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RESUMO

A leishmaniose visceral € uma doenca grave que acomete o homem e outros
hospedeiros vertebrados. Os cédes sao considerados reservatdrios do parasito e
podem ser uma fonte de infeccdo para a Lutzomyia longipalpis, principal vetora da
Leishmania infantum no Brasil. O municipio de Iguatama apresenta alta prevaléncia
de cées sororreagentes (7,4%). O objetivo desse estudo foi realizar um estudo dos
flebotomineos no domicilio dos cées tratados para LV com Miltefosina/Alopurinol e a
sua capacidade infectante para Lu. longipalpis em Iguatama, Minas Gerais. As coletas
entomoldgicas foram realizadas em quatro campanhas, sendo a primeira um més
antes do tratamento, duas durante e uma ao final do acompanhamento dos cées
tratados. Foram utilizadas armadilhas luminosas modelo CDC dispostas por duas
noites consecutivas em cada campanha. Foram selecionados 30 caes domiciliados e
positivos em pelo menos um teste parasitolégico, esses caes foram dividos em dois
grupos de acordo com a administragéo do Alopurinol. O Grupo 1 utilizou o Milteforan
e o Alopurinol por 28 dias. Ja4 o Grupo 2 utilizou o Milteforan por 28 dias e o Alopurinol
por 12 meses. Apos 12 meses de acompanhamento foi realizado o xenodiagndstico
para verificar a capacidade infectante dos cées para a Lu. longipalpis. Foram
coletados 762 flebotomineos, sendo 57,6% dos individuos da espécie Lu. longipalpis.
A fauna de flebotomineos no municipio se mostrou diversa, porém com maior
abundancia de espécies de importancia médica. Foram encontradas 28 fémeas com
presenca de DNA de Leishmania sp., com uma taxa de positividade de 12,5%.
Verificou-se nas fémeas com sinal de repasto sanguineo recente, DNA de Homo
sapiens (83,33%), Rattus rattus (8,33%), Gallus Gallus (4,16%) e Canis familiaris
(4,16%). Dos 30 cées tratados, 19 chegaram ao final do acompanhamento e a
capacidade infectante para Lu. longipalpis foi de 52,6%. Um maior nimero de caes
negativos no xenodiganoéstico foi observado no Grupo 2 (4/10), poréem n&o ha
diferenca estatistica em relacdo ao Grupo 1(6/9), onde os cées foram medicados com
o Alopurinol apenas durante os 28 dias de uso do Milteforan. A comparacéo do score
clinico entre os dois grupos evidenciou uma diminuicdo no score do Grupo 2 em
relacdo ao Grupo 1 (p=0,027).Apesar de observarmos a manutencdo ou diminuigéo
do score clinico de 73,7% dos caes tratados, 52,6% deles se mantiveram infectantes

para Lu. longipalpis. Os resultados da PCR kDNA da pele dos cdes no T12 foi positiva



em dois cdes, contrastando com os resultados do xenodiagnostico onde 10 dos 19
caes foram infectantes para Lu. longipalpis. O xenodiagndstico se mostrou uma
ferramenta mais eficiente na deteccdo da capacidade infectante de cées tratados do
gque a PCR kDNA. O desenvolvimento de métodos mais eficazes de verificacdo da
infectividade de cdes como o aprimoramento de protocolos de tratamento s&o
necessarios.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Milteforan/Alopurinol, Leishmania infantum,

xenodiagnéstico, flebotomineos.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a serious disease that affects humans and other vertebrate
hosts. Dogs are considered reservoirs of the parasite and can be a source of infection
for Lutzomyia longipalpis, the main vector of Leishmania infantum in Brazil. The
municipality of Iguatama has a high prevalence of seroreactive dogs (7.4%). The aim
of this study was to carry out a study of sand flies in the peridomicile of dogs treated
for VL with Miltefosine/Allopurinol and their infective capacity for Lu. longipalpis in
Iguatama, Minas Gerais. Entomological collections were carried out in four campaigns,
the first was one month before treatment, two during and one at the end of the follow-
up of treated dogs. Light traps model CDC were used for two consecutive nights in
each campaign. Thirty domiciled dogs positive in at least one parasitological test were
selected and divided into two groups according to the administration of Allopurinol.
Group 1 used Milteforan and Allopurinol for 28 days. Group 2 used Milteforan for 28
days and Allopurinol for 12 months. After 12 months of follow-up, xenodiagnosis was
performed to verify the infective capacity of dogs for Lu. longipalpis. A total of 762
sandflies were collected, being 57.6% of individuals of the Lu. longipalpis. The sandfly
fauna in the municipality was diverse, but with a greater abundance of species of
medical importance. Were found 28 sand flies females with presence of Leishmania
sp. DNA, with a positivity rate of 12.5%. It was found in females with a recent blood
meal sign, DNA of Homo sapiens (83.33%), Rattus rattus (8.33%), Gallus Gallus
(4.16%) and Canis familiaris (4.16%). Of the 30 treated dogs, 19 reached the end of
follow-up and the infective capacity for Lu. longipalpis was 52.6%. A greater number
of xenodiagnostic negative dogs was observed in Group 2 (4/10), but there is no
statistical difference in relation to Group 1 (6/9), where the dogs were medicated with
Allopurinol only during the 28 days of use of Milteforan. The comparison of the clinical
score between the two groups showed a decrease in the score of Group 2 in relation
to Group 1 (p=0.027). The continuous use of allopurinol can be an ally to the treatment,
especially in dogs that start treatment in the first stages of the disease. Although we
observed the maintenance or decrease of the clinical score in 73.7% of the treated
dogs, 52.6% of them remained infective for Lu. longipalpis. The PCR kDNA results
from the skin of the dogs at T12 were positive in two dogs, contrasting with the results

of the xenodiagnosis where 10 of the 19 dogs were infective for Lu. longipalpis.



Xenodiagnosis proved to be a more efficient tool in detecting the infective capacity of
treated dogs than PCR kDNA. The development of more effective methods of verifying

the infectivity of dogs as well as the improvement of treatment protocols are necessary.

Keywords: Visceral leishmaniasis, Milteforan/Allopurinol, Leishmania infantum,
xenodiagnosis, sand flies.
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1 Introducéao

1.1 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Calazar e
esplenomegalia tropical, € uma doenca parasitaria amplamente distribuida pelo
mundo, configurando, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, um grande
problema de saude publica. A doenca humana pode evoluir para o 6bito em mais de

90% dos casos na auséncia de tratamento.

A LV esta presente em 83 paises, sendo 78 deles considerados endémicos
(Figura 1). Ocorrem, anualmente, aproximadamente 50.000 a 90.000 novos casos no
mundo (MS, 2019; WHO, 2022a). O Brasil faz parte dos paises mais afetados por
essa enfermidade, juntamente com Bangladesh, China, Etiépia, india, Quénia, Nepal,
Somalia, Suddo do Sul e Sudao, onde juntos, no ano de 2017, foram responsaveis

por quase 95% dos novos casos relatados no mundo (OMS, 2017).

E uma doenca regularmente associada a questdes socioecondmicas, umavez
que as condi¢cbes de habitacdo e saneamento podem influenciar na ocorréncia e
reproducao dos vetores, além das condicbes de nutricdo dos individuos em regides
mais pobres, tornando-o0s ainda mais susceptiveis a infec¢ao. A falta de acessibilidade
a servicos basicos, como os de salude e saneamento, a indisponibilidade de trabalhos
formais, além da organizacdo do espaco fisico, podem favorecer o aumento na
incidéncia da leishmaniose (ALVAR et al, 2006; MISSAWA & BORBA, 2009; WHO,
2022b).

Nas Américas, o Brasil é o pais com mais casos da doenca, sendo registrados
em todas as Unidades da Federagdo. Nota-se uma crescente urbanizagdo da LV
(CRUZ et al., 2021), uma vez que seus vetores, flebotomineos das espécies
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis e Lutzomyia (Lutzomyia) cruzi, apresentam grande
adaptacdo a ambientes antropizados (GALATI et al., 1997; MS, 2019). Essa
capacidade de adaptacdo ao meio urbano pode ocasionar o0 aumento dos casos da
doenca (ANDRADE-FILHO et al., 2001; SARAIVA et al., 2009; BASTOS, 2012;
VILELA et al., 2013).



Figura 1: Status de endemicidade da leishmaniose visceral no mundo, 2020
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1.2 Agente Etiolégico

7@ World Health
¥ Organization

No Brasil, essa zoonose é causada por parasitos do complexo donovani,

espécie Leishmania (Leishmania) infantum (Nicolle 1908), um protozodrio unicelular

by

heteroxeno pertencente a classe Kinetoplastea e a familia Trypanosomatidae. E

encontrado em duas formas: flagelada promastigota, encontrada no trato digestivo de

flebotomineos e amastigota, encontrada em células do sistema mononuclear

fagocitario dos hospedeiros vertebrados (ESPINOSA et al., 2016). Essa espécie

7z

também é o agente etiolégico da LV em outros paises da América do Sul, no

Mediterraneo, no oeste e na regi&o central da Asia. A Le. infantum foi introduzidanas

Américas por portugueses e espanhois durante o periodo de colonizagdo (MOMEN et

al., 1993).
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Ao infectar o homem, pode infectar células do sistema fagocitico mononuclear,
atingindo a medula 6ssea, figado, bago e ganglios, causando um espectro de
manifestacbes clinicas, como febre prolongada, hepatoesplenomegalia e
pancitopenia. Apo6s serem fagocitadas pelos macréfagos, as leishmanias se
diferenciam em amastigotas e se multiplicam causando rompimento dessas células e
consequente extravasamento, sendo entdo fagocitadas por novos macréfagos e
assim sucessivamente (SCHIMMING et al., 2012).

1.3 Vetor

A Leishmania (Leishmania) infantum tem como vetor no Brasil, fémeas de
flebotomineos (Diptera: Psychodidae). Os flebotomineos sao insetos dipteros,
medindo aproximadamente 3 mm, cobertos de cerdas e coloragao clara. Possuem
asas em formato lanceolado, pernas longas e aparelho bucal com probdscide
adaptada para aestratégia de repasto a telmatofagia (pool-feeding). Essa estratégia
consiste em produzir lesées na pele do hospedeiro, resultando em extravasamento de
sangue que sera sugado pela fémea. Os flebotomineos presentam habito crepuscular
e noturno e a espécie incriminada como principal vetora da Le. infantum no Brasil € a
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (LEHANE, 2005; MAROLI et al., 2013).

A espécie Lu. longipalpis possui alta plasticidade, apresentando grande grau
de adaptacdo e dispersdo em ambiente antropizado, sendo registrados no intra e
peridomicilio. Possui habito alimentar generalista, podendo se alimentar tanto em

animais sinantrépicos quanto em animais domeésticos (ALMEIDA et al., 2013).

As fémeas se infectam ao realizarem seu repasto sanguineo em um
reservatorio do parasito. No interior dos insetos ocorre uma série de transformacdes
morfolégicas que culminam com as formas metaciclicas infectantes (BATES, 2007).
As formas metaciclicas s@o entdo inoculadas na pele do hospedeiro suscetivel
durante sucessivos repastos sanguineos juntamente com elementos da microbiota
intestinal (DEY et al., 2018), proteinas salivares, exosomas e proteofosfoglicanos
derivados das promastigotas (ASHFORD, 1996; HANDMAN, 2001). O sangue é a
principal fonte de alimentacdo em fémeas e habito necessario a maturagao de seus
ovos (LEHANE, 2005; MARTINS, 2015).
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Além da Lu. longipalpis, outras espécies apresentam importancia médica. E
estimado que mais de 90 espécies de flebotomineos sdo possiveis vetores de
Leishmania spp. (RANGEL & SHAW, 2018).

O controle desses insetos é complexo, uma vez que suas larvas se
desenvolvem em solo imido e matéria organica, diferente de outros dipteros, como
mosquitos do género Aedes, que se reproduzem em agua. O encontro dos criadouros
das larvas é um desafio e o controle tem sido feito direcionado apenas as formas
adultas (MAROLI et al., 2013).

1.4 Reservatoérios

Reservatoério pode ser definido como o habitat onde um patdégeno é capaz de
se estabelecer, se multiplicar e/ou crescer, podendo ser transmitido a um hospedeiro
suscetivel (ROQUE & JANSEN, 2014).

Os céaes (Canis familiaris) sdo considerados como principal reservatério na area
urbana, exercendo importante papel no ciclo de transmissdo da doenca. Ainda no
ambiente domeéstico, gatos (Felis catus) tém sido encontrados infectados por Le.
infantum, porém o seu papel epidemiologico ainda ndo esta bem descrito (GONTIJO
& MELO, 2004; ROCHA et al., 2019; SILVA et al., 2020; BALDINI-PERUCA et al.,
2022). No ambiente silvestre, por sua vez, outras espécies de mamiferos, tais como
cachorro do mato, morcegos, ratos e marsupiais sdo suspeitos de atuar como
hospedeiros, podendo desempenhar funcdo na dinamica de distribuicdo e
transmissao das leishmanioses (ROQUE & JANSEN, 2014).

Sabe-se que nas areas urbanas, 0s casos enzoGticos precedem 0s casos
humanos. A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) pode apresentar um grande
espectro de manifestacbes clinicas, sendo as mais frequentes lesGes cutaneas,
linfadenomegalia, onicogrifose, perda de peso, alopecia e ceratoconjuntivite
(MARCONDES & ROSSI, 2013). Geralmente, os caes doentes sdo demasiadamente
imunodeprimidos e em muitos casos, cerca de 40% a 60%, 0 cdo soropositivo nao
desenvolve a doenga, sendo considerado assintomatico (FERRER, 2002; MS, 2014).
Porém, mesmo assintomaticos, esses caes apresentam intenso parasitismo de formas
amastigota na pele e podem ser infectivos para o vetor reforcando sua importancia na
manutenc¢ao do ciclo da doenca (REIS et al., 2006; COSTA-VAL et al.,
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2007; MICHALSKY et al., 2007). A alta densidade de insetos vetores e a grande
prevaléncia de caes positivos para LVC podem contribuir para uma rapida propagacao

da doenca em condicdes favoraveis (BENETH et al., 2008).

1.5 Controle da LV no Brasil e tratamento dos caes

As acdes de controle da LV no Brasil remonta a década de 50 e visava
interromper os elos epidemiolégicos da cadeia de transmissdo. Com o aumento do
namero de casos e a expansdo geografica da doenca foi proposto o Programa de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (PVCLV) do Ministério da Saude na
tentativa de propor medidas integrativas incluindo acdes educacionais, visando a
reducado da transmisséo e da morbimortalidade. As estratégias voltadas a interrupcao
da transmissdo propostas sao o controle vetorial e inquéritos soroepidemiolégicos
caninos com posterior eutanasia dos caes soropositivos. Para a reducéo da letalidade
recomenda-se o0 diagnostico e tratamento precoces. Apesar dos esforcos e dos
recursos disponiveis para o desenvolvimento do PVCLV, os resultados alcancados
nao tem surtido o efeito desejado pois permanecem ocorrendo 0s casos humanos e a
expansdo da doenca para areas ndo endémicas. As estratégias podem ser falhas,
principalmente devido a necessidade de utilizacdo de estratégias combinadas a fim
de aumentar a acuracia diagndstica, recusa do tutor em eutanasiar os caes e a
ineficiéncia da vigilancia por parte dos municipios (RIBEIRO et al., 2019; PEREIRA
DA SILVA et al., 2017).

O tratamento dos cdes com LV nédo era permitido no Brasil até o ano de 2016,
sendo a eutanasia a Unica medida adotada para os animais soropositivos. Entretanto,
em Setembro deste mesmo ano, o medicamento Milteforan™ (VIRBAC) foi registrado
junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) como opc¢ao

para a terapéutica de cdes com LV (MAPA, 2016).

7

O Milteforan, cujo principio ativo € a Miltefosina (hexadecilfosfocolina, 20
mg/mL, Virbac) € um medicamento de uso oral, incolor e viscoso, inicialmente utilizado
para o tratamento de cancer, que demonstrou atividade leishmanicida e vem sendo
utilizado na terapéutica de cdes com LV por causar apoptose e distlrbios das vias de
sinalizacao celular dependentes de lipideos (SUNDAR et al., 2002; DORLO et al.,
2012). De acordo com as informacgfes disponibilizadas pelo fabricante, os sinais
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clinicos da doenca comecam a diminuir logo apés o inicio do tratamento, com reducéo
significativa ap6s duas semanas, podendo perdurar por algumas semanas apos o fim
do uso do medicamento. Além disso, 0 medicamento € capaz de reduzir a carga
parasitaria em até 74%, levando areducdo dos sinais clinicos, mas ndo a
parasitolégica (NOGUEIRA et al., 2018).

O Alopurinol, medicamento usado de forma combinada ao Milteforan na terapia
da LV canina no Brasil, € um potente inibidor da biossintese de acido Urico e do
metabolismo das purinas, reduzindo a replicacdo da Leishmania, causando efeito
leishmaniostatico. Este medicamento tem se demonstrado eficiente no controle da
carga parasitaria, sendo importante para o controle das recidivas na LV canina
(GONCALVES et al., 2019).

Até o momento, poucos estudos foram feitos no Brasil para avaliar a eficicia
do Milteforan na reducédo dos sinais clinicos dos caes infectados e a sua infectividade
para o vetor. Destes, destaca-se o0 estudo conduzido por Nogueira et al., (2019), que
demonstrou uma melhora clinica significativa dos cédes, bem como reduzida
infectividade para flebotomineos em exame de xenodiagndstico. Apesar deste
importante resultado, é importante salientar que devido a recém incorporacdo do
Milteforan como método de tratamento dos caes com LV, mais estudos precisam ser
realizados. Além disso, apesar da melhora clinica e da reduzida infectividade, o cdo
permanece como reversatorio do parasito, haja vista que nao ocorre cura
parasitologica e por este motivo, o tratamento de caes néo é considerado uma medida
de controle da doenca. Estudos sugeriram que a variacdo na carga parasitaria na pele
dos caes esta relacionada com a capacidade infectiva deste animal para o vetor
sendo, portanto, um potencial biomarcador para avaliacdo da infectividade (BORJA et

al., 2016).

Para avaliar a capacidade infectante de caes para o vetor Lu. longipalpis, tem-
se utilizado o exame de xenodiagndéstico. Essa técnica consiste em alimentar insetos
vetores de determinado parasito, e criados em colbnia, no hospedeiro a ser
investigado e posteriormente verificar sua infecciosidade (MONDAL et al., 2018).
Singh et al., (2020) afirmam que o xenodiagndstico € uma ferramenta importante para

a vigilancia epidemiolégica, uma vez que fornece evidéncias cientificas sobre o
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potencial de transmisséo dos reservatorios de Le. infantum ao vetor, fornecendo assim

dados para os programas de controle da LV.
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2 Justificativa

O tratamento da LVC com Milteforan foi permitido no Brasil no ano de 2016.
Portanto, faz-se necessaria uma avaliacdo da acdo deste medicamento, bem comoo
acompanhamento de cdes tratados. E importante verificar sua eficacia sobre a
sintomatologia, a carga parasitaria de caes naturalmente infectados e tratados, como

também a sua capacidade infectante para o vetor.

Desde a liberacdo do tratamento, apenas um artigo foi publicado avaliando a
terapia com Milteforan em cdes no Brasil e que utilizou o xenodiagndstico como
método para verificar a infectividade dos cées tratados para o vetor. Este estudo
avaliou os cdes apenas durante trés meses poés-tratamento sendo que 0s animais
foram mantidos em canis. Portanto, nenhum ensaio analisou a capacidade infectante
de céaes tratados com Milteforan domiciliados, encoleirados e mantendo sua rotina e
alimentacdo habituais, isto €, vivendo nas condi¢bes epidemioldgicas de areas de

transmissao no Brasil.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar aspectos ecolégicos da fauna de flebotomineos e a capacidade
infectante de cdes com LV, tratados com Milteforan/Alopurinol para o vetor Lutzomyia
longipalpis.

3.2 Objetivos especificos

Descrever a fauna de flebotomineos no domicilio dos caes selecionados para

tratamento.

Detectar a presenca de DNA de Leishmania e identificar a fonte alimentar nas

fémeas de flebotomineo coletadas;

Avaliar a capacidade infectante dos caes tratados com Miltefosina/Alopurinol

para o vetor Lutzomyia longipalpis.
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4 Material e métodos

4.1 Procedimentos éticos

Todos os procedimentos que envolveram a pesquisa de Leishmania e a
capacidade infectante dos cées, foram realizados de acordo com as normas e
regulamentos do Comité de Etica e Experimentacéo em Animais (CEUA). Este estudo
foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
S&o Joao Del Rei (Protocolo n.° 032/2018) (Anexo 1). As coletas de flebotomineos no
municipio de Iguatama foram realizadas em consonancia com o Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), registrada sob a licenca
15237-2 (Anexo 2).

4.2 Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Iguatama, localizado na Mesorregiao
Oeste de Minas Gerais e Microrregidao de Piumhi, (Figura 2). Iguatama possui
populacao estimada em 7.901 habitantes e faz divisa com 0s municipios de Arcos,
Doresépolis, Bambui, Pains e Luz (IBGE, 2021).

Em 2013 foi realizado inquérito soroldgico amostral canino, sendo estimada a
prevaléncia de 8,3% para LVC. Na ocasiao, como medida de controle da LV, cerca de
84% dos cées sororreagentes foram sacrificados (FARIA et al., 2014) e ao longo dos
anos subsequentes o0s caes remanescentes vieram a 6bito. Em 2017 foi realizado um
novo inquérito canino com prevaléncia de 7,4% para LV (VAZ et al., 2020).
Comparando a prevaléncia dos inquéritos caninos, nao foi observada diferenca
significativa (P=0,764).

Em consonancia com a situacao epidemioldgica da leishmaniose visceral no
municipio, principalmente no que tange a doenga canina, este estudo teve como foco
estudar os aspectos relacionados a populacéo de flebotomineos nos domicilios onde
0s casos caninos foram reportados além de avaliar a infectividade dos caes para Lu.

longipalpis apds o tratamento com Milteforan/Alopurinol.
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Figura 2: Localizacdo geografica do municipio de Iguatama, na Mesorregido Oeste do

estado de Minas Gerais, Brasil.
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Fonte: Elaborado pela autora e Débora Cristina Capucci.

4.3 Delineamento do estudo

Este estudo é parte integrante do projeto intitulado “Avaliagdo do tratamento
com Miltefosina em caes domiciliados e naturalmente infectados por Leishmania
(Leishmania) infantum” aprovado na Chamada Universal MCTIC/CNPq n.° 28/2018 e

foi desenvolvido seguindo as seguintes etapas:

e Agosto de 2018: primeira coleta de flebotomineos nos domicilios que

apresentavam caes positivos para LV, antes do inicio do tratamento dos céaes;

e Setembro de 2018: inicio do tratamento dos cdes com LV, utilizando Milteforan
e Alopurinol em associacdo. Neste momento, foi realizada coleta amostras
biologicas de medula 0ssea e pele de orelha para analise parasitologica e

molecular, além do encoleiramento dos cées (Tempo 0 - “T0”);
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e Janeiro de 2019: segunda coleta de flebotomineos nos domicilios que
apresentavam cées positivos para LV, quatro meses apds o0 inicio do

tratamento dos caes;

e Marco de 2019: coleta de amostras biologicas de medula 6ssea e pele dos
cdes, para andlise parasitologica e molecular, seis meses apds o inicio do

tratamento (Tempo 6 - “T6”);

e Maio de 2019: terceira coleta de flebotomineos nos domicilios que
apresentavam cédes positivos para LV, oito meses apdés o inicio do tratamento

dos caes;

e Setembro de 2019: coleta de amostras bioldgicas de medula 6ssea e pele dos
cées para analise parasitolégica e molecular e coleta de flebotomineos doze

meses apos o inicio do tratamento (Tempo 12 - “T12”);

e Outubro de 2019: realizacdo do xenodiagnéstico um més apdos o término do

acompanhamento dos caes.

Nesta dissertacdo, serdo apresentados os resultados referentes ao estudos dos
flebotomineos, aos experimentos de xenodiagndstico e da analise molecular das
amostras de pele dos cdes no T12, permitindo a avaliagcdo em conjunto da detecc¢éo

molecular de Leishmania nos cées e o resultado do xenodiagndstico.

4.4 Coleta, montagem e identificacdo dos flebotomineos

Os flebotomineos foram coletados no peridomicilio de 29 casas que
apresentavam cédes sororreagentes selecionados para o estudo de avaliacdo do
tratamento para LVC (Figura 3). Foram realizadas quatro campanhas de coleta, sendo
a primeira realizada antes do tratamento, no més de agosto de 2018. As demais
coletas ocorreram quadrimestralmente, concomitante ao acompanhamento dos caes

tratados.
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Figura 3 - Distribuicdo dos pontos de coleta de flebotomineos e dos cées participantes do

xenodiagnéstico na &rea urbana do municipio de Iguatama, Minas Gerais.
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Fonte: Elaborado por Débora Cristina Capucci.

Os flebotomineos foram coletados utilizando armadilhas luminosas
automaticas modelo CDC contendo uma malha fina e tubo cbnico de polipropileno
para captura dos insetos. Os insetos coletados foram mantidos em solucéo de alcool
70% contendo 10% de glicerol, acrescidos ao tubo coletor durante a instalacdo das
armadilhas (Figuras 4 e 5). Em residéncia, duas armadilhas foram instaladas e
permaneceram expostas por duas noites consecutivas, das 18:00 as 6:00 horas,
totalizando 24 horas de esforgo amostral por armadilha. A escolha dos locais de coleta
baseou-se na distribuicdo espacial dos casos de LVC, compreendendo todos o0s
bairros do municipio de Iguatama. De modo geral, os peridomicilios apresentavam
caracteristicas semelhantes, com presenca de &rea externa contendo arvores
frutiferas e, na maioria das vezes, outros animais domeésticos, predominantemente

galinhas.
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Figura 4 - Armadilha luminosa modelo CDC disposta em peridomicilio no municipio de

Iguatama, Minas Gerais.

Fonte: arquivo pessoal da autora.
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Figura 5 - Armadilha luminosa modelo CDC com tubo de 50ml contendo alcool 90% e 20%

glicerina sendo colocada no peridomicilio de casa participante do estudo

Fonte: Felipe Dutra Régo.

Os flebotomineos capturados foram separados de acordo com 0 sexo e
montados entre lamina e laminula utilizando liquido de Berlese. Os machos foram
montados posicionando a cabeca no sentido dorsal do lado esquerdo do inseto
enquanto as fémeas foram dissecadas, removendo a cabeca e os trés ultimos
segmentos abdominais, montados em lamina no sentido ventral, possibilitando a
visualizacéo do cibario, antena, palpo e espermateca. O restante do corpo das fémeas
(térax e abddbmen) foi armazenado a seco em tubos de polipropileno de 1,5mL a -20°C
até a utilizacdo das técnicas molecurlares. A identificacdo da espécie foi realizada em
observagédo por microscopia Optica, seguindo a classificacdo proposta por Galati
(2018).



34

4.5 Extracdo de DNA das fémeas sem sinal de repasto sanguineo

As fémeas que nao apresentavam sinais de alimentacdo recente, foram
processadas individualmente para deteccdo molecular de Leishmania através da
técnica de PCR. Para isso, o DNA total foi extraido utilizando o kit Gentra Puregene
Tissue Kit (Qiagen, EUA). Inicialmente, foi realizado o procedimento de maceracéo
individual das fémeas com auxilio de pistilos estéreis em 100 pL de solucéo de lise
celular e apos esta etapa, o protocolo seguiu conforme as instrucdes do fabricante. O
DNA extraido foi eluido em 30uL de solucdo de eluicdo e mantidos a -20°C até a

realizagéo dos ensaios moleculares.

4.6 Extracdo de DNA das fémeas alimentadas

As fémeas que apresentaram sinais de alimentacdo sanguinea recente,
caracterizado pela presenca de sangue na regido abdominal, tiveram seu abdémen e
térax armazenados individualmente, a seco em tubo estéril de polipropileno de 1,5 mL.
Antes da extracdo de DNA, as fémeas foram retiradas do tubo em que estavam
armazenadas e lavadas trés vezes em solucao de hipoclorito de sodio a 2% e agua
destilada estéril, com o intuito de eliminar contaminantes (DNA humano) presente na
parte externa dos flebotomineos, oriundo dos procedimentos de coleta, triagem e
montagem em lamina. Apos esta etapa, as fémeas foram submetidas a extracao de
DNA, que por sua vez, foi realizada com o kit QlAamp® Blood (Qiagen, USA),
seguindo as instrucbes do fabricante. Esta técnica, requer grande cautela devido ao
alto risco de contaminagdo com DNA humano durante o manuseio. Portanto, durante
todo o procedimento, foram utilizados EPIs como jaleco, luvas, touca e mascara de
protecao facial, evitando a contaminacao cruzada com DNA humano. Além disso, a
cabine de seguranca biolégica e todos o0s instrumentos utilizados foram
descontaminados com hipoclorito de sodio a 1% e solucdes de DNAZap
(Invitrogen™), seguindo as instrucbes do fabricante. Os materiais utilizados no
procedimento de extracdo de DNA, como pistilos, ponteiras e microtubos, foram
autoclavados e abertos somente dentro da cabine de seguranca bioldgica, durante o
procedimento.
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Apos a extracado, o DNA total foi armazenado em freezer a -20°C até a utilizacao

Nnos ensaios moleculares.

4.7 Deteccdo molecular de Leishmania sp.

Para detectar a presenca de DNA de Leishmania nas fémeas de flebotomineos,
o material genético extraido foi submetido a técnica de PCR dirigida a regido
intergénica ITS 1 de Leishmania (EL TAl et al., 2000). A reacdo de PCR foi realizada
utilizando o par de iniciadores LITSR: 5° CTGGATCATTTTCCGATG 3 e L5.8S: 5
TGATACCACTTATCGCACTT 37, que amplifica um fragmento de aproximadamente
300-350 pares de bases, conforme descrito por Schonian et al. (2003).

De forma complementar, a deteccdo molecular foi realizada utilizando o par de
iniciadores 150/152 que amplificam uma regido conservada do minicirculo do DNA do
cinetoplasto (kDNA), gerando um fragmento de 120pb (DEGRAVE et al., 1994). As
reagOes foram preparadas para um volume final de 25uL seguindo o protocolo descrito
por Passos et al. (1996). As reagOes foram processadas em termociclador automatico
ProFlex™ 3 x 32-well PCR System (Applied Biosystems™ California, USA) e os
resultados foram visualizados em gel de agarose 2% corados com brometo de etidio,
expostos sob luz ultravioleta (UV). Foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram amplificacdo correspondente ao peso molecular esperado. Em todas as
reacoes, o DNA extraido de culturas in vitro de formas promastigotas de Le. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) foi utilizado como controle positivo, e 0os componentes da
reacao de PCR, exceto o DNA, foi utilizado como controle negativo da reacdo., 300-
350 pb., utilizando o peso molecular (PM) de 100pb.

4.8 Identificacdo da fonte de repasto sanguineo

A identificacdo de fonte de alimentacdo sanguinea das fémeas que
apresentavam sinais de alimentacado recente foi realizada através da amplificacdo de
um fragmento de 359 pb do gene Citocromo b (Cytb), utilizando os iniciadores
universais Cytbl: 5'CCATCAAACATCTCAGCATGAAA 3' e Cytb2: 5
CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTC3', de acordo com o protocolo proposto por
Steuber et al. (2005). Em todas as reag0fes, foram incluidos como controle positivos,

DNA extraido de uma amostra de sangue de cdo (Canis familiaris) e como controles
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negativos, DNA extraido de flebotomineos machos (controle interno da extracao) e os
componentes da reacdo de PCR, exceto o DNA (controle interno da reacéo). Os
produtos amplificados foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose
2% corado com brometo de etidio (10mg/mL). As amostras positivas foram purificadas
utilizando o kit de Extracdo de bandas de Gel QIAquick (QIAGEN) seguindo as
instrucdes do fabricante. Os produtos purificados foram submetidos a reacdo de
sequenciamento, conforme protocolo descrito por Régo et al. (2015). Para analise da
qualidade das sequéncias, os eletroferogramas foram manualmente verificados
utilizando o software FinchTV (Geospiza, Inc.) e o software SeqTrace (STUCKY, 2012)
foi utilizado para alinhamento e formac&do das sequéncias consenso, que foram
posteriormente utilizadas para verificacdo de similaridade com sequéncias
depositadas no GenBank através da ferramenta de alinhamento BLASTN. Para esta
andlise foram consideradas apenas as identificac6es que apresentavam similaridade

maior ou igual a 95% com as sequéncias depositadas no banco de dados.

4.9 Protocolo de tratamento dos cdes com LV e xenodiagndstico

Trinta caes naturalmente infectados por Le. infantum diagnosticados no
inquérito canino realizado no municipio de Iguatama em 2017 (VAZ et al., 2018) foram
selecionados para avaliacdo do tratamento utilizando os medicamentos Milteforan® e
Alopurinol, fazendo uma nova testagem desses cées. O Milteforan® foi administrado
por via oral durante 28 dias na dosagem de 2mg por Kg de peso do animal, enquanto
o Alopurinol foi administrado por via oral, na dose de 10mg por Kg de peso do animal,

a cada 12 horas.

Os caes com diagnostico confirmatério para LV em pelo menos um teste
parasitologico foram divididos em dois grupos uniformemente distribuidos, levando em
consideracao o equilibrio entre os sexos, a presenca de sinais clinicos o estadiamento
da doenca (BRASILEISH, 2018) (Quadro 1). Levou-se em consideracao também, o
compromisso do tutor com a administracéo do Alopurinol, de modo que os dois grupos
apresentassem caracteristicas semelhantes. Os cdes que compuseram 0 grupo 1,
receberam o tratamento composto por Miltefosina e Alopurinol por 28 dias, periodo
referente a administragédo da Miltefosina. Ja os cdes que compuseram 0 grupo 2,

receberam o tratamento com Miltefosina e Alopurinol por 28 dias e permaneceram
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com a administragéo do Alopurinol por 12 meses. Durante todo o experimento, desde
o0 inicio do tratamento (TO) até o final do periodo de acompanhamento ap6s 1 ano
(T12), todos os cées receberam coleiras impregnadas com deltametrina e propoxur,
seguindo o tempo de uso do fabricante (Leevre®, Ourofino) (Figura 6) a fim de reduzir

a atratividade de flebotomineos.

Quadro 1 - Protocolo de estadiamento clinico, manejo e tratamento da leishmaniose
visceral canina proposto em cartilha do Brasileish, 2018 (adaptado)

Estadios clinicos

Sinais clinicos

ESTADIO| Ausentes.
Sem doenca
ESTADIOII Sinais clinicos ausentes a leves, como

Sem doenc¢a/Doenca leve

linfadenopatia periférica, dermatite
papular, emagrecimento discreto.

ESTADIOIII
Doenc¢a moderada

Sinais do Estadioll, além de outros
como lesdes cutaneas difusas ou
simétricas, onicogrifose, ulceragdes,
anorexia e emagrecimento.

ESTADIO IV
Doenca grave

Sinais de Estadio IV, além de
tromboembolismo pulmonar ou
sindrome nefrotica e doenga renal em
estadio final.

ESTADIOV
Doeng¢a muito grave

Sinais do Estadio IV, além de
tromboembolismo pulmonar ou
sindrome nefrotica e doenga reanl em
estadio final.

Fonte: Brasileish - Grupo de Estudos em leishmaniose animal.
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Figura 6- Cao participante do estudo sendo encoleirado com coleiraimpregnada com

deltametrina e propoxur (Leevre®, Ourofino)

Fonte: Felipe Dutra Régo.

Os caes receberam a visita diaria de um médico veterinario que acompanhou
a evolucéo clinica do animal, assim como o surgimento de possiveis efeitos colaterais
até o final do medicamento Milteforan®. Apds esse periodo, os cdes foram
acompanhados mensalmente por 12 meses.Um més apds o periodo de
acompanhamento (T12), os cées foram submetidos ao exame de xenodiagndstico, a
fim de verificar a capacidade infectante para o vetor Lu. longipalpis. Para isto,
exemplares de Lu. longipalpis provenientes da colénia fechada mantida no Laboratério
de Fisiologia de Insetos Hematéfagos (LFIH) do Departamento de Parasitologia da
UFMG foram utilizados. Os flebotomineos foram separados em recipientes individuais
contendo algodao embebido com solugdo agucarada (glicose 30%), mantidos em
caixas de isopor com monitoramento constante de temperatura e umidade e

transportados ao municipio de Iguatama.

Quinze dias antes da realizacdo do xenodiagndstico, as coleiras impregnadas

com deltametrina foram retiradas, evitando a interferéncia do inseticida piretroide na
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alimentacao dos flebotomineos. Durante este periodo, para evitar a atratividade dos
cdes aos flebotomineos, foi utilizado o repelente em gotas de aplicacdo topica
Advantage® Max3 (Bayer) seguindo a dosagem recomendada de acordo com o peso
do cdo. No dia da realizagcdo do xenodiagnostico, os cédes foram submetidos ao

procedimento de banho, removendo residuos do repelente topico.

Para a realizacdo do xenodiagndstico, os caes foram sedados com Xilazina e
Cetamina, e tiveram seus parametros clinicos acompanhados por um médico
veterindrio. Apds a constatagcdo do plano anestésico, o recipiente contendo 0s
flebotomineos foi colocado em contato com a superficie interna do pavilh&o auricular
do cédo, permanecendo por cerca de 30 minutos (Figura 7). Apos este periodo, os caes

foram acompanhados até o final da sedacéo, garantindo o bem estar animal.

Os flebotomineos foram mantidos em caixa de isopor com monitoramento
constante de temperatura e umidade e transportados ao insetario do Grupo de
Entomologia Médica do Instituto René Rachou, Fiocruz Minas, sendo oferecido
solucdo agucarada (glicose 30%) por cinco dias. Apés este periodo, os insetos foram
sacrificados em baixa temperatura, agrupados em cinco pools contendo dez fémeas
cada (totalizando 50 fémeas por céo), para realizacéo da extracdo de DNA, utilizando
o kit Gentra Puregene Tissue Kit (Qiagen, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante.
Posteriormente a pesquisa por Leishmania foi realizada através da técnica de PCR
direcionada a uma regido do kDNA de Leishmania (PASSOS et al., 1996).

Ao inicio do estudo, 30 caes foram selecionados e iniciaram o tratamento com
Milteforan e Alopurinol, porém apenas 19 cdes concluiram os 12 meses de

acompanhamento, estando aptos ao xenodiagnostico.



Figura 7- Representacdo do exame de xenodiagnostico realizado em um cdo com

leishmaniose visceral, no municipio de Ilguatama, Minas Gerais.

Fonte: Felipe Dutra Régo.
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4.10 Andalises estatisticas

Andlises descritivas da fauna de flebotomineos, a curva de acumulagéo de
espécies e regressao linear preditiva da riqueza esperada para a area de estudos
foram realizadas utilizando o software Microsoft Excel (Office 2016), de acordo com a
proposta de Gotelli & Colwell (2001). O indice Chao 1, um estimador ndo-parameétrico
de rigueza minima esperada, foi calculado utilizando a formula classica proposta por
CHAO (1984).

Os indices de diversidade de Shannon (H) e Simpson (1-D) e indice de
equitabilidade de Pielou (J) foram utilizados nas analises ecoldgicas entre 0s meses
de coleta na area de estudos. Estes indices heterogéneos utilizam de forma integrada
a (quantidade de espécies amostrada e 0s componentes relacionados a
heterogeneidade da comunidade (padrbes de distribuicdo das espécies), sendo
portanto, sensiveis a presenca de espécies raras e dominantes e a tamanhos
amostrais variados (PEET, 1974; LANDE, 1996; LANDE et al., 2000; BUCKLAND et
al., 2005).

Todos os indices ecolédgicos foram calculados usando o software EstimateS,
versao 9.1 (COLWELL, 2013).

Para as analise comparativa na propor¢cdo de caes positivos no
xenodiagndstico de acordo com o protocolo de tratamento, foi utilizado modelo de
regressao logistica, considerando o intervalo de confianca de 95% e valor de p = 0,05.
O ajuste do modelo de regressao foi verificado através da analise de Deviance e do
teste de Lemeshow & Hosmer, (1982). A comparac¢éao entre os estadiamentos clinicos
no TO e T12 entre os grupos foi realizada através da equacdo de estimativa

generalizada.

Todas as andlises referentes ao estudo da capacidade infectante de cdes para
Lutzomyia longipalpis foram realizadas utilizando o software IBM SPSS Statistics,

versao 22.0.



42

5 Resultados

5.1 Caracterizacdo da fauna de flebotomineos

Durante as quatro campanhas de coleta, realizadas de Agosto de 2018 a
Setembro de 2019, foram coletados 762 flebotomineos (224 fémeas e 538 machos)
pertencentes a sete géneros (Brumptomyia, Evandromyia, Lutzomyia, Nyssomyia,
Pintomyia, Psathyromyia e Sciopemyia) e 12 espécies: Brumptomyia brumpti
(Larrousse, 1920), Evandromyia cortelezzii (Bréthes, 1923), Evandromyia evandroi
(Costa Lima & Antunes, 1936), Evandromyia lenti (Mangabeira, 1938), Evandromyia
termitophila (Martins, Falcdo, & Silva, 1964), Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva,
1912 Nicolle, 1908), Nyssomyia neivai (Pinto, 1926), Nyssomyia whitmani (Antunes &
Coutinho, 1939), Pintomyia christenseni (Young & Duncan,1994), Pintomyia pessoai
(Coutinho & Barretto, 1940), Psathyromyia lutziana (Costa Lima, 1932) e Sciopemyia
sordellii (Shannon & Del Ponte, 1927) (Tabela 1). A curva de acumulacao de espécies
atingiu saturacdo a partir da terceira campanha de coleta, quando o valor se
estabilizou em 12 espécies amostradas (Gréafico 1). A linha de tendéncia preditiva
obtida através da técnica de regressao linear indica estabilizacdo da riqueza estimada
para a area em 14 espécies, fato corroborado pelo estimador de riqueza Chao 1 (13,5
+ 2,6), indicando que a amostragem realizada no municipio de Iguatama durante as

guatro campanhas de coleta foram representativas para a fauna local.



Tabela 1 - Individuos fémeas e machos de flebotomineos coletados no municipio de Iguatama, Minas Gerais, nos meses de
Agosto/2018, Janeiro/2019, Maio/2019 e Setembro/2019.

Sexo
Espécie Total (%)
3 ?

Brumptomyia brumpti 2 1 3(0,4)
Evandromyia cortelezzii 25 36 61 (8,0)
Evandromyia evandroi 0 1 1(0,1)
Evandromyia lenti 10 8 18 (2,4)
Evandromyia termitophila 0 1 1(0,1)
Lutzomyia longipalpis 361 78 439 (57,6)
Nyssomyia neivai 92 57 149 (19,6)
Nyssomyia whitmani 46 34 80 (10,5)
Pintomyia christenseni 0 3 3(0,4)
Pintomyia pessoai 2 0 2(0,3)
Psathyromyia lutziana 0 1 1(0,1)
Sciopemyia sordellii 0 4 4 (0,5)

Total (%) 538 (70,6) 224 (29,4) 762 (100)

d : espécimes machos. @ espécimes fémeas.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Gréficos 1 - Curva acumulacao de espécies de flebotomineos coletados nos meses de
Agosto/2018, Janeiro/2019, Maio/2019 e Setembro/2019 no municipio de lguatama, Minas

Gerais.

R*=0,9492
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& < =& A

= B = O 0

Curva de acumulagado de espécies

Coletas

No eixo x (meses), os numeros 1 a 4 referem-se aos meses de coleta, onde, 1: Agosto/2018; 2:
Janeiro/2019; 3: Maio/2019 e 4: Setembro/2019. Os tempos 5 e 6 referem-se a coletas hipotéticas. No
eixo y (curva de acumulacdo de espécies), a riqueza de espécies. Curva em preto: espécies coletadas.
Curva pontilhada: estimativa de espécies coletadas em novas coletas hipotéticas.

Fonte: Elaboragéo propria.

As espécies mais abundantes foram Lu. longipalpis (57,6%), Ny. neivai (19,6%)
e Ny. whitmani (10,5%), que juntas representaram 87,7% dos flebotomineos coletados
(Gréfico 2). Estas espécies, além de mais abundantes, foram coletadas todos os
meses, assim como Ev. cortelezzii e Ev. lenti. Nota-se também a presenca de
espécies que podem ser consideradas frequentes, como Pi. christenseni e Sc.
sordellii, além de espécies ocasionais como Br. brumpti, Ev. evandroi, Ev. termitophila,

Pi. pessoai e Ps. lutziana (Tabela 2 e Grafico 3).



Gréficos 2 - Abundéancia de flebotomineos coletados nos meses de Agosto/2018,

Janeiro/2019, Maio/2019 e Setembro/2019 no municipio de Iguatama, Minas Gerais.
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Fonte: Elaborado por Eduardo Fernandes.
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Tabela 2 - Total de flebotomineos coletados nos meses de Agosto/2018, Janeiro/2019, Maio/2019 e Setembro/2019 no municipio de

Iguatama, Minas Gerais.

46

Meses de coleta

: : Total (%)
Espécie Agosto/2018 Janeiro/2019 Maio/2019 Setembro/2019
3 ? 3 ? 3 ? 3 ?
Brumptomyia brumpti 0 0 2 1 0 0 0 0 3(0,4)
Evandromyia cortelezzii 7 15 14 17 4 3 0 1 61 (8,0)
Evandromyia evandroi 0 0 0 0 0 1 0 0 1(0,1)
Evandromyia lenti 0 2 8 3 2 1 0 2 18 (2,4)
Evandromyia termitophila 0 0 0 0 0 1 0 0 1(0,1)
Lutzomyia longipalpis 129 30 135 30 72 10 25 8 439 (57,6)
Nyssomyia neivai 16 17 52 26 24 12 0 2 149 (19,6)
Nyssomyia whitmani 4 3 9 7 27 23 6 1 80 (10,5)
Pintomyia christenseni 0 0 0 2 0 1 0 0 3(0,4)
Pintomyia pessoai 0 0 2 0 0 0 0 0 2(0,3)
Psathyromyia lutziana 0 0 0 1 0 0 0 0 1(0,1)
Sciopemyia sordellii 0 1 0 3 0 0 0 0 4 (0,5)
Total (%) 156 68 222 90 129 52 31 14 762 (100)
224 (29,4) 312 (40,9) 181 (23,8) 45 (5,9)
Estimador Chao 1 (+ SD) 8.3(1,1) 10,6 (2,1) 12,8 (3,0) 13,5 (2,6) 13,5 (2,6)
indice de Shannon (H) 0.92 1.35 1.31 0.87 1.27
Diversidade de Simpson (1-D) 0.53 0.35 0.31 0.55 0.38
indice de Pielou (J) 0.51 0.58 0.63 0.54 0.51

& :individuos do sexo masculuno. @ indiviudos do sexo feminino.

Fonte: Elaboracéo propria.

SD: desvio padrao.
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Gréficos 3 - Frequéncia de ocorréncia (indice de Linsdale) de flebotomineos coletados
nos meses de Agosto/2018, Janeiro/2019, Maio/2019 e Setembro/2019 no municipio de
Iguatama, Minas Gerais.
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Fonte: Elaboracgéo propria.

O més de maior abundancia foi Janeiro/19, no qual 312 espécimes (40,9%)
foram coletados, seguido por Agosto/18 (224 individuos, 29,4%) e Maio/19 (181
individuos, 23,8%), de modo que, Setembro/19 representou o0 més de menor
abundéancia com 45 individuos coletados (5,9%). A maior riqgueza de espécies foi
observada em Janeiro/19 (10 espécies), seguido por Maio/19 (8 espécies) e Agosto/18
(6 espécies), que apresentaram respectivamente os maiores indices de diversidade
de Shannon. Curiosamente, de acordo com o indice de diversidade de Simpson, o
més de Maio/19 apresentou maior diversidade (D = 0,31), seguido do més de
Janeiro/19 (D = 0,35) e Agosto/18 (D = 0,53). Um fator que pode explicar esta
diferenca com relagé@o ao indice de Shannon é a maior dominancia de Lu. longipalpis
no més de Janeiro/19 (52,8% dos flebotomineos coletados) quando comparado ao
més de Maio/19 (45,3% dos flebotomineos coletados). Esta dominancia também pode

ser observada através do indice de equitabilidade de Pielou, no qual a fauna de
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flebotomineos referente ao més de Maio/19 apresentou-se mais uniformemente
distribuida (J = 0,63) quando comparado aos meses de Janeiro/19 (J = 0,58) e
Agosto/18 (J = 0,51) (Tabela 2).

Lu. longipalpis e Ny. neivai representaram 77,1% dos individuos coletados
durante as quatro campanhas realizadas e a maior abundancia foi observada no més
de Janeiro/19, no qual, respectivamente, 165 e 78 individuos foram coletados (Grafico
4).

Graficos 4 - Distribuicdo temporal de Lutzomyia longipalpis e Nyssomyia neivai coletados
nos meses de Agosto/2018, Janeiro/2019, Maio/2019 e Setembro/2019 no Municipio de

Iguatama, Minas Gerais.

B Lutzomyia longipalpis [ Nyssomyia neivai
200

150

100

50

Agosto/2018 Janeiro/2019 Maio/2019 Setembro/2019

Fonte: Elaboracéo propria.

A maior abundéancia foi observada na casa 12, onde 98 flebotomineos foram
coletados, compreendendo 12,9% do total, seguido pela casa 03 (93 individuos,
12,2%) e pela casa 07 (89 individuos, 11,7%) (Tabela 3). Enquanto 67,3% dos
flebotomineos foram coletados em apenas seis residéncias, nenhum inseto foi
coletado nas casas 05, 06, 10, 19, 22, 23, 26 e 30.
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Tabela 3 - Flebotomineos coletados nos meses de Agosto/2018, Janeiro/2019, Maio/2019 e Setembro/2019 no municipio de Iguatama,

Minas Gerais , destacando os seis pontos de coleta com maior abundéancia.

Ponto de coleta

Ai Total
Espécie .
Casa Casa03 Casa07 Casal2 Casal4 CasaZ29 Total Demais (%)
01 (%) casas
. . : 330 439
Lutzomyia longipalpis 41 3 85 89 45 67 (43,3) 109 (57.6)
. o 114 149
Nyssomyia neivai 23 86 3 0 1 1 (15,0) 35 (19,6)
: A 174
Demais espécies 7 4 1 9 28 20 69 (9,0) 105
(22,8)
Total 71 93 89 98 74 88 513 249 762
(%) (9-3) (12,2) (11,7) (12,9) 9,7) (11,5) (67,3) (32,7) (100)

Fonte: Elaboragéo propria.
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5.2 Deteccao molecular de Leishmania sp.

As 224 fémeas de flebotomineos foram submetidas a pesquisa de DNA de
Leishmania por PCR dirigida ao alvo ITS1 ndo sendo possivel identificar a presenca
do fragmento de 300-350 pb em nenhuma das amostras. A partir desse resultado
optamos por utilizar um alvo mais sensivel considerando a baixa concentracéo de
DNA nas amostras. Foi realizada a PCR dirigida ao KDNA de Leishmania (PASSOS
et al., 1996)

Ao todo, 163 fémeas (72,8%) ndo apresentavam sinal de alimentacao recente,
enquanto 61 fémeas (27,2%) tinham sinais de repasto sanguineo recente. A presenca
do fragmento de 120pb foi observada em 28 amostras, representando uma taxa de
positividade de 12,5%. Deste total, 25 amostras (89,3%) foram positivas para Le.
infantum e em 3 amostras (10,7%) nao foi possivel identificar a espécie de Leishmania
(Figura 8). Dentre as espécies positivas para Leishmania, destacam-se Ny. neivai
(24,6%) e Lu. longipalpis (14,1%) com as maiores taxas de positividade (p=0,20)
seguidas por Ev. lenti (12,5%) (Tabela 4). As fémeas positivas para Leishmania sp.
séo pertencentes aos pontos Casa 01, 02, 03, 04, 07, 08, 09, 11, 15, 17 e 28 (Figura
9). Do total de 28 amostras positivas, apenas duas fémeas, pertencentes a Ny. neivai,
apresentavam sinais de alimentacéo recente, sendo as amostras positivas para Le.

infantum e Leishmania sp.
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Figura 8 - Gel representativo de PCR dirigida a uma regido do kDNA de Leishmania em

amostras de fémeas de flebotomineo coletadas em Maio e Setembro de 2019.
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Gel de agarose 1% corado pelo brometo de etideo. Canaletas: PM: Peso Molecular 100pb. Controle
positivo (Li) - cepa de referéncia Leishmania infantum (MHOM/BR/74/PP75). N: controle negativo.
Amostras positivas: 3.1, 3.2,3.3,4.1,7.3,7.4,8.1,9.1,28.2,2.1,15.1, 15.2,17.1, 17.5 e 25.3. Amostras
negativas: 3.4, 3.5, 3.6, 7.1, 7.2, 14.1, 14.2, 14.3,18.1, 28.1, 18.1, 21.1, 21.2, 25.1 e 25.4.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 9 — Distribuicdo dos pontos com fémeas de flebotomineo positivas para

Leishmania sp. No municipio de Iguatama, Minas Gerais.

Legenda

Fémeas de flebotomineo
positivas para Leishmania sp.

Fonte: elaboragédo prépria.
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Tabela 4 - Detecgao molecular de Leishmania em fémeas de flebotomineos coletadas nos meses de Agosto/2018, Janeiro/2019,
Maio/2019 e Setembro/2019 no municipio de Iguatama, Minas Gerais.

Espécie Leishmania infantum Leishmania sp. Total (%) CE?;?;;;S posi-trii)i(ozlia(zii %)
Evandromyia cortelezzii 2 - 2(7,1) 36 5,6
Evandromyia lenti 1 - 1(3,6) 8 12,5
Lutzomyia longipalpis 9 2 11 (39,3) 78 141
Nyssomyia neivai 13* 1 14 (50) 57 24,6

Total 25 3 28 (100)

*Duas fémeas de Ny. neivai encontravam-se com sinal de repasto sanguineo recente.

Fonte: Elaboracéo propria.
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5.3 Identificacdo da fonte alimentar nas fémeas de flebotomineo

Durante o estudo no municipio de Iguatama, foram coletadas 61 fémeas de
flebotomineo que apresentavam sinais de alimenta¢do sanguinea recente. Deste total,
24 fémeas (39,3%) foram positivas para a PCR direcionada ao alvo Citocromo B
(Tabela 5). O sequenciamento genético do material amplificado revelou que as fémeas
de flebotomineos se alimentaram em quatro espécies de vertebrados: Homo sapiens
(83,3%), Rattus rattus (8,3%) Canis familiaris e Gallus gallus (ambos 4,2%). Destaca-
se que 41,6% das fémeas alimentadas pertenciam a espécie Ny. neivai e 33,3% a Lu.
longipalpis. Apenas uma fémea de Ev. cortelezzii se alimentou em cdo domeéstico,
enquanto duas fémeas, pertencentes a Ev. cortelezzii e Sc. sordellii, se alimentaram

em Rattus rattus (Tabela 5).

A identificacdo da fonte alimentar nas duas fémeas de flebotomineos positivas
para Leishmania que apresentavam sinais de alimentacdo recente foi realizada,

indicando que estes insetos se alimentaram em seres humanos.
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Tabela 5 - Identificac&o da fonte alimentar realizada nas fémeas de flebotomineos que apresentavam sinal de repasto sanguineo

recente.

Espécie Homo sapiens Canis familiaris Gallus gallus Rattus rattus Total (%)
Evandromyia cortelezzii 1 1 - 1 3(12,5)
Evandromyia lenti 1 - - - 1(4,2)
Lutzomyia longipalpis 8 - - - 8 (33,3)
Nyssomyia neivai 9 - 1 - 10 (41,6)
Nyssomyia whitmani 1 - - - 1(4,2)
Sciopemyia sordellii - - - 1 1(4,2)

Total (%) 20 (83,3) 1(4,2) 1(4,2) 2 (8,3) 24 (100)

Fonte: Elaboragéo propria.
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5.4 Avaliacao da capacidade infectante dos cdes com LV e tratados parao

vetor Lu. longipalpis

O total de 19 cdes com LV foram tratados e acompanhados por 12 meses,
seguindo o protocolo proposto para o tratamento, de modo que no grupo 1, composto
por nove animais, o tratamento foi realizado com Milteforan e Alopurinol em
associacao por 28 dias (periodo correspondente ao tratamento preconizado com
Milteforan) e o grupo 2, composto de dez animais, o tratamento foi realizado com
Milteforan e Alopurinol em associagao por 12 meses.

Apés o periodo de tratamento e acompanhamento dos sinais clinicos, dez
animais (52,6%) foram infectivos para Lu. longipalpis pela técnica de xenodiagndstico.
A andlise molecular realizada utilizando PCR dirigida a uma regido do kDNA de
Leishmania e posterior sequenciamento genético do fragmento amplificado foi o
meétodo de identificacdo da espécie de Leishmania. A analise dos sequenciamentos
apontou que todos os pools foram positivos para Le. infantum. Cabe ressaltar que,
deste total, seis cées pertenciam ao grupo 1 e quatro caes pertenciam ao grupo 2.
N&o houve diferenca significativa na proporcao de animais positivos entre 0s grupos
(P =0,25).

Os cées positivos no xenodiagndéstico ndo apresentaram melhora clinica no
T12 em relacdo ao TO, de modo que o estadiamento clinico se manteve igual ou

aumentou apés um ano do tratamento.

Os animais que compuseram o Grupo 2 apresentaram estadiamento clinico
menor que o Grupo 1, independente do momento analisado, TO e T12 (P = 0,21).
Entretanto, foi observada uma maior diminuicdo do estadiamento clinico no T12 para

0s animais do Grupo 2, quando comparado ao Grupo 1 (P = 0,027).

Curiosamente, todos 0s animais pertencentes ao Grupo 2, foram negativos
para a presenca de DNA de Leishmania em fragmentos de pele de orelha no T12.
Porém, dois animais pertencentes ao Grupo 1 apresentaram resultado positivo para
Leishmania quando analisados os fragmentos de pele no T12, e destes, apenas um

foi positivo no xenodiagnéstico (Tabela 6).



Tabela 6 - Resultado do xenodiagnéstico e PCR de pele dos cées tratados com Milteforan + Alopurinol do Grupo 1 e Grupo 2.

Estadiamento PCR pele
Cio Casa Xenodigndstico
TO T12 T12
1 2 Negativo 1 11 MNegativo
2 28 MNegativo 1] 11 MNegativo
- 3 2 Posivito 1] 1] MNegativo
% 6 Negativo 1] 1] Positivo
@ 7 4 Positivo ] 1] MNegativo
9 19 Positivo 1 11 MNegativo
11 11 Positivo m m Positivo
14 20 Positivo | 1] MNegativo
19 14 Positivo m 11 MNegativo
4 B8 MNegativo I 1 MNegativo
5 9 MNegativo ] 11 MNegativo
8 18 Positivo 1 A% Megativo
10 15 Positivo [l i MNegativo
E 12 22 Negativo n 1 Negativo
g 13 27 Negativo 1] ] MNegativo
15 17 Positivo 1 [\ MNegativo
16 26 MNegativo 1 1 MNegativo
17 29 MNegativo ] 1 MNegativo
18 18 Positivo 1 11 MNegativo
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Grupo 1: cées que utilizaram o medicamento Alopurinol durante 28 dias, periodo de administracao do Milteforan. Grupo 2: cdes que utilizaram o medicamento

Alopurinol durante 12 meses.

Fonte: Elaboragéo propria
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6 Discussao

A investigacdo acerca do ponto de vista biolégico e ecologico dos
flebotomineos tém grande importéncia para a compreensdo do papel desses insetos
no ciclo de transmissédo das espécies de Leishmania e tém sido objeto de diversas
pesquisas, bem como o papel dos reservatérios, em especial os caes (LAISON &
RANGEL, 2005;; GOMES et al., 2019; LEAL-LIMA et al., 2021).

O presente estudo se destaca por ser o primeiro a realizar coletas de
flebotomineos no municipio de Iguatama, Minas Gerais, area com alta prevaléncia de
cées positivos para leishmaniose visceral e sem a presenca de casos humanos
registrados. Além disso, foi realizado o xenodiagndstico para verificar a capacidade
infectante de cées tratados com Milteforan/Alopurinol apdés um ano do inicio do
tratamento. Os cées foram mantidos em domicilio e sob responsabilidade do tutor,
evitando assim um ambiente controlado e simulando condi¢cdes que se aproximam da

realidade praticada no Brasil.

O agravamento do avanco da leishmaniose visceral no Brasil est4 altamente
ligado ao seu processo de urbanizacdo. Portanto, é importante compreender 0s
aspectos eco epidemiolégicos e sociais da leishmaniose visceral para o

desenvolvimento de estratégias de controle dessas doencas.

6.1 Estudo dos flebotomineos

Em sua maioria, os domicilios apresentavam caracteristicas semelhantes.
Casas com quintal, arvores frutiferas, ambientes com disponibilidade de matéria
organica e em alguns casos, presenca de galinheiro, condi¢cdes favoraveis a criacao
de flebotomineos (LAISON & RANGEL et al., 2005; QUEIROZ et al., 2012;
CASANOVA et al., 2013; BERROZPE et al., 2019; TONELLI et al., 2021).

Do total de exemplares coletados, os espécimes machos foram mais
abundantes, com 70,6%, apesar de entre as fémeas haver uma maior diversidade,
exceto na campanha realizada no més de Maio/2019. Foram observadas 11 espécies
entre espécimes fémeas e sete espécies entre os machos, havendo mais
uniformidade entre os machos. Esses resultados sdo observados em diversos

estudos, corroborando com os achados desta pesquisa (BARATA et al., 2005;
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BOUSSAA et al., 2005; LOIOLA et al., 2007; DORVAL et al., 2009), apesar de nao
haver um padréo na proporgédo entre machos e fémeas em estudos realizados em

diversas regides.

A riqueza estimada para a area amostrada foi de 13,5 (xSD = 2.6). Com o
esforco amostral realizado, foi possivel encontrar um valor bem proximo, com 12
espécies capturadas. Portanto, a amostragem realizada nas quatro coletas foi
representativa. Outros estudos em municipios da mesorregido onde se encontra
Iguatama, apresentaram riqueza de espécies maior que os encontrados em nossa
area de estudo (SILVA, 2019; CAPUCCI, 2021). Em estudo realizado em Divinopolis
, municipio proximo a lguatama, Margonari et al. (2010) encontraram 21 espécies e
Nascimento et al. (2013) encontraram uma riqueza de 18 espécies. Uma possivel
explicacdo para as diferencas observadas foi que as coletas em Divindpolis foram
realizadas em um parque onde a diversidade de espécies geralmente € maior devido

ao fato de que o ambiente é menos antropizado.

O indice de Shannon mostra que houve maior diversidade na coleta realizada
em Janeiro/2019, que pode estar relacionada a temperatura. As condi¢cbes de
umidade e calor deste periodo do ano podem favorecer a manutencao desses insetos,
0 que ja foi observado em vérios estudos (GOMES et al., 1977; AGUIAR &
SOUCASAUX, 1984; SARAIVA et al., 2006; MORAIS et al., 2016). Entretanto, outros
autores afirmam néo ter uma correlacédo clara entre umidade, calor e a presenca de
flebotomineos. No estudo realizado por Macedo et al. (2008) no municipio de Sobral,
Ceard, nao foi possivel correlacionar a fauna de flebotomineos a temperatura, uma
vez que houve uma baixa variagdo no ano estudado. Teodoro et al. (1993) e Tonelli
et al. (2021) encontraram resultados similares, ndo podendo afirmar a correlacao entre
condi¢cBes climaticas e a frequéncia de flebotomineos, mas devem ser levadas em
consideracdo as questdes ambientais e caracteristicas de cada regido. Para uma
compreensdo da sazonalidade dos flebotomineos na regido seriam necessarias

coletas sistematizadas e com maior esforgco amostral.

Como esperado, a espécie Lu. longipalpis foi a mais abundante, encontrada
em todas as quatro campanhas e representando 57,6% do total de individuos
coletados. Sabe-se que essa espécie é altamente adaptada a ambientes alterados e

muito presente em areas urbanas, o que foi observado em muitos estudos (LAISON
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& SHAW, 1998; RANGEL & VILELA, 2008; ALMEIDA et al., 2013; SALOMON et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2018; BERROZPE et al., 2019). A Lu. longipalpis apresenta
distribuicdo geografica abrangente mas sua capacidade de dispersédo tem sido pouco

investigada.

Estudo realizado em area urbana endémica para LV no estado de S&o Paulo
avaliou, entre outros aspectos, o padrao de dispersdo de Lu. longipalpis utilizando a
metodologia de marcacgao-liberacao-recaptura. Os autores observaram uma baixa
taxa de dispersdo explicada pela presenca de condi¢cbes favoraveis para o
estabelecimento e manutencao dos flebotomineos nos peridomicilios. Além disso, foi
observada uma alta taxa de sobrevivéncia dessa espécie (GALVIS-OVALLOS et al.,
2018).

Neitzke-Abreu et al.,, 2022 analisaram a distribuicAo geografica de
flebotomineos e os casos humanos de leishmaniose no Mato Grosso do Sul e
observaram que a expansédo da LV no estado se deveu a muitos fatores sendo que
um deles é a ampla distribuicdo de Lu. longipalis no estado sugerindo sua expansao
nos ultimos anos provavelmente devido ao desflorestamento e empreendimentos

agricolas.

Em nosso estudo exemplares de Lu. longipalpis foram encontrados em varios
pontos do municipio, sugerindo sua ampla circulacéo e capacidade de dispersao em

Iguatama.

Além de altamente adaptada ao ambiente urbano, a Lu. longipalpis é uma
espécie antropofilica, além de ter uma gama de outros vertebrados como fonte de
alimentacdo. Essa grande atracao por humanos chama a atencao para a possibilidade
de haver casos de leishmaniose visceral humana nesses ambientes (MONTOYA-
LERMA, et al.,, 2003; SOARES & TURCO, 2003; LAISON & RANGEL, 2005;
MACEDO-SILVA, et al., 2014; SALOMON et al., 2015; LANA et al.; 2018). Entretanto,
até o momento nao foi registrado no Sistema de Informacbes de Agravos de

Notificacdo (SINAN) nenhum caso de leishmanose visceral no municipio de Iguatama.

O género de maior riqueza foi Evandromyia, com quatro espécies (Ev.
cortelezzii, Ev. evandroi, Ev. lenti e Ev. termitophila), que, apesar de néo ter relacao

confirmada com a leishmaniose visceral, € um género que compreende espécies
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suspeitas e incriminadas como vetoras da Le. braziliensis, importante espécie no ciclo
da leishmaniose tegumentar americana (LTA). Ev. lenti é considerada neste estudo
como muito abundante e foi encontrada alimentada com sangue de H. sapiens. Jafoi
detectada a presenca de DNA de Le. braziliensis no municipio de Divinépolis/MG,

também pertencente a mesorregido Oeste de Minas (MARGONARI et al., 2010).

O género Nyssomyia também tem grande importancia médica, com a presenca
de espécies incriminadas como vetoras de espécies causadoras da LTA. Ny.
whitmani, que representou 10,5% dos individuos coletados, € uma espécie que ja teve
seu papel na transmissao de Le. braziliensis confirmado, sendo entdo incriminada
como principal vetora nas regiées sul, sudeste, nordeste e centro-oeste do Brasil.
(MISSAWA et al., 2008; DA COSTA et al.,, 2021). A Ny. whitmani tem sido
frequentemente encontrada em ambientes impactados. Isso demonstra um perfil
altamente adaptativo a diferentes condi¢cdes, como &reas preservadas e ambientes
urbanos e alterados (RANGEL & LAISON, 1996; 2009; ALVES et al., 2020). Essa
capacidade pode ser um dos componentes que explica hossos achados, pois a Ny.

whitmani foi encontrada em todas as campanhas, totalizando 80 individuos coletados.

Nyssomyia neivai representou a metade das fémeas encontradas com DNA de
Leishmania (14/28), sendo 13 positivas para DNA de Le. infantum e uma para DNA
de Leishmania sp.. Os estudos de Saraiva et al. (2009) e Margonari et al. (2014)
encontraram resultados semelhantes, com a presenca de DNA de Le. infantum e
Leishmania sp.. Ressalta-se que foi detectada como fonte de repasto sanguineo
Homo sapiens em duas fémeas de Ny. neivai, sendo uma positiva para Le. infantum
e uma para Leishmania sp.. E uma espécie oportunista e ocasionalmente é
encontrada em regifes endémicas para LV na auséncia da principal espécie vetora, a
Lu. longipalpis, (CORDOBA-LANUS et al., 2006; STEINDEL et al., 2013).

No Sul do Brasil, estudos apontam a presenca de Ny. neivai em regido com
casos de LV e auséncia Lu. longipalpis. Os autores discutem um possivel papel dessa
espécie no ciclo de transmissdo da doenca na regido, porém ressaltam que mais
estudos s&o necessarios para compreender melhor a importéancia da espécie na
dindmica do ciclo da forma visceral da leishmaniose (DIAS et al., 2013; THOMAZ-
SOCCOL et al., 2018). Saraiva et al., (2009) também encontraram um exemplar de

Ny. neivai infectado por Le. infantum em Minas Gerais. E uma espécie frequentemente
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encontrada em ambientes antropizados e peridomicilios, como afirma Andrade-Filho
et al. (2007). Estudos indicam que a Ny. neivai pode ter importancia na transmissao
de espécies causadoras da LTA, apesar de nao ter sido incriminada como vetora
(ANDRADE-FILHO et al., 2007; SARAIVA et al., 2009; PITA-PEREIRA et al., 2009).

Ao utilizarmos a PCR dirigida ao ITS1 de Leishmania, ndo foi possivel detectar
a presenca de DNA do parasito nas fémeas de flebotomineo coletadas. Entéo,
optamos por utilizar o alvo de uma regido conservada do KDNA que apresenta alta
sensibilidade por possuir elevado nimero de cépias por genoma. Um estudo que
comparou a positividade para DNA de Leishmania em flebotomineos utilizando como
alvos o KDNA e o ITS1 encontrou as taxas de 18,5% (128/691) e 6,4% (44/691)
respectivamente (Azmi et al, 2020). Portanto, foi verificada a importancia de se utilizar
diferentes alvos na pesquisa de Leishmania em flebotomineos o que aumenta as
chances da deteccdo da presenca de DNA nas amostras. Em estudo realizado por
Lidiani et. al., (2014) o KDNA se mostrou um alvo de elevada confiabilidade como

marcador do parasito.

A taxa geral de infeccdo de 12,5% (28/224) foi observada nas fémeas de
flebotomineo coletadas no periodo de estudo. Missawa et al., (2010) afirmam que as
taxas de infeccdo, mesmo em areas endémicas, sao baixas e proximas a 3%, o que
nao esta de acordo com os achados de nossa pesquisa. Vale ressaltar que apesar de
nao haver casos humanos de LV no municipio de Iguatama, a taxa de soropositividade
dos cées é relativamente alta, com a prevaléncia de 7,4%, demonstrando a circulacdo
do parasito (VAZ et al., 2020).

6.2 Repasto sanguineo

As espécies positivas para sangue de vertebrado foram Ev. cortelezzii, Ev. lenti,
Lu. longipalpis, Ny. neivai, Ny. whitmani e Sc.sordellii. Chama-se a atencao para Lu.
longipalpis por ser a principal espécie vetora de Leishmania infantum no Brasil. Todas
as fémeas de Lu. longipalpis foram encontradas com sangue humano, demonstrando
seu antropofilismo (MACEDO-SILVA, et. al., 2014). Das 61 fémeas analisadas
somente uma foi encontrada com o repasto sanguineo positivo para Canis familiaris.
As demais fémeas se alimentaram, em sua maioria,em Homo sapiens, (83,3%). A

alimentacdo em Rattus rattus foi detectada em dois exemplares e em somente um o
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repasto se deu em Gallus gallus. Esse resultado pode ser explicado pela auséncia de
diferentes espécies de vertebrados nos arredores das casas, uma vez que lguatama
€ um municipio urbanizado. Na maioria dos domicilios os Unicos animais presentes

eram cées, gatos e galinhas.

Ressaltamos que todos os caes do estudo utilizaram coleira impregnada com
inseticida, o que pode ter evitado que as fémeas presentes nos peridomicilios das

residéncias dos caes tratados tenham se alimentado nos mesmos.

Estudos tém apontado a importancia do uso de coleira impregnada com
deltametrina 4% para o controle da leishmaniose visceral canina (SILVA et. al., 2018;
DE LIMA et. al., 2019; YIMAM & MOHEBALI, 2020; DE CAMARGO-NEVES et. al.,
2021), evitando a infec¢ao e reinfeccao dos caes. Os resultados também mostram que
nas areas onde os caes utilizam coleira observou-se menor incidéncia do vetor
Lutzomyia longipalpis, reiterando a importancia dessa medida (SILVA et. al., 2018;
COURTENAY et. al., 2019; WILSON et. al., 2020). Estudo recente mostrou que 0s
cées encoleirados tem 3 vezes menos chance de apresentarem LV do que 0s nao
encoleirados (MATSUMOTO et al., 2022). Esses achados ressaltam a relevancia da
saude Unica e a necessidade de criacdo de politicas publicas para a integracao entre
saude humana, animal e do meio ambiente (DANTAS-TORRES et. al., 2019).

Foi encontrada uma fémea de Sc. sordellii que realizou seu repasto sanguineo
em R. rattus, o que é um dado interessante, uma vez que essa espécie é conhecida
por se alimentar em animais de sangue frio. Seu habito alimentar esté relacionado a
anfibios, como relatado por Cutolo et al. (2009), Carvalho et al. (2013). Apesar disso,
tém sido observada a presenca de DNA de Leishmania sp. em fémeas dessa espécie,
como constatado por diversos autores (CARVALHO et al., 2012; GUIMARAES et al.,
2014; LANA et al., 2015; CARVALHO et al., 2017; DA SILVA et al., 2020; COSTA et
al., 2021).

6.3 Capacidade infectante

Quando pretendemos analisar a capacidade infectante de um cao portador de
LV para o vetor Lu. longipalpis uma série de questdes precisam ser avaliadas. O céo
foi vacinado? Em que fase da doenca o cdo se encontra? O Ca0 passou por processo

de tratamento? Qual o protocolo do tratamento?
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Nosso estudo avaliou cdes que nao haviam sido vacinados, tratados com dois
tipos de protocolos (G1-miltefosina/alopurinol por 28 dias; G2-miltefosina por 28 dias
e alopurinol por 12 meses) e realizado o estadiamento dos caes seguindo as

orientacdes do Brasileish.

Observamos um maior numero de cdes negativos no xenodigandstico no
“Grupo 2” (4/10), mas nao ha diferenca estatistica em relagédo ao “Grupo 1” (6/9).
Apesar disso, no grupo que utilizou o Alopurinol durante todo o periodo de
acompanhamento, é possivel observar uma melhora significativa do estadiamento em
relacdo ao Grupo 2 (P = 0,027). Os resultados estdo de acordo com os encontrados
por Penissi (2005), que afirma que o Alopurinol € um medicamento eficaz na reducéo
dos sinais clinicos a curto prazo, mas o titulo de anticorpos néo altera,
necessariamente. Por ter atividade leishmanioestéatica, o Alopurinol mantém a carga
parasitaria baixa, evitando recidivas (GONCALVES et. al., 2019).

Outros estudos demonstram uma melhora clinica dos cdes submetidos ao
tratamento da LVC com miltefosina (DOS SANTOS NOGUEIRA et al.,, 2019),
sobretudo nos cdes que apresentam poucos sinais clinicos no inicio da terapia.
Portanto, é importante que esse tratamento se inicie o quanto antes, possibilitando um
melhor prognostico. Apesar de apresentar um bom perfil terapéutico, ndo ocorre a
eliminacdo completa dos parasitos nos cades tratados, portanto, ndo ha cura
parasitolégica (MATEO, 2009).

Guinel et. al., (1998) também afirmam que o Alopurinol € capaz de melhorar
significativamente o prognéstico da LVC, podendo ser utilizado tanto de forma isolada
guanto em conjunto com outros farmacos.Ayres et al., 2022 observaram que a
eficiéncia do Alopurinol é potencializada quando associada a miltefosina. Apesar
disso, a cura parasitolégica ndo é alcancada utilizando-se esses medicamentos
(MARCONDES & DAY, 2019). Essa afirmacéo ficou patente quando analisamos 0s

resultados que obtivemos no xenodiagnéstico.

Os cées submetidos ao xenodiagnostico pertencentes ao grupo 2, que fez o
uso do Alopurinol por 12 meses, apresentaram um estadiamento levemente menor
gue os caes do grupo 1, apesar de ja apresentarem valores de estadiamento menores

no TO. Essa caracteristica pode ter influenciado em uma maior melhora clinica dos
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individuos desse grupo, uma vez que o prognadstico dos cées nos estadios Il e Il séo

considerados bom e bom a reservado, respectivamente (BRASILEISH, 2018).

Dos 19 cdaes participantes do xenodiagnostico, 52,6% apresentaram
capacidade infectante para o vetor Lutzomyia longipalpis apds 12 meses do inicio do
tratamento. Em estudo realizado por Dos Santos Nogueira et al. (2019), 74,29% dos
caes foram negativos para o xenodignostico e/ou permaneceram nao infectantes.
Porém, diferentemente de nosso estudo, a avaliacdo da infectividade foi realizada
apos 12 semanas do inicio do tratamento e os caes foram mantidos em ambiente

controlado.

Nossos resultados devem ser analisados ndo somente considerando o aspecto
epidemiologico mas também a pratica clinica. A maioria das clinicas veterinarias que
realizam o tratamento de cdes acometidos por LV faz o0 monitoramento do tratamento
utilizando testes soroldgicos e observando a evolugéo clinica dos cdes. Somente
algumas clinicas com um publico de melhor poder aquisitivo realizam a PCR. Os
resultados que obtivemos com a PCR kDNA da pele dos caes no T12 foi positiva em
dois caes, contrastando com os resultados do xenodiagnéstico onde 10 dos 19 cées

foram infectantes para Lu. longipalpis.

Sabemos das dificuldades operacionais em se realizar o xenodiagndstico como
meétodo de controle da infectividade do céo tratado mas nossos resultados alertam

para o problema da manutencéo de cées tratados como fonte de infeccéo para o vetor.

Novas metodologias devem ser investigadas para que tenhamos métodos mais
seguros de verificacdo da infectividade dos cdes como também aprimorar 0S

protocolos de tratamento.



66

7 Conclusdes

e A fauna de flebotomineos no municipio foi composta por doze espécies e com
grande abundéancia de espécies de importancia médica, principalmente a

Lutzomyia longipalpis;

e O estudo demonstra a circulacdo do parasito, de espécies vetoras e casos
caninos, o que chama a atencao para o risco da ocorréncia de leishmaniose

visceral humana;

e Mesmo apds o tratamento com os medicamentos Milteforan e Alopurinol, os

caes apresentaram capacidade infectante para o vetor Lutzomyia longipalpis;

e O xenodiagndstico se mostrou uma ferramenta mais eficiente na deteccdo da

capacidade infectante de cées tratados do que a PCR kDNA na pele;
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Anexo 1: Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo
Joéao Del Rei (Protocolo n.° 032/2018).

VI

Comissao de Etica no Uso de Animais da UFS) - CEUA/UFS])

\

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacdo da resposta ao
tratamento com Miltefosina em caes domiciliados e naturalmente
infectados por Leishmania (Leishmania) infantum.”, protocolo n2
032/2018 sob a responsabilidade de Gilberto Fontes que envolve a
producao, manutencao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n2 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade
Federal de Sao Joao del-Rei, em reuniao de 21/09/18.

Finalidade ( ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto Inicio: 01/10/2018 Término: 01/10/2020
Espécie/Linhagem/raca | Cao - qualquer portador de Leishmaniose
N2 de animais Total 70

Peso / Idade Nao se aplica

Sexo 35 Fémeas e 35 Machos

Origem Nao se aplica

Prof.2 Liliam Midori Ide
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA-UFS])



Anexo 2: Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Namero: 15237-2 | Data da Emissao: 29/11/2011 17:39

Dados do titular

Nome: José Dilermando Andrade Filho CPF: 835.584.546-34

Nome da Instituigdo : CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ CNPJ: 33.781.055/0008-01

Observagdes e ressalvas
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou jundlca estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, iai biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se desunem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.
A licenga permanente nao é valida para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacgadas de extingao; b) manutengao de

2 espécimes de fauna silvestre em cativeiro; c) recebimento ou envio de material biologico ao exterior; e d) realizagao de pesquisa em unidade de conservagao federal
ou em caverna. A restrigdo prevista no item d nao se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecoldgico e Area de
Protegdo Ambiental constituidas por terras privadas.

3 O pesquisador fitular da licenga permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedigao de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicao, que constardo no comprovante de registro de expedig&o para eventual apresentagéo a fiscalizagao;
Esta licenca permanente NAO exime o pesquisador titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do

4 | consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgao gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de
conservagao estadual, distrital ou municipal.

5 Esta licenga permanente nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais ou esportivos ou para realizagao de atividades integrantes do processo de
licenciamento de emp dimentos.

6 Este documento NAO exime o pesq dor titular da idade de atender ao disposto na Instrugao Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilh: ) de Aves Silvestres.

7 | O pesquisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

8 O drgao gestor de unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenga permanente e das autorizagées concedidas pelo ICMBio,
estabelecer outras condigdes para a realizagéo de pesquisa nessas unidades de conservagao.
O titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

9 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondémico de interesse em condigéo in situ.

10 O titular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias ap6s o aniversario de

i ) da licenga permanente.

O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,

11 | omisséo ou falsa descrigao de informagées rel que subsidiaram a expedigéo do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a autorizagéo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégi apreendido nos termos da legisl. brasileira em vigor.

12 A licenga permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a institui¢ao cientifica a qual ele estava vinculado por ocasiao da
Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispoe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na

13 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgao e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

14 As ahwdades contempladas nesta autonzagéo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de

p ameagadas de extingao, sob lotadas ou ¢adas de sob plotaca

Téxons autorizados

# Nivel taxonomico Taxon(s)

1 | FAMILIA Psychodidae

2

Destino do material biol6gico coletado

| #] Nome local Tipo Destino
1 | UFMG - UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS colegdo
2 _| CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ coleg@o

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do

codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da péagina do

Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 36646273 ”“H“ll “ ‘l |‘HH|||‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagé@o e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 15237-2 | Data da Emissao: 29/11/2011 17:39
Dados do titular
Nome: José Dilermando Andrade Filho EPF: 835.584.546-34
Nome da Instituigdgo : CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ |CNPJ: 33.781.055/0008-01

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolédgico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagédo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegao bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Téxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoolégico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do
codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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