais sugestivos da
LVC. O mesmo ocorreu quando se utilizou amostra de pele para o diagndstico pela
LnPCR. As amostras de sangue e medula n&o apresentaram diferenga significativa
(P>0,05), demonstrando estas serem eficazes tanto no diagndstico de caes

sintomaticos quanto de assintomaticos.
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Tabela 16: Resultado dos métodos diagnosticos para leishmaniose canina de acordo com a classificagéo clinica, de cdes do municipio de Varzea da
Palma, MG, em 2010

Classificagao . . oy
clinica Resultado Método diagnéstico
LnPCR
RIFI ELISA Sangue Medula Pele
31 40 29 13 2
Positivo 21% 27% 19% 52% 8%
CA
Negativo 119 110 121 12 23
79% 73% 81% 48% 92%
Total CA 150 150 150 25 25
20 25 10 10 7
Positivo 35% 44% 18% 63% 44%
CsS
Negativo 37 32 47 6 9
65% 56% 82% 37% 56%
Total CS 57 57 57 16 16
Total 207 207 207 41 41

CA = caes assintomaticos; CS = caes sintomaticos.

91



Resultados

Nas analises feitas considerando o grupo de 207 caes, nos quais foram
realizados os métodos de RIFI, ELISA e LnPCR sangue, observou-se nos animais
sintomaticos diferengca significativa entre RIFI e LnPCR de sangue periférico
(P<0,05) e entre ELISA e LnPCR de sangue (P<0,05) (Figura 30). Para os animais
assintomaticos nao houve diferengca significativa (P>0,05) entre o indice de

positividade dos testes comparados (Figura 31).

m Positivos
m Negativos

%

RIFI ELISA LnPCR Sangue

RIFI x LnPCR Sangue: P<0,05
ELISA x LnPCR Sangue: P<0,05

Figura 30: Comparagéo dos resultados obtidos nos testes RIFI, ELISA e LnPCR de sangue periférico
em cées sintomaticos do municipio de Varzea da Palma, MG, no ano de 2010.

90 -
79,3 80,7  mPositivos
m Negativos

%

RIFI ELISA LnPCR Sangue

P>0,05

Figura 31: Comparacgéao dos resultados obtidos nos testes RIFI, ELISA e LnPCR de sangue periférico

em caes assintomaticos do municipio de Varzea da Palma, MG, no ano de 2010.
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Na comparagao dos resultados da LnPCR nas amostras de sangue, pele e
medula dos animais soropositivos sintomaticos notou-se diferencga significativa entre
as amostras de sangue e medula e entre as amostras de sangue e pele (P<0,05),
evidenciando que a amostra de sangue foi a menos eficiente na detec¢do de caes
sintomaticos. Entre as amostras de medula e pele ndo houve diferenga significativa
(Figura 32).

90 - 87,5 o Positivo

m Negativo

%

Sangue Medula Pele

Sangue x Medula: P<0,05
Sangue x Pele: P<0,05

Figura 32: Comparacgao dos resultados obtidos na PCR utilizando amostras clinicas de sangue, pele
e medula em caes soropositivos sintomaticos do municipio de Varzea da Palma, MG,
no ano de 2010.

No grupo de caes assintomaticos (dentre os 41 animais soropositivos),
observou-se diferenga significativa na positividade quando comparadas as amostras
de medula e sangue (P<0,05) e as amostras de medula e pele (P<0,05). Nao houve
diferencga significativa entre sangue e pele (P>0,05). Neste grupo apenas a amostra

de medula foi mais eficaz na deteccao da infecgao. (Figura 33).
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Sangue x Medula: P<0,05
Pele x Medula: P<0,05

Figura 33: Comparacgao dos resultados obtidos na PCR utilizando amostras clinicas de sangue, pele
e medula em caes soropositivos assintomaticos do municipio de Varzea da Palma, MG, no ano de
2010.

5.5.5 Avaliacao clinica dos caes eutanasiados e mudancga do perfil clinico

Os 41 céaes soropositivos nos testes RIFI e ELISA no momento da coleta de
sangue foram classificados em 25 animais assintomaticos e 16 sintomaticos. Apos
45 dias da coleta de sangue, no momento do recolhimento para eutanasia, houve
uma inversao entre o numero de caes assintomaticos e sintomaticos. Este fato se
deu pela mudanca do perfil clinico de nove animais assintomaticos que passaram a
apresentar sinais sugestivos para a LC (Figura 34). A descricdo destes animais

encontra-se na tabela 17.
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Figura 34: Classificagao do perfil clinico (CS: Caes sintomaticos; CA: Caes assintomaticos) dos caes

soropositivos do municipio de Varzea da Palma, MG, ano 2010, em dois momentos

Tabela 17: Caracteristicas dos animais que alteraram o status clinico, apés 45 dias da coleta de

sangue, do municipio de Varzea da Palma, MG, ano 2010.

Cao Sinais da doencga Sexo Idade Raga
22 Onicogrifose e emaciagao M 12 anos Indefinida
23 Onicogrifose e esplenomegalia M 8 anos Indefinida
46 Alopecia e onicogrifose = 7 anos Indefinida
84 Alopecia e u";;rlzs ou lesdo de M 1 ano e 6 meses Indefinida

Ulceras ou leséo de pele, -
97 emaciagao e alopecia F 6 anos Indefinida
109 Emaciagéo e onicogrifose M 15 anos Indefinida
Emaciagao, onicogrifose e .
161 alopecia M 3 anos Indefinida
Onicogrifose, alopecia,

172 esplenomegalia e Ulceras ou M 1 ano Indefinida

lesdo de pele

175 Onicogrifose M 7 meses Indefinida

Antes da eutanasia avaliou-se os sinais clinicos dos animais soropositivos e
algumas alteragbes sO6 foram evidenciadas apos a necropsia, sendo elas:
esplenomegalia (8/41) (Figura 35), hepatomegalia (2/41) (Figura 36),

hepatoesplenomegalia (2/41) e linfadenomegalia (3/41).
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Figura 35: Cao (numero 97) do municipio de Varzea da Palma, MG,de raca indefinida com seis anos

de idade, fémea, apresentando esplenomegalia.

Figura 36: Cao (numero 193) do municipio de Varzea da Palma, MG, de raga indefinida com dois

anos de idade, macho, apresentando hepatomegalia.

5.5.6 Isolamento e caracterizacdo de Leishmania sp. de amostras provenientes de

caes

A cultura foi realizada a partir do material coletado de puncédo de medula dssea
do grupo dos céaes sorologicamente positivos (n=41). Deste total, nove amostras
(22%) foram positivas por apresentarem nas culturas formas promastigotas de
Leishmania sendo possivel o isolamento de quatro que se encontram depositadas
no banco de cepas do Laboratério de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René
Rachou (CPgRR).
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A caracterizagdo da espécie de Leishmania foi realizada pela técnica do
sequenciamento. Para as reacdes foi utilizado o DNA extraido de todas as amostras
clinicas positivas na LnPCR (39 amostras de sangue, 23 amostras de medula e 9 de
fragmento de pele) e das quatro amostras isoladas na cultura, do grupo dos 41 caes
sorologicamente positivos. Foram analisadas 75 amostras sendo possivel a
identificacéo de 51 (68%) nos seguintes tecidos: medula éssea 20 (87%), sangue 25
(64%), pele 2 (22%) e cultura 4 (%).

Dos 41 caes avaliados 24 (59%) apresentaram pelo menos uma amostra
identificada como Le.chagasi. Assim como ocorreu com os flebotomineos, nao foi
possivel identificar a espécie de Leishmania presente em algumas amostras
biolégicas de caes, provavelmente devido a pequena quantidade de DNA, e
consequentemente a pequena quantidade de produto amplificado obtido, mesmo

apos realizar novas reagoes da LnPCR com estas amostras.

5.5.7 Casos humanos de LV x fémeas de flebotomineos naturalmente infectadas

com Le. chagasi x caes infectados com Le. chagasi.

Os 24 caes encontrados infectados por Le. chagasi no municipio de Varzea da
Palma, no ano de 2010, estdo distribuidos da seguinte maneira: 17 na Zona 05, trés

na Zona 02, dois na Zona 04 e um nas Zonas 01 e 03.

A Zona 05 apresentou o maior numero de casos caninos (71%) juntamente
com a maior taxa de infecgdo de Ny. intermedia por Le. chagasi (17/24). Além desta
espécie Ev. sallesi também foi encontrada infectada por Le. chagasi. Vale ressaltar

ainda a notificagao de dois casos humanos de LV nesta localidade.

A Zona 03 apresentou o maior numero de casos de LV (5) para os anos de
2009 e 2010 seguida pela Zona 02 com quatro casos notificados. Na primeira
localidade citada uma fémea de Lu. longipalpis e uma de Ny. intermedia foram
encontradas infectadas por Le. chagasi e apenas um cdo com Le. chagasi. Ja na
Zona 02 além destas espécies outras do género Evandromyia também foram
encontradas infectadas juntamente com a presenga de caes infectados por Le.

chagasi. Também foram encontrados caes infectados com Le. chagasi e Lu.
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longipalpis e Ny. intermedia nas Zonas 01 e 04, porém nao houve notificagdo de

humanos com LV nestas localidades (Figura 37).
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Figura 37: Casos humanos de LV notificados no periodo de janeiro de 2009 a abril de 2010 no municipio de Varzea da Palma, MG, fémeas de flebotomineos e
cées com Le.chagasi durante o periodo de abril de 2009 a mar¢o de 2010, segundo localidade de estudo
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6 DISCUSSAO

6.1 Fauna fleblotominica

A fauna de flebotomineos encontrada no municipio de Varzea da Palma
mostrou-se diversificada e com predominio de importantes espécies vetoras, como
Lu. longipalpis e Ny. intermedia, espécie envolvida na veiculagdo da LV e LT
respectivamente (Rangel & Lainson, 2003; Andrade Filho et al., 2007). Além destas
espécies merecem atencdo Ev. lenti, Ev. sallesi, Ny. neivai, Ny. whitmani e Pa.
shannoni espécies ja encontradas infectadas naturalmente, sendo que algumas
delas podem estar envolvidas no ciclo silvestre e/ou urbano das leishmanioses
(Andrade Filho et al., 2007; Saraiva et al., 2009; Carvalho et al., 2008; Margonari et
al., 2010; Pech-May et al., 2010) ou ja foram incriminadas como vetoras em diversas
regides das Américas. O numero de machos foi mais numeroso (17.167) que as
fémeas (7.074), sendo o raz&o macho: fémea = 2,43: 1.0. Este fato pode estar
relacionado ao comportamento e atividades destes insetos, aos habitos de seus
hospedeiros domésticos entre outros fatores que precisam ser melhores elucidados.
Outros autores demonstraram resultados semelhantes com a presenca
predominante de insetos machos nas coletas realizadas com diferentes tipos de
armadilhas (Loiola et al., 2007; Dorval et al., 2009; Almeida et al., 2010).

Nas coletas sistematizadas a espécie que apresentou maior densidade
populacional foi Ny. intermedia , seguida de Lu. longipalpis. Estes resultados
contrapdem-se aos encontrados por outros autores em estudos entomologicos
realizados no Norte do estado de Minas de Gerais, onde Lu. longipalpis foi apontada
como a espécie predominante (Dias et al., 2007; Monteiro et al., 2005). Entretanto,
nas coletas nao sistematizadas e nas Zonas 01, 03 e 04 a espécie Lu. longipalpis foi
prevalente com alta porcentagem de exemplares coletados em comparagédo com as

demais espécies.

E conhecido que existe uma correlacdo entre a densidade de Lu. longipalpis e
as condigdes observadas no peridomicilio e que esta espécie é frequentemente
associada a presenga de animais domésticos (Foratini, 1960; Sherlock & Guitton,
1969). Esta caracteristica comportamental foi evidenciada neste estudo, uma vez

que houve o predominio desta espécie nas coletas nao sistematizadas onde estes
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dipteros foram capturados diretamente nos locais onde havia a presenca de animais
(galinhas). Como observado por Galati et al. (2003) e Dorval et al. (2009) Lu.
longipapis mostrou pouca atragado a armadilha de Shannon.

Quanto as localidades onde Lu. longipalpis apresentou a maior abundancia de
espécimes coletados, nos ultimos anos estas areas sofreram intensa urbanizagao
com a populagdo quase sempre vivendo em condi¢gdes precarias de moradia e
saneamento, com a presenca constante de animais domésticos. Desde a década de
30, quando o ciclo da LV comegou a ser elucidado, diversos autores tém
comprovado a adaptabilidade (Lainson & Rangel, 2005) e o papel constante de Lu.
longipalpis como um elo essencial na cadeia de transmissdo. Sua capacidade de
alimentar com freqiéncia em animais domésticos e sinantropicos, bem como a sua
antropofilia notavel, contam a favor de Lu. longipalpis na adaptagdo aos ambientes
modificados, permitindo a manutencgao do ciclo de transmissao da LV na zona rural e
a disseminacao para areas urbanizadas, conduzindo assim a transmissao com perfis
diferenciados. Este avango gradual das areas periurbanas para o ambiente silvestre
e a observacgao do evidente processo da urbanizacao é resultado da competéncia do
vetor em colonizar areas impactadas, destacando a importancia da vigilancia
entomoldgica e monitoramento através de medidas qualitativas e quantitativas para

avaliagao do vetor.

Ha& uma necessidade de acrescentar novos conhecimentos sobre a biologia
de Lu. longipalpis, especialmente considerando indicadores entomoldgicos, como a
taxa de infecgcdo, com vistas a medidas de vigilancia (Rangel & Vilela, 2008). Foi
possivel comprovar o padrao de adaptagdo de Lu. longipalpis ao peridomicilio e ao
ambiente modificado no municipio de Varzea da Palma pela presencga desta espécie

em todas as localidades (Zona 01, 02, 03, 04 e 05) e meses de estudo.

A espécie Ny. intermedia foi predominante durante os doze meses de coleta e
duas das cinco localidades de estudo (Zonas 02 e 05) foram responsaveis por este
maior numero de espécimes capturados. Ny. neivai foi a segunda espécie mais
frequente nas Zonas 02 e 05 e a terceira espécie mais capturada (6%). Este fato
pode estar associado com as caracteristicas destas localidades, onde ha presenca
de mata preservada, ambiente com caracteristicas rurais e areas urbanizadas ja que

foi demonstrado que estas espécies apresentam comportamento similares, sendo
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coletadas em areas preservadas, e também em ambientes antrépicos, além de
serem antropofilicas (Andrade Filho et al., 2007) e ja terem sido encontradas
naturalmente infectadas por tripanosomatideos (Forattini & Santos, 1952; Forattini et
al., 1972; Casanova et al., 1995; Cordoba-Lanus et al., 2006; Saraiva et al., 2009).

Em Minas Gerais a distribuicdo de Ny. intermedia e Ny. neivai segue aquela
proposta por Marcondes et al. (1998). Ny. intermedia ocorre nas regides do
Jequitinhonha, Vale do Rio Doce, Metalurgica e Zona da Mata, enquanto Ny. neivai
ocorre nas regides do Triangulo Mineiro e Sul. Nas regides do Alto Sdo Francisco e
Noroeste as duas espécies sao simpatricas. Estes dados corroboram os resultados
encontrados no nosso estudo, ja que o municipio de Varzea da Palma esta inserido
na regido do Alto S&o Francisco. Andrade Filho et al. (2007) relatam a presenga
simpatrica de Ny. intermedia e Ny. neivai nos municipios de Pirapora e Lassance,
municipios estes limitrofes a cidade de Varzea da Palma onde também foi

observado esta situagéo.

A ocorréncia de uma espécie numa comunidade local é determinada
parcialmente por suas adaptagcbes as condigdes e recursos e parcialmente por
interacbes competitivas com outras espécies (Ricklefs, 2003). O processo de
selecao de Ny. intermedia e Ny. neivai foi demonstrado por Andrade Filho et al.
(2007) e pode explicar o maior numero de exemplares capturados de Ny. intermedia.
Por serem muito proximas filogeneticamente, ambas devem utilizar os mesmos
recursos ecoldgicos, e por competicdo, ocorre a supremacia de uma delas. Foi
demonstrado que em Minas Gerais Ny. intermedia € prevalente ou bastante
abundante em areas de transmissdo de LT. Gontijo et al. (2002) em trabalho
realizado em um surto de LT no Vale do Jequitinhonha, descreveram a prevaléncia
de Ny. intermedia na regido, bem como sua preferéncia por ambientes com maior
grau de modificagdo antropica. Saraiva et al. (2008) encontrou resultados diferentes
com prevaléncia da espécie Ny. neivai no municipio de Lassance, Minas Gerais.
Estes dados demonstram a importancia de se estudar a fauna flebotominica em
cada area, pois mesmo em areas proximas geograficamente e com caracteristicas
ecologicas semelhantes as espécies de flebotomineos coletadas apresentam um

padrao de distribui¢cdo singular.
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Ny. intermedia € considerada uma espécie de grande importancia na
transmissao de LT no Sudeste do Brasil (Marcondes et al., 1997), e de acordo com a
alta densidade populacional encontrada no nosso estudo pode estar participando do

ciclo de transmissao da leishmaniose no municipio de Varzea da Palma.

No municipio de Varzea da Palma uma pequena porcentagem de Ny.
whitmani foi capturada, principalmente em areas onde havia vestigios ou mata
primaria preservada e onde houve captura de um grande numero de exemplares de
Ny. intermedia. Estes resultados vao de encontro com os dados de Forattini (1960)
que sugeriu, para Sao Paulo, que esta espécie era dependente de mata primaria,
mas que poderia ser capturada no peridomicilio e até mesmo dentro das casas, em
areas cuja mata ainda estava mais preservada. Outro relato deste autor que se
aplica aos nossos achados é a sugestdo de coexisténcia de Ny. whitmani e Ny.
intermedia em areas recentemente invadidas pelo homem e a predominéncia da

segunda espécie a medida que aumenta as alteragdes no meio ambiente.

Ao comparar as localidades de estudo do municipio de Varzea da Palma,
observamos que a Zona 02 foi a Unica que apresentou as quinze espécies
capturadas neste trabalho. Este fato se deve a diversidade de eco6topos e aos
habitos ecléticos das espécies capturadas, uma vez que das quatro casas
amostradas pertencentes a Zona 02, duas estavam inseridas em ambientes com
caracteristicas rurais e presenca de criacdo de animais domésticos e as demais

pertenciam a areas urbanizadas.

Nas coletas ndo sistematizadas, utilizando o capturador de Castro, apenas as
espécies Lu. longipalpis (1.090), Ny. intermedia (2) e Ev. lenti (1) foram coletadas, o
que concorda com autores que afirmam que os diferentes métodos de captura

auxiliam na melhor descri¢cdo da fauna flebotominica (Tabela 7).

Foram coletadas em todos os meses de estudo apenas as espécies Lu.
longipalpis, Ny. intermedia e Ev. sallesi. Mesmo na época de chuvas mais intensas
foram observados picos de ocorréncia, ainda que discretos. As espécies coletadas
no municipio de Varzea da Palma, no periodo de abril de 2009 a marco de 2010,

apresentaram picos de ocorréncia nos meses de setembro e novembro de 2009 e
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fevereiro de 2010. Lu. longipalpis foi mais freqiente no més de novembro e Ny.

intermedia no més de fevereiro.

Na literatura, os fatores climaticos tém sido relatados por influenciar a
populacao de flebotomineos, dependendo da regido em estudo. Estatisticamente,
apenas a temperatura média apresentou correlagdo significativa com a variagao
sazonal dos flebotomineos na cidade de Varzea da Palma, sendo os picos de
ocorréncia nos meses mais quentes. Apesar dos dados de pluviosidade e umidade
relativa do ar ndo apresentarem influéncia na flutuacdo sazonal dos flebotomineos,
ao observar a figura 10, foi verificado um aumento expressivo do numero de insetos
capturados nos meses mais umidos e apos os periodos chuvosos. Tal resultado é
compativel com a literatura, o qual registra uma maior densidade de flebotomineos
no periodo da seca na Costa Rica (Zeleddn et al., 1984) e em diversas localidades
do Paraguai e da Argentina nos meses secos e umidos (Salomoén et al., 2003; 2004).
Analise sobre as influéncias do clima nas populagdes de flebotomineo em Belo
Horizonte ndo demonstrou uma tendéncia crescente no numero de insetos, logo
apo6s os periodos chuvosos (Souza et al., 2004). Em contrapartida, Rebélo (2001)
mostra que houve uma alta freqtiéncia de Lu. longipalpis durante todo o ano na llha
de Sao Luis, Maranhdao, com uma tendéncia crescente nos periodos chuvosos, em
relagdo aos periodos de seca. No estudo realizado por este autor a temperatura,
umidade e precipitacdo ndo mostraram nenhuma influéncia na densidade mensal
dos insetos. No entanto, a precipitacdo afetou a distribuicdo sazonal de Lu.

longipalpis.

6.2 Infeccao natural de flebotomineos

A taxa de infecgdo natural por Leishmania em flebotomineos relatada na
maioria dos estudos é muito baixa, raramente atingindo 1%. Os métodos de
deteccdo incluem a dissec¢cao no ambito do microscépio e técnicas de biologia
molecular. Estudos recentes tém utilizado a PCR (Pérez et al., 1994; Rodriguez et
al., 1999; Jorquera et al., 2005; Kato et al., 2005; Nascimento et al., 2007; Carvalho
et al., 2008), sendo esta uma ferramenta mais especifica e sensivel para a detec¢ao
e identificacao de Leishmania spp. (Schonian et al., 2003, Manna et al., 2004; Galati
et al., 2006).
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Os flebotomineos coletados na cidade de Varzea da Palma foram analisados

e a sensibilidade da técnica de LnPCR dirigida ao gene SSUrRNA foi confirmada.
Neste estudo, a extracdo de DNA, a amplificagdo dos produtos da LhnPCR e o
sequenciamento deste produto amplificado mostraram-se eficazes em revelar a
infeccdo por Leishmania, sendo possivel identificar a infeccdo e a espécie de
Leishmania desde amostra contendo apenas um exemplar de flebotomineo até
aquelas que continham vinte espécimes. Além deste fato, os controles negativo e
positivo funcionaram em todas as reacdes. Este € o primeiro relato do emprego
destas duas técnicas para identificagdo e caracterizagdo de Leishmania em

flebotomineos naturalmente infectados.

Espécies capturadas entre abril de 2009 e marco de 2010 foram encontradas
infectadas por Le. braziliensis e Le. chagasi, exibindo uma taxa minima de infec¢ao
de 1,8%. Nossos resultados concordam com os descritos por Silva et al. (2008), que
apresentou uma taxa de infeccdo de 1,9% e Pita-Pereira et al. (2005) que
demonstrou uma taxa de 2,0% em estudos realizados no Rio de Janeiro. As taxas
de infecgao encontradas aqui condizem também com observacdes anteriores, onde
a infeccao natural por Leishmania variou entre 0,2 e 2,0%, mesmo em areas de alta
transmissao (Rodriguez et al., 1999; Miranda et al., 2002; Gontijo et al., 2005). Nao
foi encontrada nenhuma forma flagelada utilizando a dissecgdo como método de
verificacdo da infeccdo natural das fémeas capturadas nas coletas nao

sistematizadas.

A correta identificacdo das espécies de Leishmania em uma area endémica é
fundamental para obter uma compreensao da epidemiologia da doenga e para que o
apoio adequado possa ser fornecido quanto as medidas de prevengao e controle
desta protozoose (Michalsky et al., 2002). No presente estudo, relatamos a taxa de
infeccdo por Leishmania sp. de 3,4% (11/327) para Lu. longipalpis, 1,3% (31/2.442)
para Ny. intermedia, 2,3% (1/44) para Ny. neivai, 5,6% (2/36) para Ev. sallesi. Além
destas espécies foram encontradas infectadas Ev. evandroi (1/10), Ev. lenti (4/20),

Ev. termitophila (1/6), Mi. quinquefer (1/3) e Pa. shannoni (1/1).

A espécie Lu. longipalpis foi encontrada naturalmente infectada por Le.
chagasi (7/327) nas Zonas 01, 02, 03 e 04 e por Le. braziliensis (2/327) nas Zonas

02 e 03. Em estudos realizados no estado do Mato Grosso, assim como no
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municipio de Varzea da Palma, Lu. longipalpis foi encontrada naturalmente infectada

por Le. braziliensis (Savani et al., 2009; Paiva et al., 2010).

O achado de infeccdo natural de Ny. intermedia exclusivamente por Le.
chagasi (24/2442) torna-se bastante importante uma vez que no municipio de
Varzea da Palma, nos ultimos trés anos houve uma diminui¢do na incidéncia de
casos de LT e um aumento consideravel de casos de LV. Outro fator relevante é a
presenca de fémeas de Ny. intermedia infectadas, além das outras quatro
localidades, na Zona 05 onde esta espécie foi prevalente e nao houve registro do
principal vetor de LV no Brasil, Lu. longipalpis, infectado. Assim baseado no alto
grau de antropofilia de Ny. intermedia relatado por diversos autores, no registro de
casos autdctones de LV e na abundancia e distribuicdo espacial desta espécie
coincidente com a area de ocorréncia da doencga, podemos afirmar a necessidade
de estudos especificos para melhor compreender sua participagdo no ciclo de
transmissao da LV no municipio de Varzea da Palma, seja como vetor primario no

distrito de Barra do Guaicui (Zona 05) ou secundario nas demais localidades.

Especulagdes foram feitas sobre o possivel papel de uma variedade de outras
espécies de flebotomineos na transmissao de Le. chagasi, Oliveira et al. (1959) na
auséncia de Lu. longipalpis em uma aldeia em Minas Gerais onde havia uma alta
incidéncia de LV, suspeitou, principalmente de Ny. intermedia e Ny. whitmani.
Coelho et al. (1965) também n&o foram capazes de capturar Lu. longipalpis em um
foco da doenca em Goias, onde os flebotomineos mais freqlentes foram Ny.
intermedia, Ny. whitmani, Pa. shannoni e Psychodopygus davisi. Entre outras
possiveis "alternativas" de vetores para Le. chagasi Lainson e Rangel (2005),
sugerem a inclusdao de Ny. intermedia e Ny. whitmani. Ny. intermedia, vetor de Le.
braziliensis no sudeste do Brasil, compartiha de um habitat similar a de Lu.
longipalpis, e é altamente antropofilico, alimenta-se de cées, além disso, tem sido
experimentalmente infectados com Le. chagasi (Chagas, 1940; Paraense & Chagas,
1940) e recentemente foi encontrado naturalmente infectado por esta espécie de

Leishmania na cidade de Belo Horizonte, MG (Saraiva et al., 2010).

No Rio de Janeiro, Ny. intermedia €& frequente, sendo a espécie
predominante em diversas areas (Rangel et al., 1990; Brazil et al., 1991; Oliveira et

al., 1995). No municipio de Varzea da Palma esta espécie foi encontrada infectada

106



Discusséao
em todas as localidade de estudo, inclusive as mais urbanizadas, sendo mais
frequente em areas que apresentavam mata preservada. Aguiar et al. (1987)
encontrou um grande numero de espécimes de Ny. intermedia em Itaguai, sendo
mais frequentemente capturados picando humanos. No Vale do Ribeira, uma area
endémica para LT, Ny. intermedia parece estar adaptado as alteragées ambientais,
sendo considerado o vetor da doenga (Gomes et al., 1980). Esta espécie ainda
prevalece na floresta residual, na borda da floresta e em campo aberto (Gomes &
Galati, 1987). Estes dados demonstram a capacidade de adaptacdo deste diptero
aos diferentes ambientes e sugerem a preferéncia por areas que ainda mantém

caracteristicas silvestres.

Apesar de nao ter verificado infeccdo em Ny. intermedia por Le. braziliensis
neste estudo, ndo podemos desconsiderar o papel desta espécie como vetora da
LT, ja que em Minas Gerais ela é prevalente ou bastante abundante em areas de
transmissao (Andrade Filho et al., 2007). Gontijo et al. (2002) em trabalho realizado
em um surto de LT no Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais, descreveram a
prevaléncia de Ny. intermedia na regido, bem como sua preferéncia por ambientes
com maior grau de modificacdo antrépica. Um resultado semelhante foi relatado em
Alto Caparad e Caparad, onde esta espécie também foi implicada como o vetor de
probabilidade (Saraiva et al., 2006).

Além de Lu. longipalpis, Ev. lenti foi encontrada infectada tanto por Le.
chagasi (1/20) quanto por Le. braziliensis (1/20), nas Zonas 02 e 04,
respectivamente. Em Campo Grande, esta espécie estava intimamente associado
com peridomicilio (Oliveira et al., 2003) e com abrigos domésticos em zonas rurais
de Mato Grosso do Sul (Galati et al., 1996). A associagao significativa entre este
flebotomineo e casos de LT no estado de Goias foi encontrada (Martins et al., 2002).
Em trabalho realizado no Vale do Rio Doce, Mayrink et al. (1979) dissecaram 50
fémeas de Ev. lenti, sendo que em nenhuma delas foram encontrados flagelados,
entretanto, Sherlock & Miranda (1992) relataram o encontro de infecgao natural
desta espécie por promastigotas. Recentemente foi registrada a ocorréncia de Ev.
lenti, capturada no peridomicilio infectada por Le. braziliensis em Campo Grande
(Paiva et al., 2010) e no Parque do Gafanhoto, cidade de Divindpolis (Margonari et
al., 2010). No presente trabalho relatamos pela primeira vez a infecgao da espécie

Ev. lenti por Le. chagasi.
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As espécies Ev. sallesi, Ev. termitophila e Ev. evandroi foram encontradas
naturalmente infectadas por Le. chagasi. O primeiro relato de infecgao natural de Ev.
sallesi com Leishmania, embora Mayrink et al. (1979) tenham observado infec¢des
por tripanosomatideos em amostras do leste de Minas Gerais, foi realizado por
Saraiva et al. (2009). Apesar desta espécie ser comum em Minas Gerais (Carvalho
et al., 2009), ndo ha registros da mesma picar o homem. No entanto, ela pode estar
envolvida em um ciclo silvestre ou rural da transmissao entre outros hospedeiros
vertebrados. O complexo cortelezzii , a qual Ev. sallesi faz parte, apresenta espécies
com grande potencial como vetores em Minas Gerais, portanto, este encontro deve

ser visto com atencao (Carvalho et al., 2008; Saraiva et al., 2010).

Ev. termitophila foi descrita em 1964, em Minas Gerais, quando teve sua
ocorréncia associada a ninhos de térmitas (Martins et al., 1977). Esta espécie ja foi
registrada no municipio de Belo Horizonte, e ¢é freqlientemente citada em
levantamentos entomologicos no Estado de Minas Gerais (Loiola et al., 2007), além
de ter sido encontrada infectada por Le. chagasi (Saraiva et al., 2010) nesta mesma
localidade. Nao ha relatos de que a mesma possua importancia epidemiolégica no

ciclo das leishmanioses.

Ev. evandroi esta distribuida nos estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco,
Maranhdo, Minas Gerais, Goias, Parana e Alagoas (Martins et al., 1978; Brazil &
Ryan, 1984; Queiroz et al., 1991, Young & Duncan, 1994). Brazil & Ryan (1984)
relataram o encontro de gregarina Ascocystis chagasi, um nematédeo e um
tripanosoma nao identificado nesta espécie da llha de S&o Luis no Maranh&o.
Estudo realizado em Jacobina, Bahia, indicou que Ev. evandroi poderia estar
envolvido na transmisséo de Le. chagasi para caes (Sherlock, 1996). No Rio Grande
do Norte, Ev. evandroi estda amplamente distribuida e presente em areas de LV e
mucocutanea, no peri e intradomicilio. Este flebotomineo apresenta a mesma
distribuicdo geografica de Lu. longipalpis e € a segunda espécie mais abundante
neste estado, representando 11% de toda a fauna capturada (Ximenes et al., 2000).
Fémeas de Ev. evandroi possivelmente alimentam-se em diferentes animais e
escolhem os locais mais fechados para abrigo e descanso apos a copula e / ou
alimentagdo (Ximenes et al., 1999). Este é o primeiro relato de Ev. evandroi

naturalmente infectado por Le. chagasi.

108



Discusséao

Ny. whitmani vetor confirmado de Le. braziliensis na regido nordeste do Brasil
(Loiola et al., 2007; Rangel & Lainson 2003), & suspeito de estar envolvido na
veiculacdo de LV em Minas Gerais e Goias e nado foi encontrado infectado neste
estudo. Baseado nas evidéncias epidemioldgicas, nos achados de infecgdo natural e
no fato desta espécie ser altamente antropofilico ndo podemos desconsiderar o

encontro de Ny. whitmani em trés das localidades estudadas.

Mi. quinquefer foi encontrada naturalmente infectada por Leishmania sp., fato
ja relatado por Paiva et al. (2010) em estudo realizado no estado do Mato Grosso do
Sul, onde esta espécie foi encontrada naturalmente infectada por Le. braziliensis.
Entretanto, este encontro deve ser visto com ressalva, visto que as fémeas de Mi.
quinquefer alimentam-se em animais de sangue frio (Deane & Deane 1957; Andrade
Filho & Brazil 2009). Ny. neivai e Pa. shannoni também foram encontradas

infectadas por Leishmania sp..

Infecgbes experimentais de Ny. neivai com varias espécies de Leishmania
tem sido realizadas para observar a distribuicdo de parasitos no intestino destes
insetos e ha possibilidade deste estar atuando como um vetor. Ny. neivai ja foi
encontrada naturalmente infectada com Leishmania spp. na Argentina (Cérdoba-
Lanus et al., 2006) e com Le. chagasi em Lassance, Minas Gerais (Saraiva et al.,
2009). Esta espécie é altamente antropofilica, incluindo a populagdo de fémeas
destes insetos de Lassance. Varios espécimes foram coletados dentro das casas
pelo nosso grupo em ocasides anteriores, as vezes picando os habitantes (Andrade
Filho et al. , 2007).

Psa. shannoni esta amplamente distribuida em todo o continente americano e,
embora nao esteja associada com a transmissao da leishmaniose, foi coletada em
ambientes antropicos e em capturas com isca humana (Hashiguchi et al., 1992;
Galati et al., 2003; Balbino et al., 2005). A analise isoenzimatica mostrou que esta
espécie é parasitoda por flagelados indistinguiveis de Leishmania de origem
humana (Rowton et al., 1991). Mais recentemente, Travi et al. (2002) demonstraram
experimentalmente a infeccdo desta espécie por Le. infantum presente em caes

infectados sugerindo sua participagdo na disseminagao do parasito.
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Segundo Killick-Kendrick (1988), para se confirmar uma espécie de
flebotomineo como vetora é preciso obedecer a cinco critérios: a espécie deve ser
abundante no foco de leishmaniose, ser altamente antropofilica, mostrar o
desenvolvimento de parasitos na auséncia de sangue no intestino, mostrar a mais
alta taxa de infecgao natural dentre os flebotomineos observados e o parasito
isolado do flebotomineo deve ser indistinguivel daqueles isolados de casos

humanos.

Encontramos no municipio de Varzea da Palma espécies reconhecidas como
vetores das leishmanioses infectadas naturalmente, bem como espécies que néao
sdo consideradas vetoras ou que ainda ndo tiveram seu papel epidemioldgico
esclarecido. Ressaltamos que estes insetos provavelmente alimentaram-se em
hospedeiros infectados e, embora possam ser parte da cadeia de transmissao da
infeccao, isso nao nao significa que elas sejam capazes de transmitir o parasito aos

seres humanos.

6.3 Anomalias em machos de Lutzomyia longipalpis

Anomalias morfolégicas no pardmero foram observadas em 41 (0,5%)
espécimes de Lu.tzomyia longipalpis sensu lato (Lutz & Neiva 1912), em area de
ocorréncia de LV no municipio de Varzea da Palma, norte do estado de Minas

Gerais, Brasil.

Nenhuma diferenga significativa foi verificada ao se comparar as principais
estruturas morfolégicas dos espécimes andmalos com o espécime da localidade
tipo, Além Paraiba, de Lu. longipalpis o0 que nos permitiu chegar a correta
identificacdo dos exemplares (Tabela 8). Relatamos o encontro de oito anomalias no
paramero de machos da espécie Lu. longipalpis, sendo sete delas inéditas na
literatura. A anomalia tipo 1 apresenta um espinho a mais implantado no paramero
ao mesmo nivel dos espinhos caracteristicos para a espécie. Este tipo de anomalia
também unilateral ja foi descrito por Ximenes et al. (2002) para o estado do Rio
Grande do Norte. As demais anomalias caracterizam-se pela presenga de um
espinho adicional na por¢do mediana do paradmero (anomalia tipo 2), um espinho
adicional, localizado préximo aos espinhos caracteristicos da espécie Lu. longipalpis

(anomalia tipo 3), um espinho adicional em posicao intermediaria as anomalias tipo 3
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e 4, um espinho anémalo menos espesso localizado na mesma posi¢ao do espinho
an6malo tipo 3 (anomalia tipo 5) e o mesmo ocorre com a anomalia tipo 6, cujo
espinho esta na mesma posi¢cao da anomalia 4 diferindo apenas pelo sua espessura
mais delgada. Estas anomalias sdo unilaterais e estdo distribuidas tanto no
paramero direito quanto no esquerdo. Além destas anomalias duas bilaterais foram
encontradas, sendo nomeadas de anomalias tipo 7 e 8 e consideradas simétrica e
assimétrica respectivamente. A anomalia tipo 7 apresenta nos dois pard@meros um
espinho adicional implantado ao mesmo nivel dos espinhos normais e a anomalia
tipo 8 apresenta no pardmero direito caracteristicas da anomalia tipo 5 e no

paramero esquerdo a anomalia tipo 3.

Os caracteres morfologicos da genitalia de flebotomineos s&o indicadores
importantes para a correta identificagdo destes insetos. Varias anomalias que
afetam a genitalia masculina foram previamente descritas em outras espécies: Ny.
intermedia (Lutz e Neiva, 1912) com anomalias no dististilo (Marcondes, 1999; Pinto
et al., 2010), Micropygomyia trinidadensis, Micropygomyia atroclavata, Lutzomyia
gomezi e Pifanomyia ovallesi com anomalias na genitalia dos machos capturados
em ecotopos naturais no oeste da Venezuela (Cazorla et al., 1991), Micropygomyia
schreiberi com anomalia bilateral no dististiio (Andrade Filho et al., 2004),
Sciopemyia sordelli do municipio de Rio Claro, estado de Sao Paulo, com espinhos
adicionais no dististilo (Cutolo et al.,, 2009) e Phlebotomus papatasi (Diptera:
Psychodidae) (Scopoli, 1786) um importante vetor de Leishmania major
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae), um agente causador da leishmaniose cutanea
zoonotica no Velho Mundo, com maformagdo na genitalia caracterizada pela
presenga andmala de espinhos no lobulo lateral e no dististilo (Guernaoui et al.,
2009). A fungdo e a vantagem adaptativa de cada estrutura an6mala frente a

pressdes seletivas do meio sdo desconhecidas.

Entre os flebotomineos neotropicais a espécie Lu. longipalpis € reconhecida
como vetora da Le. chagasi, o agente etiolégico da LV. No entanto, Lutzomyia cruzi
(Mangabeira, 1938) também tem sido implicada como um vetor da LV na regido
centro-oeste do Brasil (Santos et al., 1998; Pita-Pereira et al., 2008). Evidéncias
morfologicas, genéticas e comportamentais sugerem que Lu. longipalpis representa
um complexo de espécies (Ward et al., 1988; Lanzaro et al., 1993; Young & Duncan,
1994; Lampo et al, 1999; Soto et al, 2001; Bauzer et al,
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2002a, b; Arrivillaga et al., 2002, 2003; Maingon et al., 2003; Bottecchia et al., 2004;
Souza et al., 2004; Hamilton et al., 2005; Watts et al., 2005; Coutinho-Abreu et al.,
2008; Maingon et al., 2008). Recentemente, na Venezuela, diferencas morfologicas
levaram a identificagdo de Lutzomyia pseudolongipalpis como a primeira espécie
dentro do complexo longipalpis (Arrivillaga & Feliciangeli, 2001). No Brasil, a analise
dos feromdnios sexuais e sons emitidos durante a cépula produzidos pelos machos,
combinado com o estudo molecular de polimorfismo do gene “period”, sugeriu a
existéncia de um numero de espécies irmas, com diferentes niveis de divergéncia
genética. A populagao brasileira de complexos podem ser divididas em dois grupos
principais. Na primeira, os machos produzem o tipo burst de som no momento da
copula e cembrene-1 como feromdnio com vinte carbonos. Estas populacdes estao
intimamente relacionadas geneticamente e elas provavelmente representam uma
unica espécie. O segundo grupo é mais heterogéneo, os machos produzem
diferentes padrdes de sons tipo pulso e ferombnios tanto com 16 (9-metil-
germacreno-B e 3-metil-a-himachalene carbonos um himachalene) quanto 20
(Cembrene-1 e -2). Esse grupo de populagbes, provavelmente representa um

numero de espécies incipientes (Araki et al., 2009).

Diante da complexidade e das diversas lacunas existentes a respeito da
espécie Lu. longipalpis e baseado na importancia deste flebotomineo na cadeia de
transmissao da LV, aliado a sua alta capacidade de adaptacdo a ambientes
modificados pelo homem, ressaltamos o encontro de anomalias na tentativa de
impedir a identificacao errbnea destes insetos e a descrigdo de novos taxons que

venham a causar mais danos a taxonomia desse complexo de espécies.

6.4 A leishmaniose canina no municipio de Varzea da Palma, MG.

Durante o estudo foram avaliados diferentes aspectos relacionados a infecgéo
por Leishmania em 207 caes residentes no municipio de Varzea da Palma.
Clinicamente, os caes infectados com Le. infantum (=Le.chagasi) foram classificados
por Mancianti et al. (1998) em trés grupos: assintomaticos, oligossintomaticos e
sintomaticos. Os assintomaticos sdo cdes com auséncia de sinais clinicos
caracteristicos de infecgao por Leishmania, nos oligossintomaticos ocorrem até trés

sinais clinicos caracteristicos da infeccdo. Os caes sintomaticos sao aqueles que
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apresentam mais de trés sinais clinicos caracteristicos da infeccdo, entre eles
alopecia, dermatite furfuracea, ulceras, hiperqueratose, onicogrifose,
emagrecimento, ceratoconjuntivite, adenopatia linféide, opacificagdo das cérneas e
do pélo. A distingdo dos animais oligossintomaticos dos sintomaticos € complexa,
dificil e depende de uma avaliagao clinica muito criteriosa feita por veterinario
experiente. Além disso, esta diferenciagdo tem importancia maior quando se
pretende estudar aspectos relacionados a evolugdo, prognostico e resposta

imunoldgica do animal frente a infecgao por Leishmania.

Devido as caracteristicas de nosso estudo optamos pela classificagdo dos
caes apenas em dois grupos: sintomaticos, com pelo menos um sinal clinico
sugestico da LVC, e assintomaticos, com auséncia de sinais clinicos. Assim 72%
dos caes foram classificados como assintomaticos e 28% como sintomaticos. Sabe-
se que em areas onde a leishmaniose canina € endémica uma alta proporgao de
caes infectados n&o apresenta sinal clinico da doenga (Dantas-Torres et al., 2006;
Rondon et al., 2008; Queiroz et al., 2009). Esta constatagdo tem impacto direto nas
acdes de controle da LV pois os animais assintomaticos geralmente sao mais
dificieis de serem diagnosticados pelos métodos sorolégicos convencionais
empregados pelos oOrgaos de saude publica. Desta forma, estes animais
permanecem na area podendo servir como fonte de infeccdo para os vetores
(Michalsky et al., 2007; Costa-Val et al., 2007; Soares et al., 2011).

Na avaliagao clinica dos animais, os sintomas mais observados foram ulceras
ou lesdes de pele (64,9%), onicogrifose (42,1%), alopecia (40,4%) e emaciagéo
(35%), além da presenga de linfadenomegalia. Albuquerque et al. (2007), avaliando
25 caes naturalmente infectados da regido metropolitana de Recife, Pernambuco,
também verificaram maiores prevaléncias de ulceras cutédneas (80%), com 90%
destes animais apresentando-se soropositivos e 87,5% parasitologicamente
positivos. Entretanto, Feitosa et al. (2000) e Moreira et al. (2007), avaliaram céaes
naturalmente infectados da regido de Aracgatuba, Sdo Paulo, e encontraram com
maior frequéncia a linfadenomegalia. Os sinais clinicos na LVC sdo muito discutidos
na literatura e vém sendo observados tanto em infecgdes naturais quanto em
modelos de infecgdo experimental (Genaro, 1993; Reis, 2001; Poot et al., 2005;

Rodriguez-Cortez et al., 2007). Acredita-se que a infeccdo evolui de um quadro
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normal, sem sinais, para um estado grave e terminal apresentado pelos animais

sintomaticos.

A apresentacdo clinica da LV em cédes é consequéncia de interagdes
complexas entre o parasito e a resposta imune do hospedeiro (Santos-Gomes et al.,
2002). Diversos fatores podem estar relacionados com a forma clinica apresentada
pelo cao durante a infeccdo por Le.chagasi. Muitos animais apresentam-se
susceptiveis e desenvolvem uma doenga ativa, enquanto outros se mostram
resistentes a infeccao e permanecem assintomaticos, além disso, o estado de saude

geral do animal pode influenciar diretamente no desenvolvimento da doenca.

As variaveis sexo, idade e raga foram semelhantes nos caes soropositivos em
relagdo ao total de cdes amostrados. Em relacdo a idade, sexo e raca de caes
infectados por Leishmania estudos realizados no Brasil ttm mostrado informacdes
divergentes (Franco Silva et al., 2003; Gontijo & Melo, 2004; Dantas-Torres et al.,
2006; Rondon et al., 2008), ndo sendo possivel afirmar se o risco de infecgdo por
Leishmania em céaes esta associado a alguma destas variaveis. No entanto, o estilo
de vida dos caes pode aumentar o risco de exposi¢cao ao flebotomineo, e finalmente
coloca-los em maior risco de infeccao por Leishmania (Dantas-Torres, 2009). Em
nosso estudo observamos que a maioria dos caes tinham acesso livre para areas
florestadas, onde os flebotomineos foram abundantes. Nesse ambito, Uchda et al.
(2001) e Santos et al. (2005) afirmam que a ocupagao desordenada do ambiente
praticada pelo homem, principalmente préoximo a encostas e/ou matas, acarreta
desequilibrios ambientais, favorecendo a instalagdo do ciclo extraflorestal da

doencga, beneficiando seu carater peridomiciliar.

Nosso estudo registrou uma soroprevaléncia de 24,6%, considerada alta e de
grande importancia epidemioldgica, ja que é preconizado pelo ministério da saude a
eutanasia de cades com sorologia positiva. Para o calculo da soroprevaléncia no
municipio consideramos os caes que apresentaram resultados positivos nos dois
testes sorologicos empregados (RIFI e ELISA). Nunes et al. (2001) observaram
soropositividade semelhante (23,7%) em estudo realizado no Mato Grosso do Sul.
Em inquérito sorolégico realizado no periodo de janeiro a novembro de 2006, o
Centro de Controle de Zoonoses de Campo Grande analisou amostras de 37.613

caes e constatou positividade em 9.052 (24%) animais (UCDB, 2006). Dantas-Torres
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et al. (2005) avaliaram 322 caes em area endémica de Pernambuco e destes, 130
(40,3%) foram sorologicamente positivos. J& em outras areas a soroprevaléncia
apresenta niveis bem inferiores (Oliveira et al., 2010). As discordancias entre as
taxas de prevaléncia podem ser devido principalmente ao estagio da infecgédo nos
animais, o numero de amostras analisadas, a natureza do antigeno e o método

sorolégico utilizado no diagnéstico.

E importante ressaltar, no entanto, que as prevaléncias obtidas em centros
de controle de zoonoses, em areas endémicas, sdo em geral mais elevadas, tendo
em vista que a maioria dos cées eutanasiados nestes locais apresenta suspeita
clinica para LV ou sao identificados como sorologicamente positivos em inquéritos
epidemiolégicos em massa. Os caes amostrados em nosso estudo foram
selecionados sem levar em consideracdo o status clinico ou resultados prévios de
exames, apenas escolhemos animais que residiam proximo ou nas casas onde as

armadilhas para a coleta de flebotomineos foram expostas.

E extremamente importante identificar as espécies de Leishmania que
circulam em um determinado foco de transmisséo, principalmente quando o alvo do
estudo é a epidemiologia da doenga. Todas as amostras caracterizadas indicaram a
Le.chagasi como responsavel pela infeccdo indicando a importancia do cdo como
reservatorio para Le.chagasi no municipio de Varzea da Palma, como ja observado
em diversas areas urbanas endémicas do Brasil (Brasil, 2005). Estes resultados
apontam que medidas de controle da LC devam ser implantadas, na tentativa de
diminuir a incidéncia nos caes e consequentemente a expansao do numero de casos
humanos da LV, ja que tem sido observada uma correlagdo entre o numero de

casos caninos e a ocorréncia de casos humanos (Evans, 1990; Nunes et al., 2010).

6.5 Diagnostico da leishmaniose canina

Os testes soroldgicos sao frequentemente utilizados para o rastreio de caes,
principalmente o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o teste de imunofluorescéncia
direta (RIFI). Entretanto, estas técnicas apresentam limitagcbes em termos de
reprodutibilidade e especificidade (Silva et al., 2006). As vezes eles falham devido

aos baixos niveis de determinados anticorpos em alguns caes e reagao cruzada com
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doencga de Chagas, rickettsioses, erliquiose e toxoplasmose (Barbosa de Deus et al.,
2002; Ferreira et al., 2007).

Neste estudo foram seguidas as recomendagbdes da OMS, que considera a
RIFI como teste padrdao (Michalick, 2003). E para evitar as reagbes cruzadas que
podem ocorrer em titulos iguais ou inferiores a 1:40 (Savani et al., 2003), foi também
executado o ELISA para minimizar a ocorréncia de falsos-resultados, pois, segundo
o Ministério da Saude (Brasil, 2003), a utilizacdo de duas técnicas na busca de um
unico diagndstico permite a execugdo de uma sorologia confiavel. Nesse sentido,
apenas 0s soros que reagiram aos dois testes foram considerados positivos. Ainda,
Oliveira et al. (2005) sugerem que a adog&o do teste de ELISA na rotina diagnostica
da LV canina seja uma recomendacédo valida com vista a otimizagdo das agdes de

controle e monitoramento dessa zoonose em suas areas de ocorréncia.

Nossos resultados sorolégicos monstraram uma soropositividade de 24,6% no
teste RIFI e 31,4% quando se utilizou o teste ELISA. A soroprevaléncia quando
considerados 0s animais positivos para os dois testes foi de 24,6% (Tabela 12). Um
fato importante em relagao aos resultados encontrados foi a 6tima concordancia
entre os dois testes indicada pelo indice Kappa. Entretanto, foi possivel observar
que tanto a RIFI quanto o ELISA apresentaram uma diferenca estatisticamente
significante (P<0,05) em relacdo ao status clinico dos cdes. A anadlise dos
resultados indicou que estes métodos foram mais eficientes na detecgao da infeccao
quando os animais ja apresentavam sinais clinicos sugestivos para a doencga.
Trabalhos realizados por Dye et al. (1993) mostraram que a RIFI foi menos sensivel
em animais assintomaticos, Quaresma et al. (2009) observou uma menor proporgéo
de positividade em animais assintomaticos utilizando testes soroldgicos e
parasitoldgicos convencionais, Reis (2001) observou uma variagao nos titulos de
anticorpos tanto na RIFI quanto no ELISA em animais assintomaticos.
Provavelmente, a menor sensibilidade na deteccdo de animais assintomaticos em
testes soroldgicos ocorre devido a uma maior imunidade mediada por células e uma
menor resposta imune humoral (IgG) nestes animais (Bordoisseau et al., 1997;
Cabral et al., 1998; Reis, 2001).

A sorologia detecta a maioria dos caes sintomaticos (Ciaramella et al., 1997;

Koutinas et al., 1999) e uma proporcao dos caes assintomaticos que representam
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em torno de 50% da populagéo canina soropositiva (Lanotte et al., 1979; Gradoni et
al., 1980; Pozio et al., 1981; Mancianti et al., 1986, 1994; Abranches et al., 1991,
Fisa et al., 1999; Sideris et al., 1999). No modelo matematico compartimental da
leishmaniose canina supunha-se que os caes assintomaticos ndo serviam como
fonte de infeccdo para os flebotomineos (Dye et al., 1992; Hasibeder et al., 1992).
Entretanto, outros autores mostraram que a infecciosidade de caes com infecg¢ao por
Leishmania ndo esta exclusivamente relacionada com a fase sintomatica da doenca
(Molina et al., 1994). Nossos resultados se adequam a idéia de que céaes
assintomaticos devem ser considerados como fonte de infeccdo para os insetos
vetores, pois 61% dos caes soropositivos para a RIFlI e 62% para o ELISA eram

saudaveis e vivendo em uma area onde a leishmaniose é endémica.

Pelo exame clinico realizado no momento da coleta de sangue e 45 dias
apos, no momento do recolhimento dos animais soropositivos para eutanasia, foi
possivel verificar que uma porcentagem dos caes assintomaticos em pouco tempo
passaram a apresentar sinais de infeccdo. Entretanto, precisar o periodo de
incubagao da doenca é dificil uma vez que nao se sabe ha quando tempo o animal
esta infectado. Nao houve relagcdo entre a mudanga no status clinico dos caes (de
assintomatico para sintomatico) e a titulacdo de anticorpos por eles apresentada. Em
um estudo de infeccdo experimental Poot et al. (2005) infectaram caes com
Le.chagasi via intravenosa e notaram o aparecimento dos primeiros sinais
sugestivos da infecgdo entre 15 e 20 semanas. Porém, os sinais mais sérios s6
tornaram-se evidentes 35 a 40 semanas apoés a infecgao. Sabe-se que este periodo
de incubagao pode variar muito, desde poucos meses até varios anos (Cunha, 1938;
Rioux et al., 1979; Genaro, 1993). Este fato nos mostra a importancia da realizagao
de um diagndstico preciso e a retirada rapida dos animais infectados na tentativa de
impedir a continuidade do contato destes com os flebotomineos vetores e
consequentemente reduzir as chances de infeccdo para o humano. Mais estudos
sd0 necessarios para se verificar de forma segura o potencial de caes

assintomaticos em transmitir a Leishmania aos flebotomineos vetores.
E sabido que cdes com LVC podem permanecer assintomaticos por longos

periodos e quando ndo diagnosticados a prevaléncia da infecgdo canina em uma

area endémica pode ser subestimada. Como consequéncia o0s animais
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assintomaticos n&o sao incluidos nos grupos a serem considerados para medidas de

controle (Ferreita et al., 2007).

Estudos tém apontado a PCR como um método altamente especifico e mais
sensivel que os procedimentos classicos para o diagndstico da LV canina (Strauss-
Ayali et al.,, 2004; Manna et al.,, 2004; Oliva et al., 2006). Diversas amostras
biolégicas podem ser utilizados para a PCR, tais como: bacgo, linfonodos, pele,
bidpsia conjuntival, sangue e medula ossea. Sangue e
medula éssea geralmente sdo os tecidos mais utilizados (Ashford et al., 1995;
Lachaud et al.,, 2002; Manna et al.,, 2004). A sensibilidade da PCR pode ser
aumentada pelo uso de iniciadores baseados em sequéncias que tém mais de uma
cépia por célula, que em Leishmania incluem o cinetoplasto e familias de genes de
multicopias. A utilizacdo destes iniciadores gera uma importante vantagem em

estudos relacionados a detecg¢ao do parasito.

Entre os genes de multicopias, um dos mais estudado é o SSUrRNA, ja tendo
sido sequenciado para mais de 100 espécies, incluindo os kinetoplastideos
Leishmania donovani, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Crithidia
fasciculata. A comparagao de sequéncias do SSUrRNA publicadas de humanos,
artrépodes, e kinetoplastideos indica que apenas uma regido de aproximadamente
800 bases na parte central do gene mostra uma heterologia consideravel e foi para
essa regiao que Van Eys et al. (1992) desenharam os pares de iniciadores R221 e
R332 (neste estudo R1 e R2) que amplificam uma regidao de 603 pb presente em
kinetoplastideos (menos especifica); e R223 e R333 (neste estudo R3 e R4) que
amplificam uma regido de 353 pb somente de espécies do género Leishmania
(menos sensivel ). Em 2002, Cruz et al. sugerem a combinagao destes dois pares de
iniciadores em uma Nested PCR para detectar Leishmania em humanos
(diagnodstico e monitoramento), aumentando a sensibilidade e especificidade da

reacao.

Neste trabalho utilizamos para a detecgao do parasito a Nested PCR dirigida
ao gene SSUrRNA de Leishmania (LhPCR) e para a identificacdo da espécie o
sequenciamento do produto amplificado na segunda reagdo da LnPCR. Esta
identificacao é feita até o nivel de complexo devido a auséncia de diferencas entre

as sequéncias de espécies pertencentes ao mesmo complexo. Estudo realizado por

118



Discussao

Ferreira (2010) mostrou a eficacia da LnPCR seguida de sequeciamento em

identificar espécies de Leishmania em caes.

Alguns estudos compararam o desempenho da PCR em amostras indicativas
da disseminagdo da Leishmania (como linfonodos e medula 6ssea) com os
resultados obtidos em técnicas soroldgicas (RIFI e ELISA) e técnicas parasitolégicas
convencionais (demostracédo do parasito pela microscopia e/ou cultura de linfonodos
e medula éssea) (Roura et al., 1999; Martin-Sanchez et al., 2001; Fisa et al., 2001;
Solano-Gallego et al., 2001; Ikonomopoulos et al., 2003). As amostras analisadas
eram provenientes de caes clinicamente saudaveis e de animais sintomaticos. A
eficacia da PCR foi mais baixa ou similar a sorologia, mas sempre consistentemente
mais alta que as técnicas parasitolégicas convencionais empregadas. Resultado
semelhante foi observado no nosso estudo que independente da sintomatologia, os
testes RIFI e LnPCR sangue e ELISA e LnPCR sangue apresentaram concordancia
otima e boa respectivamente. Estes dados também concordam com outros achados
(Hu et al., 2000; Maia et al., 2009) que sugerem que amostra de sangue € uma fonte

confiavel para a deteccdo de DNA de Leishmania através da PCR.

Utilizamos para a realizacdo da LnPCR além de amostras de sangue
periféerico de cédes (n=207), amostras de medula e pele dos cées soropositivos
eutanasiados. Com as amostras de sangue 19% dos cades foram positivos, com as
de medula 56% e de pele 22%. Na analise dos resultados da LnPCR, levando em
consideragao o tipo de amostra em relacdo a forma clinica, ndo foi encontrada
diferenca significativa (P>0,05) quando se comparou amostras de sangue e medula.
Os resultados obtidos com as amostras de sangue e medula sugerem uma
independéncia da forma clinica para a detecgao de caes infectados. O contrario foi
observado com os resultados obtidos com amostras de pele, sendo verificada uma
maior eficiéncia em detectar os caes sintomaticos (Tabela 16). Estes dados devem
ser analisados com ressalva, devido ao numero considerado pequeno (n=9) de
amostras de pele avaliadas, o que possivelmente influenciou no poder do teste
estatistico utilizado para analise. Entretanto, alguns autores tém demonstrado que
caes assintomaticos apresentam baixo parasitismo enquanto os caes sintomaticos
apresentam alta carga parasitaria em diferentes tecidos, incluindo a pele (Reis,
2001; Reis et al., 2006a, b, c; Giunchetti et al., 2006, 2008; Reis et al., 2009).
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Com relagao a comparagéao do tipo de amostra clinica dentro do grupo dos 41

caes sorologicamente positivos, independente do status clinico dos animais, os
resultados mostraram que as amostras de medula apresentaram maior positividade
(P<0,01) em relagdo aos demais tipos de tecido (Figura 29). Quando a comparagao
foi realizada levando-se em consideracdo a sintomatologia dos caes, verificou-se
uma diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) no grupo dos animais
sintomaticos. Neste caso as amostras de medula e pele apresentaram uma maior
proporcao de caes positivos em comparagdo com as amostras de sangue (Figura
32). J&4 para o grupo de animais assintomaticos a diferenga estatisticamente
significativa foi verificada nas amostras de medula em comparagao com as amostras

de sangue e pele (Figura 33).

A pesquisa do parasito em diferentes tecidos infectados do hospedeiro
mamifero pode contribuir para que o investigador escolha qual a amostra bioldgica
mais adequada a ser analisada durante a realizagédo do diagndstico e progndstico da
infeccdo (Reis et al., 2006b). Em nosso estudo a amostra de medula foi a mais

eficaz na detecgao de animais positivos independentemente da sintomatologia

Nossos resultados estdo em acordo com os de Ashford et al. (1995) que
constataram que a PCR utilizando medula 6ssea € um método diagndstico
extremamente eficiente. Leontides et al. (2002) realizou estudos na Grécia com caes
clinicamente saudaveis e encontraram alta positividade na PCR utilizando como
fonte de DNA a medula 6ssea (63%). Ainda segundo estes autores, um resultado
positivo da PCR utilizando a medula 6ssea supde a disseminag¢ao do parasito para

orgaos internos depois da inoculagao através da pele.

Solano-Gallego et al. (2001) demonstraram que a frequéncia de DNA do
parasito ndo € homagénea nos diferentes tecidos. Em contrapartida, estes autores
encontraram um baixo percentual de medula 6ssea positiva utlizando a técnica da
PCR (17%) e sugeriram que a disseminagcdo hematogénica para a medula 6ssea
ocorre apenas em parte dos animais. Por outro lado, no mesmo estudo, foi
demonstrado que metade dos cades foram positivos para a deteccdo do DNA do
parasito na pele. Esse resultado indica que a pele € um tecido de reserva de
parasitos importante em caes e que a PCR em bidpsia de pele € um método

bastante sensivel para detectar a infeccdo. Ha relatos de bons resultados obtidos a
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partir da utilizagcdo de amostras de pele (Manna et al., 2004; Quaresma et al., 2009).
Os resultados do nosso estudo concordam em parte com os achados descritos
acima, ja que quando utilizada a medula 6ssea foi encontrada alta porcentagem de

caes infectados principalmente quando estes eram assintomaticos.

A técnica de cultura de aspirado de medula 6ssea dos 41 caes soropositivos
nao foi utilizada como método de diagndstico e sim como um meio de isolamento de
parasitos para posterior caracterizagdo. Manna et al. (2004) observaram que apesar
da cultura ser uma técnica ligeiramente mais sensivel que 0 exame microscopico de
bidpsias de lesdo e amostras histoldégicas € uma técnica mais laboriosa, cara e
sujeita a contaminagdes microbiolégicas o que limita a obtengédo do resultado. Este
fato também foi observado em nosso estudo, uma vez que entre as nove amostras
positivas, cinco (56%) contaminaram nao sendo possivel a identificacdo da espécie

do parasito.

6.6 Epidemiologia das leishmanioses em Varzea da Palma, MG.

No Brasil as leishmanioses s&o consideradas zoonoses que inicialmente se
estabeleceram nas areas rurais do pais. As mudancas ambientais e climaticas que
vém ocorrendo nos ultimos anos em associagcdo com a escassez de investimentos
em saude, educacdo, moradia e saneamento basico, a descontinuidade das acdes
de controle, a adaptacdo do vetor a ambientes modificados pelo homem, novos
fatores imunossupressivos, como a infecgdo por HIV estdo contibuindo para o
processo de urbanizagdo de diversas parasitoses (Gontijo & Melo, 2004). Neste
contexto as leishmanioses assumem um papel importante como um sério problema
de Saude Publica.

O municipio de Varzea da Palma, localizado no norte do estado de Minas
Gerais, ilustra o processo de urbanizagdo das leishmanioses com o surgimento
recente da doenca, onde os primeiros casos autoctones de LV e LT foram
registrados no ano de 2001, e o numero crescente de casos registrados da forma

visceral.
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Lu. longipalpis € uma espécie que apresenta seu papel como vetora de
Le.chagasi bem definido. O encontro de alta densidade populacional e a infecgao
natural desta espécie por Le.chagasi, bem como o seu encontro em areas onde
foram registrados casos humanos de LV e encontrados caes infectados com
Le.chagasi deixa claro a participagao desta espécie na cadeia de transmisséo da LV
na cidade de Varzea da Palma. Diante dos nossos resultados fica demonstrado um
ciclo ativo da Le.chagasi por todo o territorio urbano do municipio de Varzea da
Palma, Minas Gerais, devendo as autoridades responsaveis manter uma constante
vigilancia entomolégica para um melhor direcionamento e eficacia das medidas de

controle.

O distrito de Barra do Guaicui apresentou um quadro epidemiolégico diferente
daquele classicamente descrito para a transmissado da LV. Durante todo o periodo
de estudo a espécie mais abundante foi a Ny. intermedia que apresentou alta taxa
de infecgdo natural por Le.chagasi. Nos domicilios ou proximos a estes onde os
espécimes de Ny. intermedia foram coletados foram registrados casos humanos de
LV e encontramos caes infectados por Le.chagasi. Entretanto ndo podemos afirmar
a participacdo desta espécie como vetora de Le. chagasi, assim como outras
espécies encontradas neste trabalho naturalmente infectadas, uma vez que é
preciso atender a todos os critérios definidos por Killick-Kendric (1990) para a
incriminagdo de um determinado flebotomineo como vetor. Novos estudos precisam
ser realizados para elucidar o papel das espécies de flebotomineos encontradas

naturalmente infectadas como possiveis vetoras na regiao.

O papel do cdo como o principal reservatério doméstico da Le.chagasi
implica na utilizagado de informacdes precisas obtidas através de ferramentas de
diagnostico que permitam a detecgdo segura da LVC para a implementacdo de
medidas destinadas a controlar a propagag¢ao da doenga (Ferreira et al., 2007). O
encontro de cées naturalmente infectados por Le.chagasi em todas as zonas
politico-administrativas demonstram a necessidade de uma vigilancia ativa e
constante com a realizacdo de inquéritos caninos e retirada dos animais

soropositivos, conforme preconizado pelo Ministério da Saude.

Apesar do numero de casos de LT se manter constante nos ultimos anos e de

terem sido encontradas infectadas por Le.braziliensis apenas espécies de
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flebotomineos (Lu. longipalpis e Ev. lenti) que ndo sao consideradas vetoras da
mesma € preciso dar atencdo ao controle desta doenca, pois isso pode indicar

apenas um periodo de baixa circulagao do parasito.

A analise global de nossos resultados mostra claramente que o municipio de
Varzea da Palma apresenta todas as caracteristicas necessarias para a expansao
das leishmanioses, visceral e tegumentar, apontando para necessidade urgente da
implantacdo de medidas profilaticas adequadas a situacdo local. Na realidade este
fendbmeno ja esta ocorrendo pois Varzea da Palma em 2008 era considerado
municipio de baixa transmissao para a LV e hoje ja se encontra classificado como de

média transmissao pelos critérios adotados pelo Ministério da Saude (Brasil, 2006)

Vale ressaltar que todas as informacgdes relativas aos nossos resultados
foram repassadas para a Secretaria de Saude do municipio bem como foi realizada
uma reunido com o setor de zoonoses da Secretaria Estadual de Saude onde foram

apresentados os resultados da pesquisa.
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7 CONCLUSOES
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A fauna flebotominica do municipio de Varzea da Palma, MG, apresentou
quinze espécies, sendo as espécies mais prevalentes Lu. longipalpis e Ny.
intermedia, importantes espécies vetoras de LV e LT, respectivamente.

A espécie Lu. longipalpis foi capturada em todas as localidades de estudo,
mostrando uma maior abundancia em areas urbanizadas, enquanto a espécie
Ny. intermedia foi mais numerosa nas localidades que mantinham vestigios
ou matas preservadas.

A técnica da Nested PCR (LnPCR), dirigida a uma regidao do gene SSUrRNA,
revelou-se exequivel e pratica na detecgao da infeccdo por Leishmania em
flebotomineos e céaes.

O achado de infecgdo natural de Lu. longipalpis por Le.chagasi, somado a
abundancia de espécimes capturados, sugere a possivel participacdo desta
espécie no ciclo de transmissao da LV na area de estudo.

O encontro de alta taxa de infec¢do natural por Le.chagasi em Ny. intermedia,
indica a necessidade de estudos para elucidar o envolvimento desta espécie
no ciclo de transmissao no distrito de Barra do Guaicui.

Apesar da baixa taxa de infeccdo dos flebotomineos por Le. braziliensis e das
espécies encontradas infectadas ndo serem vetoras comprovadas deste
parasito é preciso atencdo, uma vez que casos autdctones de LT estdo
ocorrendo na area.

A Le. chagasi € a espécie responsavel pela LVC no municipio de Varzea da
Palma, MG.

Considerando o achado de caes e flebotomineos naturalmente infectados por
Le.chagasi no peridomicilio de residéncias com casos humanos de LV pode-
se sugerir a participagao do cao como reservatorio doméstico da infecgao.

Os resultados demonstram que as técnicas sorologicas utilizadas apresentam
limitagdes no diagndstico de caes assintomaticos o que pode comprometer a
eficacia das acdes de controle.

Para o diagndstico da infeccdo canina em inquéritos epidemioldgicos a
amostra de sangue pode ser utilizada devido a facilidade de coleta, melhor
aceitacdo por parte dos proprietarios dos animais e sua alta taxa de

positividade comparavel a dos testes sorolégicos.
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11- A medula 6ssea parece ser a amostra mais indicada para o diagndstico da
LVC, pois a taxa de positividade foi superior a do sangue e da pele sendo
eficaz na deteccéo dos animais sintomaticos e assintomaticos.

12- Dentre os caes sintomaticos, as amostras de medula e pele foram mais
eficientes na detecgéo da infecgcdo em comparagdo a amostra de sangue.

13- O uso da LnPCR no diagnéstico da LVC parece superar em grande parte os
problemas dos testes sorologicos em detectar infeccdo em céaes
assintomaticos..

14- A agilidade na realizacdo do diagnéstico e tomada das agbes de controle é
de suma importancia, pois animais assintomaticos podem mudar seu perfil
clinico e aumentar as chances de disseminacao da doenca.

15- Os resultados apresentados no nosso estudo sobre os flebotomineos e a
infeccdo canina podem contribuir para um melhor direcionamento das

medidas de controle pelos érgaos competentes do municipio.
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8 ANEXO

8.1 Anexo | — Ficha Clinica Epidemioldgica (canina)
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Ministério da Saude

Fundacéo Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou

Laboratério de Leishmanioses

No.

Anexo

Cod

Ficha Clinica Epidemioldgica (canina)

Data da coleta: /[

Nome do proprietario:
Endereco:
Tipo de residéncia:

CPqRR/FIOCRUZ

1) Dados do animal

Nome:

Raca:

Sexo: macho ( ) fémea (

Idade:

Cor:

Cao viajou nos ultimos seis meses?

Outras localidades onde residiu:

2) Sinais clinicos

Ulceras ou lesdo de pele
Sem lesao

Alopecia

Emaciacao

Onicogrifose
Hepatomegalia
Esplenomegalia
Linfadenomegalia

Ceratoconjuntivite

3) Amostra coletada

Tempo

()
()
()
()
()
()
()
()
()

Sangue periférico-veia cefalica ou jugular

(X)

126



Anexo

Exame dermatologico — localizagao e numero de lesbes

Dorsal Ventral
N\ L
Direito Esquerdo
EXAMES:
DIAGNOSTICO SOROLOGICO:
RIFI:
ELISA:
DIAGNOSTICO MOLECULAR:
Sangue:

Medula Ossea:

Pele:

OBS:
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