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"(...) a natureza nao é cruel, apenas implacavelmente
indiferente. Esta é uma das licdes mais duras que 0s

humanos tém de aprender." (Richard Dawkins).



Este trabalho é dedicado aos meus pais e a todos que
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RESUMO

As leishmanioses séo protozooses de alta prevaléncia em regifes tropicais como o Brasil e
sdo transmitidas por vetores flebotomineos, cujos hospedeiros sdo compostos por diferentes
espécies animais vertebrados. O objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos
entomoldgicos relacionados a epidemiologia das leishmanioses na aldeia Imbalbas da
Terra Indigena Xakriaba, Municipio de Sdo Jodo das Missdes, Minas Gerais. Durante o
periodo de julho de 2008 a julho de 2009 foram realizadas seis coletas de flebotomineos
sendo dispostas 40 armadilhas luminosas no peridomicilio de 20 casas sorteadas
aleatoriamente. Entre outubro de 2011 a agosto de 2012 foram realizadas seis campanhas
de captura de flebotomineos e 20 armadilhas luminosas foram distribuidas em 4 trilhas
(cinco armadilhas por trilha) previamente demarcadas para estudo de hospedeiros silvestres
e sinantropicos de Leishmania. Foram utilizados testes estatisticos para avaliar diferencas
no padrdo de distribuicdo de espécies, rigueza e abundancia de flebotomineos nos
diferentes ecotopos. Um total de 8.046 flebotomineos pertencentes a 28 espécies e 11
géneros foram coletados e identificados. As espécies Lutzomyia longipalpis e Nyssomyia
intermedia foram as mais abundantes no peridomicilio enquanto Martinsmyia minasensis e
Lutzomyia cavernicola as mais abundantes nas trilhas de coleta. As fémeas foram dispostas
em "pools" contendo no maximo dez espécimes da mesma localidade, espécie e data de
coleta para pesquisa de DNA de Leishmania spp. por métodos moleculares. A identificacdo
da espécie de Leishmania foi feita a partir da técnica de ITS1 PCR-RFLP utilizando a
enzima Haelll e 0 sequenciamento genético para um alvo do gene SSUrRNA. Foi possivel
detectar a presenca de DNA de Leishmania em 11 amostras provenientes do peridomicilio:
Lu. longipalpis (2), Ny. intermedia (4); Lu. renei (2); Lu. ischnacantha; Micropygomyia goiana
e Evandromyia lenti. Com relacdo as trilhas, foi possivel verificar a presenca de DNA de
Leishmania em 12 amostras: Mt. minasensis (5); Ny. intermedia (3); Mi. peresi (2); Mi.
capixaba e Ev. lenti. Os resultados obtidos reforcam a importancia epidemiologica das
espécies Lu. longipalpis e Ny. intermedia na transmissdo da leishmaniose visceral e
tegumentar respectivamente, além do encontro de outras espécies com DNA de Leishmania
como Mt. minasensis e Ev. lenti que podem patrticipar de um ciclo silvestre e/ou sinantrépico

de Leishmania na area de estudos.

XVII



ABSTRACT

Leishmaniases are protozooses highly prevalent in tropical regions such as Brazil and are
transmitted by sand flies vectors, whose hosts are different vertebrate species. The objective
of this study was to survey the entomological aspects related to the epidemiology of this
disease in Imbaubas village of the Xacriab4d Indian Reserve, Sdo Jodo das Missbes
municipality, Minas Gerais state. Between July 2008 and July 2009, six sand fly collections
were carried out using 40 light traps placed in the peridomicile of 20 randomly selected
houses. Between October 2011 and August 2012, another six collections to capture sand
flies were carried out with 20 light traps distributed in 4 tracks (five traps per track) selected
for a previous study of wild and synanthropic hosts of Leishmania. Statistical tests were used
to evaluate differences in the distribution patterns, richness and abundance of sand flies in
different ecotopes. A total of 8.046 sand flies belonging to 28 species and 11 genera were
collected and identified. The species Lutzomyia longipalpis and Nyssomyia intermedia were
the most abundant in peridomicile, while Martinsmyia minasensis and Lutzomyia cavernicola
were the most abundant on the tracks. Females were organized in pools with a maximum of
ten specimens from the same locality, species and date for detection of Leishmania spp. by
molecular methods. Leishmania species identification was made with ITS1 PCR-RFLP using
the enzyme Haelll and genetic sequencing was used for SSUrRNA target. The presence of
Leishmania DNA was detected in 11 samples from peridomicile: Lu. longipalpis (2), Ny.
intermedia (4), Lu. renei (2), Lu. ischnacantha, Micropygomyia goiana and Evandromyia
lenti. On the tracks, it was possible to verify the presence of Leishmania DNA in 12 samples:
Mt. minasensis (5), Ny. intermedia (3), Mi. peresi (2), Mi. capixaba and Ev. lenti. The results
support the epidemiological importance of Lu. longipalpis and Ny. intermedia in the
transmission of visceral and cutaneous leishmaniases respectively, in addition to the finding
of other species associated with Leishmania DNA, such as Mt. minasensis and Ev. lenti

which may participate in a wild and/or synanthropic cycle of Leishmania in the studied area.
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Introdugdo

1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais das Leishmanioses

As leishmanioses compreendem um espectro de doencas infecciosas, de
carater crbnico, consideradas zoonoses, podendo acometer o homem quando este
entra em contato com o ciclo de transmisséo do parasito (Ministério da Saude, 2007,
Rotureau, 2006; Medeiros & Roselino, 1999).

Os agentes etioldgicos das leishmanioses apresentam duas formas basicas:
promastigotas (flagelada) encontrada no intestino dos flebotomineos vetores e
amastigota, intracelular obrigatoria de células do sistema monaocitico fagocitario. Os
protozoario pertencem ao género Leishmania Ross 1903, a ordem Kinetoplastida e
familia Trypanosomatidae, todos com grau variavel de especificidade pelo
hospedeiro (Chance, 1985).

O género Leishmania compreende aproximadamente 30 espécies, das quais
cerca de 20 sdo patogénicas para a espécie humana (Ashford, 2000; Shaw, 2002;
Desjeux, 2004). Entre as parasitoses humanas, as leishmanioses ocupam um lugar
de destaque, devido a sua importancia médica e econdmica e também por
representar um dos maiores problemas de saude publica (WHO, 1990; Barral et al.,
1991).

Atualmente, este agravo encontra-se entre as seis endemias consideradas
prioritarias no mundo, sendo reportada em 98 paises e territorios, acometendo 12
milhnbes de pessoas, sendo que 350 milhdes estdo expostas a infeccdo (WHO,
2010). Brasil, india, Bangladesh e Suddo sdo responsaveis por 90% dos casos
notificados de leishmaniose visceral. Brasil, Peru e Bolivia respondem por 90% dos
casos de leishmaniose cutaneo-mucosa enquanto que Afeganistao, Brasil, Ira, Peru,
Arabia Saudita e Siria sdo responsaveis por 90% dos casos de leishmaniose
cutanea. As infec¢cdes humanas sdo encontradas também em 16 paises da Europa,
incluindo Franca, Italia, Grécia, Malta, Espanha e Portugal. Sua incidéncia vem
aumentando para cerca de dois milhdes de casos mundiais ao ano (WHO, 2011).
Como outras doencas tropicais, as leishmanioses s&o consideradas doengas
negligenciadas (Lima et al., 1997).
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A transmisséo da infeccdo para os hospedeiros vertebrados ocorre por meio

da picada de fémeas de flebotomineos infectadas (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae), pertencentes a diversos géneros da subfamilia Phlebotominae
(Galati, 2003). As fémeas participam diretamente do processo de infeccdo, uma vez
que sdo hematdfagas e, portanto possuem importancia epidemiolégica. Estes
insetos estdo amplamente distribuidos na natureza e encontrados nos mais

diferentes nichos ecolégicos (Shaw, 2002).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divide as leishmanioses em quatro
grupos clinicos: cutanea, mucocutanea, cutaneo-difusa e visceral. A leishmaniose
cutanea é uma doenca de baixa gravidade; ja a forma mucocutanea pode causar
lesbes extremamente mutilantes na face, enquanto a forma cutaneo-difusa
apresenta um aspecto hanseniforme, além de ser um grande desafio terapéutico. As
formas cutaneas da doenca resultam da multiplicacdo do parasito em células do
Sistema Fagocitario Mononuclear da pele (Garnham, 1987). As diferentes
manifestacbes clinicas dependem de varios fatores, dentre eles, a espécie e
viruléncia da Leishmania envolvida, e aspectos relacionados ao hospedeiro, como

“status” imunoldgico e nutricional, dentre outros.

Atualmente as espécies de leishménias que infectam o homem séo
classificadas em complexos e agrupadas em dois subgéneros: Viannia e
Leishmania, de acordo com o tipo de desenvolvimento dos flagelados no trato

digestério dos flebotomineos, dentre outros aspectos (Lainson & Shaw, 1987).

* Leishmania (Leishmania): desenvolvimento predominante nos intestinos

médio e anterior — desenvolvimento suprapilario;

* Leishmania (Viannia): processo de desenvolvimento apresenta uma fase

gue se passa no intestino posterior — desenvolvimento peripilario.

Séao representantes do subgénero Leishmania (Viannia) as leishméanias do
complexo braziliensis, sendo representadas no Brasil pelas espécies: Le. (Viannia)
braziliensis, Le. (Viannia) guyanensis e, mais recentemente, as espécies Le.
(Viannia) lainsoni, Le. (Viannia) naiffi, Le. (Viannia) lindenbergi e Le. (Viannia) shawi
foram identificadas em estados da regido Norte (Grimaldi & Tesh, 1993;
Cunningham, 2002; Ashford, 2000). Por sua vez, o subgénero Leishmania

7

(Leishmania) é formado pelos complexos mexicana e donovani, sendo
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representadas no Brasil pelas espécies Le. (Leishmania) amazonensis e Le.
(Leishmania) infantum (Magill, 2000).

A leishmaniose visceral (LV) possui uma grande importancia em saude
publica devido a sua ampla distribuicédo e alta letalidade, principalmente em criancas
desnutridas, idosos, pacientes portadores de co-infeccdo com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e em pacientes nao tratados (Hommel et al., 1995,
Guerim et al., 2002, WHO, 2010). E uma doenca crénica grave, potencialmente fatal
para o homem, cuja letalidade pode alcancar 10% quando n&o se institui o

tratamento adequado (Gontijo & Melo, 2004).

A LV é causada por duas espécies do complexo donovani: o agente etiolégico
Le. donovani Laveran & Mesnil, 1903 ¢ responsavel pela doenca na india,
Paquistdo, China Oriental, Bangladesh, Nepal, Suddo e Kénia. Nestas regides, 0
homem atua como reservatorio do parasito e a doenga apresenta um perfil
antroponotico (Tavares et al., 2003). J& a espécie Le. infantum Nicolle, 1908 € o
agente etiolégico da LV zoonotica presente nas regides sudoeste e central da Asia,
nordeste da China, norte da Africa e Europa Mediterranea. No Novo Mundo, a
espécie Le. infantum (sin: Le. chagasi Cunha & Chagas, 1937) é o agente da LV que
também apresenta um carater zoonotico (Killick-Kendrick, 1985; Rioux et al., 1990;
Mauricio et al., 2000, Dantas-Torres, 2006).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) no Brasil, geralmente é causada
por Le. (Leishmania) amazonensis além de diferentes espécies do subgénero
Viannia como: Le. braziliensis, Le. guyanensis, Le. shawi, Le. naiffi, Le. lainsoni e Le.
lindembergi, de modo que a espécie mais comum em infec¢cdes humanas € Le.
braziliensis. As infeccbes por LTA se manifestam frequentemente em areas
expostas do corpo como face, membros e pescoco. No local da picada surgem
lesbes cutaneas que podem evoluir para diversas formas: cutdnea localizada,

disseminada, difusa e mucosa (Nadim Faghih, 1968; Amato, 2003).

No Brasil, € provavel que a distribuicdo das espécies de Leishmania seja mais
ampla que a conhecida, pois em geral esta é baseada apenas em dados de registro
de casos humanos (Lainson & Shaw, 1987; Grimaldi et al, 1989; Kawa e Sabroza,
2002). Porém, uma grande variedade de mamiferos silvestres e domésticos que vao
desde roedores, edentatos, carnivoros, marsupiais, ungulados e primatas ja foram
encontrados naturalmente infectados por diferentes espécies de Leishmania (Deane
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& Deane, 1954, Lainson & Shaw, 1998, Quaresma et al., 2011, Marcelino et al.,
2011, Freitas et al., 2012; Carreira et al., 2012).

A LTA apresenta nos ultimos anos um processo de expansdo em todas as
regides do Brasil, tanto em areas notoriamente endémicas, como incidéncia em
novas areas. Caracteriza-se ndo sO pelo aumento expressivo no numero de casos,
mas também por apresentar uma importante difusdo espacial (Grimaldi Jr & Tesh,
1993; Brandéao-Filho & Shaw, 1994; Lainson & Shaw, 1998; Brandao-Filho et al.,
1999), chamando atencgdo para o crescente registro de casos em areas de ocupacao
antiga, inclusive em areas peri-urbanas. Neste contexto, a LTA apresenta importante
heterogeneidade, relacionada as diferentes espécies de Leishmania envolvidas em
sua etiologia, as formas clinicas associadas e ao padrdao de transmisséo envolvido,
impondo novas questdes e desafios para o planejamento de programas e

estratégias de controle (Marzochi, 1989).

De todos os Estados do Brasil, as populacdes rurais do Norte, Nordeste e
Centro Oeste tém sido as mais afetadas, muitas delas ainda com areas em processo
de colonizacéo e florestas abundantes. Nas regides Norte e Nordeste encontram-se
cerca de 75% dos casos registrados no pais (Gomes, 1992; Marzochi, 1992). No
Nordeste, a doenca € encontrada em areas de colonizacdo antiga, especialmente
nas zonas serranas dos Estados do Ceara, Paraiba e Bahia (Cuba et al., 1985;
Vexenat et al., 1986; Azevedo & Rangel, 1990; Vasconcelos et al., 1994).

Na regido Sudeste, a acdo do homem sobre o meio ambiente modificou
profundamente as caracteristicas epidemiolégicas da doenca. Em Minas Gerais,
podem ser vistos focos no Vale do Rio Doce, e também focos recentes na periferia
de Belo Horizonte (Passos et al., 1993; Barbosa et al., 1999; Luz et al., 2001).

Deve ser destacado que no ciclo de transmissdo zoonético sdo agregadas
areas com caracteristicas ecologicas distintas, que parecem configurar situacdes
particulares na transmissdo e manutencdo da endemia: aquelas associadas a
derrubada das matas para a construcao de estradas e instalacdes de povoados em
regides pioneiras, a exploracdo desordenada da floresta, como a derrubada de
matas para extracdo de madeira, agricultura, pecuaria, entre outras; areas com
preservacdo de pequenos trechos de cobertura vegetal conservada, com
possibilidade de exposi¢do eventual do individuo ao vetor e parasito neste ambiente
restrito e, finalmente, areas nas quais o processo de urbanizagdo acarretou a
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criacdo das condi¢cOes favoraveis a producdo de surtos endémicos na periferia de
cidades e povoados (MS/FUNASA, 2000; Kawa & Sabroza, 2002).

O padrdo epidemioldgico das leishmanioses predominante nas primeiras
décadas do século XX foi o de uma zoonose de transmissao silvestre, que atingia o
homem quando da sua presenca nos ambientes florestais. O crescente
desaparecimento das florestas deu lugar ao aparecimento do fenémeno da
domiciliacdo de vetores, alterando a condicdo de exposicdo do homem ao parasito.
A circulacdo dos agentes causais em ambientes fora dos limites geograficos dos
focos naturais € crescente e induz ao aparecimento de mudancas dos perfis
classicos da doenca. Outro fator determinante da exposicdo do homem é a
expansdo demogréfica, no qual o processo de urbanizagdo vem ocorrendo préximo

das areas dos focos naturais (Gomes, 1992).

1.2 Biologia e Ecologia dos Flebotomineos

Os flebotomineos sado dipteros hematéfagos pertencentes a familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. O género Lutzomyia, segundo as
classificacdes de Martins et al. (1978) e Young & Duncan (1994) € o responsavel
pela transmissdo das leishmanioses nas Américas. Todavia, de acordo com Galati
(1995, 2003), que propos a classificacdo de Phebotominae, com abordagem
filogenética, os flebotomineos vetores sdo incluidos em duas subtribos: Lutzomyiina
e Psychodopygina, com varios géneros em cada uma. Em Lutzomyiina destacam-se
0S géneros Lutzomyia, Migonemyia e Pintomyia e em Psychodopygina:

Bichromomyia, Nyssomyia, Psychodopygus, Trichophoromyia e Viannamyia.

Os flebotomineos, assim como a generalidade dos dipteros, sdo insetos
holometabdlicos (passam pelas fases de ovo, quatro estadios larvarios, pupa e
adulto). As formas imaturas tém habitat terrestre, desenvolvendo-se em locais ricos
em matéria organica em decomposicdo, especialmente de natureza vegetal. Os
adultos sdo amarelados ou castanhos, com cerca de 2,5 mm de comprimento,
possuem vOo saltado e quando em repouso mantém as asas eretas. (Aguiar &
Medeiros, 2003). A superficie corporal é bastante permeavel apresentando um

revestimento quitinoso delgado, necessitando assim, abrigar-se em locais onde
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possam proteger-se das mudancas bruscas que ocorrem no meio ambiente (Aguiar
et al., 1987; Medeiros, 2003).

Os flebotomineos tém sido bem estudados e registrados na literatura
cientifica em todo o mundo. No Brasil sdo relatados varios estudos (Arias et al.,
1977; Ryan, 1986; Castellon et al., 1989; Barrett et al., 1996; Fé et al., 1998; Dias-
Lima et al., 2000, 2003; Brandao-Filho, 2003; Andrade et al, 2004; Feitosa et al.,
2004), principalmente para esclarecer aspectos relacionados a epidemiologia das
leishmanioses. O estudo ecoepidemioldégico dos flebotomineos tem como
importancia o interesse meédico ja que estes sdo vetores de doencas. Aléem das
leishmanias, sdo hospedeiros de bactérias, fungos, determinadas espécies de
plasmoédios, hemogregarinas, tripanosomas e endotripanos (Forattini, 1973;
Christensen & Herrer, 1979; Warburg, 1991; Shaw, 1992; Dujardin et al.,1999).
Distribuem-se por quase todas as regides do mundo, sendo mais abundantes na
Regido Neotropical, com maior numero de espécies e densidade que flutuam de

acordo com a estacgdo climatica (Sherlock, 2003).

Em todo o mundo sdo conhecidas, aproximadamente, 900 espécies de
flebotomineos, das quais, mais de 500 estdo presentes na regido Neotropical e
destas, mais de 229 ja foram registradas no Brasil, representando 25,44% do total e

45,8% das que ocorrem na Regido Neotropical (Galati, 2003; Ready, 2013).

Nas Américas as primeiras espécies registradas de flebotomineos foram
descritas em 1907, e até 1940, somente 33 espécies eram conhecidas. A partir da
descoberta de que algumas espécies de flebotomineos estariam participando do
ciclo de transmissdo de agentes patogénicos ao homem e a outros animais, 0S
estudos sobre esses insetos aumentaram consideravelmente, visando entre outras
coisas conhecer o seu ciclo de vida e identificar qual espécie de flebotomineo
atuaria como vetora de agentes patogénicos em determinadas regibes (Aragao,
1922; Barretto, 1943; Forattini, 1973).

Os flebotomineos iniciam suas atividades no crepusculo vespertino. Quanto a
alimentacdo, ambos 0s sexos sugam sucos vegetais, néctar de flores, frutos e
solucbes acucaradas (Smith; Halder; Ahmed, 1940,1941; Pessoa & Barreto, 1948;
Deane; Deane; Alencar, 1955; Sherlock & Sherlock, 1961, 1972; Alexander & Usma,
1994). Os carboidratos sao utilizados como fonte de energia e amadurecimento dos
ovarios da maioria das espécies, e podem afetar o desenvolvimento e o
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estabelecimento das promastigotas no tubo digestorio das fémeas (Sherlock, 2003).
Quando os flebotomineos ingerem o agucar, este € estocado no diverticulo, onde &
levado ao trato digestorio e entdo absorvido (Brazil & Brazil, 2003). As fémeas, além
da alimentacédo de acucares, também sdo hematofagas, exceto rarissimas espécies
autdgenas, pois necessitam de sangue humano ou animal para a maturacao de seus
ovarios, dai a importancia para a transmissao de agentes patégenos (Forattini et al.,
1976; Sherlock, 2003).

7

A distribuicdo geografica das espécies de flebotomineos € influenciada por
barreiras fisicas, precipitacdo pluviométrica, vegetacao, luminosidade e abundancia
de hospedeiros vertebrados (Arias, et al., 1985). Sabe-se ainda que a presenca de
animais influencia na densidade dos flebotomineos dentro ou proximo a habitacdes
humanas e, consequientemente, aumenta os riscos de transmissédo de espécies de
Leishmania para humanos (Ximenes; Souza; Castellon, 1999). Alguns estudos tém
mostrado que a agregacdo de flebotomineos em ambiente peridomiciliar esta
relacionada com a liberacdo de feromodnios pelos insetos e cairomoOnios pelos
hospedeiros (Dougherty; Hamilton; Ward, 1993; Quinnell & Dye, 1994).

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

minimizar a expansao desta doenca (Almeida et al., 2010).

1.3 Deteccao de Leishmania spp. em Flebotomineos

Véarias espécies de flebotomineos tém sido incriminadas vetoras de
Leishmania e normalmente esta associacdo € feita de acordo com a espécie
dominante em uma determinada area endémica. Os estudos de transmissdo em
laboratério permanecem dificeis, assim como o entendimento sobre os locais de
procriacdo. Sem estas informacdes torna-se dificil determinar os fatores que definem
a distribuicdo ecologica e geografica de varios vetores e, consequentemente, da
doenca. Rossi et al. (2008) afirmam que estudos sobre a prevaléncia de infec¢éo por
Leishmania em flebotomineos sé&o importantes indicadores sobre a intensidade da

transmissao do parasito.
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Atualmente a incriminacdo de um flebotomineo como vetor € baseada numa

série de critérios sugeridos por Killick-Kendrick (Killick-Kendrick & Ward, 1981;

Killick-Kendrick, 1990) e de acordo com Maroli et al., (2012) nas Américas um total

de 56 espécies de flebotomineos estdo envolvidas na transmissao de 15 espécies

de Leishmania. Somente no Brasil, aproximadamente 40 espécies, pertencentes a

oito géneros, sdo consideradas suspeitas ou ja foram incriminadas como vetora das

leishmanioses (Rangel & Lainson, 2009), e destas, cerca de 19 espécies estao

relacionadas com a infecgcdo humana por Leishmania sp. (Rangel & Lainson 2003,
Shimabukuro, 2007).

Para que o completo desenvolvimento da Leishmania e consequentemente o
estabelecimento da infecgcdo ocorra no vetor, esta tem que transpor diversas
barreiras tais como: susceptibilidade as enzimas digestivas do inseto, incapacidade
de escape da matriz peritrofica, ineficiéncia na ligacdo da forma promastigota as
células epiteliais do intestino e diferenciacédo defeituosa prejudicando a migracéao das
formas metaciclicas infectantes. O inseto vetor, por sua vez, ndo saira ileso visto que
as leishméanias, ao romper estas barreiras, acabam por inibir a acdo de suas
enzimas digestivas e as formas metaciclicas acabam por danificar sua valvula
esofagica, prejudicando funcdes como, digestdo, oviposicdo, alimentacdo entre
outros (Sacks & Kamhawi, 2001; Kamhawi, 2006).

A deteccao do parasito no inseto geralmente é feita a partir do encontro das
formas promastigotas (flageladas) no intestino médio do vetor, associado ou ndo ao
cultivo in vitro ou in vivo do protozoario. A pesquisa de flagelados no tubo digestorio
do vetor e a identificacdo da espécie do parasito, normalmente sdo realizadas por
observacdo microscopica apds disseccdo ou tentativa de isolamento do agente
proveniente de insetos em meios de cultura. Porém, fémeas de flebotomineos
também sdo hospedeiras de algumas espécies de Trypanosoma e Endotrypanum,
que podem comprometer o diagnostico microscopico e o isolamento em cultura
(Paiva et al., 2007).

Uma dificuldade encontrada nos estudos epidemiologicos € a necessidade de
se examinar grande quantidade de exemplares, o que torna o custo elevado, pois ha
necessidade de se contar com técnicos especializados, submetidos a constantes
ciclos de capacitacao e reciclagem; além disso, € preciso lembrar as limitacfes da

técnica de disseccdo empregada na pesquisa de formas flageladas da Leishmania
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sp., que € extremamente demorada e pouco especifica, jA que a presenca de
flagelados de outras espécies parasitarias pode dar origem a resultados néo
conclusivos na microscopia (Rodas, 2006).

Michalsky et al. (2002), destacam que a taxa de flebotomineos naturalmente
infectados em &reas endémicas e identificacdo correta da Leishmania infectante em
uma determinada espécie de flebotomineo € de primordial importancia nos estudos
de capacidade vetorial e epidemioldgico das leishmanioses e, que os métodos
moleculares tém se mostrado eficientes para deteccdo de Leishmania em

flebotomineos independentemente da carga parasitaria.

De acordo com Savani et. al. (2009) através da utilizagdo do meétodo
convencional (dissecc¢do) para investigar a infeccdo natural por flagelados, tém sido
frequentemente encontrada baixa taxa de fémeas de flebotomineos parasitadas. No
Brasil e outros paises sul-americanos nas &areas endémicas das leishmanioses,
qguando utilizado o método convencional os valores variam de 0,06% a 0,47%
engquanto, quando sdo utilizadas técnicas de biologia molecular, as taxas sao de 0,8
a 6,0%.

Rossi et al. (2008) utilizando o método de disseccdo, encontrou 1,4% de
fémeas de Phlebotomus perniciosus infectados com promastigotas. No entanto,
quando utilizou a PCR, a taxa global de deteccdo do DNA de Leishmania foi de
47,2%, evidenciado que a positividade foi surpreendentemente alta quando
comparada com os resultados de microscopia, mostrando que a técnica molecular

pode ser mais sensivel.

A identificacdo correta das espécies de flebotomineos encontradas
naturalmente infectadas é importante para confirmar o papel destas na transmissao
do parasito em dada regido (Paiva et al., 2007). A observacdo de que pequenos
setores dentro de éareas maiores, consideradas endémicas, podem ter uma
frequéncia de flebotomineos maior e sua associacdo com a doen¢ca humana podem
ser indicativos da distribuicdo espacial da doenca e deve ser considerada no

planejamento das estratégias de controle (Miranda et al., 2002).

Estudos recentes utilizando técnicas baseadas na PCR, tém sidos realizados
para pesquisa de DNA de Leishmania sp. (Carvalho et al., 2008; Saraiva et al., 2008,
2010; Quaresma et al., 2011; Dougall et al., 2011; Marcelino et al., 2011; Michalsky
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et al., 2011; Pita-Pereira et al., 2011; Vasconcelos et al., 2011; Coelho et al., 2011;
Bacha et al., 2011). Segundo esses autores o0s resultados utilizando a PCR
independem da carga parasitaria das amostras, sendo um instrumento de grande

sensibilidade na detecc¢éo de Leishmania.

As técnicas baseadas na PCR, devidamente padronizadas e aplicadas de
forma correta, constituem uma ferramenta importante nos estudos epidemioldgicos
para identificacdo de flebotomineos infectados e determinacdo das taxas de infeccéo

dos mesmos nas areas endémicas para as leishmanioses.

A principal espécie de flebotomineo vetora de LTA no Brasil € Nyssomyia
intermedia sensu lato Lutz & Neiva, 1912 cuja distribuicdo geogréfica no Brasil
abrange os Estados Piaui, Ceara, Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do Norte,
Bahia, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul,
Goias (Galati, 2003; Andrade Filho et al., 2007). Ja em 1943, Barretto sugeria a
preferéncia desta espécie de flebotomineo por matas de formacdo secundaria e
regides que vinham sofrendo acdo do homem por algum tempo (Galati, 2003).
Porém, deve-se ressaltar o papel de outras espécies, como Ny. neivai, Ny whitmani,
e Migonemyia migonei na veiculacdo de espécies dermotropicas de Leishmania (Pita
Pereira et al., 2005, 2009; Paiva et al., 2010; Rocha et al., 2010).

No Brasil, a literatura cientifica incrimina Lutzomyia longipalpis como a
principal vetora da LV, pois esta tem sido frequentemente encontrada infectada
naturalmente por Le. (Leishmania) infantum, possuindo um altissimo grau de
antropofilia (Deane 1956, Lainson & Shaw 1979, 1998) e ampla distribuicdo
geogréafica. E encontrada desde o México até o sul da América do Sul (Lainson &
Shaw, 1978; Lanzaro et al., 1993; Souza et al., 2008; Salomoén et al., 2011), embora
seu padrédo de distribuicdo e abundancia varie de regido para regidao dependendo

das caracteristicas ambientais e sazonalidade.

A suposicdo de que Lu. longipalpis fosse o unico flebotomineo vetor de Le.
(Leishmania) infantum no Brasil perdurou até recentementequando um surto de LV
ocorrido em Corumba e Ladario, Estado do Mato Grosso do Sul, Lutzomyia cruzi foi
encontrada em alta densidade e infectada naturalmente, e ndo foram encontrados
exemplares de Lu. longipalpis. Estes achados levaram o0s pesquisadores a
considerar essa espécie como o vetor na regido (Galati et al., 1997; Santos et al.,
1998). Pouco se sabe sobre a distribuicdo de Lu. cruzi, e segundo Young e Duncan
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(1994), ela é restrita ao estado do Mato Grosso do Sul e Mato Grosso (Missawa &
Lima, 2006; Missawa et al., 2011)

Em Minas Gerais, dezesseis espécies de flebotomineos ja foram associadas
com diferentes espécies de Leishmania. Entre elas, podemos citar a presenca de
importantes vetores, como: Ny. intermedia (Saraiva et al. 2010); Lu. longipalpis
(Michalsky et al. 2011, Saraiva et al. 2010), Ny. whitmani (Saraiva et al. 2010) além
de Ny. neivai (Saraiva et al. 2008), Pintomyia fischeri, Pi. pessoai, Psychodopygus
lloydi e Ps. hirsutus (Margonari et al. 2010; Quaresma et al. 2012 e Rangel et al.
1985).

Além destes relatos, outras espécies com importancia vetorial até entédo
desconhecida, foram encontradas naturalmente infectadas ou associadas ao DNA
de Leishmania através de métodos moleculares no referido estado: espécies do
género Evandromyia, como Ev. cortellezzi (Carvalho et al. em 2008), Ev. sallesi, Ev.
termitophila (Saraiva et al. 2008, 2010) e Ev. lenti (Margonari et al. 2010). No
trabalho deste ultimo autor, espécies como Pintomyia christenseni, Pi. monticola, Pi.
pessoai, Pi. fischeri, Psathyromyia aragaoi e Ps. lutziana também foram encontradas

associadas ao DNA de Leishmania.

1.4 As Leishmanioses e a Terra Indigena Xakriaba

Em Minas Gerais, a semelhanca dos demais estados brasileiros, os povos
indigenas foram drasticamente dizimados ou integrados a sociedade nacional. Hoje,
no Estado de Minas Gerais, vivem somente oito etnias, sendo que nem todas séo
originarias desta regido. De acordo com Campos et al (2006), o Censo Demografico
do IBGE mostrou que a populacao indigena em Minas Gerais passou de 6.112, em
1991, para 48.720 pessoas em 2000.

Coimbra Jr. & Santos (2001) destacam o papel de diversas doencas infecto-
parasitarias no perfil de morbimortalidade indigena, incluindo endemias como

tuberculose, malaria e leishmaniose.

Dentre as principais metas dos Distritos Sanitarios Especiais
Indigenas/FUNASA/MS ressaltam-se: reducdo da mortalidade de criangcas menores

de cinco anos, maior cobertura vacinal, reducdo das doencas carenciais e infecto-
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parasitarias, eliminacéo do tétano neonatal e desnutricdo entre os indios; reducao da
tuberculose, maléria, doencas sexualmente transmissiveis (DST-Aids) e

leishmaniose visceral humana e canina.

Ainda que pouco estudado, o perfil epidemiolégico das doencas
enteroparasitarias apresenta variacbes em funcdo da localidade, de fatores
climaticos, socio-econémicos, educacionais, habitos culturais e de saneamento.
Embora esse tipo de estudo esteja limitado a algumas etnias, o fator predisponente
ao elevado parasitismo nas comunidades indigenas pode estar associado a falta de
condicbes de infra-estrutura sanitaria das aldeias e aos habitos culturais dessas
populacfes. (Kobayashi et al., 1995). Além disto, a densidade de flebotomineos
pode estar associada as precarias condigdes de higiene encontradas em ambiente
peridomiciliar e também a presenca de abrigos de animais domésticos, como

galinhas, cées, porcos e cavalos (Ximenes, Souza & Castellon, 1999).

Desde 2001 tém sido registrados casos autdctones de LTA na reserva
indigena Xakriaba. Somente em 2006 foram diagnosticados 48 casos entre 0s
habitantes da reserva (MS/FUNASA, 2007). Desde entdo, o numero de casos
continua alto: no periodo de 2001 a 2008 foram registrados 224 casos. Existe uma
caréncia de conhecimento relacionado a este foco de transmissao, o que dificulta as
acOes de controle e, de fato, as Unicas medidas adotadas sdo o diagnostico e
tratamento dos casos humanos, que freqientemente sdo realizados tardia e

inadequadamente.

Recentemente, Quaresma et al. (2011) identificaram hospedeiros
naturalmente infectados por Leishmania na Terra Xakriaba e, em outro trabalho do
mesmo grupo de pesquisa (dados nédo publicados), cerca de 87 pacientes foram

diagnosticados com LTA no periodo de 2008 a 2010.

Fica evidente, portanto, a necessidade de promover meios para esclarecer a
situacdo epidemioldgica das Leishmanioses nesta regidao, como o conhecimento da
fauna flebotominea, a fonte alimentar dos flebotomineos capturados e a identificagdo

das espécies vetoras de Leishmania.
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2 JUSTIFICATIVA

A regido norte do Estado de Minas Gerais, onde esta localizada a Terra
Indigena Xakriab4, apresenta relatos de casos de Leishmaniose Tegumentar e
Visceral, em vérias cidades como Montes Claros, Januaria, Janauba e Varzelandia,
ilustrando o processo de expanséo e urbanizagdao do agravo (Monteiro et al., 2005;
Michalsky et al., 2011; Dias et al.,2007).

Fatores socio-econbmicos, tais como crescimento populacional e a
colonizagdo de areas rurais causam desequilibrio ecolégico e proporcionam

condi¢des favoraveis ao estabelecimento da doenca (Avila-Pires, 1989).

A importancia das leishmanioses como problema de saude publica entre os
indios da Terra Xakriaba reside ndo apenas na sua elevada incidéncia, como
também nos transtornos que ela vem ocasionando a vida dos individuos afetados,
principalmente pela falta de acesso ao tratamento rapido e eficiente, merecendo
maior atencdo no campo de estudos das doencas endémicas que acometem 0sS

indigenas mencionados.

Em 2008 foi realizado por nosso grupo inquérito populacional na aldeia
Imbauba com o objetivo de estimar a prevaléncia da LTA. Na época, a populacédo da
aldeia era de 438 moradores e foram detectados 13 casos clinicos sendo estimada
uma prevaléncia da infeccédo de 8,6% (IC 95% = 4,9- 13,9). Esta alta prevaléncia
demonstrou um quadro preocupante de transmisséo ativa e levou a ampliagdo do
estudo para os outros elos que compdem a cadeia epidemiologica da LTA. Em
estudo que realizamos na mesma localidade observamos a presenca de cées soro
reativos e naturalmente infectados (RIFI e ELISA positivos e PCR positivos) por Le.
infantum, além de cdes que apresentaram infeccdo mista (Le. infantum e Le.
braziliensis). Neste mesmo estudo, identificamos através de técnicas moleculares
diferentes hospedeiros sinantropicos e silvestres naturalmente infectados por

Leishmania (Quaresma et al., 2011).

As leishmanioses tém sua epidemiologia condicionada aos seus vetores, 0S
flebotomineos; a seu agente etiologico, Leishmania spp. e aos reservatorios
silvestres e sinantropicos, os mamiferos. E apesar da existéncia de estudos
anteriores que abordaram aspectos epidemiolégicos do agravo na area de estudo

(Quaresma et al., 2011), pouco se sabe sobre a fauna flebotominica existente na
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regido. Em um estudo realizado em area préxima a Terra Indigena, Barata et al.,
(2008) relataram a presenca de Nyssomyia intermedia. Esta espécie é
comprovadamente vetora de LTA em diversas regides brasileiras, incluindo Minas
Gerais e, segundo o préprio autor sua presenca pode sugerir participacdo na

transmissdo da LT nos municipios limitrofes a regido estudada.

A identificacdo das espécies vetoras de Leishmania que circulam entre os
diferentes hospedeiros, e humanos e a identificagdo da fonte alimentar das espécies
de flebotomineos sdo de extrema importancia para medidas de controle adequadas
na Terra Indigena Xakriaba, fazendo-se necessario um estudo que aborde todos os

aspectos citados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar os aspectos entomoldgicos relacionados a epidemiologia das leishmanioses

na Terra Indigena Xakriaba, Minas Gerais.

3.2 Objetivos Especificos

1- Identificar as espécies de flebotomineos presentes na aldeia Imbaubas localizada

na Terra Indigena Xakriabg;

2- Correlacionar aspectos ecoldgicos e climaticos com os achados entomoldgicos na

area de estudos;

3- Analisar descritivamente a distribuicdo das principais espécies de flebotomineos
de acordo com os diferentes ec6topos;

4- Detectar o DNA e identificar a espécie de Leishmania nas fémeas de

flebotomineos capturadas nos diferentes ecotopos;

5- Correlacionar os achados entomologicos com dados de ocorréncia da doenca

humana e de reservatoérios naturalmente infectados na area de estudos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de Estudo

A reserva indigena Xakriaba, demarcada pela FUNAI em 1979, esta
localizada no municipio de S&o Jodo das Missdes (latitude -14.885133 e longitude -
44.077379), na regido norte do estado de Minas Gerais (Figura 1). Situado na zona
do alto médio S&o Francisco, micro regido do Vale do Peruagu, limita-se com o0s
municipios de Miravania, Manga e Itacarambi. A regido é banhada pelo rio
Itacarambi e esta sujeita a um clima tropical Umido de savanas com inverno seco,
em transicao para um clima quente e seco, com chuvas de verao. A regido constitui
uma zona de transicdo entre o cerrado (vegetacdo tipica do planalto central
brasileiro) e a caatinga (vegetacdo tipica do semi-arido nordestino), contendo

espécies nativas dos dois biomas. (IBGE, 2006; Quaresma et al., 2011).
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Figura 1: Localizacdo do municipio de Sao Jodo das Missdes, onde esta situada a Terra
Indigena Xakriaba.
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Os primeiros habitantes do municipio de Sdo Jodo das Missbes foram o0s
indios Xakriaba, em seguida vieram imigrantes da Bahia e de outras regides de
Minas Gerais. Atualmente, 0 municipio possui uma populacdo de 11.715 habitantes,
classificada como predominantemente rural (79.58%) e distribuida em uma area de
678 Km2. A Terra Xakriaba que ocupa uma area de 530,74Km?, correspondente a
78,29% da superficie total do municipio, é constituida por 20 aldeias formando 5
pbélos base com populacdo total estimada de 8.380 habitantes (IBGE, 2010,
FUNASA, 2010). O presente trabalho concentrou-se apenas no poélo-base Brejo
Mata Fome, onde esta localizada a aldeia Imbaubas (Figura 2). Esta aldeia foi
selecionada considerando os resultados obtidos com o estudo da infecgéo humana e
pesquisa de reservatorios silvestres, sinantropicos e domésticos realizados

anteriormente (Freire, 2011; Quaresma et al., 2011).
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Figura 2: Delimitacdo da aldeia Imbaubas, local de estudos na Terra Indigena Xakriaba,
Minas Gerais, Brasil.
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4.2 Delineamento do estudo
4.2.1 Capturas no peridomicilio

As coletas sistematizadas de flebotomineos na aldeia Imbaubas foram
realizadas durante o periodo de julho de 2008 a julho de 2009, com capturas
bimensais no peridomicilio de casas selecionadas aleatoriamente através de sorteio.
Foram utilizadas armadilhas luminosas automaticas, modelo HP (Pugedo et al.
2005), cuja luz artificial € mantida como isca para os flebotomineos. Quatro pilhas
grandes (1,5 volts cada) sdo utilizadas como fonte de energia tanto para a luz
guanto para o motor (1,5 volts), que mantém um fluxo de ar direcionado para uma

gaiola de fil6 onde os insetos ficam acondicionados.

As armadilhas foram expostas no peridomicilio de vinte casas, totalizando
quarenta armadilhas com exposicao de trés noites consecutivas, das 18:00 as 6:00
horas, totalizando 36 horas de esforco amostral por armadilha por campanha
(Figuras 3 e 4). Os flebotomineos capturados no primeiro dia de coleta foram
destinados apenas ao estudo da fauna flebotominica e o restante destinado tanto

para o estudo de fauna quanto para o estudo de infeccao natural.

| Aldeia indigena Imbaubas

. \\ i Km
@  Flebotomineos coletados nas casas ris

Figura 3: Mapa representativo das casas localizadas na aldeia Imbalbas selecionadas para o estudo
de flebotomineos na Terra Indigena Xakriaba, Minas Gerais, Brasil.
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Figura 4. Aspecto do peridomicilio de uma das casas na aldeia Imbaubas, Terra indigena Xakriaba.
B - Armadilha luminosa tipo HP exposta no peridomicilio de uma das casas.

4.2.2 Capturas nas trilhas

Em outubro de 2011 iniciaram-se coletas sistematizadas bimensais nas trilhas
selecionadas durante o estudo dos reservatorios (Quaresma et al., 2011) de forma a
amostrar os diferentes ecotopos presentes na aldeia. As capturas foram realizadas
até o més de agosto do ano de 2012 totalizando seis coletas. Foram demarcadas
quatro trilhas de 330 metros de comprimento cada, nas quais foram dispostas cinco
armadilhas por trilha, espacadas uniformemente (Figura 5), totalizando vinte
armadilhas luminosas do tipo HP (Pugedo et al. 2005). A exposicao das armadilhas
foi de trés dias completos, ou seja, 72 horas de esforgco amostral por armadilha por
campanha. Os flebotomineos capturados nos trés dias foram destinados tanto ao

estudo de fauna, quanto aos estudos de infeccéo natural.
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Figura 5: Esquema das trilhas localizadas na aldeia Imbalibas para o estudo de

flebotomineos na Terra Indigena Xakriaba, Minas Gerais, Brasil.

4.3 Caracterizagao das trilhas

As trilhas utilizadas neste estudo foram selecionadas pa

reservatorios silvestres e sinantropicos de Leishmania (Quares

ra a investigacdo de
ma et al. 2011). Um

total de quatro trilhas foram selecionadas e estas podem ser basicamente

caracterizadas como areas proximas as residéncias e séo frequ

entemente utilizadas

pela populagéo para locomoc¢ao entre as casas das aldeias Imbaubas.

A trilha denominada Numero 1 (inicio: lat -14.834060/ long -44.213657 e
término: lat- 14.835324/ long -44.215510) apresenta um ambiente de mata pouco

antropizada, cujas caracteristicas sdo de transicdo entre

Decidual e cerrado (Figura 6).

Floresta Estacional

38



Materiais e Métodos

Figura 6: Aspecto da trilha 1 para coleta de flebotomineos. Terra
Indigena Xakriaba, Minas Gerais, Brasil.

A trilha de numero 2 (inicio: lat -14.842146/ long -44.218105 e término: lat -
14.841352/ long -44.219442) também é caracterizada por um ambiente de mata

semelhante a trilha 1, porém € uma regido de maior altitude onde nota-se

afloramento rochoso em alguns locais (Figura 7).

Figura 7: Aspecto da trilha 2 para coleta de flebotomineos. Terra Indigena
Xakriaba, Minas Gerais, Brasil.
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As variacGes climaticas ao longo do ano sdo capazes de maodificar
bruscamente o solo e a vegetagdo nestas duas trilhas, podendo influenciar na

captura de flebotomineos (Figura 8).

Figura 8 : Armadilha localizada na Trilha 1 para coleta de flebotomineos em diferentes épocas do ano.
A - estacdo chuvosa, més de dezembro/2011; B - estagéo seca, més de junho/2012.

A trilha de numero 3 (inicio: lat -14.856787/ long -44.230832 término: -
14.856392/ long -44.230107) esta situada em um platd e pode ser caracterizada
como area de afloramento rochoso, com crateras no solo propicias ao abrigo de

flebotomineos e roedores, além de pouca vegetacao (Figura 9).
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Figura 9: Aspecto da trilha 3 para coleta de flebotomineos. A - vista panoramica da area de coleta
com afloramentos rochosos; B - local de coleta de flebotomineos na trilha 3.

E por fim, a trilha de numero 4 (inicio: lat -14.855338/ long -44.230934
término: lat -14.855672/ long -44.229270) esté situada a margem do plat6é de crostédo
rochoso podendo portanto ser caracterizada como uma regido de transicdo entre
mata (semelhante a das trilhas 1 e 2) e afloramento rochoso com crateras (Figura
10).

Figura 10 : Armadilha luminosa HP situada ao longo da trilha 4. Nota-se a area de transicao entre
mata e afloramento rochoso.
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4.4 Processamento dos flebotomineos coletados

A cada exposicao, as armadilhas eram retiradas para realizacdo da triagem e
sexagem dos flebotomineos que foram sacrificados em camara de éter por dez
minutos. Os machos foram retirados com auxilio de um estilete de madeira adaptado
na ponta com agulha 0,45X13 26G descartavel e estéril ou com pincel de plastico de
cabo curto, em seguida acondicionados em criotubos contendo alcool 70° e

mantidos em freezer a -20°C para posterior preparagdo, montagem e identificacao.

As fémeas foram acondicionadas em tubos de criopreservacdo contendo
DMSO 6% (dimetilsulfoxido), que age como um crioprotetor evitando a morte celular
durante o processo de congelamento, e mantidas em freezer a -20°C até o momento

da dissecacao, montagem e posterior realizacdo da extracdo de DNA.

4.4.1 Preparagdo, Montagem e Identificacdo dos fleb  otomineos

A preparacdo e montagem dos flebotomineos foi realizada utilizando-se
balsamo do Canada para os machos e liquido de Berlese para as fémeas (Langeron
1949, modificada). A utilizacdo do balsamo para montagem dos machos se justifica
pela durabilidade da preparagdo, enquanto o liquido de Berlese para fémeas
possibilita 0 exame das estruturas internas com maior nitidez, devido a sua menor
refringéncia. Foi utilizada como carater taxonémico na identificacdo especifica das
fémeas, a visualizacdo das espermatecas e do cibario, mantendo no momento da

disseccéo a parte ventral da cabeca voltada para cima.

A identificacdo especifica dos flebotomineos realizada com a observagéo por
microscopia Otica de caracteres morfolégicos internos e externos, seguindo as
chaves e a classificagdo proposta por Galati (2003). A abreviacdo do nome das

espécies neste estudo segue a proposta de Marcondes (2007).

4.5 Dados climaticos e geoespaciais

Os dados bioclimaticos de umidade relativa do ar, pluviosidade e temperatura

meédia, referentes ao periodo de estudo, foram obtidos mensalmente junto ao
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Instituto Nacional de Metereologia — INMET. Os dados eram provenientes da
Estacdo Metereologica Automética de Mocambinho, localizada no Municipio de
Itacarambi - Minas Gerais. (latitude -15.0861 e longitude -44.0161), com distancia
aproximada de 30 Km da Terra Indigena Xakriaba (INMET, 2012).

Para avaliar a influéncia das variaveis climaticas em relacdo ao numero de
flebotomineos capturados foram utilizados os dados climatolégicos do municipio e a

densidade de flebotomineos capturados durante o periodo de estudo.

Os dados geoespaciais foram obtidos através do navegador portatii GPS
Garmin® eTrex Venture HC, transferidos para o software MapSource® Trip &
Waypoint Manager. O método ndo paramétrico de estimativa de densidade de
Kernel (Teekayuwat et al., 2000) foi utilizado para identificar as areas com maior
namero de espécimes de flebotomineos infectados, para posterior analise conjunta
com dados da infeccdo humana e de reservatérios obtidos em estudo realizado
anteriormente na area (Quaresma et al. 2011). O programa ArcGIS 9.3 (ESRI,
Redlands, California, USA) juntamente com a extensdo de Analise Espacial foi
empregado na producdo dos mapas de densidade de infeccdo segundo estimador

de Kernel.

4.6 Deteccéo da infeccdo natural de flebotomineos p  or Leishmania spp.

4.6.1 Extracdo de DNA das fémeas capturadas

As fémeas que nao apresentavam sinais de repasto sanguineo em seu
abdémen foram identificadas através da montagem da cabega em posi¢édo ventral e
terminalia (Ultimos trés segmentos abdominais) em lamina e laminula com liquido de
berlese e dispostas em "pools" contendo no maximo dez espécimes da mesma
espécie, localidade e data de coleta para a realizacdo da extracdo de DNA e

posterior pesquisa de Leishmania spp.

A extracdo foi realizada utilizando Kit de Extracdo de tecido e células Gentra
Puregene® da QIAGEN seguindo o seguinte protocolo modificado por Quaresma et
al., (2011): as fémeas de flebotomineos foram maceradas em 100uL de solucéo de
lise celular (para uma fémea) ou 200 L (para pool de até dez fémeas) e a mistura
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foi adicionado 1 pL de proteinase K (para uma fémea) ou 1,5 uL (para pools). A
solucéo foi homogeneizada por inverséao do tubo e incubada a 55° C overnight. Apos
0 periodo de incubagéo, foi adicionado 1uL de RNAse (para uma fémea) ou 1,5uL
(para pools) a solucédo, que devera ser homogeneizada por inversédo e incubada a
37° C por trinta minutos. Posteriormente as amostras foram incubadas por trés
minutos no gelo e adicionados 100uL de solucdo de precipitacdo de proteinas. Os
tubos foram vortexados por 20 segundos a alta velocidade seguido de centrifugagao
por cinco minutos a 12000 x g (14000 rpm), e a fase aquosa transferida para um
tubo novo. Adicionou-se 300uL de isopropanol vertendo cuidadosamente por
inversdo a amostra remanescente, seguida de outra centrifugacao por cinco minutos
a 12000 x g (14000 rpm). Apds este passo, 0 sobrenadante foi descartado e o tubo
secado invertido contra um papel absorvente. Adiciona-se etanol 70% ao tubo ja
seco e inverté-lo varias vezes seguido de outra centrifugacdo a 12000 x g (14000
rpm) por cinco minutos. Por fim o sobrenadante foi descartado e o tubo deve
permanecer invertido contra um papel absorvente para secar até ndo sobrar nenhum
resquicio de alcool. Ao final, adicionou-se 25uL de solugcéo de hidratacdo de DNA ou
agua DNAse e RNAse free (para uma fémea) ou 40uL (para pool de dez fémeas). As
amostras foram incubadas a 65° por uma hora e posteriormente deixadas a

temperatura ambiente overnight, sendo estocadas ao final a temperatura de -20°C.

Apébs a extracdo foi realizada a dosagem de moléculas de DNA em amostras
sorteadas aleatoriamente, verificando a presenca, concentracdo e qualidade do
material extraido. Para este procedimento foi utilizado o espectrofotbmetro de
microvolume Nanodrop®-1000. Conforme recomendacdes do fabricante o espectro
de luz é ajustado para 260 e 280 nan6metros, faixa em que os acidos nucléicos sédo
detectados. A razdo da absorbancia de 260nm/280nm é utilizada para avaliar a
pureza do material extraido, sendo considerado aceitavel valores entre 1,4 de 1,8.
Valores menores que a margem podem indicar a presenca de proteinas, fenol ou

outros contaminantes provenientes do processo de extracao.

4.6.2 Nested PCR dirigida ao gene SSUrRNA

A técnica de Nested PCR dirigida ao gene SSUrRNA amplifica um fragmento
de uma regidao conservada entre todas espécies de Leishmania e portanto foi
aplicada para determinar a infeccdo natural dos flebotomineos coletados no
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peridomicilio das casas situadas na aldeia Imbaubas. A técnica é utilizada para
deteccéo direta, sem a necessidade de isolamento do parasito, a partir de diferentes
amostras biologicas (Van Eys et al., 1992; Cruz et al., 2002 e 2006). Tal
metodologia, adaptada e modificada por Cruz et al. (2002) permite a amplificacao
inicial de um fragmento de aproximadamente 603 pb, pela utilizacdo dos iniciadores
R1: 5" GGT TCC TTT CCT GAT TTACG 3'e R2: 5 GGC CGG TAA AGG CCG AAT
AG 3', seguida da amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 353 pb, a
partir do produto amplificado da primeira reacao, pela utilizacdo dos iniciadores R3:
5" TCC CAT CGCAACCTCGGT T3 eR4:5 AAAGCG GGC GCG GTG CTG 3. A
primeira reacao foi preparada para um volume final de 50uL contendo 10uL de DNA
da amostra testada, 5uL da solucdo tampao 10x -15mM MgCl,, 1uL de dNTP mix a
10mM, 1pL de cada iniciador R1 e R2 a 15mM, 1,4uL de Tth DNA polimerase a
1U/uL (Biotools) e 30,6uL de H,0 destilada estéril. Em tubos contendo 1mL de H»0
foram diluidos 25uL de produto da primeira reacdo, para serem utilizados como
"template” da segunda reacdo. Esta foi preparada para um volume final de 25uL
contendo 10uL do produto amplificado diluido, 2,5uL da solugéo tampéo 10x - 15mM
de MgCl,, 0,5uL de dNTP's a 10mM, 0,5uL do iniciador R3 a 15mM, 0,25uL do
iniciador R4 a 15mM, 0,7uL de Tth DNA polimerase a 1U/uL (Biotools) e 10,55uL de
H,0 destilada estéril. As amplificacbes foram processadas em aparelho
termociclador automatico Eppendorf® Mastercycler Gradient utilizando os seguintes
ciclos: 12 reacdo - desnaturacao inicial a 94°C por cinco minutos, seguido de 30
repeticbes de: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30
segundos e extensao a 72°C por 30 segundos; 22 reacdo: desnaturacdo inicial a
94°C por cinco minutos, seguido de 30 repeticdes de: desnaturacao a 94°C por 30
segundos, anelamento a 65°C por 30 segundos e extensdao de 72°C por 30

segundos. A extensao final foi de 72°C por cinco minutos em ambas reacdes.

Em todas as reacdes foi utilizado controle positivo com 20 nanogramas de
DNA extraido de cepas referéncia de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8),
Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Le.
guyanensis (MHOM/BR/75/M4147), e como controle negativo foi utilizado agua

destilada estéril como “template”.

Os resultados foram visualizados em gel de agarose 2,0% corados com

brometo de etidio e examinados em exposicdo a luz ultravioleta (UV) sendo
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considerados positivas aquelas amostras que apresentaram banda de peso
molecular correspondente ao esperado, 603pb e 353pb na primeira e segunda
reacoes respectivamente, utilizando o peso molecular (PM) de 100pb.

4.6.3 PCR dirigida ao Internal Transcribed Spacer | (ITS I) do rDNA

Para determinar a taxa de infeccado natural dos flebotomineos coletados nas
trilhas, as amostras de DNA extraidas dos “pools” foram analisadas através da
técnica PCR dirigida ao ITS1 de Leishmania (El Tai et al., 2000), que amplifica um
fragmento de aproximadamente 300 a 350 pares de bases (Schonian et al., 2003).
Para a amplificacdo das amostras foi utilizado o par de iniciadores LITSR: 5
CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L5.8S: 5" TGATACCACTTATCGCACTT 3.

A reacdao foi preparada para um volume final de 25uL contendo 5uL de DNA
da amostra a ser testada, 2,5 yL da solugéo tampéo 10x, 0,75 pyL de MgCl, (50mM),
0,5 yL de dNTP mix a 10mM, 1,25 uL de cada um dos iniciadores (LITSR e L5.8R) a
10uM, 0,25 uL de Tag DNA polimerase a 10U/ yL, 1,25 uL de dimetilsulfoxido
(DMSO) e 12,25 uL de H,0 destilada estéril.

A amplificacdo foi processada em aparelho termociclador automatico
Eppendorf® Mastercycler Gradient, utilizando o seguinte ciclo: desnaturacao inicial a
95°C por dois minutos, seguido de 35 repeticdes de: desnaturacdo a 95°C por 30
segundos, anelamento a 53°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos.
A extenséo final foi a 72°C por dez minutos. Em todas as reacdes foi utilizado
controle positivo com 20 nanogramas de DNA extraido de cepas referéncia de
Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903),
Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Le. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147), e como
controle negativo foi utilizado agua destilada estéril como “template”. As amostras
positivas foram submetidas a digestdo pela enzima de restricdo Haelll conforme

descrito por Schonian et al., 2003.

Os resultados foram visualizados em gel de agarose 2,0% corados com
brometo de etidio e examinados em exposicdo a luz ultravioleta (UV), sendo

consideradas positivas aquelas amostras que apresentaram banda de peso
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molecular correspondente ao esperado, 300-350pb, utilizando o peso molecular
(PM) de 100pb.

A PCR-RFLP realizada subsequente a PCR, torna possivel distinguir as
seguintes espécies: Le. donovani, Le. infantum, Le. aethiopica, Le. tropica, Le.
major, Le. mexicana, Le. amazonensis, Le. braziliensis, Le. guyanensis e Le.
panamensis. A reacdo de digestdo foi preparada para um volume final de 15 pL,
contendo 1pL de Haelll (10U/uL), 1,5 pL de tampao da enzima, 2,5 pL de H,0
destilada e 10,0uL de produto de PCR. A mistura foi incubada a 37°C por 2 horas e
os perfis de restricdo analisados em gel de agarose 4% e comparados com o padréo
obtido pela digestdo do produto de PCR de cepas referéncia (indicadas no item

anterior).

A reacéo de sequenciamento do fragmento de 300-350pb foi empregada para
o0 esclarecimento de duvidas na identificacdo pela PCR-RFLP (Schonian et al.,
2003).

4.6.4 Reacao de Sequenciamento

Para a identificacdo da espécie de Leishmania foi realizada a reacédo de
sequenciamento do produto amplificado da segunda reacdo da Nested PCR

(fragmento esperado de 353 pb).

As amostras a serem sequenciadas foram preparadas da seguinte forma: os
produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo com os iniciadores foram
purificados com o kit QIAquick® PCR purification kit (Qiagen) segundo instrucdes do
fabricante. Em seguida foi preparada uma mistura contendo 1uL dos produtos
purificados, 1uL de cada iniciador na concentracdo de 3,3 pmol, senso ou anti-
senso, em tubos separados, 1luL de 5x Sequencing Buffer, 1uL de BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing e agua destilada em quantidade suficiente para
10 pL empregando o programa que alterna 35 ciclos de 95° C por 15 segundos e 65°
C por 15 segundos. As sequéncias foram determinadas pelo sequenciador
automético de DNA ABI 3730xI DNA Analyzer e analisadas por meio dos softwares
Finch TV (Geospiza, Inc.), Sequence Scanner v 1.0 (Applied Biosystems) e MEGA
5.0 (Tamura et al.,, 2011). Por fim, o BLAST foi utilizado para o alinhamento das

sequéncias obtidas com as sequéncias do GenBank (www.nchbi.nlm.nih.gov/BLAST).
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4.7 Correlacdo dos dados entomoldgicos com dados ep idemioldgicos da area

de estudos

O estimador ndo paramétrico de densidade de Kernel (Teekayuwat et al.,
2000) foi utilizado a fim de avaliar a presenca de hotspots na area de estudos
guando se utilizam em conjunto os dados entomoldgicos de infec¢cado natural obtidos
neste estudo e os dados referentes a infeccdo natural de pequenos mamiferos
silvestres e sinantrépicos e caes descritos por Quaresma et al. (2011). Além disso,
utilizaram-se dados de infecgdo humana por LTA entre os indigenas referentes ao
banco de dados do Grupo de Estudos em Leishmanioses, do Centro de Pesquisas
René Rachou/FIOCRUZ-MG (dados nao publicados). Para tal, banco de dados

foram produzidos no software Microsoft Excel 2003® ©

posteriormente foi realizada a
interface dos dados com o programa ArcGIS 9.3 (ESRI, Redlands, California, USA)

juntamente com a extensao de Analise Espacial.

4.8 Anélise estatistica

Os dados foram organizados em planilhas e as analises descritivas foram
registradas no programa Microsoft Excel ® (Office 2003).

As andlises comparativas de riqgueza e abundancia de flebotomineos
coletados nas trilhas foram feitas por meio da analise de variancia (ANOVA). Como
variaveis dependentes, foram utilizados os valores de riqueza e abundéancia. As
estacbes do ano, areas de coleta, sexo e meses do ano foram utilizados como

variaveis categoricas.

Andlises multivariadas também foram utilizadas para descobrir possiveis
padrbes de distribuicdo das espécies de flebotomineos. Os métodos de ordenacéo
permitem que muitas variaveis sejam reduzidas, geralmente, a dois conjuntos de
coordenadas, embora essa simplificacdo possa resultar numa ma interpretacado dos
dados. Entretanto, o método de ordenacdo mais comumente utilizado em ecologia é
o da analise de correspondéncia (CA), uma vez que ela é indicada para a andlise de
tabelas de frequéncia. Os habitat e as espécies que eles contém podem ser plotados

no mesmo grafico com base nas coordenadas que melhor representem as suas
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relacbes. A analise de agrupamento foi feita com o uso do algoritmo UPGMA, que
resulta na construgdo de um dendrograma que descreve 0s varios graus de
similaridade entre as comunidades. Este algoritmo trabalha com médias aritméticas
(n&o ponderadas) e produz menos distor¢des do que outros métodos. Para todas as
analises estatisticas citadas acima, foi utilizado o software Statistica 10.0 (Statsoft,
Tulsa, USA).

Uma vez que a distribuicAo dos valores de riqgueza e abundancia de
flebotomineos referentes as coletas feitas nas casas ndao atendeu aos pré-requisitos
de normalidade dos dados (Kolmogorov-Smirnov e Lilliefors test, p<0,05), foi
utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis ANOVA por ranking e teste de
medianas para verificar se existe variacao significativa na riqueza e abundancia dos
insetos coletados nas residéncias. Como variaveis dependentes, foram utilizados os
valores de riqueza e abundancia. As estacdes do ano, os meses, as aldeias e 0 sexo
do flebotomineo foram definidos como as variaveis categoricas. O teste avalia a
hipotese de que diferentes amostras foram tiradas de uma mesma distribuicdo ou de
distribuicbes com a mesma mediana. A interpretacdo do teste é basicamente
idéntica ao teste paramétrico ANOVA com um fator, exceto que ele é baseado em
rankings e ndo em médias. O programa faz simultaneamente com o teste de
Kruskal-Wallis, o teste de medianas. Este conta o numero de casos em que cada
amostra cai acima ou abaixo da mediana comum, e calcula o valor do qui-quadrado
para uma tabela de contingéncia com 2 x n amostras. A hipotese nula é a de que se
todas as amostras originaram-se de populacbes com medianas idénticas, espera-se
gue aproximadamente 50% de todos os casos em cada amostra figuem acima (ou
abaixo) da mediana comum. Estas andlises também foram feitas por meio do
software Statistica 10.0 (Statsoft, Tulsa, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Coletas Sistematizadas de Flebotomineos no Peri  domicilio

Foram realizadas seis coletas de flebotomineos no peridomicilio das casas
localizadas na aldeia Imbaubas da Terra Indigena Xakriabd, Minas Gerais, no
periodo de julho de 2008 a julho de 2009.

O numero de flebotomineos capturados por espécie e sexo € apresentado na
Tabela 1. De um total de 2126 espécimes de flebotomineos, foram identificadas
dezenove espécies pertencentes a nove géneros: Brumptomyia Franca & Parrot,
1921, Evandromyia Mangabeira, 1941, Lutzomyia Franca, 1924, Martinsmyia Galati,
1995, Micropygomyia Barreto, 1962, Migonemyia Galati, 1995, Nyssomyia Barreto,
1962 e Sciopemyia Barreto, 1962. As espécies capturadas foram Brumptomyia
avellari Costa Lima, 1932, Evandromyia lenti Mangabeira, 1938, Ev. cortelezzii
Brethes, 1923, Ev. sallesi Galvdo & Coutinho, 1939, Ev. spelunca Carvalho,
Sanguinette, Brazil & Andrade Filho 2011, Ev. termitophila Martins, Falcdo & Silva,
1964, Lutzomyia ischnacantha Martins, Souza & Falc&o, 1962, Lu. longipalpis Lutz &
Neiva, 1912, Lu. renei Martins, Falcdo & Silva, 1957, Martinsmyia minasensis
Mangabeira, 1942, Mi. capixaba Dias, Falcdo, Silva & Martins, 1987, Mi. goiana
Martins, Falcdo & Silva, 1962, Mi. peresi Mangabeira, 1942, Mi. quinquefer Dyar,
1929, Migonemyia migonei Franc¢a, 1920, Nyssomyia intermedia Lutz & Neiva, 1912,
Ny. whitmani Antunes & Coutinho, 1939, Pintomyia serrana Damasceno & Arouck,
1949 e Sciopemyia sordellii Shannon & Del Ponte, 1927. Em alguns exemplares nao
foi possivel a identificagdo precisa ao nivel de espécie pela perda de estruturas
morfologicas fundamentais para identificacdo durante a captura e/ou preparo dos
espécimes em laminas microscoépica, ficando, portanto, identificadas ao nivel de

género.
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Tabela 1: Flebotomineos capturados no peridomicilio das casas da aldeia Imbaubas, na Terra Indigena Xakriaba,
no periodo de julho 2008 a julho 2009.

N2 de flebotomineos capturados

Espécies Total (%)
? % 3 %
Brumptomyia avellari 19 48.7 20 51.3 39 (1.9)
Evandromyia lenti 31 60.7 20 39.3 51(2.3)
Evandromyia cortelezzii 7 63.6 4 36.4 11 (0.5)
Evandromyia complexo cortelezzii 22 100 0 0 22 (1.2)
Evandromyia sallesi 2 50 2 50 4(0.2)
Evandromyia spelunca 5 80 1 20 6(0.3)
Evandromyia termitophila 3 50 3 50 6 (0.3)
Lutzomyia ischnacantha 18 72 7 28 25 (1.2)
Lutzomyia longipalpis 542 49.9 544 50.1 1086 (51)
Lutzomyia sp. 27 65.8 14 34.2 41 (1.9)
Lutzomyia renei 33 97 1 3 34 (1.7)
Martinsmyia minasensis 1 100 0 0 1(0.04)
Micropygomyia capixaba 3 50 3 50 6(0.3)
Micropygomyia goiana 39 60.9 25 39.1 64 (3.0)
Micropygomyia peresi 12 85.7 2 14.3 14 (0.6)
Micropygomyia quinquefer 2 100 0 0 2 (0.09)
Migonemyia migonei 8 29.6 19 70.4 27 (1.2)
Nyssomyia intermedia 605 89.4 71 10.6 676 (31.7)
Nyssomyia whitmani 3 60 2 40 5(0.2)
Pintomyia serrana 3 75 1 25 4(0.2)
Sciopemyia sordellii 0 0 2 100 2 (0.09)
Total 1385 65.1 741 349 2126 (100)
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Figura 11 : Porcentagem de flebotomineos por espécie coletados no peridomicilio das casas situadas
na aldeia Imbaulbas, localizada na Terra Indigena Xakriaba, Minas Gerais, no periodo de Julho de
2008 a Julho de 2009.

Conforme apresentado na figura anterior (Figura 11), a espécie Lu. longipalpis
correspondeu a 51,08% do total de espécimes coletados na area de estudo, seguida
por Ny. intermedia com 31,79% e Mi. goiana com 3,01%. O numero de fémeas
(1385) foi maior que o niumero de machos (741) sendo a razdo fémea/macho igual a
1,86. Ao realizar o teste de Kruskal-Wallis foi possivel constatar uma diferenca
significativa (Figura 12) entre a abundancia de machos e fémeas coletados (Hi 198 =
26,62; p=0,000). E importante ressaltar que a razdo macho:fémea de Lu. longipalpis
durante o periodo de estudo foi de 1,0:1,0 enquanto Ny. intermedia apresentou

raz&o entre os sexos igual a 1,0:8,5 com predominéancia de individuos fémeas.
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Figura 12: Relacéo entre abundancia e sexo de flebotomineos capturados no peridomicilio das casas
situadas na Aldeia Imbaubas, durante o periodo entre Julho/08 a Julho/09 (H; 108 = 26,62; p=0,000).

A Tabela 2 destaca a distribuicdo das espécies capturadas de acordo com 0s
meses de coleta. Os dados correspondem ao somatério de todas as armadilhas
dispostas no peridomicilio das casas localizadas na aldeia Imbaubas, na Terra
Indigena Xakriaba, MG. Foi possivel constatar através do teste Kruskal-Wallis que a
maioria das espécies foram representadas por individuos fémeas (Figura 13 - H
1,108=34,80; p=0,000).
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Tabela 2: Flebotomineos coletados, por sexo e por mésptareano peridomicilio das casas localizdas naaldebalbas, na Terra Indigena Xakriab4, MG, néogerde julho de 2008 a julho de 2009.

Campanbhas de coleta

Espécies Julho/08 Setembro/08 Novembro/08 Janeiro/09 Abril/09 Julho/09 Total
¢ J ¢ J g d g d ¢ J ¢ J 2(%) 3 (%) Total (%)
Brumptomyia avellari 0 1 2 3 15 14 0 0 1 0 1 2 19 (48.7) 20(51.3) 39(1.8)
Evandromyia lenti 3 4 10 7 13 6 0 0 4 2 1 1 31(60.7) 20(39.3) 51(2.3)
Evandromyia cortellezii 0 0 6 0 0 3 0 0 1 1 0 0 7(63.6) 4(36.4) 11(0.5)
Evandromyia complexo cortellezi 0 0 0 0 20 0 2 0 0 0 0 0 22 (100) 0(0) 22(1.0)
Evandromyia sallesi 1 0 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 2 (50) 2(50) 4(0.1)
Evandromyia spelunca 0 0 0 1 4 0 0 0 0 0 1 0 5(80) 1(20) 6(0.2)
Evandromyia termitophila 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 3 3(50) 3(50) 6(0.2)
Lutzomyia ischnacantha 0 0 6 2 10 2 0 0 2 3 0 0 18(72) 7(28) 25(1.1)
Lutzomyia longipalpis 6 39 176 60 260 295 40 54 27 54 33 42 542 (49.9) 544 (50.1) 1086 (51)
Lutzomyia sp. 1 0 0 6 15 0 1 11 2 0 0 27 (65.8) 14 (34.2) 41(1.9)
Lutzomyia renei 0 1 14 0 16 1 0 2 0 0 0 33(97) 1(3) 34 (1.6)
Martinsmyia minasensis 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1(100) 0(0) 1(0.04)
Micropygomyia capixaba 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 3 3(50) 3(50) 6(0.2)
Micropygomyia goiana 0 2 10 2 24 19 2 0 2 1 1 1 39 (60.9) 25(39.1) 64 (3)
Micropygomyia peresi 1 0 0 0 6 1 2 0 2 0 1 1 12 (85.7) 2(14.3) 14 (0.6)
Micropygomyia quinquefer 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 (100) 0(0) 2(0.09)
Migonemyia migonei 1 5 1 7 3 5 1 1 0 0 2 1 8(29.6) 1970.4) 27(1.2)
Nyssomyia intermedia 179 15 209 20 40 4 8 3 82 11 87 18 605 (89.4) 71(10.6) 676 (32.78)
Nyssomyia whitmani 0 0 2 1 0 0 0 1 1 0 0 0 3 (60) 2 (40) 5(0.2)
Pintomyia serrana 0 0 1 0 2 0 0 0 0 1 0 0 3(75) 1(25) 4(0.1)
Sciopemyia sordellii 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0(0) 2(100) 2(0.09)
Total (%) 192 (74.1) 67(25.9) 439 (80.1) 109 (19.9) 429 (54.6) 356 (45.4) 59 (48.7) 62(51.3) 138(64.7) 75(35.3) 128 (64) 72 (36) 1385 (65.1) 741(34.9) 2126 (100)
259 (12.18) 548 (25.77) 785 (36.92) 121 (5.69) 213 (10.01) 200 (9.43) 2126
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Figura 13: Relacdo entre rigueza de espécies e sexo dos flebotomineos coletados
no peridomicilio das casas durante o periodo entre Julho/08 a Julho/09.

A coleta referente ao més de novembro de 2008 representou 36,92% do total
geral de flebotomineos capturados seguida pelo més de setembro de 2008 com
25,77% e os demais meses de coleta foram responsaveis por 37,31% do nimero de
flebotomineos capturados. Em todos os meses, Lu. longipalpis e Ny. intermedia
foram as espécies mais prevalentes. Estas espécies, juntamente com Mi. goiana
foram as Unicas capturadas em todos os meses de coleta (Tabela 2). As espécies
Br. avellari, Ev. lenti, Lu. renei, Mi. peresi e Mg. migonei foram coletadas em cinco
meses do total de seis, e as demais espécies foram coletadas em quatro ou menos
meses. O Teste Kruskal-Wallis permitiu verificar uma diferenca significativa (Figura
14) na abundancia de flebotomineos entre os meses coletados (Hsgs = 18,44;
p=0,002).
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Figura 14: Relacéo entre abundancia de flebotomineos e os meses de coleta (Hs o9 = 18,44; p=0,002)
durante o periodo de estudos na aldeia Imbaudbas, Terra Indigena Xakriaba, MG.

Os meses de setembro/2008 e novembro/2008 apresentaram a maior riqueza
de espécies coletadas. Nestes meses, foram capturadas quatorze das dezenove
espécies relatadas no periodo de estudos. O més de abril/2009 apresentou treze
espécies capturadas, seguido por janeiro/2009 com onze espécies capturadas,
julho/2009 com dez e julho/2008 com nove espécies. Ao realizar o teste Kruskal-
Walllis foi possivel observar uma diferenca significativa (Hsg9 = 29,58; p=0,000) na

riqgueza de espécies de flebotomineos coletados entre os meses (Figura.15).
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Figura 15 : Relacdo entre riqueza de espécies de flebotomineos e os meses de coleta (Hs g9 =
29,58; p=0,000) durante o periodo de estudos na aldeia Imbaubas, Terra Indigena Xakriaba,
MG.

A Figura 16 destaca as porcentagens das duas espécies mais frequentes, Lu.
longipalpis e Ny. intermedia, segundo o periodo de coleta. Lutzomyia longipalpis foi
mais abundante durante trés meses de coleta: setembro/2008, novembro/2008 e
janeiro/2009, enquanto Ny. intermedia foi mais abundante em outros trés meses:
julho/2008, abril/2009 e julho/2009. Mesmo que em pequenas porcentagens
podemos notar a presenca de Mg. migonei e Ny. whitmani nos meses de estudo,
estas espécies se juntam a Lu. longipalpis e Ny. intermedia, como espécies

coletadas na area que ja foram incriminadas vetoras das leishmanioses no Brasil.
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Figura 16 : Percentagem das espécies vetoras de Leishmania coletadas no periodo de julho de 2008
a julho de 2009, no peridomicilio das casas na aldeia Imbaubas, localizada na Terra Indigena
Xakriaba, MG.

As temperaturas medias durante o periodo de estudos variaram entre 21,3°C
e 26,3°C. A umidade relativa do ar variou entre 53% e 66,5% enquanto os valores
totais de precipitacdo pluviométrica mensal variaram entre 0,0 mm3 e 244,2 mm?3 ao
més. Apesar disso, durante o periodo de estudos ndo foi possivel constatar
correlagdes significativas entre as variaveis climaticas e a abundancia e riqueza de
espécies de flebotomineos entre os meses de coleta. Porém ao caracterizar como
estacdo seca as coletas referentes aos meses de julho/2008, setembro/2008 e
julho/2009 cuja precipitacdo pluviométrica mensal foi de 0 mms3, 12,6 mm3 e 0 mm3
respectivamente e como estagdo chuvosa as coletas referentes aos meses de
novembro/2008, janeiro/2009 e abril/2009, nos quais a precipitacdo pluviométrica
mensal foi de 189,4 mm3, 239,6 mm3 e 244,2 mm3, respectivamente, foi possivel
verificar uma diferenca significativa na riqueza de espécies entre as estacdes (Figura
17), de modo que na estacdo chuvosa foram capturadas mais espécies de
flebotomineos (H1 99 = 4,57; p=0,0325). Com relacdo a abundéancia, ndo foi possivel
verificar uma diferenca significativa entre as estagfes seca e chuvosa (Hi g9 = 1,721;
p=0,1895).
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Figura 17 : Relacdo entre a média do nimero de espécies capturadas e as estacdes climaticas (Hj g9
= 4,57; p=0,0325) durante o periodo de estudos na Aldeia Imbalbas, Terra Indigena Xakriaba, MG.

Durante o periodo de estudos foi possivel constatar que ndo houve diferenca
significativa tanto para a abundancia de flebotomineos (Hig = 0,1468; p=0,70)
guanto para a riqueza de espécies (Hi g9 = 0,367; p=0,544) nas casas selecionadas
situadas na Aldeia Imbaubas. O calculo foi realizado a partir do niumero total de
machos e fémeas por espécie capturados mensalmente com as armadilhas

luminosas automaéticas HP.

5.2 Coletas Sistematizadas de Flebotomineos nas Tri  |has

Foram realizadas seis coletas de flebotomineos em trilhas previamente
demarcadas para o estudo de hospedeiros silvestre e sinantrépicos de Leishmania
spp. (Quaresma et al. 2011) na aldeia Imbaubas da Terra Indigena Xakriab4a, Minas

Gerais, no periodo de outubro de 2011 a agosto de 2012.

O numero de flebotomineos capturados por espécie e sexo € apresentado na

Tabela 3. De um total de 5.920 espécimes de flebotomineos, foram identificadas
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vinte e sete espécies pertencentes a onze géneros: Brumptomyia, Evandromyia,
Lutzomyia, Martinsmyia, Micropygomyia, Migonemyia, Nyssomyia, Pintomyia,
Psathyromyia, Psychodopygus e Sciopemyia. As espécies capturadas foram
Brumptomyia avellari, Brumptomyia brumpti Larrousse, 1920, Evandromyia
cortelezzii, Evandromyia evandroi Costa Lima & Antunes, 1936, Evandromyia lenti,
Evandromyia sallesi, Evandromyia spelunca, Evandromyia termitophila, Lutzomyia
cavernicola Costa Lima, 1932, Lutzomyia ischnacantha, Lutzomyia longipalpis,
Lutzomyia renei, Martinsmyia minasensis, Micropygomyia capixaba, Micropygomyia
goiana, Micropygomyia longipennis Barreto, 1946, Micropygomyia peresi,
Micropygomyia quinquefer, Micropygomyia schreiberi Martins, Falcdo & Silva, 1975,
Migonemyia migonei, Nyssomyia intermedia, Nyssomyia neivai Pinto, 1926,
Pintomyia misionensis Castro, 1960, Pi. serrana, Psychodopygus ayrozai Barreto &

Coutinho, 1940, Sciopemyia sordellii além de um exemplar do género Psathyromyia.

Em alguns exemplares néo foi possivel a identificacdo ao nivel de espécie
pela perda de estruturas morfolégicas durante a captura e/ou preparo dos espécimes

em lamina microscopica, ficando portanto identificadas ao nivel de género.
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Tabela 3: Flebotomineos capturados nas trilhas de coleta localizadas na aldeia Imbaubas, na Terra Indigena
Xakriabd, no periodo de julho 2008 a julho 2009.

Resultados

N2 de flebotomineos capturados

Espécies Total (%)
3 % ¢ %
Brumptomyia avellari 5 0.26 2 0.04 7(0.11)
Brumptomyia brumpti 2 0.1 0 0 2(0.03)
Evandromyia cortelezzii 7 0.37 0 0 7 (0.11)
Evandromyia evandroi 7 0.37 0 0 7(0.11)
Evandromyia lenti 86 4.55 68 2 154 (2.3)
Evandromyia sallesi 4 0.2 0 0 4 (0.06)
Evandromyia sp. 0 0 4 0.09 4 (0.06)
Evandromyia spelunca 79 4.18 322 8 401 (6.8)
Evandromyia termitophila 7 0.37 29 0.7 36 (0.6)
Lutzomyia cavernicola 12 0.63 1026 25.5 1038 (17.24)
Lutzomyia ischnacantha 163 8.62 220 0.05 383 (6.7)
Lutzomyia longipalpis 41 2.2 41 1.01 82 (1.4)
Lutzomyia renei 665 35.2 167 4.15 832 (14)
Lutzomyia sp. 0 0 39 1.5 39 (0.7)
Martinsmyia minasensis 332 17.5 1235 34.2 1567 (26.7)
Micropygomyia capixaba 14 0.8 207 5.5 221 (3.8)
Micropygomyia goiana 66 3.5 269 6.85 335 (5.7)
Micropygomyia longipennis 0 0 22 0.55 22 (0.4)
Micropygomyia peresi 314 16.6 171 4.25 485 (8.2)
Micropyogmyia quinquefer 2 0.1 0 0 81 (1.4)
Micropygomyia schreiberi 34 1.8 47 1.33 13 (0.25)
Micropygomyia sp. 0 0 13 0.32 2(0.03)
Migonemyia migonei 1 0.05 3 0.07 4 (0.06)
Nyssomyia intermedia 46 2.5 139 3.45 185 (3.12)
Nyssomyia neivai 0 0 2 0.04 2(0.03)
Pintomyia misionensis 0 0 1 0.02 1(0.01)
Pintomyia serrana 0 0 1 0.02 1(0.01)
Psathyromyia (Foratiniella) sp. 0 0 1 0.02 1(0.01)
Psychodogypus ayrozai 1 0.05 0 0 1(0.01)
Scyopemyia sordellii 1 0.05 2 0.04 3 (0.05)
Total 1889 31.9 4031 68.1 5920 (100)
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Figura 18: Porcentagem de flebotomineos por espécie coletados nas trilhas selecionadas para o
estudo de reservatdrios silvestres e sinantropicos de Leishmania, situadas na aldeia Imbaubas da
Terra Indigena Xakriaba, Minas Gerais, no periodo de Outubro de 2011 a Agosto de 2012.

Conforme apresentado na Figura 18, a espécie Mt. minasensis correspondeu
a 26,7% do total de espécimes coletados na area de estudo, seguida por Lu.

cavernicola com 17,24% e Lu. renei com 14,0%.

O numero total de fémeas coletadas (4031) foi superior ao numero total de
machos (1889) sendo a razdo fémea/macho igual a 2,13. Ao realizar o teste ANOVA
foi possivel constatar uma diferenca significativa entre o nimero de machos e
fémeas coletados (Figura 19). Com relacéo a riqueza de flebotomineos (Figura 20),
pode-se perceber que a maioria das espécies foram representadas por individuos
fémeas (F136=5,9671; p=0,01961).
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Resultados

A Tabela 4 e a Figura 21 mostram a distribuicdo das espécies capturadas de
acordo com os meses de coleta. Os dados correspondem ao somatério das
armadilhas dispostas nas trilhas de coleta localizadas na aldeia Imbaubas, Terra
Indigena Xakriaba, MG.
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Tabela 4: Distribuicdo dos flebotomineos coletatisstrilhas de acordo com o sexo e 0os meses da cal@ldeia Imbaubas, Terra Indigena Xakriaba, MG.

- Meses de Coleta
Espécies Outubro/11 Dezembro/11 Fevereiro/12 Abril/12 Junho/12 Agosto/12 Total (%)

3 (%) ?(%) 3 (%) 9 (%) (%) (%) (%) ?(%) 3 (%) ?(%) 3 (%) 9 (%) 3 (%) ?(%)
Brumptomyia avellari 1 1 0 0 0 0 1 0 3 1 0 0 5 2
Brumptomyia brumpti 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 0
Evandromyia cortelezzii 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 3 0 7 0
Evandromyia evandroi 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 7 0
Evandromyia lenti 6 10 0 7 6 5 4 18 66 25 4 3 86 68
Evandromyia sallesi 1 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 4 0
Evandromyia sp. 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Evandromyia spelunca 0 50 28 43 8 84 16 63 16 51 11 31 79 322
Evandromyia termitophila 4 10 0 1 0 0 1 2 0 13 2 3 7 29
Lutzomyia cavernicola 0 0 2 263 5 49 2 118 2 416 1 180 12 1026
Lutzomyia ischnacantha 0 6 28 64 11 40 25 41 58 59 41 10 163 220
Lutzomyia longipalpis 7 4 0 1 0 3 5 29 28 2 1 41 41
Lutzomyia renei 13 5 107 28 59 0 85 134 270 0 131 0 665 167
Lutzomyia sp. 0 39 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 39
Martinsmyia minasensis 58 559 150 234 98 341 18 64 6 37 2 0 332 1235
Micropygomyia capixaba 0 0 12 114 0 45 0 48 0 0 2 0 14 207
Micropygomyia goiana 1 96 5 29 8 22 74 26 45 4 16 66 269
Micropygomyia longipennis 0 8 0 12 0 0 0 0 0 2 0 0 0 22
Micropygomyia peresi 27 37 152 34 7 33 84 57 32 10 12 314 171
Micropygomyia quinquefer 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 0
Micropygomyia schreiberi 0 0 21 0 3 0 2 2 4 10 4 35 34 47
Micropygomyia sp. 0 12 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 13
Migonemyia migonei 0 2 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 3
Nyssomyia intermedia 1 9 5 6 9 42 14 42 17 39 0 1 46 139
Nyssomyia neivai 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2
Pintomyia misionensis 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Pintomyia serrana 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Psathyromyia (Foratiniella) sp. 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Psychodopygys ayrozai 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Scyopemyia sordellii 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 2

Total (%) 119 (12.3) 852 (87.7) 516 (38.1) 836 (61.9) 217 (24.9) 652 (75.1) 279 (29.3) 671(70.7) 539 (42.1) 740 (57.9) 219 (43.8) 280 (56.2) 1889 (31.9) 4031 (68.1)
971 (16.4) 1352 (22.9) 869 (14.7) 950 (16.0) 1279 (21.6) 499 (8.4) 5920 (100)
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Figura 21 : Distribuicdo das principais espécies de flebotomineos coletadas nas trilhas demarcadas,
durante o periodo de Outubro de 2011 a Agosto de 2012.

A coleta referente ao més de dezembro/2011 representou 22,9% do total geral
de flebotomineos capturados seguida pelo més de junho/2012 com 21,6% e os
demais meses de coleta foram responsaveis por 55,5% do nimero de flebotomineos
capturados. Ao realizar o teste ANOVA (Figura 22) foi observada diferenca
significativa na abundancia de individuos entre os meses amostrados (Fs 1,=48,257;
P=0,000). Foram coletados mais flebotomineos nos meses de dezembro e junho.
Entretanto, a diferenca entre esses dois meses nao foi significativa. Além disso, de
acordo com o mesmo teste (Figura 23), ndo houve diferenca significativa na riqueza

em espécies entre os meses amostrados (Fs 12,=1,5990; p=0,23381).
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Figura 22: Relacdo entre abundéancia de flebotomineos e meses de coleta nas trilhas situadas na
Aldeia Imbaulbas. (Fs 1,=48,257; P=0,000).
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Figura 23: Relacdo entre riqueza de espécies de flebotomineos e meses de coleta nas trilhas
situadas na Aldeia Imbaubas (Fs,=1,5990; p=0,23381).
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Resultados

A Tabela 5 e a Figura 24 mostram a distribuicdo das principais espécies de
flebotomineos coletadas em cada uma das quatro trilhas durante o periodo de
estudos. Na trilha 3 foram capturados 52,58% dos flebotomineos, enquanto que na
trilha 4 foram capturados 34,71% e nas demais 12,71%. O teste Tukey verificou que
as trilhas 1 e 2 apresentaram menor abundéancia de espécimes quando comparadas
com as trilhas 3 e 4 (p<0,05) e que ndo houve diferenca significativa para esta
variavel entre as trilhas: 1x2 e 3x4.
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Tabela 5: Total de flebotomineos por sexo coletados nas trilhas demarcadas para o estudo, na aldeia Imbaubas localizada na Terra Indigena Xakriabd, MG, durante o periodo entre outubro de 2011 a Agosto de 2012.

Resultados

Locais de coleta

Especies Trilha 1 Trilha 2 Trilha 3 Trilha 4 Total

J ) d ) d ) d ? d ) Total
Brumptomyia avellari 2 0 0 0 2 2 1 0 5 2 7
Brumptomyia brumpti 2 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2
Evandromyia cortelezzii 0 0 0 0 7 0 0 0 7 0 7
Evandromyia evandroi 3 0 0 0 3 0 1 0 7 0 7
Evandromyia lenti 19 12 8 9 18 12 41 35 86 68 154
Evandromyia sallesi 1 0 1 0 2 0 0 0 4 0 4
Evandromyia sp. 0 0 0 2 1 0 4 4
Evandromyia spelunca 5 18 1 8 38 160 35 136 79 322 401
Evandromyia termitophila 4 19 1 5 1 3 1 2 7 29 36
Lutzomyia cavernicola 0 10 0 11 11 720 1 285 12 1026 1038
Lutzomyia ischnacantha 5 3 2 2 102 121 54 94 163 220 383
Lutzomyia longipalpis 26 19 5 7 1 3 9 12 41 41 82
Lutzomyia renei 3 0 9 1 383 100 270 66 665 167 832
Lutzomyia sp. 0 1 0 0 0 38 0 0 0 39 39
Martinsmyia minasensis 3 4 5 17 206 774 118 440 332 1235 1567
Micropygomyia capixaba 1 27 0 35 6 48 7 97 14 207 221
Micropygomyia goiana 20 26 4 45 14 104 28 94 66 269 335
Micropygomyia longipennis 0 0 0 0 0 10 0 12 0 22 22
Micropygomyia peresi 35 26 63 32 79 71 137 42 314 171 485
Micropyogmyia quinquefer 0 0 1 0 1 0 2 0 2
Micropygomyia schreiberi 1 18 39 15 7 34 47 81
Micropygomyia sp. 0 0 0 9 0 3 0 13 13
Migonemyia migonei 0 0 0 1 1 0 0 2 1 3 4
Nyssomyia intermedia 35 119 7 14 2 2 2 4 46 139 185
Nyssomyia neivai 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2 2
Pintomyia misionensis 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Pintomyia serrana 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1
Psathyromyia (Foratiniella) sp. 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Psychodogypus ayrozai 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1
Scyopemyia sordellii 1 2 0 0 0 0 0 0 1 2 3

Total (%) 165 (36.1) 292 (63.9) 107 (36.2) 188 (63.8) 895 (28.7) 2218 (71.3) 722 (35.1) 1333 (64.9) 1889 (31.9) 4031(68.1) 5920 (100)
457 (7.73%) 295 (4.98) 3113 (52,58%) 2055 (34,71%)
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Figura 24: Distribuicdo dos flebotomineos capturados em cada trilha de coleta localizada na aldeia
Imbalbas, situada na Terra Indigena Xakriab4, MG, durante o periodo entre outubro de 2011 a
agosto de 2012.

A analise da riqueza de espécies nas trilhas indicou diferenca significativa
entre elas (Fs.20 = 7,1566; p<0,05). A trilha 2 apresentou menor riqueza especifica,
com 15 espécies de flebotomineos, enquanto nas trilhas 3 e 4 foram coletadas 20
espécies e a trilha 1, um total de 21 espécies (Tukey — p<0,05). N&o houve diferenca

para esta variavel entre as trilhas: 1x3, 1x4 e 3x4.

Ao comparar os ambientes amostrados que caracterizavam cada trilha: Trilha
1 e 2 - areas de mata; Trilha 3 - afloramento rochoso e Trilha 4 - area de transicao
(mata/afloramento rochoso) foi possivel verificar uma diferenca significativa na
riqueza entre estes ambientes (F2 35 = 11,882; p=0,00011). As trilhas localizadas em
areas de mata foram as que apresentaram menor riqgueza média (com 9,5 espécies).
Entretanto, ndo houve diferenca nessa variavel entre os ambientes de maior riqueza:

rochoso e o de transicao (Figura 25).
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Figura 26: Relacdo entre abundancia de flebotomineos e ambientes de coleta na Aldeia Imbaubas,
durante o periodo de estudos (F,,; = 7,0678; p<0,05).

As temperaturas médias durante o periodo de estudos variaram entre 24,2°C
e 25,9°C. A umidade relativa do ar variou entre 50,7% e 79,3% enquanto os valores
totais de precipitacdo pluviométrica mensal variaram entre 0,0 mm3 e 147,8 mm3 ao
més. Apesar disso, durante o periodo de estudos ndo foi possivel constatar
correlacdes entre as variaveis climaticas e a abundancia e riqueza de espécies de

flebotomineos entre os meses de coleta.

Considerou-se como estacdo seca as coletas referentes aos meses de
abril/2012, junho/2012 e agosto/2012 cuja precipitacdo pluviométrica mensal foi de
6,4 mms3, 4 mm3 e 0 mm3 respectivamente e como estacdo chuvosa as coletas
referentes aos meses de outubro/2011, dezembro/2011 e fevereiro/2012, nos quais
a precipitacdo pluviométrica mensal foi de 89,5 mms3, 147,8 mm3 e 20,2 mm3
respectivamente. As analises mostraram que ndo houve diferenca significativa no
namero de espécies entre as estacdes, como mostrado na Figura 27 (F1,3=0,04932;
p=0,82551). Apesar disso, foi possivel notar uma diferenca significativa na

abundéancia de flebotomineos entre as estacdes, ou seja, a estacdo chuvosa foi a de
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Ao comparar a densidade de flebotomineos por sexo durante as estacdes
climaticas estabelecidas (chuvosa e seca) foi possivel constatar uma diferenca
significativa no numero de machos e fémeas entre as estacdes (Fi136=8,7494;
p=0,00544). As fémeas foram mais abundantes do que os machos nas duas
estacoes, porém a ocorréncia de individuos fémeas foi maior na estacdo chuvosa
(Figura 29). Apesar disso, ndo houve diferenca significativa no nimero de espécies
para machos e fémeas entre as estacdes (F;36=2,6521; p=0,11214), conforme

observa-se na Figura 30.
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Figura 29 : Relacdo entre estacdes climaticas e abundancia de flebotomineos por sexo na aldeia
Imbalbas durante o periodo de estudos (F; 36=8,7494; p=0,00544).
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Figura 30: Relacdo entre estagbes climéaticas e riqgueza de flebotomineos por sexo na aldeia
Imbalbas durante o periodo de estudos (F; 36=2,6521; p=0,11214).

A Tabela 6 mostra 0 namero total e porcentagem representativa de cada
espécie capturada nas trilhas de coleta durante o periodo de estudos, de modo que
€ possivel notar a distribuicdo diferenciada da fauna de flebotomineos entre as
trilhas.
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Tabela 6: Numero total e porcentagem representativa dos flebotomineos capturados nas trilhas de coleta durante o periodo de estudos na Aldeia Imbaubas.

Resultados

Locais de coleta

.. o
Especies Trilha 1 (%) Trilha 2 (%) Trilha 3 (%) Trilha 4 (%) Total (A)
Brumptomyia avellari 2 (28.6) 0 (0) 4 (57.1) 1(14.3) 7 (100)
Brumptomyia brumpti 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (100)
Evandromyia cortelezzii 0 (0) 0 (0) 7 (100) 0 (0) 7 (100)
Evandromyia evandroi 3 (42.9) 0 (0) 3 (42.9) 1(14.2) 7 (100)
Evandromyia lenti 31(20.1) 17 (11.2) 30 (19.4) 76 (49.3) 154 (100)
Evandromyia sallesi 1(25) 1(25) 2 (50) 0 (0) 4 (100)
Evandromyia sp. 1(25) 0 (0) 2 (50) 1(25) 4 (100)
Evandromyia spelunca 23 (5.7) 9(2.4) 198 (49.3) 171 (42.6) 401 (100)
Evandromyia termitophila 23 (63.8) 6 (16.6) 4(11.1) 3 (8.5) 36 (100)
Lutzomyia cavernicola 10 (1.0) 11 (1.1) 731 (70.4) 286 (27.5) 1038 (100)
Lutzomyia ischnacantha 8 (2.0) 4(1.2) 223 (58.2) 148 (38.6) 383 (100)
Lutzomyia longipalpis 45 (54.9) 12 (14.6) 4 (4.9) 21 (25.6) 82 (100)
Lutzomyia renei 3(0.1) 10 (1.2) 483 (58.2) 336 (40.5) 829 (100)
Lutzomyia sp. 1(2.6) 0 (0) 38 (97.4) 0 (0) 39 (100)
Martinsmyia minasensis 7 (0.5) 22 (1.4) 980 (62.5) 558 (35.6) 1567 (100)
Micropygomyia capixaba 28 (12.8) 35(15.8) 54 (24.4) 104 (47) 221 (100)
Micropygomyia goiana 46 (13.8) 49 (14.6) 118 (35.2) 122 (36.4) 335 (100)
Micropygomyia longipennis 0 (0) 0 (0) 10 (45.5) 12 (54.5) 22 (100)
Micropygomyia peresi 61 (12.6) 95 (19.6) 150 (30.9) 179 (36.9) 485 (100)
Micropyogmyia quinquefer 0 (0) 0 (0) 1(50) 1 (50) 2 (100)
Micropygomyia schreiberi 0 (0) 2 (2.5) 57 (70.4) 22 (27.1) 81 (100)
Micropygomyia sp. 1(7.8) 0 (0) 9 (69.2) 3 (23) 13 (100)
Migonemyia migonei 0 (0) 1 (25) 1(25) 2 (50) 4 (100)
Nyssomyia intermedia 154 (83.2) 21(11.4) 4(2.1) 6(3.3) 185 (100)
Nyssomyia neivai 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (100)
Pintomyia misionensis 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100)
Pintomyia serrana 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(100) 1 (100)
Psathyromyia (Foratiniella) sp. 1(100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100)
Psychodogypus ayrozai 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(100) 1 (100)
Scyopemyia sordellii 3 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (100)
Total (%) 457 (7.73) 295 (4.98) 3113 (52,58) 2055 (34,71) 5920 (100)
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A Figura 31 representa uma andlise multivariada na qual € possivel comparar

a composicdo da fauna de flebotomineos entre os ambientes amostrados (mata,

ambiente rochoso e mata de transicdo) e as esta¢cfes climaticas (chuvosa e seca).

No plano vertical do grafico é possivel diferenciar a fauna de insetos entre o0s

ambientes, de modo que as areas de mata apresentam uma fauna flebotominica

caracteristica. Ao tracar uma linha vertical imaginéaria a partir do ponto zero do eixo X

€ possivel perceber que todas as regides de mata (trilhas 1 e 2) estdo separadas

das regides de mata de transicao (trilha 4) e ambiente rochoso (trilha 3). Uma Unica

excecado é a trilha 2 da estacdo seca que esta localizada no plano inferior esquerdo

do mapa agrupada com areas de mata de transicao e ambiente rochoso. Entretanto,

nesse plano de analise ndo é possivel observar uma separacgéo nitida entre fauna de

ambiente rochoso e mata de transicao.
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Figura 31: Analise multivariada comparando a composi¢do da fauna de flebotomineos entre os
ambientes amostrados (mata, ambiente rochoso e mata de transicdo) e as estacdes climaticas
(chuvosa e seca). Destaque para a separacdo dos ambientes.

77



Resultados

Quando se traca uma linha horizontal a partir do ponto zero do eixo Y (Figura
32) é possivel diferenciar a fauna de flebotomineos entre as estagfes chuvosa
(acima da linha) e seca (abaixo da linha). E possivel notar a presenca de dois pontos
na parte superior da linha correspondentes as trilhas 1 e 2 pertencentes a estacao
seca. Estes pontos fora do padrdo, indicam que a composi¢cdo faunistica destas
localidades em um determinado periodo da estacdo seca mostrou-se mais
semelhante a fauna de flebotomineos correspondente a estacdo chuvosa. Da
mesma forma é possivel notar a presenca de dois pontos na parte inferior da linha
correspondentes as trilhas 1 e 2 pertencentes a estacdo chuvosa cuja composi¢céo
faunistica se mostrou mais semelhante as faunas de flebotomineos correspondentes

a estacao seca.
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Figura 32: Analise multivariada comparando a composi¢do da fauna de flebotomineos entre os
ambientes amostrados (mata, ambiente rochoso e mata de transicdo) e as estacdes climaticas
(chuvosa e seca). Destaque para a separacgéo das estagoes.
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5.3 Analise descritiva das principais espécies de f  lebotomineos coletadas nos
diferentes ecotopos

Somadas as capturas realizadas no peridomicilio das casas e nas trilhas
durante o periodo de estudos foram coletados 8.046 flebotomineos. O numero de

flebotomineos capturados por espécie e sexo é apresentado na Tabela 7.

Foram identificadas vinte e oito espécies pertencentes a onze géneros:
Brumptomyia, Evandromyia, Lutzomyia, Martinsmyia, Micropygomyia, Migonemyia,
Nyssomyia, Pintomyia, Psathyromyia, Psychodopygus e Sciopemyia. As espécies
capturadas foram Brumptomyia avellari, Brumptomyia brumpti, Evandromyia
cortelezzii, Evandromyia evandroi, Evandromyia lenti, Evandromyia sallesi,
Evandromyia spelunca, Evandromyia termitophila, Lutzomyia cavernicola, Lutzomyia
ischnacantha, Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia renei, Martinsmyia minasensis,
Micropygomyia capixaba, Micropygomyia goiana, Micropygomyia longipennis,
Micropygomyia peresi, Micropygomyia quinquefer, Micropygomyia schreiberi,
Migonemyia migonei, Nyssomyia intermedia, Nyssomyia neivai, Nyssomyia
whitmani, Pintomyia misionensis, Pintomyia serrana, Psychodopygus ayrozai,

Sciopemyia sordellii além de um exemplar do género Psathyromyia.
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Tabela 7: Distribui¢do dos flebotomineos por sexo, capturadas durante o periodo de estudos, na aldeia Imbaubas, Terra Indigena Xakriaba, MG.

Resultados

Espécies

Locais de coleta

Total

Trilhas Peridomicilio
? (%) 3 (%) Total ?(%) 3 (%) Total ?(%) 3 (%) Total
Brumptomyia avellari 2(28.5) 5 (71.5) 7 19 (48.7) 20 (51.3) 39 21 (45.6) 25 (54.4) 46
Brumptomyia brumpti 0(0) 2 (100) 2 0(0) 0(0) 0 0(0) 2 (100) 2
Evandromyia cortelezzii 0(0) 7 (100) 7 7 (63.6) 4 (36.4) 11 7 (38.8) 11 (61.2) 18
Evandromyia complexo cortelezzii 0(0) 0(0) 0 22 (100) 0(0) 22 22 (100) 0(0) 22
Evandromyia evandroi 0(0) 7 (100) 7 0(0) 0(0) 0 0(0) 7 (100) 7
Evandromyia lenti 68 (44.1) 86 (55.9) 154 31 (60.7) 20 (39.3) 51 99 (48.2) 106 (51.8) 205
Evandromyia sallesi 0(0) 4 (100) 4 2 (50) 2 (50) 4 2 (25) 6 (75) 8
Evandromyia sp. 4 (100) 0(0) 4 0(0) 0(0) 0 4 (100) 0(0) 4
Evandromyia spelunca 322 (80.2) 79 (19.8) 401 5(83,3) 1(16,7) 6 327 (80.3) 80 (19.7) 407
Evandromyia termitophila 29 (80.5) 7 (19.5) 36 3(50) 3(50) 6 32 (76.1) 10 (23.9) 42
Lutzomyia cavernicola 1026 (98.8) 12 (1.2) 1038 0(0) 0(0) 0 0(0) 12 (100) 1038
Lutzomyia ischnacantha 220 (57.4) 163 (42.6) 383 18 (72) 7 (28) 25 238 (58.3) 170 (41.7) 408
Lutzomyia longipalpis 41 (50) 41 (50) 82 542 (49,9) 544 (50.1) 1086 583 (49.9) 585 (50.1) 1168
Lutzomyia renei 167 (19.7) 665 (80.3) 832 33(97) 1(3) 34 197 (22.8) 666 (77.2) 866
Lutzomyia sp. 39 (100) 0(0) 39 27 (65,8) 14 (34.2) a1 66 (82.5) 14 (17.5) 80
Martinsmyia minasensis 1235 (78.8) 332(21.2) 1567 1 (100) 0 (0) 1 1236 (78.8) 332 (21.2) 1568
Micropygomyia capixaba 207 (93.6) 14 (6.4) 221 3(50) 3(50) 6 210 (92.5) 17 (7.5) 227
Micropygomyia goiana 269 (80.2) 66 (19.8) 335 39 (60,9) 25(39,1) 64 308 (77.1) 91 (22.9) 399
Micropygomyia longipennis 22 (100) 0(0) 22 0(0) 0(0) 0 22 (100) 0(0) 22
Micropygomyia peresi 171 (35.2) 314 (64.8) 485 12 (85,7) 2 (14,3) 14 183 (36.6) 316 (63.4) 499
Micropygomyia schreiberi 47 (58) 34 (42) 81 0(0) 0(0) 0 47 (58) 34 (42) 81
Micropygomyia sp. 13 (100) 0(0) 13 0(0) 0(0) 0 13 (100) 0(0) 13
Micropygomyia quinquefer 0(0) 2 (100) 2 2 (100) 0(0) 2 2 (50) 2 (50) 4
Migonemyia migonei 3 (75) 1(25) 4 8(29,6) 19 (70,4) 27 11 (35.4) 20 (64.6) 31
Nyssomyia intermedia 139 (75.1) 46 (24.9) 185 605 (89,4) 71 (10,6) 676 744 (86.4) 117 (13.6) 861
Nyssomyia neivai 2 (100) 0(0) 2 0(0) 0(0) 0 2 (100) 0(0) 2
Nyssomyia whitmani 0(0) 0(0) 0 3 (60) 2 (40) 5 3 (60) 2 (40) 5
Pintomyia misionensis 1 (100) 0(0) 1 0(0) 0(0) 0 1(100) 0(0) 1
Pintomyia serrana 1(100) 0(0) 1 3(75) 1(25) 4 4 (80) 1(20) 5
Psathyromyia (Foratiniella) sp. 1 (100) 0(0) 1 0(0) 0(0) 0 1 (100) 0(0) 1
Psychodopygus ayrozai 0(0) 1 (100) 1 0(0) 0(0) 0 0 (0) 1 (100) 1
Scyopemyia sordellii 2 (66.7) 1(33.3) 3 0(0) 2 (100) 2 2 (40) 3 (60) 5
Total 4031 (68) 1889 (32) 5920 1385 (65,1) 741 (34,9) 2126 5413 (67.3) 2630 (32.7) 8046
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A coleta de flebotomineos no peridomicilio foi realizada no periodo entre
julho/08 e julho/09 e a coleta nas trilhas entre outubro/11 e agosto/12, e por terem
ocorrido em épocas diferentes ndo foi possivel comparar estatisticamente a

abundéancia e rigueza de flebotomineos entre estes ambientes.

Durante as coletas no peridomicilio, foi possivel amostrar 2126
espécimes de flebotomineos (26,4%) pertencentes a dezenove espécies (67,8%) e
nove géneros sendo Brumptomyia brumpti, Evandromyia evandroi, Lutzomyia
cavernicola, Micropygomyia longipennis, Micropygomyia schreiberi, Nyssomyia
neivai, Pintomyia misionensis, Psathyromyia sp. e Psychodopygus ayrozai as
espécies cuja presenca nao foi registrada neste ambiente. Por outro lado, nas trilhas
de coleta um total de 5920 espécimes (73,6%) pertencentes a vinte e sete espécies
(96,4%) e onze géneros foram coletados. Cabe ressaltar que Ny. whitmani foi a

Unica espécie cuja presenca nao foi amostrada neste ambiente.

A proporcao entre os flebotomineos machos e fémeas se manteve proxima
nos diferentes ambientes. Nas trilhas, cerca de 68% do total de flebotomineos
coletados foram individuos fémeas, enquanto no peridomicilio, este numero foi de
65,1% o que confere um total global de 67,3% para as fémeas e 32,7% para 0s

machos (Figura 33).
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Figura 33: Porcentagem de flebotomineos capturados por sexo, nos diferentes ecotopos na aldeia
Imbalbas, Terra Indigena Xakriaba, MG.
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Com relacdo as espécies de vetores incriminados das leishmanioses
observou-se que a maior densidade destas espécies ocorreu no peridomicilio. Para a
espécie Lu. longipalpis, 92,98% dos espécimes foram coletados no ambiente
peridomiciliar e apenas 7,02% nas trilhas. Enquanto, Ny. intermedia 78,52% foram
capturados no peridomicilio e 21,48% nas trilhas. Além disso, espécies como Ny.
neivai e Ny. whitmani, tiveram suas presencas registradas em menor nidmero nas

trilhas e no peridomicilio respectivamente.

5.4 Estudo de infec¢do natural em fémeas de fleboto  mineos capturadas no

peridomicilio

As 729 (52,6%) fémeas ndo alimentadas referentes aos segundos e terceiros
dias de coleta de cada més (julho/2008; setembro/2008; novembro/2008;
janeiro/2009; abril/2009 e julho/2009) foram submetidas a pesquisa de DNA de
Leishmania através da técnica de PCR dirigida ao alvo itsl, como observado na
Tabela 8. As fémeas submetidas a analise molecular foram agrupadas em 263
amostras ou "pools"”, conforme observa-se na Tabela 9. Com a realizagdo da itsl-
PCR e subsequente eletroforese em gel de agarose 1,5% néao foi possivel identificar
a presenca do fragmento de 300-350 pb que caracteriza a amostra como positiva
para Leishmania. Partindo deste resultado, foi utilizada a Nested PCR dirigida a uma
regidao do gene SSUrRNA. Este alvo foi escolhido por apresentar maior sensibilidade
da técnica em relacdo a regido intergénica its1 (Schoénian et al., 2003).
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Tabela 8: Fémeas de flebotomineos capturadas no peridomicilio das casas, referente ao segundo e terceiro dia, utilizadas no estudo de infecgdo natural por Leishmania, durante o periodo de estudos.

Campanhas de coleta

Espécies Total
Jul-08 Set-08 Nov-08 Jan-09 Abr-09 Jul-09

Brumptomyia avellari 0 0 2 0 0 1 3
Evandromyia lenti 2 6 5 0 3 1 17
Evandromyia cortelezzii 0 6 0 0 1 0 7
Evandromyia sallesi 1 1 0 0 0 0 2
Evandromyia spelunca 0 0 4 0 0 1 5
Evandromyia termitophila 0 0 0 0 0 1 1
Lutzomyia longipalpis 2 134 99 9 11 33 288
Lutzomyia ischnacantha 0 5 3 0 2 0 10
Lutzomyia renei 0 5 0 0 1 0 6
Martinsmyia minasensis 0 0 1 0 0 0 1
Micropygomyia capixaba 0 0 0 0 1 0 1
Micropygomyia goiana 0 4 8 0 1 1 14
Micropygomyia peresi 0 0 3 0 1 1 5
Migonemyia migonei 0 0 2 0 0 2 4
Nyssomyia intermedia 114 85 19 1 55 87 361
Nyssomyia whitmani 0 1 0 0 1 0 2
Pintomyia serrana 0 0 2 0 0 2

Total 119 247 146 10 77 128 727
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Tabela 9: NUmero de fémeas de flebotomineos analisadas, por espécie, de acordo com o nimero de espécimes presente em cada amostra processada.

Resultados

N2 de espécimes por amostra

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
N2 de amostras

Brumptomyia avellari 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Evandromyia lenti 14 1 0 0 0 0 0 0 0 0 15
Evandromyia cortelezzii 4 1 1 0 0 0 0 0 0 0 6
Evandromyia sallesi 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Evandromyia spelunca 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Evandromyia termitophila 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Lutzomyia longipalpis 73 12 4 3 2 2 2 2 0 11 111
Lutzomyia ischnacantha 6 0 0 1 0 0 0 0 0 0 7
Lutzomyia renei 5 0 0 0 1 0 0 0 0 0 6
Martinsmyia minasensis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Micropygomyia capixaba 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Micropygomyia goiana 9 2 0 0 0 0 0 0 0 0 11
Micropygomyia peresi 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
Migonemyia migonei 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Nyssomyia intermedia 39 7 4 5 5 2 1 2 2 19 86
Nyssomyia whitmani 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Pintomyia serrana 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2

Total 171 23 9 9 8 4 3 4 2 30 263
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A presenca do fragmento de 353pb originado pela reacdo de Nested PCR
dirigida a uma regido do gene SSUrRNA foi observada em 11 amostras (Figura 34),
sendo quatro pertencentes a espécie Ny. intermedia, duas a Lu. renei e Lu.
longipalpis e uma amostra de cada uma das seguintes espécies: Lu. ischnacantha,

Mi. goiana e Ev. lenti.

Figura 34 : Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio, mostrando os produtos amplificados
da reac@o de Nested PCR realizada com fémeas de flebotomineos coletadas no peridomicilio das
casas da aldeia Imbaubas, na Terra Indigena Xakriab4, MG. Canaletas: PM - peso molecular de
100pb; CP1 - controle positivo de Le. amazonensis; CP2 - controle positivo de Le. braziliensis; CP3 -
controle positivo de Le. infantum; CP4 - controle positivo de Le. guyanensis; 01 a 11 - amostras de
flebotomineos; CN - controle negativo.

Para a identificacdo da espécie de Leishmania, utilizou-se a técnica do
sequenciamento genético. Em nove (81,8%) das onze amostras positivas, esta
técnica permitiu caracterizar as espécies Leishmania braziliensis, Leishmania
guyanensis, Leishmania amazonensis e Leishmania infantum nas fémeas de
flebotomineos infectadas. Desta maneira, foram encontradas duas amostras de Ny.
intermedia positivas para Leishmania braziliensis, uma amostra positiva para Le.
infantum e uma positiva para Le. amazonensis. As amostras de Lu. longipalpis foram
positivas para Le. infantum e Le. (Viannia) sp. As amostras provenientes de Ev. lenti
e Lu. Ischnacantha foram positivas para Le. infantum e, além disso, foi possivel
identificar uma amostra de Mi. goiana e uma de Lu. renei positivas para Le.
guyanensis e outra amostra de Le. renei positiva para Le. (Viannia) sp. A Tabela 10
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representa todos os resultados de infeccdo natural por Leishmania nos

flebotomineos coletados no peridomicilio descritos de forma detalhada.

A taxa minima de infeccdo flebotominea para as amostras coletadas no
peridomicilio das casas localizadas na aldeia Imbaubas durante o periodo de
estudos foi de 4,1%. Para Ny. intermedia, espécie vetora de Le. braziliensis, a taxa
de positividade foi de 4,6% (4/86) e para Lu. longipalpis, principal espécie vetora de
Le. infantum a taxa de infeccdo foi de 1,8% (2/111). As demais espécies positivas
tiveram as seguintes taxas de infec¢do: Lu. ischnacantha 14,2% (1/7), Ev. lenti 6.6%
(1/15), Lu. renei 33,3% (2/6) e Mi. goiana 9% (1/11).

A maior parte das infec¢des naturais encontradas nos flebotomineos foi por
Le. infantum (36,4%). Entretanto, ao se agrupar as especies de Leishmania

causadoras da forma tegumentar da doenca observa-se o alto indice de 63,6%.

86



Resultados

Tabela 10: Resultado da infecgdo natural de fémeas de flebotomineos coletados no peridomicilio das casas, durante o periodo de estudos na aldeia Imbaubas, Terra Indigena Xakriaba, MG.

Fémeas utilizadas Amostras positivas ~ Amostras positivas  Amostras positivas  Amostras positivas Amostras positivas
Espécies paraoestudode  Amostras positivas para para para para para
infecgdo natural Le. braziliensis Le. guyanensis Le. infantum Le. amazonensis Le. (Viannia) sp.
Evandromyia lenti 17 1 0 0 1 0 0
Lutzomyia longipalpis 288 2 0 0 1 0 1
Lutzomyia ischnacantha 10 1 0 0 1 0 0
Lutzomyia renei 6 2 0 1 0 0 1
Micropygomyia goiana 14 1 0 1 0 0 0
Nyssomyia intermedia 361 4 2 0 1 1 0
Total 696 11 2 2 4 1 2
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A figura 35 apresenta a distribuicAo das espécies de flebotomineos
encontradas infectadas por Leishmania segundo o ponto de coleta pelo estimador de
densidade de Kernel. E possivel notar a presenca de hotspots que indicam uma
maior prevaléncia de insetos positivos durante o periodo de estudos em

determinadas regides da aldeia Imbaubas.

' Aldeia indigena Imbaubas
Kernel Infection Density

o Value
P High : 8.8939e+007
O B Low: 0
o 0 05 1 2

Km

Figura 35: Estimador de densidade de Kernel atribuido aos locais onde foi possivel encontrar
flebotomineos positivos no peridomicilio das casas localizadas na aldeia Imbaudbas, Terra Indigena

Xakriaba.
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5.5 Estudo de infeccdo natural em fémeas de fleboto  mineos capturadas nas
trilhas

As 4031 fémeas capturadas durante o periodo de coletas sistematizadas nas
trilhas (outubro/11; dezembro/11; fevereiro/12; abril/12; junho/12 e agosto/12) foram
submetidas a pesquisa de DNA de Leishmania utilizando a PCR dirigida ao alvo its1,
como observado na Tabela 11. As fémeas submetidas a analise molecular foram

agrupadas em 1.026 amostras ou "pools", conforme observa-se na Tabela 12.
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Tabela 11: Fémeas de flebotomineos capturadas nas trilhas de coleta utilizadas no estudo de infecgdo natural por Leishmania durante o periodo de estudos.

Resultados

Meses de coleta

Especies Outubro/11 Dezembro/11 Fevereiro/12 Abril/12 Junho/12 Agosto/12 Total
Brumptomyia avellari 1 0 0 0 1 0 2
Evandromyia lenti 10 7 5 18 25 3 68
Evandromyia sp. 4 0 0 0 0 0 4
Evandromyia spelunca 50 43 84 63 51 31 322
Evandromyia termitophila 10 1 0 2 13 3 29
Lutzomyia cavernicola 0 279 67 134 447 203 1026
Lutzomyia ischnacantha 6 64 40 41 59 10 220
Lutzomyia longipalpis 4 1 2 5 28 1 41
Lutzomyia renei 5 28 0 134 0 0 167
Lutzomyia sp. 39 0 0 0 0 0 39
Martinsmyia minasensis 559 234 341 64 37 0 1235
Micropygomyia capixaba 0 114 45 48 0 0 207
Micropygomyia goiana 96 29 9 74 45 16 269
Micropygomyia longipennis 8 12 0 0 2 0 22
Micropygomyia peresi 37 34 33 57 10 0 171
Micropygomyia schreiberi 0 0 0 2 10 35 47
Micropygomyia sp. 12 0 0 0 1 0 13
Migonemyia migonei 2 0 1 0 0 0 3
Nyssomyia intermedia 9 6 42 42 39 1 139
Nyssomyia neivai 0 0 0 0 2 0 2
Pintomyia misionensis 0 0 0 1 0 0 1
Pintomyia serrana 0 0 0 1 0 0 1
Psathyromyia (Foratiniella) sp. 0 0 1 0 0 0 1
Scyopemyia sordellii 0 0 0 1 1 0 2
Total 852 852 670 687 771 100 4031
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Tabela 12: Nimero de fémeas de flebotomineos analisadas, por espécie, de acordo com o numero de espécimes presente em cada amostra processada.

Resultados

N2 de espécimes por amostra

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
N2 de amostras
Brumptomyia avellari 2 0 0 0 0 0 0 0 2
Evandromyia lenti 28 5 3 2 1 1 0 0 0 0 40
Evandromyia sp. 4 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Evandromyia spelunca 34 11 8 7 3 3 4 2 1 13 86
Evandromyia termitophila 16 2 0 1 0 0 0 0 0 20
Lutzomyia cavernicola 42 7 6 10 5 4 4 2 6 90 176
Lutzomyia ischnacantha 68 12 4 2 4 2 0 1 2 5 100
Lutzomyia longipalpis 19 3 4 1 1 0 0 0 0 0 28
Lutzomyia renei 24 6 1 2 1 2 1 0 2 1 40
Lutzomyia sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Martinsmyia minasensis 36 6 5 3 4 1 3 5 4 103 170
Micropygomyia capixaba 16 6 2 3 1 0 3 4 1 9 45
Micropygomyia goiana 55 12 9 3 2 4 3 2 1 98
Micropygomyia longipennis 7 2 1 0 0 0 0 1 0 11
Micropygomyia peresi 42 9 3 5 2 4 1 3 0 11 80
Micropygomyia schreiberi 6 2 4 0 1 1 0 0 0 2 16
Micropygomyia sp. 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13
Migonemyia migonei 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Nyssomyia intermedia 69 6 4 1 3 1 0 0 0 2 86
Nyssomyia neivai 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Pintomyia misionensis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Pintomyia serrana 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Psathyromyia (Foratiniella) sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Scyopemyia sordellii 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Total 492 88 56 39 29 23 19 20 17 243 1026

91



Resultados

A presenca do fragmento de 300-350 pb originado pela reacdo de PCR
dirigida ao alvo itsl1 foi observada em 12 amostras (Figura 36), sendo 5 pertencentes
a espécie Mt. minasensis, 3 a Ny. intermedia, 2 a Mi. peresi e uma amostra de cada

uma das seguintes espécies: Mi. capixaba e Ev. lenti.

PM 100pb  CP1 CP2 CP3 CP4 1 2 3 4 5 6 7 8 S 10 CN

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 36 : Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, mostrando produtos amplificados pela
PCR its1 de amostras de fémeas capturadas nas trilhas de coleta na aldeia Imbalbas, Terra Indigena
Xakriaba, MG. Canaletas: PM 100pb - peso molecular de 100pb; CP1 - controle positivo de Le.
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); CP2 - controle positivo de Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903),
CP3 - controle positivo de Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75), CP4 - controle positivos de Le.
guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); 1 a 10 - fémeas de flebotomineos e CN - controle negativo.

Para a identificacdo da espécie de Leishmania utilizou-se a técnica da PCR-
RFLP do alvo ITS1, utilizando a Haelll como enzima de restricdo e em todas
amostras positivas, esta técnica foi capaz de identificar a espécie de Leishmania
envolvida. Desta maneira, foram encontradas quatro amostras pertencentes as
espécies: Mt. minasensis, Ny. intermedia, Mi. peresi e Mi. capixaba carreando DNA
de Le. braziliensis, trés amostras pertencentes as espécies: Ev. lenti, Ny. intermedia
e Mi. peresi carreando DNA de Le. infantum e trés amostras pertencentes a Mt.
minasensis positivas para Le. guyanensis (duas) e uma positiva para Le.

amazonensis (Figura 37).
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Figura 37: Gel de agarose 4% corado com brometo de etidio, mostrando os perfis de restricdo
obtidos através da técnica de PCR-RFLP utilizando Haelll em amostras de fémeas capturadas nas
trilhas da aldeia Imbaubas, Terra Indigena Xakriaba, MG. Canaletas: PM 100pb - peso molecular de
100pb; CP1 - controle positivo de Le. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); CP2 - controle positivo de Le.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), CP3 - controle positivo de Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75),
CP4 - controle positivos de Le. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); 1 a 10 - fémeas de flebotomineos.

Os perfis de restricdo obtidos nas amostras 2 e 10 (Ny. intermedia e Mi.
peresi, respectivamente) apresentaram uma pequena variacdo com relacdo a
amostra 1 (Ev. lenti) e o controle de Le. infantum (Figura 37) o que também pode
ser observado nos perfis gerados antes da clivagem dos produtos com a enzima de
restricdo (Figura 36). Esta variacdo pode estar relacionada ao tamanho do
fragmento amplificado que varia de 300-350pb, podendo indicar uma possivel

variabilidade genética intraespecifica.

A taxa minima de infeccdo flebotominica para os resultados obtidos nas
trilhas de coleta durante o periodo de estudos foi de 1,1%. A maior parte das
infecgdes naturais encontradas foi por Le. braziliensis. Para Ny. intermedia, vetora
desta espécie de Leishmania a taxa de positividade foi de 2,3% (2/86). A infeccéo
por Le. braziliensis também foi encontrada em espécies de flebotomineos que nao
sao consideradas vetoras da mesma: Mt. minasensis apresentou 0,5% (1/170), Mi.
peresi 1,2% (1/80) e Mi. capixaba 2,2% (1/45).

Para a infeccdo natural por Le. infantum as taxas de positividade foram as
seguintes: Nyssomyia intermedia 1,1% (1/86), Ev. lenti 2,5% (1/40) e Mi. peresi
1,2% (1/80). Com relacédo a infeccdo por Le. guyanensis a taxa de infeccao foi de

1,7% para Mt. minasensis (3/170) e por fim a infeccdo por Le. amazonensis
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correspondeu a 0,5% (1/170) para a mesma espécie de flebotomineo. A tabela 13

apresenta estes resultados em detalhes.

Tabela 13: Resultado de infecgdo natural de fémeas de flebotomineos capturadas das trilhas de coleta, durante o periodo de estudos na aldeia Imbadbas, Terra Indigena Xakriabd, MG.

Fspécies Total de fémeas N de amostras N@ de amostra(s) N2 de amostra(s) N2 de amostra(s) N2 de amostra(s)
coletadas positivas com Le. broziliensis ~ com Le. guyanensis com Le. infantum ~ com Le. amazonensis

Evandromyia lenti 68 1 0 0 1 0
Martinsmyia minasensis 1235 5 1 3 0 1
Micropygomyia capixaba 207 1 1 0 0 0
Micropygomyia peresi m 2 1 0 1 0
Nyssomyia intermedia 139 3 2 0 1 0

Total 1820 12 5 3 3 1

A trilha namero 3 foi a que apresentou maior numero de fémeas positivas
para Leishmania com quatro amostras, que representam 33,3% do total de infec¢des
naturais. Em seguida, aparecem as trilhas 4 e 2 com trés amostras positivas em
cada (25% por trilha) e por fim a trilha 1, com duas amostras positivas, 16,7% do

total.

O mapa, representado pela Figura 38, mostra a aldeia Imbaubas, na Terra
Indigena Xakriaba, com o estimador de densidade de Kernel em relagdo as coletas
realizadas na trilhas. E possivel notar a presenca de hotspots que indicam uma
maior prevaléncia de insetos positivos durante o periodo de estudos em
determinadas regides da aldeia Imbaubas onde predominam os afloramentos
rochosos e vegetacéo de transicao, caracterizados pela trilha 3 e 4 respectivamente.
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Figura 38: Estimador de densidade de Kernel atribuido aos locais de registro de flebotomineos
positivos nas trilhas de coleta na aldeia Imbalbas, Terra Indigena Xakriaba.

O estimador de densidade de Kernel foi utilizado também a fim de avaliar a
presenca de hotspots quando foram plotados todos os dados relacionados a
infeccdo natural em flebotomineos nos ecétopos peridomicilio e trilhas. E possivel
notar a presenca de diversas regides onde a infeccdo natural foi mais registrada
(Figura 39). Estes locais estdo principalmente relacionados as regides préoximas as
trilhas, principalmente as trilhas 3 e 4, semelhante aos resultados apontados
anteriormente. Entretanto, € possivel notar a presenca de regides menos intensas,
porém numerosas por praticamente toda a area de estudos. Vale ressaltar que estas
regides, estdo relacionadas com as casas onde foram realizadas as coletas

entomoldgicas.
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Figura 39: Estimador de densidade de Kernel atribuido aos locais de registro de flebotomineos
positivos nas trilhas e no peridomicilio das casas da aldeia Imbaubas, Terra Indigena Xakriaba.

5.6 Correlacdo da infeccdo por Leishmania em flebotomineos e nos

hospedeiros vertebrados na Terra Indigena Xakriaba

O estimador de densidade de Kernel foi utilizado a fim de avaliar a presenca
de hotspots quando foram plotados todos os dados relacionados a presenca de
Leishmania proveniente dos hospedeiros silvestres, sinantrépicos e domeésticos,
além dos relatos de casos humanos de LTA e os resultados entomologicos aqui
obtidos. Na Figura 40 pode-se observar o resultado obtido com cada elemento do

ciclo de transmisséo e de forma conjunta, unificando os dados.

Com relacdo aos dados referentes aos caes € possivel notar a presenca de
diversos hotspots isolados, fato que se justifica devido ao fato de terem sido
encontrados cées naturalmente infectados por Leishmania em diversas casas
situadas na aldeia Imbaubas em estudos anteriores. Fato semelhante pode ser
observado com os dados provenientes de casos humano de LTA. Com relacdo aos
dados oriundos dos hospedeiros silvestres e sinantropicos e dos flebotomineos é
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possivel notar a presenca de hotspot em locais semelhantes, ambos situados sobre
as trilhas de coleta, especialmente sobre as trilhas 3 e 4. Esta simpatria pode ilustrar
uma adaptacao dos flebotomineos ao ambiente e principalmente uma relacéo intima
com possiveis reservatorios. Ainda com relacdo aos dados entomologicos, €
possivel notar a existéncia de pequenas regibes cuja infeccado foi evidenciada
(flebotomineos positivos no peridomicilio), de forma que algumas sobrepdem aos

dados de infeccdo humana e presenca de caes infectados.

De forma global, com a unificacdo dos dados, pode-se perceber novamente a
existéncia de uma regido mais propensa a infeccdo por Leishmania em uma éarea de
caracteristica silvestre (trilhas 3 e 4) e regibes com caracteristicas urbanizadas em
torno deste hotspot apresentando importancia epidemiolégica na transmissao das

leishmanioses.
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Figura 40: Estimador de densidade de Kernel atribuido aos locais onde foram registrados caes,
pequenos mamiferos, casos humanos de LTA e flebotomineos positivos na aldeia Imbaubas, Terra
Indigena Xakriaba.
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6 DISCUSSAO

6.1 Fauna Flebotominica

Descricoes da fauna flebotominica e estudos sobre o comportamento de
algumas espécies, geralmente de importancia médica conhecida, ja tem sido objeto
de varias investigacdes (Andrade Filho et al., 1997, Mayo et al., 1998, Rebélo et al.,
2001). Esses insetos sao frequentemente encontrados em ec6topos naturais, como
troncos de arvores, tocas de animais, folhas mortas, fendas rochosas (Arias &
Freitas, 1982; Aguiar et al. 1985; Alexander et al. 1992; Azevedo et al. 1993; Galati
et al., 2006), bem como em ambientes rurais e urbanos proximos a abrigos de
animais domeésticos e residéncias (Ryan & Brazil, 1984; Dourado et al., 1989; dos
Santos et al.,, 2003; Brazil et al., 2006; Michalsky et al., 2009). Considerando a
diversidade de ecotopos onde estes insetos podem ser encontrados, para o estudo
da fauna de uma regido é imperativo a pesquisa nos diferentes ambientes que
compdem o cenério da érea a ser estudada. Sendo assim, em nosso estudo fizemos
coletas em pontos localizados no peridomicilio das casas e em trilhas demarcadas
em area de formacdes florestais tipicas de cerrado, matas estacionais deciduais,

ambiente de cerrado sensu strictu e areas de transicao cerrado/caatinga.

A fauna de flebotomineos encontrada na aldeia Imbaubas, situada na Terra
Indigena Xakriaba mostrou-se bastante diversificada, com um total de vinte e oito
espécies coletadas pertencentes a onze géneros. O numero de espécies coletado
corresponde a 28,9% do total de 97 espécies de flebotomineos ja registradas em
Minas Gerais (Andrade & Dantas-Torres, 2010; Carvalho et al., 2011; Barata et al.
2012; Andrade & Galati, 2012).

Apesar das coletas no peridomicilio e nas trilhas terem sido feitas em
periodos diferentes, impossibilitando uma andlise estatistica comparativa entre 0s
ecotopos, algumas observacfes podem ser destacadas. Em relacdo a riqueza foi
observado um numero maior de espécies nas trilhas onde foi possivel registrar a
ocorréncia de vinte e sete espécies (96,4% do total), enquanto que no peridomicilio
foram amostradas dezenove espécies (67,8% do total). Este fato possivelmente se
deve a diversidade de ecotopos que compdem as trilhas selecionadas e aos habitos
ecléticos das espécies capturadas, uma vez que nas trilhas além da ocorréncia de

animais silvestres observa-se também a presenca constante de animais domésticos,
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como cées, galinhas e porcos. Além disso, o ambiente peridomiciliar apresenta um
maior grau de interferéncia humana o que provavelmente dificulta a adaptacédo de
algumas espécies de flebotomineos. Vale ressaltar que o peridomicilio das casas da
Terra Xakriaba tem caracteristicas rurais com a presenca de animais domésticos e
plantacdes de arvores frutiferas e graos o que propicia um ambiente com reflgios e
fonte alimentar para os flebotomineos e matéria organica necessaria para o
desenvolvimento das formas imaturas. Isto pode explicar o nimero significativo de
espécies (19) encontrado neste ecétopo o que geralmente ndo € observado nas

areas com caracteristicas estritamente urbanas.

Um fato interessante do nosso estudo é a predominancia das espécies Lu.
longipalpis e Ny. intermedia no ambiente peridomiciliar diferentemente do observado
nas trilhas onde estas espécies foram coletadas em pequeno nuamero. Estas
espécies estdo envolvidas na veiculacdo dos agentes etiolégicos da LV e LT
respectivamente em varias areas endémicas do Brasil (Rangel & Lainson, 2003;
Andrade-Filho et al. 2007).

Desde a década de 30, quando o ciclo da LV comecou a ser elucidado,
diversos autores tém comprovado a adaptabilidade de Lu. longipalpis a ambientes
modificados (Lainson & Rangel, 2005) bem como seu papel como elo essencial na
cadeia de transmissdo de Leishmania infantum. Sua presenga constante no
peridomicilio, alimentando-se com frequéncia em animais domésticos e
sinantrépicos, associada a sua antropofiia notavel contam a favor de sua
capacidade vetorial (Deane, 1956; Killick-Kendrick, 1990) e consequente
participacdo na dinamica de transmissdo da leishmaniose visceral em ambientes

peridomiciliares rurais e urbanos (Deane 1956, Lainson & Shaw 1979, 1998).

Nossos resultados estdo de acordo com o encontrado por outros autores em
estudos entomoldgicos realizados no norte do Estado de Minas Gerais, onde Lu.
longipalpis € apontada como espécie predominante (Dias et al., 2007; Monteiro et
al., 2005). E conhecido que existe uma correlacédo entre a densidade desta espécie
e as condicOes observadas no peridomicilio e que esta espécie € frequentemente
associada a presenca de animais domésticos (Forattini, 1960; Sherlock & Guitton,
1969; Quinnell & Dye, 1994; Camargo-Neves et al., 2001). Esta caracteristica
comportamental foi evidenciada neste estudo, uma vez que no peridomicilio das

casas era possivel encontrar animais como galinha, porco e caes.
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Com relagdo a Ny. intermedia, 78,5% dos espécimes foram coletados no
peridomicilio e o restante (21,5%) esteve praticamente restrito aos ambientes de
mata préxima as residéncias. Estes achados vao de acordo aos relatos de Forattini
(1953, 1960) no planalto Paulista e Rangel et al., (1999) em estudo realizado em
Mesquita (RJ), nos quais Ny. intermedia sensu lato esteve intimamente relacionada
a humanos, animais domésticos e sinantropicos, em uma variedade de habitats,
incluindo peridomicilio e regides de mata. Ja em 1922, Ny. intermedia sensu strictu
foi incriminada como vetor potencial de Le. braziliensis na cidade do Rio de Janeiro,
e a partir de entédo, evidéncias epidemiologicas acumuladas ao longo dos anos tém
sugerido que Ny. intermedia sensu lato € o principal transmissor do agente etiolégico
de LTA em areas endémicas no sudeste do Brasil (Forattini & Santos, 1952; Forattini
et al., 1972; Casanova et al. 1995; Marcondes et al. 1997; Cérdoba-Lanus et al.,
2006; Saraiva et al. 2009; Rangel & Lainson, 2009), principalmente por observar-se
a distribuicdo coincidente com a doenca no homem (Forattini, 1953; 1973; 1976;
Araujo-Filho, 1979; Gomes et. al., 1986; Rangel et al., 1986, 1990). Portanto, devido
a importancia epidemiologica comprovada deste taxon e a alta densidade
populacional encontrada principalmente no peridomicilio, este pode esta

participando do ciclo de transmissdo das leishmanioses na Terra Indigena Xakriaba.

Ainda com referéncia a aspectos epidemiolégicos das leishmanioses no
peridomicilio, a densidade elevada de vetores aumenta a possibilidade de
transmissao nesses locais (Deane & Deane 1962; Sherlock & Guitton, 1969; Brasil et
al., 1991; Andrade Filho et al., 2001; Souza et al., 2002; Margonari et al., 2004). A
presenca de abrigos de animais domeésticos e as condi¢cdes de higiene também
contribuem para a elevada densidade de L. longipalpis e Ny. intermedia nesses

ambientes (Ximenes et al., 1999).

Em Minas Gerais a distribuicdo de Ny. intermedia e Ny. neivai segue aguela
proposta por Marcondes et al. (1998). Ny. intermedia ocorre nas regides do Rio
Jequitinhonha, Vale do Rio Doce, Metallrgica e Zona da Mata, enquanto Ny. neivai
ocorre nas regides do Triangulo Mineiro e sul do estado. Nas regides do Alto e
Médio Sado Francisco e noroeste as duas espécies sao simpatricas. Estes dados
corroboram os resultados encontrados neste estudo, ja que a Terra Indigena
Xakriaba esta localizada na regiao norte do estado, no Médio Sao Francisco. Apesar
de Barata et al. (2008) relatarem apenas a presenca de Ny. intermedia em uma

localidade préxima a area de estudos, também na regido do Médio S&o Francisco,
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em nosso estudo foi possivel relatar a presenca de Ny. neivai mesmo que em

pequenas proporcdes.

Também merecem atencdo as espécies Ev. cortellezii, Ev. lenti, Ev. sallesi,
Ev. termitophila, Migonemyia migonei, Ny. neivai e Ny. whitmani, que apesar da
baixa densidade amostrada neste estudo, ja foram encontradas naturalmente
infectadas e até mesmo incriminadas como vetoras em diversas regides das
Ameéricas (Pita-Pereira et al. 2005; Andrade-Filho et al. 2007; Saraiva et al. 2009;
Carvalho et al. 2008) de modo que algumas delas podem estar envolvidas nos ciclos
de transmisséo das leishmanioses. Do ponto de vista epidemiologico, o encontro de
espécies como Lutzomyia cavernicola e Martinsmyia minasensis nao indica risco de
transmissdo da doenca ao homem por ndo serem incriminadas como espécies
vetoras de leishmanioses, porém devido a grande densidade populacional destas
espécies nas trilhas de coleta faz-se necessario conhecer aspectos a cerca dos
habitos ecoldgicos destas espécies que, eventualmente, podem fazer parte de um

possivel ciclo biolégico destes parasitos.

Na aldeia Imbaubas, uma pequena porcentagem de Ny. whitmani foi
capturada, e este numero se restringiu as coletas sistematizadas no peridomicilio
das casas, particularmente em residéncias situadas proximas a matas e com cultivo
de monocultura (principalmente bananas). Ja em 1960, Forattini sugeriu que esta
espécie era dependente de mata primaria, mas que poderia ser coletada, em varios
meses do ano, dentro das residéncias, em areas cuja mata ainda estava mais
preservada. Ainda que possa estar presente na mata em incidéncia muito baixa, é
fato concreto que Ny. whitmani predomina no peridomicilio, onde, possivelmente,
estd se criando e praticando hematofagia no homem e em animais domésticos
(Mayrink et al., 1979; Passos et al.,, 1991; Rangel & Lainson, 2003). Em outro
estudo, Forattini (1960) relata a coexisténcia de Ny. whitmani e Ny. intermedia sensu
lato em areas recentemente invadidas pelo homem e a predominancia da segunda

espécie a medida que aumentam as alteragcdes no meio ambiente.

Apesar de ter sido coletada em pequeno numero, € necessario destacar a
ocorréncia de Ev. lenti tanto no peridomicilio quanto nas trilhas de coleta. De acordo
com as observacfes de Deane & Deane (1957) um numero reduzido desta espécie
foi encontrada no peridomicilio fora de abrigos naturais e a grande parte com habito
intradomiciliar. Sherlock (1957) opina que esta espécie deve ser “semi-domeéstica”,

criando nas redondezas das habitacGes, sendo encontrada pela manha repousando
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dentro de domicilios e em galinheiros e procurando se alimentar de pessoas e
animais domeésticos desde o crepusculo. Estas observages foram confirmadas pelo
mesmo autor em 1996 em Jacobina (BA) onde foi verificado Ev. lenti picando o
homem, cavalos e cées, além de ter sido encontrada naturalmente infectada por
promastigotas. Apesar desses relatos, Brazil et al., (1997) em estudo realizado sobre
a biologia desta espécie utilizando uma populacdo de Minas Gerais, declararam que
a mesma ndo apresenta habitos antropofilicos e é refratéria ao desenvolvimento de
Leishmania sp. Recentemente foi relatada sua infeccdo natural por Le. braziliensis
em avaliagdo utilizando técnicas de biologia molecular (Xavier, 2007, Margonari et
al., 2010, Paiva et al.,, 2010). Assim, o possivel papel epidemiologico de Ev. lenti
precisa ser melhor esclarecido, visto que sua infeccdo natural foi reportada neste

estudo tanto no peridomicilio quanto em areas de mata.

A trilha que apresentou maior densidade de flebotomineos foi a trilha 3
caracterizada como area de afloramento rochoso com pouca vegetacdo formada
principalmente de cactaceas Durante o periodo de estudos foram capturados 3113
flebotomineos neste local, que representa 52,5% do total amostrado nas trilhas e
38,7% de toda a fauna flebotominica coletada. Além disso, somente nesta trilha
foram coletadas 20 espécies que representam 71,4% da rigueza amostrada. Este
fato deve-se principalmente a composicdo do ambiente que € formado por
afloramentos rochosos verticais, formando verdadeiras crateras no solo, mantendo a
temperatura e umidade relativamente estaveis, tornando-se propicias a reproducao
e estabelecimento de diferentes espécies de animais vertebrados, como pequenos e
médios roedores e quirépteros, que podem servir de fonte alimentar para o0s
flebotomineos. Todavia, as areas predominantemente compostas por matas (trilhas
1 e 2), foram responsaveis por cerca de 70,9% da populacdo de Lutzomyia
longipalpis e 94,6% da populagcdo de Ny. intermedia amostradas nas trilhas,
denotando uma maior importancia epidemioldgica visto que a ocorréncia das

principais espécies vetoras foram praticamente restritas a estes ambientes.

Ainda com referéncia aos dados entomoldgicos obtidos na trilha 3, algumas
espécies coletadas estdo entre as cerca de 60 espécies citadas como
predominantemente troglofilas ou adaptadas a ambientes rochosos, sdo elas:
Brumptomyia avellari; Evandromyia spelunca; Lutzomyia cavernicola; Lutzomyia
longipalpis; Lutzomyia renei; Martinsmyia minasensis; Micropygomyia goiana,;

Micropygomyia peresi e Micropygomyia quinquefer (Williams, 1976; Lugo et
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al., 1991; Young & Duncan, 1994; Galatiet al., 1996; Galati& Nunes, 1999;
CIPA Group, 1999, Carvalho et al., 2011). A predominancia de Mt. minasensis
(31,4% do total coletado neste ambiente) merece atengdo, uma vez que a
alimentacdo e os habitos desta espécie sdo pouco conhecidos, podendo estar
intimamente relacionada a roedores. Outro aspecto que corrobora este ponto de
vista € que a espécie em questao pertence ao género Martinsmyia, cuja espécie Mt.
gasparviannai, é sabidamente atraida por roedores (Falqueto et al., 1985). Além
disso, (Galati et al., 2003) em estudo realizado no Mato Grosso do Sul, sugere que

Mt. oliveirai, outra espécie deste taxon, também seja atraida por roedores.

Em relacdo as espécies do género Micropygomyia cuja ocorréncia ndo se
restringiu as regides rochosas, ndo apresentam caracteristicas em seu
comportamento que as associem a transmissdo das leishmanioses. Este grupo €&
dotado de labroepifaringe muito curta, e provavelmente se alimente de animal de
sangue frio, como sugere Young e Duncan (1994). O encontro de Mi. peresi foi
relatado em gaiola com a isca representada por um lacertideo (lagartixa), e em

espaco entre pedras e fendas de rochas (Deane & Deane,1957; Galati et al., 1997).

Ev. spelunca, descrita por Carvalho et al. 2011 em uma gruta no municipio de
Lassance (MG) e coletada neste estudo principalmente nas trilhas 3 e 4 (ambiente
rochoso e mata de transicdo respectivamente) é pertencente ao complexo
cortelezzii, assim como Ev. sallesi, Ev. cortelezzii e Ev. corumbaensis e talvez se
alimente em quiropteros e roedores, pois ambos sdo abundantes nestes ambientes
(grutas e afloramento rochoso), como sugere Galati et al. (1997) para uma espécie

trogléfila do complexo cortelezzii.

Apesar de ter sido coletada em pequeno namero na area de estudos Ev.
sallesi ja foi encontrada naturalmente infectada por tripanossomatideos (Mayrink et
al., 1979) como também foi relatada sua infeccdo natural por Le.infantum (Saraiva et
al., 2008), entretanto ndo existem indicios de possuir capacidade vetorial (Rangel &
Lainson, 2003; Young & Duncan 1994). Ainda sobre o género Evandromyia, na
regido metropolitana de Belo Horizonte foi assinalada a infeccdo natural de Ev.
cortelezzii por Le. infantum (Carvalho et al., 2008). Por sua vez, Ev. termitophila, cuja
presenca foi relatada neste estudo nos diferentes locais de estudos, é
freqientemente citada em levantamentos entomolégicos no Estado de Minas Gerais
(Loiola et al., 2007). Esta espécie foi descrita em 1964, em Minas Gerais, quando

teve sua ocorréncia associada a ninhos de térmitas (Martins et al. 1977) e Saraiva et
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al., 2010 através de técnicas moleculares, relataram a infecgdo por Le. infantum
nesta espécie. Entretanto, ndo h& outros relatos que possam indicar que tais
espécies apresentem importancia epidemioldgica.

Além da alta prevaléncia de Mt. minasensis no ambiente das trilhas, a
presenca regular ao longo do ano de espécies como Mi. peresi, Mi. goiana, Lu.
renei, Lu. cavernicola e Ev. spelunca sugere a utilizagdo deste ambiente como
criadouro, principalmente por se coletar espécimes de ambos sexos. Para as demais
espécies, cuja presenca ao longo do estudo foi meramente esporadica, sugere-se
gue o ambiente sirva apenas como abrigo, como sugerido por Galati et al. (1997). Se
comprovada a capacidade vetorial dessas espécies, estes ecotopos podem oferecer

riscos a transmissao das leishmanioses aos freqtientadores do local.

O numero total de fémeas (5413) foi maior que o nimero de machos (2630),
sendo a razao obtida entre os sexos de 2,05. Este achado diferencia do relatado por
alguns autores que apontam a presenca predominante de machos em relacdo as
fémeas (Loiola et al. 2007; Dorval et al., 2009; Almeida et al., 2010). Domingos et
al. (1998) relatam em seus estudos que a maior proporcdo de machos nas
armadilhas luminosas (tipo CDC) pode ser explicada por um comportamento natural,
em que 0s machos acompanham as fémeas a fim de garantir a fertilizacdo durante
seus deslocamentos. O fato de encontrarmos mais fémeas neste estudo pode estar
relacionado ao comportamento e atividades destes insetos, aos habitos de seus

hospedeiros entre outros fatores que ainda precisam ser melhores elucidados.

A relacdo macho/fémea de L. longipalpis tanto nas coletas realizadas no
peridomicilio quanto nas trilhas foi de 1,00:1,00. Um resultado diferente do
encontrado anteriormente para esta espécie em Campo Grande (Oliveira et al.
2003), Porteirinha (Barata et al. 2004), Janauba (Michalsky et al. 2009), e em Belo
Horizonte (Margonari et al.,2004; Resende et al.,2006), onde o numero de machos
foi superior ao numero de fémeas. Com relacdo a Ny. intermedia a razéo
macho/fémea nas trilhas de coleta foi de 1:3, com a predominéncia de individuos
fémeas, fato também observado por Domingos et al. (1998) no Estado de S&o Paulo
para Ny. intermedia sensu lato em coletas realizadas em areas de mata. Ja no
peridomicilio a predominancia de fémeas foi ainda maior (razdo macho/fémea=
1.8,5), fato que contrapbe aos achados por Domingos et al. (1998) que obtiveram
uma razdo macho/fémea equivalente a 1,5:1,0 com pequena predominancia de

machos desta espécie no peridomicilio e Alves (2007) em estudo realizado no
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Estado do Rio de Janeiro que encontrou uma proporcdo de machos cerca de

dezessete vezes maior do que fémeas no peridomicilio.

A razdo macho/fémea das espécies mais frequentes na trilha 3 (ambiente
rochoso) foi bastante diversificada. Espécies como Ev. spelunca (razdo = 1:4,2), Lu.
cavernicola (razdo = 1:65,4) e Mt. minasensis (razdo = 1:3,75) tiveram ao final do
estudo o numero de fémeas bastante superior ao nimero de machos, enquanto que
para Mi. peresi a razdo encontrou-se muito proxima a 1:1 e em Lu. renei (razdo =
3,83:1) o numero de machos foi bastante superior. Se de fato o método de coleta
estiver refletindo a dinAmica das populacbes, pode-se pensar que haja atracéo
diferenciada para ambos 0s sexos em relacdo a atracdo ou ainda ao local de coleta.
Tendo em vista estes aspectos, pode-se sugerir que fémeas que se criam fora da
gruta, podem utilizar este ambiente como abrigo e ovoposi¢ao ou ainda pode ocorrer
a saida de machos, para busca de parceiras fora deste ecotopo. Porém tambéem é
importante ressaltar que é comum os machos acompanharem as fémeas aos locais
de repasto, fato que pode explicar razdes sexuais equivalentes (Chaniotis et al.,
1971; Shaw & Lainson, 1972; Zelédon et al., 1984; Navin et al., 1985; Gomes et al.,
1986; Galati et al., 2003).

A interferéncia de fatores climéticos sobre a populacdo de flebotomineos tem
sido estudada por diversos autores. De acordo com a literatura, variaveis como
temperatura, umidade e pluviosidade, podem influenciar de modo variavel a
populacdo de flebotomineos, dependendo da regido analisada. Rutledge &
Ellenwood (1975) sugerem que a sazonalidade dos flebotomineos esta relacionada
com os padrdes de distribuicdo das chuvas que agem modificando as condi¢cdes dos
criadouros no solo. Comumente, estes insetos sdo encontrados em altas densidades
durante os meses quentes e umidos (Aguiar, 1984; Gomes & Galati 1987; Gomes et
al., 1980; Salomédn et al., 2002, 2003) ou em meses mais secos, como observado
por Zelédon e colaboradores (1984) em area da Costa Rica e Galati et al. 1996 no

estado do Mato Grosso do Sul, Brasil.

Barata et al., em 2004 mostraram a interferéncia de fatores climéticos sobre a
densidade populacional de flebotomineos no municipio de Porteirinha (Minas Gerais,
Brasil), indicando uma correlagédo significativa entre o numero de flebotomineos
capturados e a pluviosidade e umidade. Neste mesmo estudo ndo foi observado

efeito significativo da temperatura sobre a dindmica destes insetos na regido, fato
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também relatado por Feliciangeli (1987) a respeito de algumas espécies de

flebotomineos em um foco endémico de leishmaniose cutanea na Venezuela.

Em nosso estudo ndo foi encontrada correlacdo entre a densidade de
flebotomineos e a temperatura, possivelmente devido a baixa variacdo desta durante
o periodo estudado. Outro aspecto a ser considerado € que o tempo de estudo (um
ano de coleta para cada ambiente) pode néo ter sido suficiente para avaliar com
precisdo as mudancas climaticas no local de estudos. Este encontro corrobora os
achados de Barata et al. 2004, em estudo realizado no norte do Estado de Minas
Gerais, no qual a temperatura média durante o periodo de estudos nao influenciou
na densidade populacional de flebotomineos. A correlacdo nao-significativa entre a
densidade de insetos e as variaveis biocliméaticas também foi observada por Souza
et al. (2004) em Belo Horizonte, e Rebelo (2001b) em Sé&o Luis, Estado do
Maranhdo. Entretanto, em nosso estudo foi possivel verificar a predominancia de
flebotomineos na estacdo chuvosa nas trilhas de coleta (F13=4,7571; p=0,03579)
todavia no ambiente peridomiciliar esta correlagdo néo foi significativa. Dados como
estes, vem sendo observados em diferentes estados brasileiros como, Minas Gerais
(Barata et al., 2004; Monteiro et al., 2005), Rio Grande do Norte (Ximenes et al.,
2006), Mato Grosso (Missawa & Dias, 2007), Mato Grosso do Sul (Galati et al.,1997;
Silva et al., 2007; Oliveira et al., 2008), Rio de Janeiro (Souza et al.,2005) e Ceara
(Deane, 1956) e Bahia (Sherlok & Guilton, 1969).

Ximenes et al., (2006) em estudo realizado no Rio Grande do Norte, verificou
picos de ocorréncia para Lu. longipalpis nos meses quentes e chuvosos. Nas
analises de correlacdo da densidade com os parametros climaticos os machos
apresentaram correlacdo significativa apenas com a umidade relativa do ar e as
fémeas com todos os parametros avaliados. Sherlock (1996) em estudo realizado na
Bahia relata a maior ocorréncia de Lu. longipalpis nos meses mais chuvosos do ano,
tanto os mais quentes, como os mais frios. Em nossas coletas, Lu. longipalpis foi
amostrado em todos os meses no peridomicilio das casas porém, nos meses de
setembro e novembro esta espécie teve maior predominancia neste ambiente. Além
de terem sido 0s meses cuja temperatura se mostrou mais elevada estes
corresponderam ao periodo chuvoso, corroborando com os achados de varios
estudos (Resende et al.,2006; Monteiro et al. 2005, Barata et al. 2004 e Oliveira et

al. 2003) que relataram um aumento do numero de flebotomineos,
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principalmente Lu. longipalpis, quando a combinacdo de altas temperaturas e

periodos de chuva regulares ocorreu.

Os habitat naturais dos flebotomineos caracterizam-se por possuirem uma
pequena variacdo na temperatura e umidade ja que 0s mesmos sdo muito sensiveis
a dessecacdo. Uma pequena variacdo dos fatores climaticos nos microhabitat &
suficiente para alterar a dindmica das populacbes de flebotomineos (Dias et al.,
2007). Esta caracteristica pode explicar a maior densidade de flebotomineos
coletada na trilha 3 cujo afloramento rochoso mantém a temperatura e umidade
relativamente estaveis, enquanto as areas de mata e transicdo sofrem constantes
modificacdes climaticas e consequentemente alteracoes ambientais ao longo do
ano, como por exemplo nos meses secos, cuja reducdo das chuvas acarreta uma
diminuicdo drastica da cobertura vegetal, caracteristica das areas de mata

estacional decidual (Figura 8).

6.2 Infecgcdo natural de flebotomineos

As técnicas de biologia molecular contribuem significativamente para a correta
identificacdo das espécies de Leishmania que ocorrem nos vetores, pois as reagdes
de PCR sdo métodos mais especificos e sensiveis quando comparados a
dissecacao individual. O uso da PCR em estudos de infec¢do natural é crescente, e
padronizacdes de variacdes da técnica tém sido desenvolvidas para serem utilizadas
com esta finalidade (Paiva et al., 2007). As técnicas baseadas na PCR que
identificam parasitos do género Leishmania, além de serem mais sensiveis e
especificas (Schonian et al.,, 2003; Manna et al., 2004; Galati et al., 2006) que as
técnicas de dissecacdo e procura dos flagelados ao microscopio Optico, permitem a
diferenciacdo entre os complexos ou mesmo espécies de flagelados que os
flebotomineos podem albergar em seu intestino de forma mais rapida e eficiente
(Pérez et al.,1994; Jorquera et al., 2005; Kato et al., 2005, Nascimento et al., 2007,
Paiva et al., 2007 e Carvalho et al. 2008).

Neste estudo, utilizamos apenas o térax e o abdémen sem a terminalia no
processo de extracdo de DNA e as taxas de infeccao natural foram calculadas
segundo o critério de taxa minima de infec¢do, quando se tratava de pools de

espécimes de uma mesma espécie. Atualmente estes dois passos metodoldgicos
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estdo se consagrando como os melhores para este tipo de estudo (Paiva et al.,
2007; Pita-Pereira et al., 2005).

A taxa de infeccdo no peridomicilio (4,1%) foi mais alta do que a observada
nas trilhas de coleta (1,1%) e este fato pode ser explicado pela utilizagdo do alvo
molecular em questéo, visto que a técnica de Nested PCR dirigida ao alvo SSUrRNA
tem se mostrado mais sensivel quando comparada a técnica de PCR dirigida ao alvo
its1 (Schonian et al., 2003). Um dos fatores que pode explicar este encontro € que
as especies Lu. longipalpis e Ny. intermedia, vetoras comprovadas de Leishmania,
ocorreram em altas taxas no peridomicilio contrastando com as trilhas onde estas
espécies contribuiram com 1,4% e 3%, respectivamente, do total de exemplares
coletados. Deve ser ressaltado que as coletas no peridomicilio e nas trilhas foram
realizadas em épocas diferentes o que pode também influenciar nas taxas de

infeccéo dos flebotomineos.

De acordo com relatos na literatura as taxas de infeccdo natural dos
flebotomineos nos focos endémicos variam em torno de 0,2% (Rodriguez et al.,
1999; Luz et al., 2000). Porém outros estudos relatam taxas de infecgcdo bem mais
elevadas como Silva et al. (2008) que encontraram uma taxa de infec¢do de 1,9% e
Pita-Pereira et al. (2005) que observaram uma taxa de 2,0% em estudos realizados
no Rio de Janeiro. Estas diferencas observadas nas taxas de infeccdo podem ser
explicadas considerando varios aspectos. Um deles esta relacionado aos indices de
sensibilidade, que podem ser diferentes, para cada um dos alvos utilizados na
deteccdo do DNA de Leishmania nestes estudos. Outra questao importante e que
ultimamente vem sendo muito explorada € a diversidade genética observada nas
populacdes de flebotomineos. Utilizando o gene mitocondrial ND4 foi observada
uma marcada variabilidade genética em populacdes de Lu. longipalpis provenientes
de regifes geograficas diferentes e que pode se refletir na capacidade vetorial das
populacdes (Soto et al., 2001).

A técnica de PCR-RFLP, com digestdo de produto amplificado a partir de
PCR género especifica, utilizando a enzima de restricdo Haelll, para diferenciacédo
de Le. braziliensis, Le. guyanensis, Le. amazonensis e Le. infantum, desde a sua
padronizacdo por Schonian (2003), tem sido usada com sucesso para identificacdo
de amostras clinicas provenientes de hospedeiros e reservatorios silvestres,

sinantrépicos e domeésticos, como por exemplo, para identificacdo de Leishmania em
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infec¢des caninas e deteccdo de infeccdo natural em flebotomineos (Dweik et al.,
2007; Quaresma et al., 2012).

A correta identificacdo das espécies de Leishmania em uma area endémica é
fundamental para a compreensédo da epidemiologia da doengca e para a
implementacdo das medidas adequadas de prevencao e controle desta protozoose
(Michalsky et al., 2002).

No peridomicilio das casas situadas ao longo da aldeia Imbaubas foram
registradas seis espécies de flebotomineos carreando DNA de Leishmania, sendo
elas: Evandromyia lenti, Lutzomyia ischnacantha, Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia
renei, Micropygomyia goiana e Nyssomyia intermedia enquanto nas trilhas de coleta
foram encontradas cinco espécies de flebotomineos naturalmente infectadas:
Evandromyia lenti, Martinsmyia minasensis, Micropygomyia peresi, Mi. capixaba e
Nyssomyia intermedia. Somados os dois ambientes, um total de nove espécies
foram encontradas associadas ao DNA do parasito, 0 que corresponde a 32,1% do

total de espécies coletadas durante o periodo de estudos.

O encontro de Ev. lenti infectada por Le. infantum tanto no peridomicilio
quanto nas trilhas ndo condiz com relato de Brazil et al. (1997), no qual foi possivel
demonstrar o papel refratario desta espécie para Leishmania, todavia Margonari et
al. (2010) e Paiva et al. (2010) ja relataram o encontro de Leishmania braziliensis em
Ev. lenti utilizando técnicas moleculares. Em Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
esta espécie estava intimamente associada ao peridomicilio (Oliveira et al., 2003) e
com abrigos de animais domeésticos em zonas rurais (Galati et al., 1996). Este
comportamento também foi observado em nosso estudo. Além disso, a associacao
significativa entre este flebotomineo e casos de LT no estado de Goias foi
encontrada (Matrtins et al., 2002). Vale lembrar que Mayrink et al., (1979) dissecaram
50 fémeas de Ev. lenti, sendo que em nenhuma delas foram encontrados flagelados,
entretanto Sherlock (1957) e Sherlock & Miranda (1992) relataram o encontro de
infeccdo natural desta espécie por promastigotas. Pinto (2012) em estudo realizado
no estado do Espirito Santo, correlacionou o encontro de Ev. lenti a presenca de Lu.
longipalpis, de modo que estas espécies compartiham os mesmos habitat,
entretanto, Em estudo realizado no municipio de Timoéteo, Minas Gerais, por
Andrade-Filho et al. (1997) indicou a presenca de Ev. lenti, enquanto Lu. longipalpis

nao foi encontrado. No entanto, a Souza & Borges (2008), mais recentemente no
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mesmo local de estudos, indicou a presenca de Lu. longipalpis em baixa

abundancia.

Durante as coletas realizadas na Terra Indigena Xakriab4, foi possivel
verificar a infeccdo natural em trés espécies do género Lutzomyia, sendo elas:
Lutzomyia ischnacantha, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia renei. O encontro deste
género naturalmente infectado por Leishmania é comumente reportado no Brasil.
Savani et al. (2009) relatam a infeccdo de Lutzomyia almerioi por Le. infantum no
Mato Grosso do Sul, Pita-Pereira et al. (2008) e Missawa et al. (2011) relatam o
encontro de Lutzomyia cruzi e Lutzomyia forattinii por Le. infantum no mesmo
estado. Entretanto, os relatos em torno deste género sdo em sua maioria referentes
a Lutzomyia longipalpis: Nascimento et al. (2007), Saraiva et al. (2010) e Michalsky
et al. (2011) relatam a infeccéo desta espécie por Le. infantum nos estados do Mato
Grosso do Sul e Minas Gerais, Paiva et al. (2010) relatam a infeccdo por Le.

braziliensis e Savani et al. (2008) relatam a infec¢do por Le. amazonensis.

Neste estudo Lu. longipalpis foi encontrada albergando DNA de Leishmania
infantum como também de uma espécie pertencente ao subgénero Viannia. Estes
achados reforcam os inumeros relatos da importancia epidemiologica desta espécie
principalmente na transmissdo de Le. infantum no Brasil (Deane, 1956; Killick-
Kendrick, 1990; Lainson & Shaw 1979, 1998). Por sua vez, o achado desta espécie
de flebotomineo com parasitos do subgénero Viannia corroboram os achados de
Paiva et al. (2010). Porém, estes achados ndo sao suficientes para incriminar este
flebotomineo como vetora de espécies de Leishmania causadoras das formas
tegumentares apesar de varios estudos com infecgcbes experimentais mostrarem a
alta suscetibilidade de Lu. longipalpis a diferentes espécies de Leishmania (da Silva
et al., 1990; Gontijo et al., 1995; Barbosa et al., 2006) independentemente de sua

capacidade vetorial para estas espécies.

Com relacédo a Lutzomyia renei e Lutzomyia ischnacantha nao existem relatos
destas espécies associadas aos parasitos do género Leishmania, porém sabe-se
gue as espécies deste género sao em sua maioria atraidas por uma diversidade de
hospedeiros e possuem habitats variados que vao desde o ambiente peridoméstico
e tocas de animais domésticos a abrigos naturais como: tronco de arvores, fendas
em rochas ou espaco sobre pedras, grutas, folhagem de arbustos e até mesmo no
solo sombreado e revestido de folhas (Deane, 1957). Os encontros de Lu. renei com

Leishmania guyanensis e Leishmania (Viannia) sp. e Lutzomyia ischanacantha com
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Le. infantum na Terra Xakriab4d podem ser ocasionais sem importancia
epidemiologica ou estar associados a transmissdo dos parasitos a hospedeiros
silvestres, sinantrépicos e domésticos, conforme relata Quaresma et al., (2011) em
estudo realizado na area. Para uma melhor definicdo do papel destas espécies de
flebotomineos no contexto da transmissdo das leishmanioses na area séao

necessarios estudos complementares.

A espécie Martinsmyia minasensis cujo habito alimentar pode estar
intimamente relacionado a roedores foi encontrada naturalmente infectada por trés
espécies de Leishmania, sendo Le. guyanensis a mais frequente, seguida de Le.
braziliensis e Le. amazonensis nas mesmas propor¢gdes. O achado de Leishmania
guyanensis na mesma area de estudos foi relatado por Quaresma et al. (2011) em
roedores da espécie Thrichomys apereoides e marsupiais da espécie Marmosops
incanus. Portanto o papel ecolégico desta espécie, bem como das espécies do
género Martinsmyia em geral, merece ser estudado a fim de elucidar o verdadeiro
papel destas espécies em ciclos silvestres e peridomésticos, e possivelmente sua
atracdo a humanos. O achado da infeccdo desta espécie de flebotomineo por
Leishmania braziliensis também pode estar relacionada ao encontro de roedores
com este parasito na mesma area de estudos (Quaresma et al., 2011). Embora o
achado de Le. amazonensis na Terra Xakriaba jamais tenha sido relatado
anteriormente e a infeccdo humana por esta espécie de parasito ndo seja
considerada frequente, a mesma tem sido identificada nas regides Nordeste,
Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Brasil (Dias et al., 2011; Dorval et al., 2006;
Andrade et al., 1999; Ashford, 2000; Grimaldi Jr. et al. 1989; Grisard et al., 2000;
Lainson et al., 1985; Lainson & Shaw, 1987 e Passos et al., 1999). Ainda a respeito
de Le. amazonensis, vale ressaltar que durante o periodo de estudos, ndo foi
identificado nenhum exemplar de Bichromomyia flaviscutellata, espécie considerada
vetora deste parasito principalmente na regido norte do Brasil (Arias et al., 1985;
Ryan et al., 1987; Lainson & Shaw, 1968; Ward et al., 1973).

O encontro de espécies do género Micropygomyia naturalmente infectadas
por Leishmania certamente ndo corresponde aos registros ecoldgicos deste grupo,
que de acordo com Young e Duncan (1994), Deane & Deane (1957) e Andrade Filho
& Brazil (2009) parecem estar associadas a animais de sangue frio principalmente
lagartos, devido a morfologia do labroepifaringe curto, impossibilitando ou
dificultando a laceracdo em tecidos mais espessos e, consequentemente, impedindo
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0 acesso sanguineo. Esta associacdo com espécies de Lacertidae por sua vez, pode
possibilitar infeccbes com tripanossomatideos encontrados neste grupo. Infecgfes
com formas flageladas ja foram registradas na Venezuela em Mi. atroclavata (Aguilar
et al., 1984; Feliciangeli, 1987; Afez et al., 1994), Mi. venezuelensis (Afiez et al.,
1994) e Mi. cayennensis (Feliciangeli, 1987). Deane et al. (1978) também
registraram infeccbes com formas flageladas em Mi. cayennensis capturado perto de
uma caverna de morcegos. No Brasil, Micropygomyia ferreirana e Micropygomyia
quinquefer ja foram relatadas nos estados do Espirito Santo e Mato Grosso,
respectivamente, infectadas naturalmente por Leishmania braziliensis através de
métodos moleculares (Rocha et al.,2010, Paiva et al. 2010). Vale ressaltar que Mi.
peresi, aqui encontrada naturalmente infectada por Le. braziliensis e Le. infantum é
uma espécie cujo habito troglofilo ja foi reportado por Galati et al. (1997). Porém, Mi.
goiana encontrada infectada por Le. guyanensis no ambiente peridomiciliar vai de
encontro com o0s habitos ecolégicos desta espécie, visto que apesar de poucos
relatos seus habitos parecem ser semelhantes aos demais representantes do grupo.
O encontro de Mi. peresi em todas as trilhas de coleta e de Mi. goiana registrada no
peridomicilio pode estar associado a presenca de diversas espécies das Familia
Lacertidae, Tropiduridae e Teiidae, onde o0s principais representantes sao as
lagartixas, lagartos e teils (observacbes pessoais). O encontro de DNA de
Leishmania pressupde que estes flebotomineos tenham se alimentado em
hospedeiros susceptiveis a infeccéo, fato até entdo desconhecido neste grupo de
animais de sangue frio no Brasil. Vale ressaltar que nenhuma espécie deste género
ja foi relatada se alimentando em humanos (Feliciangeli, 1990).

Com relacdo a Nyssomyia intermedia foi possivel verificar a presenca de DNA
de Leishmania braziliensis em quatro amostras (duas provenientes das trilhas e
duas do peridomicilio), Leishmania infantum em duas amostras (uma proveniente do
peridomicilio) e Leishmania amazonensis em uma amostra proveniente do
peridomicilio. O achado de Leishmania braziliensis reforca o papel desta espécie
como vetora da LT, jaA que em Minas Gerais ela é prevalente ou bastante abundante
em area de transmisséo (Andrade Filho et al., 2007). Vale ressaltar que esta espécie
foi predominante em areas de mata, com alteracbes ambientais causadas pelo
homem, proximas a domicilios. Este encontro corrobora os achados de Gontijo et al.,
(2002) em trabalho realizado durante um surto de LT no Vale do Jequitinhonha,
Minas Gerais, onde os autores descreveram a prevaléncia de Ny. intermedia na

regido, bem como sua preferéncia por ambientes com maior grau de modificacao
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antropica. Um resultado semelhante foi relatado em Alto Caparaé e Caparad
(Saraiva et al., 2006) e no Parque Nacional Cavernas do Peruacu (Barata et al.,

2008) onde esta espécie foi implicada como vetor potencial.

O achado de infeccao natural de Ny. intermedia por Le. infantum foi reportado
por Sanguinette e colaboradores (dados ndo publicados) em estudo realizado no
municipio de Varzea da Palma, Minas Gerais. Baseado no alto grau de antropofilia
relatado por diversos autores (Araujo Filho, 1979; Rangel et al., 1986; 1990;
Forattini, 1973) e na distribuicdo espacial desta espécie, muito se especula sobre o
possivel papel desta e outras espécies de flebotomineos na transmissao de Le.
infantum. Oliveira et al., (1958) relataram em um estudo realizado em uma aldeia em
Minas Gerais, a auséncia de Lu. longipalpis onde havia uma elevada incidéncia de
LV. Este fato, fez com que o0s autores suspeitassem principalmente de Ny.
intermedia e Ny. whitmani como vetores potenciais na transmisséao de Le. infantum.
Coelho et al. (1965) também né&o capturaram Lu. longipalpis em um foco da doenca
em Goias, onde os flebotomineos mais frequentes foram Ny. intermedia, Ny.
whitmani, Pa. shannoni e Psychodopygus davisi. Além disso, Ny. intermedia
compartilha habitat com caracteristicas similares ao de Lu. longipalpis, e tem sido
experimentalmente infectada com Le. infantum (Chagas, 1940; Paraense & Chagas,
1940). Recentemente Ny. intermedia foi encontrada naturalmente infectada por esta
espécie de Leishmania na cidade de Belo Horizonte (Saraiva et al., 2010). O
encontro desta espécie de flebotomineos infectadas naturalmente por Le. infantum
pode ser ocasional no local de estudos visto que a presenca do vetor desta espécie
de parasito (Lu. longipalpis) € comumente reportada, principalmente no ambiente

peridomeéstico.

O encontro de Ny. intermedia albergando DNA de Le. amazonensis foi
reportado por Paiva et al., (2007) em um estudo experimental. Apesar disso, pouco
se sabe sobre a capacidade vetorial deste flebotomineo para este parasito em

ambientes naturais.

Duas das trés amostras positivas para Leishmania infantum provenientes das
espécies Ny. intermedia e Mi. peresi capturados nas trilhas apresentaram um perfil
de restricdo com uma pequena variagcdo quando comparados ao perfil obtido com a
amostras de referéncia desta mesma espécie. Este fato pode estar relacionado ao

tamanho do fragmento amplificado que pode variar de 300-350pb de acordo com
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Schonian et al.(2003). O encontro do perfil semelhante ao controle foi relatado
apenas em Ev. lenti o que pode sugerir a existéncia de diferentes popula¢cdes deste
parasito circulante na area, porém faz-se necessaria a realizacdo de mais estudos
que confirmem este fato. Quaresma et al. (dados ndo publicados) relataram a
presenca de duas populacdes diferentes de Le. braziliensis no local de estudos, e
gue esta variabilidade genética dos parasitos estava relacionada a caracteristicas
clinicas da LT.

Segundo Killick-Kendrick (1988), para se confirmar uma espécie de
flebotomineo como vetora é preciso obedecer a cinco critérios: 1) a espécie deve ser
abundante no foco de leishmaniose, 2) ser altamente antropofilica, 3) suportar o
desenvolvimento dos parasitos na auséncia de sangue no tubo digestorio, 4) mostrar
a mais alta taxa de infeccdo natural dentre os flebotomineos observados e 5) o
parasito isolado do flebotomineo deve ser indistinguivel daqueles isolados de casos
humanos. Porém, vale ressaltar que estes critérios, sdo de dificil demonstracao
pratica e ndo fazem referéncia a possiveis espécies cuja participacdo pode estar
restrita a ambientes silvestres. Recentemente Ready (2013) propds uma atualizacao
na incriminacdo de vetores acrescentando dois novos critérios que encolvem
modelagem matematica. Sao eles: Demonstrar que o flebotomineo é essencial para
manter a transmissao com ou sem a participacdo de outros vetores e demonstrar
que a incidéncia da doenca diminui significativamente com uma reducdo na

densidade de flebotomineo especifico.

Encontramos na aldeia Imbaulbas espécies infectadas naturalmente que séo
reconhecidas como vetores das leishmanioses, bem como espécies que nédo sao
consideradas vetoras ou que ainda ndo tiveram seu papel epidemiolégico
investigado. Ressaltamos que estes insetos provavelmente alimentaram-se em
hospedeiros susceptiveis e por sua vez infectados e, embora possam ser parte da
cadeia de transmissdo da infeccao, isso nao significa que elas sejam capazes de

transmitir o parasito aos seres humanos.

Os achados entomoldgicos relatados neste estudo, dentre eles a diversidade
flebotominica e o encontro de quatro diferentes espécies de Leishmania podem
estar intimamente relacionados ao ambiente em que se encontra a Terra Indigena
Xakriaba: uma area de transicdo entre cerrado e caatinga, mas com a
predominéancia de areas tipicas de cerrado. Do ponto de vista da diversidade

biolégica, o Cerrado brasileiro é reconhecido como a savana mais rica do mundo,
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abrigando 11.627 espécies de plantas nativas ja catalogadas e cerca de 199
espécies de mamiferos sdo conhecidas. Existe uma grande diversidade de habitats,
que determinam uma notdvel alternancia de espécies entre diferentes
fitofisionomias. A influéncia climatica com periodos que variam desde seca intensa a

chuva intermitente certamente contribui para a biodiversidade local.

6.3 A infeccdo por Leishmania em flebotomineos e nos hospedeiros

vertebrados na Terra Indigena Xakriaba

Os primeiros registros de casos de LTA na Terra Indigena Xakriaba datam de
2001. Entretanto, relatos de indigenas sugerem que a ocorréncia desta parasitose é
bem anterior a este periodo (Freire, 2011). As condi¢cbes ambientais e de vida da
populacdo associadas a falta de medidas preventivas e de controle favorecem a
transmissao da LTA na regido. Os estudos epidemioldgicos realizados anteriormente
por nosso grupo na Terra Xakriabd mostraram uma alta prevaléncia de casos
clinicos (8,6%) e de assintomaticos (19,2%) na aldeia Imbaubas. Além disso, foram
registrados casos nos cinco polos existentes na Terra Xakriaba sendo que a maior
concentracdo dos casos diagnosticados (85,4%) ocorreu nos polos Itapicuru e Brejo
do Mata Fome, onde esta localizada a aldeia Imbaubas (Freire, 2011). Estes
achados indicam que a area estudada é de alta transmissdo, sendo um ambiente

propicio ao contato homem/vetor.

Um fator que limita o entendimento da epidemiologia da LTA é o
conhecimento escasso em relacdo aos reservatorios e aos habitos ecologicos dos
flebotomineos em diferentes regides endémicas. A diversidade de espécies de
Leishmania e de flebotomineos vetores leva a uma grande variedade de
hospedeiros vertebrados infectados, originando diferentes padrdes epidemiolégicos
no Brasil. A presenca de um numero significativo de roedores e marsupiais
infectados por Le. braziliensis na area de estudos (Quaresma et al. 2011) corrobora
com essa alta taxa de transmissao e sugere que estes animais sejam importantes na
manutencdo do parasito nesta area. Além disso, estes mamiferos parecem também
ter um papel na manutencdo de outras espécies de Leishmania encontradas na
area. O encontro de hospedeiros silvestres, sinantropicos e domesticos infectados

por Le. braziliensis, Le. infantum e Le. guyanensis, aléem da presenca de
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flebotomineos infectados com as mesmas espécies de Leishmania indicam a
coexisténcia de ciclos estabelecidos destas trés espécies na regido. Este fato se
torna evidente quando se analisa a presenca de hotspots gerados através do
estimador de densidade ndo paramétrico de Kernel em areas semelhantes tanto
para a presenca de flebotomineos quanto de hospedeiros silvestres e sinantropicos
(Figura 38). Além disso, o0 convivio estreito da populacdo Xakriabd com os
hospedeiros mamiferos infectados por Le. infantum enfatiza a possibilidade de
ocorréncia de casos humanos de LV, visto que além da presenca em abundancia da
espécie vetora Lu. longipalpis principalmente no ambiente peridomiciliar, casos de
LV estdo sendo reportados na Terra Indigena.

A presenca de animais domeésticos em areas endémicas das Leishmanioses €
comumente associada a fatores de risco para estes agravos (Reithinger & Davies,
1999; Reithinger et al., 2003; Sosa-Estani et al., 2001; Rojas et al., 1994).

Até o momento, estudos de caso-controle tém sido inconsistentes em mostrar
uma associacdo entre a presenca do cdo e o risco transmissao de LTA entre os
humanos. Uma das razfes deve-se ao fato de que apesar dos numerosos estudos
sobre as taxas de infeccdo por espécies dermotropicas de Leishmania em caes,
estas informacdes em conjunto com os dados relacionados a doenga humana
disponiveis para analise sdo escassos (Reithinger & Davies, 1999). Em areas de
LTA, tem se tornado comum encontrar caes infectados (Santos et al.,, 2003),
sugerindo que eles possam atuar como reservatérios de Leishmania. Evidéncias
circunstanciais sugerindo que o0s caes sejam reservatérios de espécies de
Leishmania causadoras de LTA foram baseadas no fato de que as cepas isoladas
de humanos e de cédes sao idénticas (Reithinger and Davies, 1999). No Brasil,
infeccbes naturais de caes domesticos por Le. braziliensis tém sido documentadas
em focos de LTA localizados em areas rurais (Gontijo et al., 2002) e peri-urbanas
(Falqueto et al., 1985; Massunatri et al., 2009).

No estudo de Reithinger et al., 2003 foi possivel demonstrar a importancia
epidemioldgica no tamanho da populacdo de caes como fator de risco para a LTA
em humanos, admitindo, neste caso, que 0s cdes atuem como provaveis
reservatorios. Desta forma foi possivel constatar que o risco de LTA humana
aumentou com a presenca de cdes no domicilio. Com relagéo a LV, vale ressaltar
que a presenca dos cdes no ambiente peridoméstico pode aumentar o risco de

exposicdo aos flebotomineos, principalmente Lu. longipalpis (espécie mais
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abundante neste estudo nas coletas realizadas no peridomicilio). Varios estudos tém
apontado a existéncia de correlagdo entre o nimero de casos caninos de LV e a
ocorréncia de casos humanos (Deane, 1956; Evans, 1990; Nunes et al., 2010; Vieira
& Coelho, 1998; Monteiro et al.,, 2005). No estudo de Ashford et al. (1998) em
Jacobina, Bahia, foi possivel constatar que a remocdo de caes soropositivos foi
associada a uma diminui¢cdo na incidéncia de leishmaniose visceral canina, embora
a transmissdo ndo tenha sido eliminada. Além disso, houve uma reducdo
significativa na incidéncia de casos humanos de leishmaniose visceral na area de
intervencdo. Em nosso estudo foi possivel verificar a presenca de hotspots
coincidentes entre os achados de infec¢cdo canina por Leishmania braziliensis e
Leishmania infantum e os relatos de casos humanos de LTA, reforcando a
importancia epidemiolégica da presenca de cdes para 0 estabelecimento e

manutencao de diferentes espécies do parasito.

Com base nos encontros de infeccdo natural em flebotomineos relatados
neste trabalho, nos achados de infeccdo natural de diversos hospedeiros
vertebrados por Le. braziliensis e Le. infantum (Quaresma et al., 2011) e nos
registros de casos humanos de LTA e LV, tornou-se possivel sugerir 0s
componentes do ciclo domeéstico, sinantropico e silvestre destas espécies de

Leishmania.

Com relagédo ao ciclo da Leishmania braziliensis (Figura 39), no ambiente
peridoméstico o marsupial Didelphis albiventris e 0 cdo doméstico aparecem como
hospedeiros/reservatérios e a espécie de flebotomineo Nyssomyia intermedia como
espécie vetora. Ja no ambiente silvestre, o roedor Thrichomys apereoides e o
marsupial Gracilinanus agilis aparecem como hospedeiros e as espécies Ny.
intermedia e Mt. minasensis como espécies vetoras do mesmo parasito.
Provavelmente a transmissdo para o0 homem ocorra tanto no ambiente
peridomeéstico quanto no silvestre considerando os habitos da populacdo de contato
constante com a mata e com as areas rochosas. O numero de casos registrados &
alto além de ocorrer nas diferentes faixas etarias. A presenca de Ny. intermedia

infectada nos diferentes ecotopos reforga esta hipotese.
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Ciclo de Leishmania braziliensis

Ny. intermedia

LTA

Canis familiaris
(Quaresma et al., 2011)

Didelphis albiventris
(Quaresma et al., 2011)

Ny. intermedia

Mt. minasensis

Thrichomys apereoides
(Quaresma et al., 2011)

Gracilinanus agilis
(Quaresma et al., 2011)

Ciclos Doméstico e
Sinantropico

Ciclo Silvestre

Figura 41: Ciclo da Leishmaniose Tegumentar Americana por Leishmania braziliensis na Aldeia

Imbaulbas, Terra Indigena Xakriaba, MG.

Por sua vez, o ciclo de Leishmania infantum (Figura 40) no ambiente

peridoméstico o cdo e o roedor Rattus rattus aparecem como hospedeiros e as

espécies Lu. longipalpis e Ev. lenti como vetoras enquanto no ambiente silvestre os

hospedeiros sdo os roedores das espécies Rhipidomys mastacalis e Thrichomys

apereoides e os vetores, flebotomineos das espécies Ny. intermedia e Ev. lenti. No

caso da leishmaniose visceral sugerimos que a transmissdo possivelmente esta

ocorrendo no ambiente domeéstico pois o nimero de casos € escasso, somente

ocorreram em criangas e a Lu. longipalpis foi registrada infectada e em abundéancia

apenas neste ambiente.
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Ciclo de Leishmania infantum

Lu. Longipalpis

Ev. lenti

Lv

Canis familiaris
(Quaresma et al., 2011)

Rattus rattus

(Quaresma et al., 2011)

Ny. intermedia

Ev. lenti

Rhipidomys mastacalis
(Quaresma et al., 2011)

Thrlchomys apereoides
(Quaresma et al., 2011)

“».
-,

Ciclos Doméstico e
Sinantropico

Ciclo Silvestre

Figura 42: Ciclo da Leishmaniose Visceral por Leishmania infantum na Aldeia Imbalbas, Terra
Indigena Xakriaba, MG.

A analise integrada dos resultados obtidos neste estudo e nos estudos

anteriormente realizados na Terra Indigena Xakriaba podera auxiliar na escolha de

medidas de prevencdo e controle da transmissdo das leishmanioses, visto que foi

possivel identificar a presenca de espécies de flebotomineos vetoras nos ambientes

doméstico e silvestre, e correlacionar estes achados aos habitos ecolégicos e de

infeccdo natural em diferentes hospedeiros vertebrados

humanos.

e aos registros de casos
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7 CONCLUSOES

1- A fauna flebotominica da aldeia Imbaubas, localizada na Terra Indigena Xakriaba,
municipio de Sao Jodo das Missbes/MG, apresentou vinte e oito espécies

pertencentes a onze géneros.

2- As trilhas de coletas apresentaram uma maior densidade de flebotomineos

guando comparada ao peridomicilio.

3- As espécies Lutzomyia longipalpis e Nyssomyia intermedia, importantes vetoras
de LV e LTA respectivamente foram as espécies mais abundantes no peridomicilio

das casas.

4- As espécies Martinsmyia minasensis e Lutzomyia cavernicola foram as espécies

mais abundantes das trilhas de coleta.

5- Nenhum fator climatico analisado apresentou correlacao positiva com a densidade
de flebotomineos coletados, porém houve uma diferenca significativa com relacéo a
densidade de flebotomineos coletados na estacdo chuvosa (trilhas) e com relagédo a

riqueza de espécies (peridomicilio).

6- As técnicas moleculares empregadas (Nested PCR dirigida ao alvo SSUrRNA e
PCR dirigida ao alvo itsl) revelaram-se exequiveis e praticas na deteccdo de DNA

de Leishmania em flebotomineos.

7- A deteccao de DNA de Leishmania infantum e Leishmania (Viannia) sp. em Lu.
longipalpis somado a abundancia de espécimes capturados no peridomicilio, sugere
a possivel participacdo desta espécie principalmente com relacdo ao ciclo de

transmissao da LV na area de estudos.

8- A deteccao de DNA de trés diferentes espécies de Leishmania (Le. amazonensis,
Le. infantum e Le. braziliensis) em Ny. intermedia tanto no peridomicilio das casas
guanto em regides de mata proxima as residéncias, somado a abundancia de
espécimes capturados, sugere a participacdo desta espécie no ciclo de transmissao
da LTA entre os indigenas, principalmente com relacédo a L. braziliensis.

9- O encontro de Mt. minasensis em abundancia nas trilhas de coleta associado aos

achados de DNA de Leishmania guyanensis e Leishmania braziliensis sugerem uma
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participacdo deste flebotomineo em um possivel ciclo silvestre, tendo em vista sua

atracao sugestiva a roedores.

10- A deteccdo de DNA de Leishmania em espécies do género Micropygomyia vao
de encontro aos relatos da literatura cienfifica no que diz respeito aos hébitos
ecologicos deste grupo, porém o encontro do parasito sugere que estas espécies

tenham se alimentado em hospedeiros susceptiveis até entdo desconhecidos.

11- O encontro de Ev. lenti associada carreando DNA de Leishmania infantum tanto
no peridomicilio quanto nas trilhas sugere uma possivel participacdo desta espécie
no ciclo da LV em determinados hospedeiros.

12- Os resultados entomoldgicos aliados a identificacdo de hotspots apresentados
no nosso estudo podem contribuir para um melhor entendimento e direcionamento

das medidas de prevencao pelos 6rgaos competentes.
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