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RESUMO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por parasitos do género Leishmania de grande
importancia médico-veterinaria, sendo considerada um grave problema de satde publica. Nas
ultimas décadas, mudancas socioambientais, bioldgicas e fisicas da doenca alteraram seu
perfil epidemioldgico, ocasionando a urbanizacdo e expansdo deste agravo. No Brasil, as
leishmanioses se encontram em expansdo geografica, sendo notificada em todas as regioes
brasileiras. Em Minas Gerais, a doenca apresenta-se de forma endémica, exibindo diferencas
regionais e atingindo também os centros urbanos. A proposta deste estudo foi avaliar os
aspectos entomologicos relacionados a ecoepidemiologia das leishmanioses no municipio
mineiro de Italna. Foram realizadas capturas mensais em trés areas ecoldgicas distintas
(urbana, rural e de mata), utilizando armadilhas luminosas do tipo HP, durante 12 meses
(junho/2017 a maio/2018). Para avaliar a influéncia climética sobre a densidade populacional
de flebotomineos foram correlacionados os dados climaticos (temperatura, umidade relativa
do ar, precipitacdo pluviométrica e velocidade do vento) e o nimero de Lutzomyia longipalpis
capturados. Visando determinar a taxa de infeccdo natural das fémeas de flebotomineos
capturadas foram realizados testes moleculares (cacofonia e Nested/PCR) e para determinagéo
do indice sinantropico das espécies foi calculado o grau de adaptabilidade em ambientes
antropicos por meio do Indice de Sinantropia (1S). Durante o estudo, foram capturados 1.306
espécimens, distribuidos em 11 espécies, sendo Lu. longipalpis a espécie predominante com
87,21% dos exemplares capturados. Sobre a influéncia climatica e o nimero de Lu.
longipalpis capturados observou-se uma correlacdao positiva em todas as variaveis climaticas
analisadas e o periodo chuvoso favoreceu o aumento da densidade populacional de
flebotomineos. As fémeas capturadas foram analisadas por meio da técnica de Nested/PCR e
todas as amostras apresentaram-se negativas para Leishmania. Em relacdo ao indice
sinantropico, a espécie que apresentou sinantropia absoluta (IS +100) foi Evandromyia
evandroi, enquanto a espécie mais assinantropica (IS -100) foi Psathyromyia brasiliensis. As
espécies de importancia médica Lu. longipalpis, vetor da LV, apresentou-se sinantropica com
IS +95,8 e Nyssomyia whitmani, vetor de LT, apresentou-se assinantropica com IS -25. O
conhecimento da ecoepidemiologia da doenca, principalmente do inseto vetor, permite a
elaboracdo e o direcionamento dos servigos de salude em relacdo as medidas de controle,
visando melhorar a saude da comunidade e contribuir no estabelecimento da relagdo dinamica

e da compreensao global do processo saude/doenca.

Palavras-chave: Leishmanioses, Flebotomineos, Sinantropia.



ABSTRACT

Leishmaniasis are zoonoses caused by parasites of the Leishmania genus of great medical
importance and are serious public health problem. In the last decades, socio-environmental,
biological and physical changes of the disease altered its epidemiological profile, causing the
urbanization and expansion of this disease. In Brazil, leishmaniasis is in geographical
expansion, being reported in all Brazilian regions. In Minas Gerais, the disease is endemic,
exhibiting regional differences and reaching urban centers. The purpose of this study was to
evaluate the entomological aspects related to the ecoepidemiology of leishmaniasis in the
municipality of Itaina. Monthly catches were carried out in three distinct ecological areas
(urban, rural and forest) using HP traps for 12 months (June/2017 to May/2018). To evaluate
the climatic data (temperature, relative air humidity, rainfall and wind speed) and the number
of captured Lutzomyia longipalpis were correlated to climatic influence on the population
density of sand flies. Aiming to determine the natural infection rate of captured sandflies
females, molecular tests (cacophony and Nested/PCR) and for determined of
synanthropic index of the species in the level of adaptability in anthropic environments of the
index of Sinantropia (IS). During the study, 1.306 specimens were captured, distributed in 11
species, being Lu. longipalpis the predominant species with 87,21% of the captured
specimens. About the climatic influence and the number of Lu. longipalpis captured, a
positive correlation was observed in all climatic variables analyzed, and the rainy season
favored an increase in the population density of sandflies. The captured females were
analyzed using the Nested/PCR technique and all samples were negative for Leishmania.
Regarding the synanthropic index, the species that presented absolute synanthropy (IS +100)
was Evandromyia evandroi, while the less synanthropic species (IS-100) was Psathyromyia
brasiliensis. The species of medical importance Lu. longipalpis, vector of LV, was
synanthropic with 1S +95,8 and Nyssomyia whitmani, vector of LT, was less synanthropic
with 1S-25. The knowledge of the epidemiological epidemiology of the disease, especially the
vector link, allows the elaboration and direction of the health services in relation to the control
measures, aiming to improve the health of the community and contribute to the establishment
of the dynamic relationship and the global understanding of the health/disease.

key-words: Leishmaniasis, Phlebotominae, Synanthropy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo enfermidades infecciosas antropozoonoticas, transmitidas
através da picada de fémeas de flebotomineos infectadas com protozoarios do género
Leishmania, parasitos intracelulares obrigatérios das células do sistema mononuclear
fagocitico (SMF), pertencentes a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Esses
flebotomineos sdo dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, classificados
como do género Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo, de acordo com
seus caracteres morfolégicos (Young & Duncan, 1994). Nos ultimos anos, também vem
sendo adotada uma classificacdo filogenética que propde uma relagdo mais substancial entre
os flebotomineos do género Lutzomyia. Nesta, sdo considerados outras 88 estruturas
morfologicas que reagrupa esses flebotomineos em 22 géneros, trazendo alteragdes na
classificacdo de quase todas as espécies (Galati, 2003).

O parasito Leishmania se apresenta sob duas formas basicas principais: a forma
flagelada (promastigota) encontrada em hospedeiros invertebrados e a forma aflagelada
(amastigota) encontrada no interior de células do SMF dos hospedeiros vertebrados (Ward,
1985). Esses protozoarios sdo unicelulares, digenéticos (heteroxénicos) e sdo classificados de
acordo com o desenvolvimento no intestino do vetor, sendo considerados do subgénero
Leishmania quando os parasitos se desenvolvem no intestino médio e anterior dos vetores
(suprapilario) e subgénero Viannia quando o desenvolvimento ocorre no intestino posterior
(peripilario) (Lainson & Shaw, 1987).

Em relacdo aos reservatorios e hospedeiros, uma grande diversidade de vertebrados
esta envolvida no ciclo de transmissdo das leishmanioses. Nas Américas, as ordens que
possuem espécies reconhecidas como reservatorios de Leishmania sdo: Rodentia, Marsupialia,
Primata, Edentata, Carnivora e Perissodactyla, entre estes, o homem é um hospedeiro
acidental da infeccdo (Lainson et al., 1985). O céo é apontado como uma importante fonte de
infeccdo para os vetores e atua como principal reservatorio doméstico de leishmaniose
visceral (Deane & Deane, 1954). Apesar de os galinaceos ndo possuirem capacidade de
albergar Leishmania, estes animais possuem um importante papel na cadeia epidemiolégica
das leishmanioses, pois estes sdo uma fonte de alimentacdo e atragdo para as fémeas de
flebotomineos (Alexander et al., 2002).

As leishmanioses apresentam-se sob diferentes formas clinicas, dependendo da espécie

de Leishmania envolvida e da susceptibilidade do hospedeiro (Saraiva et al., 2006). Nas
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Ameéricas, as duas formas basicas sdo a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose
tegumentar (LT) (WHO, 2007).

Sdo consideradas doencas negligenciadas, de notificacdo compulsoria, dificil controle
e possuem importante espectro clinico, estando associadas a diversos fatores fisicos,
ambientais, bioldgicos e socioecondémicos como: urbanizagdo, estreita associacdo com a
pobreza, complexidade do diagndstico e do tratamento e dificil controle (Alvar et al., 2006,
Mathers et al., 2007).

De acordo com dados epidemioldgicos e demograficos, o Ministério da Saude (MS)
classifica as leishmanioses como uma das sete doencas com prioridade de atuacdo que
compde o programa de controle das doencas negligenciadas (Brasil, 2010) e a Organizacao
Mundial da Satde (OMS) as classificam, dentre as doencas tropicais, como prioritarias e de
grande importancia em saude publica (WHO, 2015).

As leishmanioses ocorrem em cinco continentes e aproximadamente 98 paises sdo
considerados endémicos (Alvar et al., 2012). Estas estdo amplamente distribuidas por todo o
Brasil, estando presente em todas as regides do pais (Brasil 2006, Cruz et al., 2013). Em
Minas Gerais, nos anos de 2015 a 2017 foram registrados um total de 3.834 novos casos
humanos de LT, e 8.982 casos humanos de LV, nos anos de 2012 a 2017. (Sinannet, 2018).

O conhecimento da ecologia dos vetores das leishmanioses e da distribuicdo mensal
associada a influéncia das variaveis climéaticas na densidade populacional dos flebotomineos
constituem importantes elementos para um melhor entendimento dos aspectos
epidemioldgicos e da dindmica da doenca, podendo favorecer a eficacia das estratégias de

controle em &reas de transmissdo (Rebélo et al., 2001a).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leishmaniose Visceral

A LV é uma doenca considerada de grande importancia em saude publica, devido
principalmente a urbanizacdo, ampla distribuicdo, expansdo geografica e altas taxas de
mortalidade nos casos néo tratados.

As primeiras observacfes do parasito foram descritas por Cunningham (1885), na
india, em individuos acometidos pelo Calazar (Neves, 2004). Em 1900, 0 médico escocés
William Leishman identificou um protozoario no bago de um soldado indiano que veio a
obito em decorréncia de uma febre conhecida como febre “dum-dum”. Até que, em 1903,
Charles Donovan encontrou 0 mesmo parasito em outro paciente. Apos esses achados, Ross
descreveu o género Leishmania. Assim, 0 nome correto do agente etioldgico do Calazar ficou
sendo Leishmania donovani Laveran e Mesnil, 1903 (Pessoa & Martins, 1988).

Pouco tempo depois, em 1904, Leonard Rogers foi 0 primeiro a obter sucesso no
cultivo do protozoario e visualizou os mesmos em formas flageladas. Nicolle e Comte, em
1908 na Tunisia, observaram pela primeira vez, o parasito em cées, sugerindo seu provavel
papel como reservatdrio da doenca (Maia-Elkhoury et al., 2008). Em 1913, houve o primeiro
registro de caso autdctone de LV no Brasil realizado por Migone no Paraguai, onde foi
diagnosticado em amostra de necropsia de paciente oriundo de Boa Esperanca, Mato Grosso
(Alencar, 1977). O mecanismo de transmissdo permaneceu desconhecido até 1931, quando os
flebotomineos foram incriminados como vetores e 0 mecanismo de transmissdo foi realizado
por meio de xenodiagndsticos em “hamsters” (Adler & Theodor, 1931). Entre 1936 e 1939,
muitos estudos foram realizados por Evandro Chagas e colaboradores, onde foi detectada a
doenca em humanos e cées, incriminando o flebotomineo Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva,
1912) como provavel vetor e Leishmania infantum Nicolle, 1908 como parasito envolvido na
transmissdo (Laison & Rangel, 2005).

Hoje, sabe-se que o agente etioldgico da LV pertence ao complexo donovani (Lainson
& Shaw, 1987), sendo eles: Le. donovani (Africa e Asia) e Le. infantum (Europa, norte da
Africa e Américas). No Brasil, a transmissdo se da através da picada de fémeas infectadas
pela espécie Le. infantum, sendo Lu. longipalpis considerado o principal vetor no Novo
Mundo. A espécie Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938) foi incriminada como vetor no estado de
Mato Grosso do Sul, Brasil (Santos et al., 2003, Elkhoury, 2005).
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Diferentes espécies de mamiferos atuam como reservatorios da LV, dentre eles:
canideos, marsupiais e roedores (Shaw, 2003). Dentre os reservatérios domésticos, o céo
Canis familiaris (Linnaeus, 1758) desempenha um papel fundamental no ciclo epidemioldgico,
tanto em areas periurbanas como urbanas (Marzochi & Marzochi, 1994; Silva et al., 2001,
Barata et al., 2013; Reguera et al., 2016).

Estima-se que 90% dos casos humanos de LV estdo concentrados no Brasil, Etiopia,
india, Bangladesh, Suddo e Suddo do Sul (WHO, 2016). A doenca vem ocorrendo em
diferentes centros urbanos e em todas as regides brasileiras, sendo 0 maior numero de casos
humanos notificados na regido Nordeste seguido pela regido Sudeste.

E uma doenca caracterizada clinicamente por febre irregular, hepatoesplenomegalia,
anemia, dentre outros sintomas, podendo ser fatal para o homem, quando ndo tratada
adequadamente. O diagndstico e o tratamento dos pacientes devem ser realizados
precocemente e sempre que possivel a confirmacéo parasitologica da doenca deve preceder o
tratamento. No Brasil, os principais medicamentos utilizados sdo o antimoniato pentavalente e
a anfotericina B (Brasil, 2017). Embora existam métodos simples de diagnéstico e tratamento

especifico e eficiente, 0 acesso da maioria da populacdo acometida é limitado.

2.2 Leishmaniose Tegumentar

A LT é uma das afeccGes dermatoldgicas de maior importancia em salde publica,
devido principalmente a sua magnitude e ao risco de ocorréncia de deformidades que pode
produzir nos seres humanos. Outro fator relevante é o envolvimento psicoldgico, com reflexos
no campo social e econdbmico, uma vez que, na maioria dos casos, pode ser considerada uma
doenga ocupacional. Estima-se que cerca de 75% dos casos humanos de LT ocorrem no
Brasil, Colémbia, Peru e Nicaragua (WHO, 2016).

E uma doenca que acompanha o homem desde a antiguidade com relatos e descricdes
na literatura que datam do séc. | d.C. (Camargo & Barcisnki, 2003). Nas Américas, estudos de
paleoparasitologia mostraram mumias e desenhos em cerdmicas pré-colombianas, datadas de
400 a 900 anos d.C., feitas pelos indios do Peru, que apresentavam mutilacGes de labios e
narizes, similares as causadas pela leishmaniose mucocutanea (Lainson & Shaw, 1988). A
primeira referéncia de LT no Brasil encontra-se no documento da Pastoral Religiosa Politico-
Geografica de 1827, citado Introducdo 18 no livro de Tello intitulado “Antiguidad de la
Syfilis en el Peru” (Camargo & Barcisnki, 2003), onde foi relatado a presenca de individuos

com Ulceras nos bragos e pernas, relacionadas a picada de insetos, tendo como consequéncias
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lesGes destrutivas da boca e do nariz (Vale & Furtado, 2005). Porém, a confirmacgdo das
formas de Leishmania em Ulceras cutaneas e nasobucofaringeas ocorreu no ano de 1909,
quando Lindenberg encontrou o parasito em individuos que trabalhavam em é&reas de
desmatamentos na construcdo de rodovias no interior de Sdo Paulo (Brasil, 2010).

Gaspar Vianna investigou formas amastigotas em lesfes cutaneas de uma paciente de
Além Paraiba no estado de Minas Gerais, e em 1911 prop6s a denominagdo de Leishmania
braziliensis (Vianna, 1911) para 0 agente etioldgico da LT no Brasil (Rabello et al., 1912;
Splendore, 1912; Arce, 1913; Klotz et al., 1923; Weiss, 1928; Gontijo & Carvalho, 2003;
Basano e Camargo, 2004). Até a década de 70, acreditava-se que todos os casos de LT
humana no pais eram causados por Le. braziliensis, porém com o aprimoramento das técnicas
de diagndstico outras espécies foram descritas (Basano e Camargo, 2004; Lainson, 2010).

Atualmente sdo conhecidas 11 espécies dermotropicas de Leishmania que causam a
LT, sendo ja identificadas sete espécies no Brasil. As trés principais sdo: Leishmania
amazonensis Lainson & Shaw, 1972, Le. guyanensis Floch, 1954 e Le. braziliensis. As espécies Le.
lainsoni Silveira et al., 1987, Le. naiffi Lainson & Shaw, 1989, Le. lindenberg Silveira et al., 2002 € Le.
shawi Lainson et al., 1989 foram identificadas em estados das regiGes Norte e Nordeste. Os
principais vetores responsaveis pela transmissdo sdo Lutzomyia flaviscutellata
(Mangabeira,1942), Lutzomyia whitmani (Antunes & Coutinho,1939), Lutzomyia umbratilis Ward e
Frahia, 1977, Lutzomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912), Lutzomyia wellcomei (Fraiha, Shaw e
Lainson, 1971) e Lutzomyia migonei (Franga, 1920) (Brasil, 2017).

Ja foram registrados como hospedeiros e possiveis reservatorios naturais algumas
espécies de roedores, marsupiais, edentados e canideos silvestres (Brasil, 2017). Lesdes
cutaneas causadas por Le. braziliensis foram identificadas em animais domésticos, incluindo
equinos, caes e gatos, mas o real papel destes no ciclo de transmissdo da LT ainda precisa ser
esclarecido (Lainson, 2010).

De acordo com a manifestacdo clinico-patolégica das lesGes, a LT pode se apresentar
sob diferentes formas clinicas: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC)
e leishmaniose cutanea difusa (LCD).

As drogas de primeira escolha no tratamento da LT sdo os antimoniais pentavalentes
(Sb+5) e a anfotericina B. O cenario atual do tratamento desta doenga no Brasil apresenta
caracteristicas peculiares devido a variedade de contextos existentes em relagédo a transmissao,

como agentes etioldgicos, vetores, reservatorios/hospedeiros e ambiente (Brasil, 2017).
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2.3 Flebotomineos

A primeira descricdo cientifica de um flebotomineo (Diptera, Psychodidae,
Phlebotominae) foi feita por Philippo Bonanni em 1691, em Roma (apud Beaty & Marguardt,
1996). Em 1786, Scopoli na Italia, reportou a espécie Bibio papatasi, e anos depois sua
nomenclatura foi modificada para Phlebotomus papatasi (Dedet et al., 2003), uma espécie de
amplo interesse em medicina veterinaria e envolvida em problemas sanitarios na Europa, Asia
e Africa (Colacicco - Mayhugh et al., 2010). Os primeiros flebotomineos americanos foram
descritos por Coquillett (1907), e no Brasil a primeira descri¢do foi feita por Lutz & Neiva
(1912).

A partir da década de 1940, estudos envolvendo esses insetos revelaram sua
capacidade em transmitir doencas a animais e humanos como: arboviroses (Vesiculovirus,
Phlebovirus, Orbivirus), bartonelose (Bartonella sp.), tripanossomiases e principalmente as
leishmanioses (Leishmania sp.) (Adler e Theodor, 1957; Forattini, 1973; Alexander, 2000;
Shaw et al., 2003; Dantas-Torres, 2009; Rassi et al., 2012). Até 2003, o numero de
flebotomineos descritos no mundo era de aproximadamente 464 espécies, e destas, em torno
de 229 espécies eram encontradas no Brasil (Galati, 2003). Nove anos apds, o nimero de
flebotomineos no mundo aumentou consideravelmente, atingindo o quantitativo de 927
espécies descritas, sendo que 260 delas ocorrem no Brasil (Shimabukuro & Galati, 2011).

Esses flebotomineos sdo conhecidos popularmente como mosquito-palha, birigui,
cangalhinha, asinha branca ou tatuquira, e se diferem dos demais dipteros por desenvolverem
seu estagio larval em matéria organica do solo e ndo em agua (Bahia-Nascimento, 2010). Sdo
insetos de pequeno porte (1 a 3 mm), delgados, frageis, pilosos, possuem dois pares de asas
que lhes permitem deslocamento por saltitos, atividade crepuscular ou noturna (Lewis, 1974;
Brazil & Brazil, 2003), e sdo holometabolos, ou seja, seu ciclo vital compreende as fases de
ovos, larvas, pupas e adultos.

Os ovos sdo depositados em micro habitats terrestres, ricos em substrato organico, e
as larvas ao nascerem se alimentam de matéria organica em decomposigéo. Os adultos vivem
em locais que possuem pequenas variagdes de temperatura e umidade, como por exemplo,
troncos de arvores, folhas caidas no solo ou frestas de rochas, pois sdo muito sensiveis a
dessecagdo e uma pequena variagao desses fatores em seus habitats € suficiente para alterar a
sua dinamica (Dias et al., 2007).

Estes apresentam dimorfismo sexual (figura 1) e diferem-se também pelo habito

alimentar, sendo os machos exclusivamente fitéfagos e as fémeas, além da seiva vegetal, séo
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hematofagas, necessitando de sangue (fonte de aminoacidos e proteinas) para a maturacdo de
seus ovarios (Killick Kendrick, 1999; Galati et al., 2010). Morfologicamente, as principais
diferengas entre 0s sexos estdo relacionadas aos ultimos segmentos abdominais, que
constituem a genitalia, e nas probdscides (aparelho bucal do tipo sugador-picador), sendo que
da fémea € longa e adaptada para picar e sugar (Brazil & Brazil, 2003).

As fémeas de flebotomineos geralmente saem a procura de alimentagdo sanguinea no
periodo noturno e a escolha pelo hospedeiro vertebrado € um processo pouco compreendido,
variando entre as espécies. Algumas espécies possuem preferéncias limitadas a poucos
hospedeiros animais, enquanto outras demonstram um comportamento "oportunista™ (Tesh et
al., 1971; Quinnell et al., 1992; Missawa et al., 2008). Provavelmente, essas fémeas
"oportunistas" possuem maior capacidade vetorial para transmissdo de patdgenos, visto que
podem realizar repastos sanguineos em uma variedade de hospedeiros potencialmente
infectados (Sacks et al., 2008).

Durante o0 repasto sanguineo inicia-se 0 processo de interacdo parasito-vetor, onde
pode ocorrer a ingestdo de macréfagos parasitados por formas amastigotas de Leishmania,
juntamente com o sangue do hospedeiro vertebrado, pelo vetor. Essas formas amastigotas,
presentes nos hospedeiros, apos ingeridas sdo direcionadas ao intestino médio do inseto e
envoltas pela matriz peritréfica, junto ao bolo sanguineo (Pimenta et al., 1997; Secundino et
al., 2005). Apds um periodo, estas se diferenciam em outras formas intermediérias até
atingirem as formas promastigotas que, ap6s o processo de metaciclogénese, diferenciam-se
em formas promastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectantes para o vertebrado (Sacks
& Perkins, 1984). Os parasitos que colonizam a parte anterior do intestino do vetor limitam o
fluxo de sangue durante o repasto sanguineo, ocasionando o refluxo destes parasitos até a pele
do hospedeiro (Killick-Kendrick et al., 1979). Autores mostraram em seus trabalhos que uma
destruicdo da valvula do estomodeu das fémeas, juntamente com a acdo das quitinases
produzidas pela Leishmania, dificultam o repasto sanguineo e favorecem a regurgitacdo de
formas promastigotas metaciclicas na pele do vertebrado (Volf et al., 2011). Apenas uma
minoria dos parasitos presentes no vetor é regurgitado no momento do repasto sanguineo,
assim o flebotomineo se mantém ainda infectado. O restante dos parasitos que permanecem
no intestino do vetor podem se desdiferenciar em uma forma leptomonada que 0s autores
denominam de retroleptomona (Bates, 2007). Outros autores afirmam que essas formas
promastigotas retroleptomonadas aumentam substancialmente a populacdo de parasitos nos
flebotomineos, elevando o nimero de promatisgotas metaciclicos, ocasionando um aumento

da capacidade de transmissdo da doenca (Alvar et al., 2012; Pronto, 2013; Doehl et al., 2017).



22

Apbs a inoculacdo das formas promaatigotas metaciclicas pelo vetor através da picada, estas
sdo fagocitadas pelos macrofagos e se inicia um novo ciclo no hospedeiro vertebrado
(Monteiro, 2012).

Segundo Killick-Kendrick (1990), existem alguns critérios para incriminar uma
determinada espécie de flebotomineo como vetor de Leishmania spp.. Esses critérios referem-
se a comprovacdo do comportamento antropofilico da espécie, a distribuicdo espacial em
concordancia com a ocorréncia dos casos humanos, a atracdo por reservatorios, a infeccéo
natural por parasitos, se a espécie permite o desenvolvimento do parasito e se este
flebotomineo é capaz de transmiti-lo através da picada. J& a capacidade vetorial dos
flebotomineos é determinada, principalmente, pela ecologia das espécies, como abundancia,
sobrevivéncia, habito alimentar (frequéncia de alimentacdo e hospedeiro preferencial), entre

outros.

Figura 1- Espécimen macho (B) e fémea (C) de flebotomineo de Lutzomyia longipalpis
mostrando suas caracteristicas externas e dimorfismo sexual.

B C

Fonte: Topicos Avangados em Entomologia Molecular Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em
Entomologia Molecular INCT — EM —2012. Cap. 12.

2.4 Urbanizacdo das leishmanioses e sinantropia dos flebotomineos

As leishmanioses eram restritas a animais silvestres, peridomésticos e a flebotomineos
de florestas tropicais densas, caracterizando-a como uma doenca de carater silvestre e rural. O
homem era acidentalmente infectado quando adentrava ou colonizava areas proximas a focos
silvestres (Lainson & Shaw, 1979). Porém, ao longo dos anos, esse padrdo vem sofrendo
mudangas e o ciclo de transmissdo, que ocorria no ambiente silvestre e rural, hoje ocorre
também em pequenos, médios e grandes centros urbanos (Brasil, 2001).

Analises de estudos epidemioldgicos vém demonstrando que a ocorréncia de

mudangas no perfil de transmisséo e a crescente urbanizacdo da doenca podem ser explicadas
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a partir do aumento de surtos urbanos, como também pela capacidade acelerada de expansdo
do vetor quando introduzida em &rea ndo endémica (Wijeyaratne et al., 1994), confirmando as
leishmanioses como um modelo de doencga reemergente (Ashford, 2000).

O intenso processo migratorio de pessoas e animais de areas endémicas, 0 grande
namero de cées infectados, 0 aumento do desmatamento e o crescimento desordenado das
cidades, tém sido apontados como 0s principais fatores responsaveis pela urbanizagdo das
leishmanioses, revelando-as como sendo doencas intimamente relacionadas as condicdes
socioeconémicas as quais os individuos estdo submetidos. Tais fatores levam a uma reducao
do espaco ecologico dos vetores, o que facilita a ocorréncia de epidemias (Desjeux, 2004;
Nascimento et al., 2013).

Geralmente, os locais de abrigo correspondem ao ambiente onde as fémeas de
flebotomineos encontram seus hospedeiros vertebrados e realizam o repasto sanguineo
(Basimike et al., 1991; Memmont, 1991; Comer & Brown, 1993). Com a destrui¢cdo das
matas nativas, 0s habitas naturais destes insetos foram alterados, levando a uma restricdo de
ambientes, fazendo com que as espécies resistentes as condi¢des adversas explorem novos
ambientes, aproximando-se cada vez mais dos peridomicilios (Forattini et al., 1976 ab;
Gomes & Galati, 1989). A maioria desses fendbmenos que afetam a epidemiologia das
leishmanioses sugere que parasitos e vetores tem capacidade de se adaptar as alteragdes
ecoldgicas (Grimaldi Jr. e Tesh, 1993, Marzochi e Marzochi, 1994).

Estudos anteriores indicam mudancas potenciais na distribuicdo geografica de
flebotomineos associadas a variacdo de fatores climaticos como temperatura, pluviosidade e
umidade, que estdo relacionadas, em diferentes graus, com a ocorréncia e a densidade de
flebotomineos (Cardenas et al., 2006), seja por influéncia sobre os adultos ou pela
modificacdo nos criadouros (Scorza et al., 1968, Chaniotis et al., 1971, Miscevic 1981,
Roberts 1994).

Certos autores (Barreto 1943, Pifano et al., 1960, Scorza et al., 1968) acreditam que
para uma regido tropical, o padréo geral predominante é o aumento da densidade populacional
durante a estacdo seca e o decréscimo na estagdo chuvosa. Chaniotis et al., (1971) sugerem
que a sazonalidade dos flebotomineos esta relacionada com os padrdes de distribuicdo das
chuvas que agem modificando as condigdes dos criadouros no solo. De acordo com esta
hipotese, a chuva beneficiaria os flebotomineos quando esta ocorresse moderadamente ao
longo da estagdo chuvosa, mas prejudicaria estes insetos quando inundasse o chao, destruindo

0s criadouros e matando as pupas no solo.
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Em ambientes tropicais existe maior previsibilidade de chuvas e uma grande
estabilidade climética, o que favorece pequenas flutuacdes nas populacdes de insetos (Wolda
1978). Correlacdes entre variagdes de fatores ambientais com a flutuacdo nas populagdes de
insetos e o inicio ou o fim da atividade sazonal de algum destes, ja foram estudadas. Os
resultados destes estudos demonstraram que as variagdes populacionais de insetos estariam
intimamente ligadas a estabilidade climatica e a estabilidade dos habitats (Wolda 1978, Wolda
etal., 1992).

Nuorteva (1963) denominou a capacidade de determinadas espécies em utilizar as
condi¢des ambientais criadas ou modificadas pelo homem geralmente decorrente do processo
de urbanizacéo, de sinantropia, onde seu indice mede o grau de adaptabilidade das espécies ao
ambiente urbanizado. O célculo deste indice de sinantropia (IS) é aplicado quando se compara
dados quantitativos de uma determinada espécie em trés areas ecologicamente distintas (area
urbana, area rural e area de mata), levando-se em consideracdo a proporcao dessa determinada
espécie em cada uma dessas areas. A sinantropia tem sido estudada do ponto de vista
ecoldgico, buscando evidenciar o resultado da influéncia humana sobre a fauna original do

ambiente.
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3. JUSTIFICATIVA

Fatores relacionados a expansdo das leishmanioses como, elevada distribuicdo
geografica, reemergéncia em focos antigos e processo de urbanizacdo, ocasionam mudancas
no perfil de transmissé@o dessas doencas (Cattand et al., 2006). Diversas pesquisas vém sendo
desenvolvidas, mas a maioria dos estudos envolvendo a ecoepidemiologia e a urbanizacao das
leishmanioses ndo consideram areas recentes de baixa e media transmisséo, o que dificulta a
compreensdo dos elos da cadeia envolvidos na transmissdo desses agravos.

O municipio de Itatina (MG) é considerado pelo Ministério da Saide como uma area
de transmissdo esporadica de LV (média maior que zero e inferior a 2,4 casos nos ultimos trés
anos). No periodo de 2001 a 2017 foram notificados e confirmados 18 casos humanos de LV
e 31 casos humanos de LT (Sinan, 2018).

A proximidade de ItaGna com municipios endémicos, associada as condicdes
favoraveis a ocorréncia da doenca, como predominio de peridomicilio com vegetacdo e
matéria organica abundante, presenca de animais domésticos, deficiéncia de saneamento
basico, aumento do numero de casos caninos, como também a descontinuidade do programa
integrado de controle, representam importantes fatores tanto para a manutencdo das
leishmanioses quanto para a expansdo da doenca, ficando evidente a necessidade de se
conhecer melhor a biologia, sinantropia e comportamento das espécies de flebotomineos e dos
aspectos ambientais e climaticos particulares do municipio.

Assim, com o proposito de conhecer a ecologia dos flebotomineos relacionados a
epidemiologia das leishmanioses, iniciou-se um projeto no municipio de Itatna, visando
contribuir no estabelecimento da relacdo dinamica e da compreensdo global do processo
salde/doenca e no estabelecimento de medidas mais efetivas e integradas para a eficiéncia do

controle no municipio.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Estudar os aspectos ecoldgicos relacionados a epidemiologia das leishmanioses no

municipio de Itatna, Minas Gerais.

4.2 Especificos

- Determinar a fauna de flebotomineos das areas selecionadas.

- Avaliar a influéncia das variaveis bioclimaticas (temperatura, precipitacdo pluviométrica,
umidade relativa do ar e velocidade do vento) sobre o nimero mensal de flebotomineos
capturados.

- Calcular o indice de sinantropia das espécies de flebotomineos capturadas nas distintas areas
ecoldgicas (area urbana, area rural e area de mata).

- Estudar a infeccédo natural por Leishmania utilizando métodos moleculares.

- Caracterizar a espécie de Leishmania circulante nos flebotomineos capturados.
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5. MATERIAIS E METODOS

51  Area de estudo

Itatina (20° 04 32” S e 44°, 34> 35” W) pertencente ao estado de Minas Gerais,
abrange uma &rea de 495.875 kmz2, com cerca de 72 bairros e populacdo estimada de 92.561
habitantes (IBGE, 2018). Esté localizado no Quadrilatero Ferrifero, no colar metropolitano de
Belo Horizonte, a 76 km de distancia da capital mineira. O municipio intercepta duas rodovias
estaduais, MG-050 e MG-431, e ha uma rodovia que corta a cidade, pertencente a Ferrovia
Centro Atlantica. Limita-se ao norte pelos municipios de lgaratinga e Para de Minas; ao sul,
por Itatiaiugu; a leste, por Mateus Leme; e a Oeste, por Carmo do Cajuru (Figura 2).

O relevo caracteriza-se por formacdes do complexo cristalino, apresenta feicdo de
escarpas, macicos e morros. Os solos sdo argilosos e resistentes a erosdo, de profundidade
variavel, de baixa a moderada fertilidade natural, com maior aproveitamento na pecudria. As
montanhas sdo rochosas, pré-cambrianas, intensamente dobradas, provocando a formacéo de
colinas cdncavas-convexas e cristas esparsas, com altitudes de 860 a 1.200 metros. O
municipio esta situado numa zona de vegetacdo de transicdo de Cerrado para Mata Atlantica.

O clima é tropical de altitude com verdes quentes, onde a temperatura média anual é
de cerca de 22°C, sendo que a maxima fica em torno de 32°C e a minima de 13°C, e com
umidade relativa do ar média de 64,15%.

E um municipio conhecido também como Cidade Educativa do Mundo, titulo
conferido pela UNESCO em 1975. Além disso, possui um cotidiano de cultura e turismo, que
inclui festas populares e religiosas. Dentre 0s pontos turisticos estdo a Gruta de Nossa
Senhora de Itaina, Museu Municipal Francisco Manoel Franco, Barragem do Benfica
(principal fonte de abastecimento da cidade), Usina do Caixdo, estancias minerais e
cachoeiras.

O setor socioecondémico é bastante fortalecido com o centro de desenvolvimento
empresarial que agrega as principais entidades ligadas ao comércio e a siderurgia do
municipio. Dentre as principais empresas localizadas em Italna estdo a Belgo Mineira
Bekaert, Santanense (Grupo Coteminas), Ergom/Magneti Marelli, Agua Mineral Viva, Saint-

Gobain, dentre outros setores (Prefeitura Municipal de Itatna).



Figura 2 - Localizacdo geogréafica do municipio de Itaina em Minas Gerais, vista parcial e
imagem do municipio em relagdo aos municipios vizinhos.
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5.2  Escolha das areas ecoldgicas do estudo
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Para a realizacdo do estudo foram escolhidas trés areas ecologicamente distintas do

municipio (area urbana, area rural e area de mata), com distancia aproximada de 8 km entre

elas (Figura 3). A area urbana foi representada pelo bairro Chacara do Quitdo, a area rural

pelo bairro Piaguassu e a area de mata pelo bairro Distrito Industrial (Centro de Controle de

Zoonoses). Para selecionar as areas foram considerados alguns critérios favoraveis ao

encontro dos flebotomineos, como ocorréncia de espacos com umidade e sombreamento,

presenca de galinheiros e de animais domeésticos, arvores frutiferas, matéria organica no solo e

vegetacdo abundante.
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Figura 3 - Pontos de capturas entomoldgicas nas distintas areas ecoldgicas no municipio de
Itatna.
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Fonte: Google Maps, 2018.

A residéncia onde foram instaladas as armadilhas luminosas tipo HP na area urbana
localiza-se na Rua Cunha Quitdo, bairro Chacara do Quitdo. O bairro é totalmente urbano,
com forte ocupacdo humana, predominantemente residencial, proximo ao Centro de Italina

(cerca de 1km) e ao Hospital Dr. Ovidio. (Figura 4)

Figura 4 - Aspecto geral do local de captura na area urbana e mapa da localizacao do bairro
Chécara do Quitdo, no municipio de Itatina.
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Fonte: Nathalia Pereira (foto) e Google Maps, 2019.
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A residéncia onde foram instaladas as armadilhas luminosas do tipo HP na éarea rural
localiza-se na Rua Hélcio Vilaga, bairro Piaguassu, proximo a rodovia MG-050, cerca de 5
km do centro de Itana. Possui poucas residéncias, presenca de pastagens (predominancia de
herbaceas), abundancia de arvores frutiferas, hortas, criagdo de bovinos, caprinos e animais

domésticos (Figura 5).

Figura 5 - Aspecto geral do local de captura na area rural e mapa da localizacéo do bairro
Piaguassu, no municipio de Itatna.
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O Centro de Controle de Zoonoses, onde foram instaladas as armadilhas luminosas do
tipo HP, localiza-se na Rua Calambau, bairro Distrito Industrial. E um bairro afastado do
centro urbano de Itauna (cerca de 10 km), com alta cobertura vegetal de mata de transicdo
(cerrado e floresta estacional semi-decidual), apresentando muitas arvores de varios portes,
com um pequeno corrego perene, incidéncia solar baixa e proximo ao Hotel Fazenda Granja
Gléria (Figura 6).

Figura 6 - Aspecto geral do local de captura na area de mata e mapa da localizagdo do bairro
Distrito Industrial, no municipio de Itaina.
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5.3 Levantamento Entomoldgico

Para a captura dos flebotomineos, foram utilizadas armadilhas luminosas do tipo HP
(Pugedo et al., 2005) (Figura 7), instaladas em locais sombreados proximos a galinheiros,
canis e currais (Chacara do Quitdo e Piaguassu) e no interior da mata (Distrito Industrial)
(Figuras 8 a 10). As capturas entomolodgicas foram realizadas mensalmente durante 3 dias
consecutivos, no periodo de junho de 2017 a maio de 2018. Trés armadilhas foram expostas
em cada area selecionada distantes aproximadamente 300 m uma da outra. Para as capturas
entomoldgicas foi assinado pelos moradores o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) concordando com a pesquisa (Anexo).

O material entomoldgico capturado mensalmente foi encaminhado para o laboratorio
do Grupo de Pesquisas em Taxonomia de Flebotomineos/Epidemiologia, Diagnostico e
Controle das Leishmanioses do Instituto René Rachou/IRR. Primeiramente foi realizada a
triagem separando os flebotomineos dos outros insetos. Logo em seguida, os machos foram
acondicionados em tubos de hemdlise contendo &lcool 70%, armazenados em temperatura
ambiente para posterior montagem e identificacdo taxonémica. As fémeas foram
acondicionadas em tubos de fundo conico contendo Dimetilsulfoxido (DMSO 6%) e
armazenadas a -20°C para posterior disseccdo (identificacdo taxondmica) e analises

moleculares (cacofonia e Nested/PCR).

Figura 7 - Armadilha luminosa do tipo HP

Fonte: Hoover Pugedo



Figura 8 - Locais onde foram instaladas as armadilhas entomolégicas do tipo HP, bairro
Chécara do Quitdo (&rea urbana), municipio de Itatna, Minas Gerais.

Fonte: Nathalia Pereira

Figura 9 - Locais onde foram instaladas as armadilhas entomolégicas do tipo HP, bairro
Piaguassu (area rural), municipio de Itauna, Minas Gerais.

Fonte: Nathalia Pereira

Figura 10 - Locais onde foram instaladas as armadilhas entomoldgicas do tipo HP, bairro
Distrito Industrial (area de mata), municipio de Itaina, Minas Gerais.

Fonte: Nathalia Pereira
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54  Montagem e identificacdo dos exemplares de flebotomineos capturados

Para a montagem dos machos capturados foi seguido o protocolo descrito por
Langeron (1949) com algumas modificacGes. Primeiramente, esses exemplares passaram por
um processo de clarificacdo, onde foram imersos em placas de Elisa (identificadas de acordo
com os pontos e datas de captura) contendo solucdo de hidréxido de potéssio (Potassa -KOH
10%) durante 2 horas para amolecimento da quitina. Apds esse periodo, estes foram
transferidos para solucédo de acido acético 10% por 20 minutos, para retirada do excesso de
Potassa. Em seguida, foi feita a lavagem destes com agua Tipo | por trés vezes, durante 15
minutos cada. Por fim, os exemplares foram mantidos em lactofenol por pelo menos 24 horas
até montagem.

As fémeas foram dissecadas utilizando-se estiletes entomoldgicos, retirando-se a
cabeca e os trés ultimos segmentos abdominais para identificacdo taxonémica, e o restante do
inseto foi armazenado em tubos de fundo conico a seco devidamente rotulados (pontos e datas
de capturas), para posteriores analises moleculares.

Tanto os machos quanto as fémeas foram montados entre ldmina e laminula
utilizando-se liquido de Berlese (meio aquoso de baixa refringéncia que possibilita a
passagem de luz com maior intensidade, facilitando a observacdo das estruturas necessarias
para a identificacdo). A identificacdo taxondmica foi realizada através do uso de descrigdes
especificas (observacdo de caracteres morfoldgicos) (Figura 11), chaves taxonémicas e
comparagcbes com exemplares depositados na Colecdo de Referéncia do Instituto René

Rachou. A classificacdo adotada foi a proposta por Galati (2003).
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Figura 11 - Principais estruturas utilizadas na identificagdo dos exemplares de flebotomineos
machos e fémeas.

Legenda
A - Cabeca do macho
B - Flageldmero Il do macho
C - Cabega da fémea
D - Flagelédmero 1l da fémea
E - Cibario e faringe da fémea
F - Cibdrio da fémea
G - Asa da fémea
H - Asa do macho
I- Bomba e filamentos genitais
J- Terminalia do macho
K- Corpo da espermateca
L- Forquilha e espermateca
M- Espermatecas

N- Bomba genital

0- Paramero do macho

Fonte: Young & Duncan,1994.

55 Influéncia das variaveis climaticas na densidade populacional de

flebotomineos

Os dados climéaticos mensais de temperatura (°C), umidade relativa do ar (%),
velocidade do vento (m/s) e pluviosidade (mm3) referentes ao periodo de estudo, foram
obtidos junto ao Distrito do Instituto Brasileiro de Meteorologia de Divindpolis, municipio
mais proximo de Italina (aproximadamente 43 km de distancia) onde h& estagdo
meteoroldgica. (Figura 12).

Para avaliar a influéncia dessas varidveis climaticas em relacdo ao numero de
flebotomineos da espécie Lu. longipalpis capturados durante o periodo de estudo foram
utilizados os dados climatoldgicos e os numeros mensais de exemplares da espécie. Estes
dados foram analisados graficamente, de modo a permitir o delineamento das estacdes

climaticas em agrupamentos: Quente e seco, Fresco e seco e Quente e umido (chuvoso).
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Figura 12 - Mapa da microrregido do estado de Minas Gerais onde o municipio de Italina esta
localizado, microrregido de Divinopolis.
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Fonte: Planum - itauna.mg.gov

56  Calculo do indice de sinantropia

O indice de sinantropia (IS) foi calculado de acordo com a férmula de Nuorteva
(1963), IS = (2a + b — 2c) /2, onde: a = porcentagem de determinada espécie capturada na area
urbana, b = porcentagem dessa mesma espécie capturada na area rural e ¢ = porcentagem de
dessa mesma espécie capturada na area de mata. O indice varia de +100 a -100; onde o
primeiro valor representa 0 mais alto grau de associagdo com o homem, enquanto valores

negativos indicam aversdo ao ambiente humano.

+100 0 -100
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5.7  Extracdo de DNA das fémeas de flebotomineos capturadas

O restante do corpo das fémeas dissecadas foi agrupado em “pools” de 2 a 10
individuos, formados por exemplares da mesma espécie, mesmo ponto e mesmo més de
captura ou quando necessario, individualmente. Posteriormente, a extracdo de DNA foi
realizada, visando a detec¢cdo da infec¢do por Leishmania, utilizando o Kit de extracdo de
tecidos e células da GE Amersham Biosciences, de acordo com especificacdes do fabricante.

As amostras extraidas foram quantificadas no espectrofotometro NanoDrop-Thermo
Scientific, utilizando a faixa de leitura de 260 a 280 nm e armazenadas a -20° C para

posteriores analises moleculares.

5.8 Reacdo da polimerase em cadeia do gene constitutivo de flebotomineos

(cacofonia)

Para a confirmacdo da presenca de DNA de flebotomineos nas fémeas capturadas e
consequente validacdo do processo de extracdo, foi utilizado um par de iniciadores que
amplificam a regido 1VS6 do gene constitutivo especifico (cacofonia) de flebotomineos. A
técnica foi realizada utilizando o Kit de PCR (Kit PureTaq Ready-To-Go PCR Beads/GE
Healthcare), com os seguintes iniciadores: 5° GTG GCC GAA CAT AAT GTT AG 3' e 5
CCA CGA ACA AGT TCA ACATC 3'(Lins et al., 2002).

A amplificacdo do gene constitutivo foi realizada em equipamento termociclador
automatico (Applied Biosystems Veriti TM Thermal Cycler), utilizando o programa de
amplificacdo: 94° C por 12 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificagdo, 94° C por 30
segundos, 55° C por 30 segundos, 72° C por 30 segundos e uma extensdo final de 72° C por 10
minutos e resfriamento a 4° C. Em cada conjunto da reacdo de cacofonia, foram incluidos um
controle negativo (sem DNA) e um controle positivo (DNA purificado de flebotomineo do

género Lutzomyia).

59 Deteccdo da infeccdo natural das fémeas de flebotomineos por

Leishmania spp.

Para determinar a taxa de infeccdo natural, as amostras de DNA extraidas dos
flebotomineos foram analisadas através da técnica Nested PCR (LnPCR) dirigida ao gene
SSUrRNA de Leishmania, que amplifica um fragmento deste gene que é uma regido
conservada entre todas as espécies de Leishmania (Van Eys et al., 1992; Cruz et al., 2002 e
2006).
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Esta metodologia, adaptada e modificada de Cruz et al. (2002) foi realizada a partir de uma
amplificagdo inicial de um fragmento de aproximadamente 603 pb, utilizando-se os
iniciadores R1: 5° GGT TCC TTT CCT GAT TTA CG 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 diluido da primeira reacdo, utilizando os iniciadores R3: 5
TCC CAT CGC AACCTC GGT T 3 e R4: 5 AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3 (Figura
13).A amplificacdo foi processada em aparelho termociclador automético, utilizando o
seguinte ciclo para SSU: desnaturacdo inicial a 94° C por cinco minutos, seguido de 35
repeticdes de desnaturacdo a 94° C por 30 segundos, anelamento a 60° C por 30 segundos e
extensdo a 72° C por 30 segundos, e extensdo final foi a 72° C por cinco minutos e
resfriamento a 4° C. Para a segunda reacdo Nested PCR, foi realizado o ciclo de desnaturacéo
inicial a 94° C por cinco minutos, seguido de 30 repeti¢bes de desnaturacdo a 94° C por 30
segundos, anelamento a 65° C por 30 segundos e extensdao a 72° C por 30 segundos, e
extensdo final de 72° C por cinco minutos e resfriamento a 4° C.

Em todas as reagdes utilizou-se DNA extraido de cultura de Le. infantum
(MHOMY/BR/PP75), como controle positivo e como controle negativo a amostra de DNA foi

substituida por volume equivalente de H,O para PCR.

Figura 13 - Desenho esquematico da Ln-PCR destinada a amplificar um fragmento do gene
SSUrRNA de Leishmania.

Fragmento do gene SSUrRNA de 603 pb, amplificado pela
PCR utilizando os iniciadores R1 e R2 (1? reacao)

e
v =

3 Ri1 R2

Y

Fragmento do gene SSUrRNA de 353 pb, amplificado pela
PCR utilizando os iniciadores R3 e R4 (27 reacio)

Fonte: Eduardo de Castro Ferreira
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5.10 Anélise dos produtos amplificados pelas PCR’s Cacofonia e Ln-PCR

Ap6s as amplificagdoes das PCR’s utilizando iniciadores que amplificam fragmentos do
gene constitutivo de flebotomineos (cacofonia) e do gene do SSUrRNA (Ln-PCR), estas
amostras foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 2% corados com brometo
de etideo e examinados em exposi¢do a luz ultravioleta (UV) no capturador de imagens
ImageQuant LAS 4000.

6. RESULTADOS

6.1 Fauna flebotominica das areas estudadas

Durante o periodo de junho de 2017 a maio de 2018 foram capturados 1.306
espécimens, sendo 1.143 machos (87,52%) e 163 fémeas (12,48%). A fauna flebotominica
apresentou-se diversificada, sendo composta por seis géneros (Lutzomyia, Evandromyia,
Pintomyia, Nyssomyia, Psathyromyia e Brumptomyia) e distribuida em 11 espécies:
Brumptomyia brumpti Larrousse, 1920, Evandromyia cortelezzii (Brethes, 1923), Evandromyia
evandroi (Costa Lima & Antunes, 1936), Evandromyia lenti (Mangabeira, 1938), Evandromyia sallesi
(Galvdo & Coutinho, 1940), Evandromyia termitophila (Martins, Falcdo & Silva, 1964), Lutzomyia
longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939), Pintomyia
pessoai (Coutinho & Barreto, 1940), Psathyromyia brasiliensis (Costa Lima, 1932), Psathyromyia
lutziana (Costa Lima, 1932) (Tabela 1).

As fémeas identificadas como pertencentes ao complexo cortelezzii séo
morfologicamente indistinguiveis, a identificacdo foi realizada em associacdo com o encontro
dos machos das espécies capturadas de Ev. cortelezzi e Ev. sallesi. As espécies ndo
identificadas se referem aos exemplares com alguma perda de caracteres morfolégicos que
sd0 necessarios para a identificacdo a nivel especifico. Considerando a relacdo entre machos e
fémeas capturados, 87,53% dos espécimens foram machos e 12,47% fémeas, com umar razao
M/F = 7,01:1. Dos 1.139 exemplares capturados de Lu. longipalpis, 1.062 (93,24%) eram
machos e 77 (6,76%) eram fémeas (Tabela 1).

As principais espécies de importancia médica encontradas foram Lu. longipalpis
(vetor de LV) com 87,21% dos exemplares capturados e Ny. whitmani (vetor de LT), com

1,53%. As demais espécies corresponderam a 11,26% dos flebotomineos (Grafico 1).
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TABELA 1
Total de espécimens de flebotomineos capturados, por sexo, no municipio de Itadna (MG),
utilizando armadilha luminosa do tipo HP, no periodo de junho de 2017 a maio de 2018.

Sexo
Espécies

Machos & Fémeas @  Total $
Brumptomyia brumpti 1 4 5 0,38
complexo cortelezzii 0 38 38 2,91
Evandromyia cortelezzii 5 0 5 0,38
Evandromyia evandroi 5 5 10 0,77
Evandromyia lenti 8 19 27 2,07
Evandromyia sallesi 1 0 1 0,08
Evandromyia termitophila 1 2 3 0,23
Lutzomyia longipalpis 1062 77 1139 87,21
Nyssomyia whitmani 11 9 20 1,53
Pintomyia pessoai 4 4 8 0,61
Psathyromyia brasiliensis 0 1 1 0,08
Psathyromyia lutziana 1 2 3 0,23
N&o identificados 44 2 46 3,52
Total 1143 163 1306 -
Freguéncia Relativa 87,53% 12,47% 100%  100%

GRAFICO 1 - Porcentagem das principais espécies de flebotomineos de importancia médico-
veterinaria capturadas, utilizando armadilha luminosa do tipo HP, no periodo de junho de
2017 a maio de 2018, no municipio de Itatna (MG).

m Lutzomyia longipalpis
B Nyssomyia whitmani

= Demais espécies

Fonte: Elaborado pela autora.
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Em relacdo a distribuicao das espécies por més (Tabela 3) observa-se a ocorréncia
de Lu. longipalpis em todos os meses estudados. A espécie Ev. lenti apenas ndo foi capturada
em novembro de 2017; as espécies pertencentes ao complexo cortelezzii foram capturadas em
nove meses e a espécie Ny. whitmani foi encontrada em sete meses do periodo de estudo. As
demais espécies foram capturadas pelo menos em trés meses, com excecdo das especies Ev.
sallesi e Ps. brasiliensis, com apenas um exemplar nos meses de agosto e dezembro,

respectivamente.

TABELA 2

NUmero mensal das espécies de flebotomineos capturados, utilizando armadilha luminosa do
tipo HP, no municipio de Itaina (MG), no periodo de junho de 2017 a maio de 2018.

- a A Q A Q Q Q & & N\ RS A

Espécies \é\\'\ ) \O\X‘ '290\\ %Q;X\ o‘{"&\ (\04\ b®4>\ . @0\\ ,\Qﬁ\\ @f&\ q?‘\\ &fb\\ S
Brumptomyia brumpti 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 5
complexo cortelezzii 0 2 0 2 0 3 4 10 5 5 2 5 38
Evandromyia cortelezzii 2 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 5
Evandromyia evandroi 0 2 2 2 0 0 0 0 1 0 1 2 10
Evandromyia lenti 1 2 3 1 1 0 2 5 4 6 1 1 27
Evandromyia sallesi 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Evandromyia termitophila 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 3

Lutzomyia lonpipalpis 39 34 18 35 16 29 100 246 148 256 168 50 1139
Nyssomyia whitmani 5 5 6 0 0 1 1 1 1 0 0 0 20
Pintomyia pessoai 0 1 3 0 2 0 0 2 0 0 0 0 8
Psathyromyia brasiliensis 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Psathyromyia lutziana 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 3
N4o identificadas 0 3 0 0 1 3 3 10 10 5 7 4 46

Total 47 50 35 41 21 37 113 276 169 274 181 62 1306

Os meses que apresentaram as maiores taxas de flebotomineos capturados foram
dezembro (8,65%), janeiro (21,13%), fevereiro (12,94%), marco (20,98%) e abril (13,86%). E
0s meses com menor numero de individuos capturados foram agosto (2,68%), outubro
(1,61%) e novembro (2,83%). Os demais apresentaram média de 4,79% (Grafico 2).
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GRAFICO 2 - Porcentagem do nimero de flebotomineos capturados, utilizando armadilha
luminosa do tipo HP, no periodo de junho de 2017 a maio de 2018, no municipio de Itaina
(MG).
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Fonte: elaborado pela autora.

6.2 Influéncia das variaveis climaticas na populacdo de flebotomineos

capturados

Em relacdo as varidveis climaticas no periodo de estudo, houve variacdo da
temperatura entre 17°C a 24,3°C (média anual de 21,9°C +/- 2,6°C); umidade relativa do ar
entre 41,9 a 79,8%, (média anual de 64,3% +/- 11,3%); precipitacdo pluviométrica entre Omm
a 332,5mm (média anual de 114,4mm +/- 126,1mm); e velocidade do vento entre 2mps e
2,8mps (média anual de 2,3mps +/- 0,2mps) (Tabela 4).
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TABELA 3
Varidveis climéaticas mensais do municipio de Divindpolis (MG), durante os meses de junho
de 2017 a maio de 2018.

Precipitacdo Temp compensada UmidadeRelativa Velocidade do

Ano. - Mes total (mm) média ('C) do ar (%) vento (mps)
Jun LA 18,6 67,6 2,0
Jul 0 f7 57,F 2,6
Ago 0 20,3 48,6 2,4

20f7  Set 8 22,2 41,9 2,8
Out 22,3 24,3 54,5 2,3
Nov 238,6 23 f 69,6 2,2
Dez 332,5 24, 72,9 2,0
Jan 3f7 24,3 72,6 2,3
Fev 54,3 23,6 79,8 2,f

20f8  Mar 55,8 24,5 718 2,0
Abr 3 2f.9 68,3 2,3
Mai 24,4 19,3 66, 2,2

Fonte: INMET, 2018.

As relacGes entre a densidade populacional de flebotomineos e os dados
biocliméaticos desse estudo contemplaram apenas a espécie Lu. longipalpis, devido ao fato
desta ter sido encontrada em maior nimero e ser o principal vetor de LV no Brasil. Apos as
analises, foram encontradas relacGes positivas entre a densidade populacional mensal de Lu.
longipalpis e os dados climatolégicos mensais.

Para avaliar a influéncia climética sobre a populacéo de Lu. longipalpis, analisamos
as variaveis precipitacdo pluviométrica e temperatura isoladamente. Foi feito o delineamento
de agrupamentos climaticos no periodo estudado (Grafico 3):

- Quente e seco: setembro de 2017 e abril de 2018.

- Fresco e seco: junho, julho e agosto de 2017; maio de 2018.

- Quente e Umido (chuvoso): outubro, novembro e dezembro de 2017; janeiro, fevereiro e
marco de 2018.

Pode-se observar que nos meses de junho a setembro a precipitacdo pluviométrica
foi baixa ou ausente, a temperatura ndo foi elevada e o nimero de flebotomineos capturados
nesses meses também foi pequeno. Em outubro de 2017, iniciou-se o periodo chuvoso que se
estendeu até marco de 2018, observando-se um aumento excessivo das chuvas (Tabela 3).
Concomitantemente, a densidade populacional de flebotomineos comegou a se elevar a partir

de dezembro de 2017, dois meses apds o inicio do periodo chuvoso. Nos meses de abril e



43

maio de 2018, ocorreu uma queda na precipitacdo pluviométrica e na temperatura, 0 que
influenciou diretamente no nimero de flebotomineos capturados (Gréfico 2).

Nos graficos 3, 4 e 5, os pontos vermelhos correspodem aos meses em que a
precipitacdo foi maior que a média e 0s pontos azuis, a0s meses que apresentaram
precipitacdo menor que a média. Os dados obtidos sugerem que o periodo chuvoso favoreceu
0 aumento da densidade populacional de flebotomineos (Gréfico 3).

O gréafico 4 demonstra que as varidveis umidade relativa do ar e precipitacdo
pluviométrica interferiram na densidade de flebotomineos capturados. Os meses de dezembro
de 2017 e janeiro a abril de 2018 onde foi capturado o maior nimero de Lu. longipalpis,
observou-se que a umidade relativa do ar se apresentou maior que a média (64,3%), 0 que
pode ter favorecido o desenvolvimento desses insetos.

O grafico 5 demonstra que as variaveis velocidade do vento e precipitacao
pluviométrica também interferiram na densidade de flebotomineos capturados. A velocidade
do vento nos meses de dezembro de 2017 e janeiro a mar¢o de 2018, foi menor ou igual a
média (2,3mps). Podemos inferir, portanto, que nos meses onde a intensidade dos ventos foi
menor, ndo interferindo na capacidade de voo dos flebotomineos, a densidade populacional
destes insetos foi maior, sendo que nesses meses foram capturados 65,8% dos exemplares de

Lu. longipalpis de todo o periodo de estudo.
GRAFICO 3 - Delineamento de “agrupamentos climaticos” no municipio de Itatna, de acordo

com os valores de temperatura compensada média (°C) e precipitacdo pluviométrica (mm), de
junho de 2017 a maio de 2018.

Jan-18
| te e
o i Quen
Quente e 'O’t-17. Mar-18 | imido e

)

ne
I

G
b
o
—g 23 seco I £ 18 . Dez-17
= | ev-
£ 72 ' ________ B S A | 52 2 -
|
.£ re
52, ® :
R I
R e £ |
87 | @ |
® <0 |
s 18 Fresco e|
= 17@ seco |
9] I
18 |
% !
= 15 |
¢ 50 100 150 200 250 300 350
Precipitagdo mensal {(mm)

Fonte: elaborado por Consuelo Latorre Fortes Dias.



44

GRAFICO 4 - Delineamento de “agrupamentos climaticos” no municipio de Itatna, de acordo
com os valores de umidade relativa do ar (%) e precipitacdo pluviométrica (mm) de junho de
2017 a maio de 2018.
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Fonte: elaborado por Consuelo Latorre Fortes Dias.

GRAFICO 5 - Delineamento de “agrupamentos climaticos” no municipio de Itatna, de acordo
com os valores de precipitacdo pluviométrica (mm) e velocidade média do vento (mps) de
junho de 2017 a maio de 2018.
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6.3  Sinantropia

Ao longo dos 12 meses de estudo, foram capturados 1.166 exemplares (89,28%) na

area urbana, 112 (8,58%) na area rural e 28 (2,14%) na area de mata (Grafico 6).

GRAFICO 6 - Porcentagem de flebotomineos capturados nas distintas areas ecoldgicas
(urbana, rural e de mata), utilizando armadilha luminosa do tipo HP, durante o periodo de
junho de 2017 a maio de 2018, no municipio de Itauna (MG).

AREA RURAL

AREA URBANA

Fonte: elaborado pela autora.

Foram capturadas 11 espécies de flebotomineos, distribuidos em 1.260 exemplares
identificados a nivel especifico. Dentre estes, as espécies Ev. cortelezzii, Ev. evandroi e Ev.
sallesi foram capturadas apenas na area urbana. A espécie Ps. brasiliensis foi capturada
apenas na area de mata e as demais espécies encontradas foram capturadas pelo menos em

duas das trés areas ecoldgicas, em diferentes proporcdes (Tabela 5).
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TABELA 4
NUmero e porcentagem das espécies de flebotomineos capturadas, utilizando armadilha
luminosa do tipo HP, por area ecoldgica, durante o periodo de junho de 2017 a maio de 2018,
no municipio de Itaina (MG).

. Urbana Rural Mata
Especies
n° % ne % n° %
Brumptomyia brumpti 3 60 1 20 1 20
complexo cortelezzii 28 73,7 6 15,8 4 10,5
Evandromyia cortelezzii 5 100 O 0 0 0
Evandromyia evandroi 10 100 O 0 0 0
Evandromyia lenti 21 778 5 18,5 1 3,7
Evandromyia sallesi 1 100 0 0 0 0
Evandromyia termitophila 1 333 1 33,3 1 333
Lutzomyia lonpipalpis 1050 92,2 87 7,6 2 0,2
Nyssomyia whitmani 3 15 6 30 11 55
Pintomyia pessoai 0 0 3 37,5 5 625
Psathyromyia brasiliensis 0 0 0 0 1 100
Psathyromyia lutziana 1 333 0 0 2 66,7
Total 1123 - 109 - 28 -

Quanto ao sexo, foram capturados um maior numero de machos nas areas urbana e
rural, e pode ser observado que a &rea urbana apresentou uma taxa relativamente maior tanto

para machos (91,07%) quanto para fémeas (76,68%) em relacdo as outras areas. (Tabela 5)

TABELA 5
NUmero e porcentagem de flebotomineos capturados, utilizando armadilha luminosa do tipo
HP, nas distintas areas ecoldgicas, quanto ao sexo, durante o periodo de junho de 2017 a maio
de 2018, no municipio de Itatina (MG).

Areas ecologicas 3 % Q %
Urbana (Chacara do Quitdo) 1041 91,07 125 76,68
Rural (Piaguassu) 93 8,14 19 11,66
Mata (Distrito Industrial) 9 0,79 19 11,66

Total 1143 100% 163 100%
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Quanto a diversidade, foram capturadas 9 espécies na area urbana, 6 espécies na

area rural e 8 espécies na area de mata (Figura 14).

Figura 14 - Distribuicdo das espécies capturadas segundo as areas ecologicas.

Rural

Pl pessoai

Br. brumpri
Ev_ lenti

Ev. rermitophila
Lu. longipaipis
L whitmari

Ev. corteiezzii
Ev. evandroi

Ev. sallesi

Ps. lutziana Ps. brasiliensis

Urbano Mata

Fonte: Elaborado pela autora.

Em relagcdo ao indice de sinantropia, observou-se que a espécie Ev. evandroi é
sinantropica (IS +100), ou seja, capaz de utilizar as condi¢cdes criadas pelo homem, ao
contrario de Ps. brasiliensis que demonstrou-se assinantrépica (IS -100). As espécies Ev. lenti
e Lu. longipalpis também apresentaram um alto grau de adaptabilidade ao meio urbano, com
IS +83,4 e IS + 95,8, respectivamente.

A espécie Pi. pessoai foi capturada apenas na area rural e de mata; a espécie Br.
brumpti apesar de ter sido capturada nas trés areas, apresentou-se em maior nUmero na area
urbana; a espécie Ev. termitophila foi capturada na mesma proporgéo nas trés areas; a especie
Ny. whitmani foi capturada em maior nimero na area de mata e a espécie Ps. lutziana foi

capturada na area urbana e de mata (Tabela7).
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TABELA 6
indice de Sinantropia (IS) das espécies de flebotomineos capturadas, utilizando armadilha
luminosa do tipo HP, durante o periodo de junho de 2017 a maio de 2018, no municipio de
Itaina (MG).

Espécies <
Brumptomyia brumpti + 50
Evandromyia evandroi + 100
Evandromyia lenti + 83,4
Evandromyia termitophila  + 16,6
Lutzomyia lonpipalpis + 95,8
Nyssomyia whitmani -25
Pintomyia pessoai -43,8
Psathyromyia brasiliensis - 100
Psathyromyia lutziana - 334

Devido ao fato do complexo cortelezzi englobar apenas fémeas e as espécies Ev.
cortelezzi e Ev. sallesi os machos, ndo foi possivel calcular o indice sinantrdpico destas

espécies.

6.4  Deteccdo de DNA de Leishmania spp. em fémeas de flebotomineos
capturadas

As 163 fémeas de flebotomineos capturadas foram distribuidas em 65 “pools” e 7
amostras individuais destinadas a pesquisa de infec¢do natural por Leishmania spp. (Tabela
8). Primeiramente, estas foram avaliadas por meio da técnica de cacofonia (gene constitutivo
do DNA de flebotomineos) e observou-se que as amostras analisadas foram positivas para o
gene (exceto uma amostra que nao era flebotomineo), validando o processo de extracdo de
DNA (Figura 15).
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TABELA 7
Fémeas de flebotomineos capturadas, utilizando armadilha luminosa do tipo HP, nos meses de
junho de 2017 a maio de 2018, no municipio de Itauna (MG).

Espécies Ne fémeas '\ POOSOU
individual
Brumptomyia brumpti 4 4
complexo cortelezzii 38 15
Evandromyia evandroi 5 5
Evandromyia lenti 19 14
Evandromyia termitophila 2 2
Lutzomyia longipalpis 77 18
Nyssomyia whitmani 9 6
Pintomyia pessoai 4 2
Psathyromyia brasiliensis 1 1
Psathyromyia lutziana 2 2
N&o identificados 2 2
N&o ¢ flebotomineo 1 1
Total 164 72

Figura 15 - Exemplo dos produtos de amplificagdo de DNA de flebotomineos obtidos com
iniciadores para o gene cacofonia IVS6 para Lutzomyia visualizados apés eletroforese em gel
de agarose a 2% corado com brometo de etideo.

Canaletas: M- marcador de peso molecular 100 pb. 50 a 62- Amostras positivas de DNA de
flebotomineos. CP- Controle positivo da Reacdo (Lutzomyia longipalpis.). CN- Controle
negativo da Reacdo (sem DNA).

Posteriormente, as amostras (“pools” ou individuais) foram analisadas utilizando a
Nested/PCR dirigida ao gene SSUrRNA de Leishmania e nenhuma das amostras testadas

apresentou o fragmento caracteristico de Leishmania (Figura 16).
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Figura 16 - Exemplo dos produtos de amplificagdo de DNA dos “pools” ou amostras
individuais de flebotomineos obtidos com iniciadores para o gene SSUrRNA visualizados
apos gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo.

—» [353pb

Canaletas: M- marcador de peso molecular de 100 pb. 1 a 24- “Pools” ou amostras
individuais negativas de DNA de Leishmania spp. CP- Controle positivo (Leishmania
infantum/MHOM/BR/PP75). CN- Controle negativo (sem DNA).
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7. DISCUSSAO

No Brasil, as leishmanioses estdo entre as grandes endemias e incluidas na lista do
Sistema Nacional de Informacdo de Doencas de Notificacdo Compulséria (SNDC) do
Ministério da Saude. A distribuicdo geografica da doenga no pais indica que sua
epidemiologia apresenta aspectos ambientais, climaticos e socioecondmicos diversificados
(Lainson et al., 1988; Cardenas et al., 2006; Chaves et al., 2006; Dantas-Torres et al.,
2012). O conhecimento da ecoepidemiologia das leishmanioses envolvendo a triade
parasito-vetor-reservatério € fundamental para implementacdo das medidas de controle
desse agravo nos municipios brasileiros.

Nos ultimos anos, Minas Gerais teve um aumento expressivo no nimero de casos
humanos notificados de LV, representando 71% dos casos totais registrados na regido
sudeste do Brasil (MS, 2018). Itaina ¢ um municipio mineiro considerado como area
recente e esporadica de transmissdo de LV, e se encontra em situacdo de atencdo devido
ao aumento do nimero de casos humanos e caninos, presenca do vetor competente (Lu.
longipalpis), ambiente propicio para o desenvolvimento dos flebotomineos e
principalmente pelo processo de urbanizacéo e expansao da doenca no municipio.

Durante o periodo de estudo realizado nesse municipio, 1.306 espécimens foram
capturados, apresentando uma fauna flebotominica diversificada com 11 espécies
identificadas, o que representa uma grande variedade de espécies quando comparados a
outros estudos realizados em municipios endémicos para leishmanioses em Minas Gerais.
Nesses outros estudos foram capturadas sete espécies de flebotomineos em Belo
Horizonte (Lara-Silva et al., 2015), quatro espécies em Sabard (Lopes, 2014) e sete
espécies em Santa Luzia (Carvalho et al., 2010), municipios pertencentes a regido
metropolitana de Belo Horizonte.

As espécies capturadas foram pertencentes a seis géneros: Brumptomyia,
Evandromyia, Nyssomyia, Pintomyia, Psathyromyia e Lutzomyia. Nossos resultados
corroboram com os encontrados em outro estudo realizado no municipio em 2015, onde
foram capturados os mesmos géneros e espécies de flebotomineos, com excegdo dos
exemplares Psathyromyia aragaoi e Evandromyia teratodes (Lopes et al., 2019) e
Evandromyia sallesi e Psathyromyia brasiliensis encontrados neste estudo.

Dentre as espécies, destaca-se 0 encontro de Lu. longipalpis e Ny. whitmani vetores
comprovados de LV e LT (Dedet, 1993; Grimald-Jr et al., 1989; Peterson e Shaw, 2003),
respectivamente. Além disso, a espécie Lu. longipalpis foi predominante com 87,21% dos
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exemplares capturados, encontrado em todos os meses e areas estudadas (Tabela 3 e
Gréfico 1). A baixa frequéncia de individuos das outras espécies capturadas pode estar
relacionada a um conjunto de fatores, mas principalmente a auséncia de fontes alimentares
sanguineas especificas para esses flebotomineos e a presenca de criadouros e abrigos no
raio de instalacdo das armadilhas (Martin e Rebélo, 2006).

Os resultados relatados nesse estudo estdo em conformidade com a literatura, onde Lu.
longipalpis vem sendo encontrado em abundancia em diferentes areas endémicas de
Minas Gerais e do Brasil (Missawa et al., 2008; Michalsky et al., 2009; Dias et al., 2011;
Saraiva et al., 2017). Apesar do baixo numero de exemplares capturados de Ny. whitmani
(1,53%), essa espécie merece atencdo, pois além de ser vetor comprovado de LT, ja foi
encontrada em alguns trabalhos infectada naturalmente por Le. infantum, como em Belo
Horizonte e Divinopolis-MG (Saraiva et al., 2010 e Margonari et al., 2010). Assim, sao
necessarios a realizacdo de estudos que objetivam determinar o possivel papel desse vetor
na transmisséo da LV.

O complexo cortelezzii (fémeas de Ev. sallesi e Ev. cortelezzii) é composto por
espécies que podem ser consideradas como possiveis vetores de leishmanioses em Minas
Gerais. Fémeas pertencentes a esse complexo ja foram encontradas com DNA de Le.
braziliensis e/ou Le. infantum em diversos trabalhos realizados pelo nosso grupo e por
outros pesquisadores em Minas Gerais (Carvalho et al., 2008; Saraiva et al., 2010; Lana et
al., 2015; Lara-Silva et al., 2015; Lana et al., 2018). Embora esses autores ndo possam
incriminar as fémeas pertencentes a esse complexo como vetores competentes na
transmissdo de Leishmania, ndo rejeitam a possibilidade de estas estarem envolvidas no
ciclo das leishmanioses.

Ximenes et al. (2000) demonstraram que a espécie Ev. evandroi estd presente em areas
endémicas de LV e possuem distribuicdo geografica coincidente com a espécie Lu.
longipalpis. Evandromyia evandroi foi considerada como suspeita na transmisséo de Le.
infantum para cdes em Jacobina (BA) (Sherlock, 1996) e ja foi encontrada infectada
naturalmente com DNA de Le. infantum em Vérzea da Palma (MG) (Sanguinette, 2015).

A espécie Ev. lenti foi a terceira espécie mais abundante capturada em nosso estudo
com 2,06% dos exemplares. Esta espécie ja foi encontrada com DNA de Le. infantum e
Le. braziliensis em diversos estudos realizados no Brasil (Sherlock 1996; Margonari et al.
2010; Lana et al., 2015; Sanguinette, 2015). E importante salientar o encontro de Ev. lenti

em areas endémicas de leishmanioses e no municipio de estudo, devido a esta espécie
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também estar na maioria das vezes associada ao registro de Lu. longipalpis, podendo ser
um indicador da presenca dessa espécie (Pinto et al., 2012).

Apesar de terem sido capturados em baixo numero, Pi. pessoai possui importancia
epidemioldgica, sendo incriminada como vetora de Le. braziliensis (Queiroz et al., 1994;
Rangel & Lainson, 2003; Pita-Pereira et al., 2005; Saraiva et al., 2006). Esta espécie é
antropofilica, estd frequentemente associada a focos de LT e participa do ciclo de
transmisséo deste agravo (Rangel e Lainson, 2009).

As espécies Ps. lutziana e Ps. brasiliensis capturadas no estudo, nao participam do
ciclo de transmissdo das leishmanioses, portanto ndo sdo incriminadas como vetores de
Leishmania spp. (Andrade et al. 2007).

A espéecie Ev. termitophila vem sendo relatada em trabalhos realizados em Minas
Geralis (Saraiva et al. 2010; Barata et al., 2011; Lana et al., 2018). Apesar de nao possuir
importancia epidemioldgica, essa ja foi encontrada infectada naturalmente por Le.
infantum e Le. brazilienzis em diferentes municipios (Saraiva et al., 2008; Saraiva et al.,
2010; Sanguinette et al., 2015).

Foi verificado que o numero de machos em relacdo ao nimero de fémeas capturadas
foi alto, apresentado razdo total de M/F = 7,01:1. Esse acontecimento pode estar associado
ao comportamento natural dos machos de acompanhar as fémeas durante o deslocamento
formando agregados de fecundacdo (Dias et al., 2007), ou pelo fato de os machos
eclodirem antes das fémeas (Feliciangeli, 1987; Galati et al., 1996; Oliveira et al., 2012).
Outras hipdteses estdo ligadas a alguns autores acreditarem que a armadilha luminosa
pode atrair de maneira diferente os sexos, favorecendo a maior captura de machos (Aguiar
et al., 1984; Nascimento et al., 2013). Esse maior nimero de machos capturados também
pode representar um indicador da ocorréncia de criadouros nas proximidades dos locais de
captura (Feitosa e Castelldn, 2009).

E valido ressaltar que a maior razdo macho/fémea também foi da espécie Lu.
longipalpis (13,79:1), como ja observado em Itatuna (dados né&o publicados) e em outras
regides de Minas Gerais, como Porteirinha e Belo Horizonte (Franga-Silva et al., 2005;
Lara-Silva et al., 2015).

Com relacdo a infeccdo natural das fémeas capturadas, foi realizada a PCR, uma
técnica molecular especifica e sensivel que permite a deteccdo do DNA do parasito, sendo
atil para identificacdo de flebotomineos vetores putativos na area estudada (Lidani et al.,

2017). Essa deteccdao de infeccdo natural e a posterior caracterizacao das espécies de
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Leishmania circulantes nos flebotomineos tem papel fundamental na determinacdo do
agente etioldgico envolvido na transmissdo das leishmanioses no municipio.

Porém, é sabido que a taxa de infeccdo de Leishmania no vetor é considerada baixa na
natureza, de 0,2 a 2%, tornando o achado de parasitos dificil, mesmo em areas endémicas
para leishmanioses (Rodriguez et al., 1999; Miranda et al., 2002, Silva et al., 2007a,
Michalsky et al., 2011). S&o encontradas baixas taxas de infeccdo em diferentes regides
do Brasil, como por exemplo, 1,5% na Bahia (Miranda et al., 2002), 0,4% na Amazonia
Maranhense (Oliveira-Pereira et al., 2006); 0,3% no Rio Grande do Sul (Silva e
Grunewald, 1999), 0,16% no Brasil Central (Galati et al., 1996) e resultados negativos em
Belo Horizonte e Pantanal do Mato Grosso do Sul (Souza et al., 2004; Figueiredo et al.,
2016). Em nosso estudo, ndo foram detectados flebotomineos infectados por Leishmania,
tanto em amostras individuais quanto em “pools”, mas em estudo realizado anteriormente
em ltatna, foram encontradas fémeas naturalmente infectadas por Le. Infantum (Lopes et
al., 2019).

A incidéncia das leishmanioses pode estar relacionada com fatores bidticos e abioticos
que influenciam na dindmica populacional de flebotomineos. Conhecer a distribuicao
sazonal desses insetos é de fundamental importancia para a implementacdo de programas
efetivos de controle vetorial (Saraiva et al., 2006). Na busca de explicar o comportamento
sazonal dos flebotomineos durante o periodo de estudo, foram consideradas algumas
variaveis climaticas.

As variaveis climaticas analisadas em nosso estudo e que sdo frequentemente
correlacionadas a presenca de flebotomineos foram temperatura (Salomon et al., 2002;
Saraiva et al., 2006; Dias et al., 2007), precipitacdo pluviométrica (Salomén et al., 2002;
Dias et al., 2007) e umidade relativa do ar (Saraiva et al., 2006; Dias et al., 2007). A
variavel velocidade do vento (Aguiar & Soucasaux, 1984) tem sido considerada como
determinante do sucesso ou insucesso das capturas entomoldgicas, podendo interferir na
capacidade de voo dos flebotomineos.

Em condicBes naturais, os flebotomineos sobrevivem em regiGes com temperatura
média variando de 16°C a 44°C (Colacicco-Mayhugh et al., 2010). Dias et al. (2007)
relataram que as varidveis temperatura e umidade relativa do ar interferem na ocorréncia
desses insetos, pois estes sdo sensiveis a dessecacgéo, e segundo Brazil e Brazil (2003) tais
variaveis também interferem na duracéo das etapas do ciclo biologico dos flebotomineos.

No entanto, a influéncia das variaveis climaticas exerce impacto de modo distinto na

populacédo flebotominica, dependendo da regido analisada. Salomon et al. (2015)
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ressaltam que cada area geografica possui sua particularidade e dindmica de transmisséo
do parasito.

Considerando nosso estudo, através da correlagdo dos dados climatolégicos com a
densidade populacional de Lu. longipalpis, foi possivel observar correlacBes positivas
entre os dados. Essa espécie foi encontrada em todos os meses de captura, porém, 0s picos
de flebotomineos ocorreram nos meses mais quentes, com maior umidade relativa do ar e
alta precipitagdo pluviométrica (Gréficos 3 e 4). Estudos realizados no Brasil, também
verificaram picos de ocorréncia para Lu. longipalpis nos meses quentes e chuvosos
(Resende et al., 2006 Ximenes et al., 2006; Almeida et al., 2010). Deane & Deane (1955)
mostraram em seus estudos que a estacdo chuvosa propicia um aumento da umidade e
favorece diretamente, a proliferagdo e a sobrevivéncia dos flebotomineos. Outros estudos
observaram que nos meses quentes e imidos ha um aumento no nimero de flebotomineos
capturados, enquanto nos meses frios e secos ocorre uma reducdo desse numero (Forattini,
1960; Barata et al. 2004; Dias et al. 2007; Michalsky et al., 2009). Nossos resultados
estdo em conformidade com os relatados na literatura, pois foi possivel observar que os
meses considerados frescos e secos coincidiram com a reducdo do numero de
flebotomineos capturados.

Nos meses onde foi capturado o maior nimero de Lu. longipalpis observou-se que a
velocidade do vento foi baixa, ndo ultrapassando a média (2,3mps) e, portanto, ndo
impactou o numero de exemplares capturados nesse periodo (Grafico 5). Em um estudo
realizado por Orshan et al. (2010), demonstrou-se que os flebotomineos tem preferéncias
por locais protegidos para sua reproducao, pois sao sensiveis a velocidade do vento, que
pode dificultar a atividade e capacidade de voo.

Historicamente, as leishmanioses eram consideradas como endemias de carater
silvestre/rural. Ha algumas décadas, essa doenca tem apresentado mudancas em seu
padrdo de transmissdo, se expandindo para locais urbanizados. O Brasil, a partir da década
de 1950, deixou de ser um pais de caracteristicas rurais, se tornando um pais mais
urbanizado, e isso tende a impactar de forma negativa a comunidade de insetos do local
(Kearns 2001; Hwang & Turner 2005).

A urbanizacdo tem causado alteracbes nos hébitats naturais dos flebotomineos,
resultando em uma restricdo nos ambientes ocupados por eles. Tais alteracdes sdo fatores
importantes para a emergéncia e reemergéncia das leishmanioses, e a presenca dos
flebotomineos no ambiente urbano é um fator preocupante do ponto de vista

epidemioldgico, pois a transmissdo da doenca pode ocorrer proximo as residéncias, e até



56

no interior delas. O impacto das modificacbes ambientais pode gerar alteracbes na
ecologia das espécies de Leishmania, dos flebotomineos e dos reservatérios, mudando
assim o perfil epidemiol6gico das leishmanioses. Algumas espécies de flebotomineos
resistem as diversas mudancas, conseguem explorar novos ambientes, e consequentemente
aproximam-se cada vez mais do ambiente urbano (Forattini et al., 1976; Almeida et al.,
2010).

A ocorréncia de determinada espécie de flebotomineo em uma determinada area
ecologica (urbana, rural ou de mata) estad relacionada com suas adaptacdes as condicdes,
recursos e interacdes competitivas com outras espécies (Ricklefs, 2003). Em nosso estudo,
entre as localidades, a diversidade e a abundancia das espécies foram diferenciadas,
confirmando que fatores ambientais ou geograficos podem estar determinando uma
estruturacdo diferente das populagdes flebotominicas.

Ao analisarmos a densidade das espécies de flebotomineos nas diferentes areas
ecoldgicas, observamos que 0 menor nimero de exemplares capturados ocorreu na area de
mata (2,14%), distribuidos em oito espécies, sendo Ny. whitmani a Unica espécie
dominante com apenas 11 individuos. Estudos realizados em ambientes de mata
mostraram uma fauna flebotominica geralmente composta de poucas espécies dominantes
e muitas espécies com poucos exemplares, corroborando com nossos achados (Pessoa et
al., 2007; Rosério et al., 2017).

Em contrapartida, o maior nimero de espécimens capturados foi na area urbana
(89,28%), podendo estar relacionado ao fato desta apresentar caracteristicas ideais que
possam favorecer a proliferacdo de flebotomineos como canis, galinheiros e arvores
frutiferas (Teodoro et al., 2004). Alguns autores destacam a relevancia dos abrigos de
animais como locais de criacdo e manutencdo da alta densidade de flebotomineos no meio
ambiente como um fator de risco (Galati et al., 2003; Oliveira et al., 2006; Alvar et al.,
2012). Entretanto, a area rural também apresenta tais caracteristicas e foi observado um
numero consideravelmente menor de exemplares capturados quando comparados a area
urbana (8,58%). Diante disso, evidencia-se a importancia de estudar a fauna das diferentes
areas ecologicas e 0 comportamento de cada espécie capturada.

Considerando a ecologia dos flebotomineos, Thies et al. (2018) acreditam que
algumas espécies tendem a adaptacdo ao ambiente antropico, seja pela disponibilidade de
recursos ou por criadouros favoraveis. De acordo com Nuorteva (1963), as especies
capazes de utilizar esses ambientes modificados pelo homem, geralmente decorrente do

processo de urbanizagdo, sdo denominadas sinantrépicas.
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No Brasil, Lu. longipalpis € uma destas espécies com alto grau de adaptacdo ao
ambiente modificado pela agdo humana (Souza et al., 2004; Lainson & Rangel, 2005;
Missawa e Dias, 2007; Carvalho et al., 2010; Dias et al., 2011; Brazil, 2013), encontrada
em elevada densidade no peridomicilio e intradomicilio das residéncias urbanas (Monteiro
et al.; 2005; Nascimento et al., 2013b, Lana et al., 2018). Devido a essa capacidade, a
densidade de Lu. longipalpis tem aumentado em habita¢cbes humanas o que pode facilitar
a transmissao do parasito (Deane & Deane, 1954; Laison, 1989; Vianna et al., 2016).

Relatos de Forattini (1973), no Sudeste do Brasil, j& mostravam a presenca
de Lu. longipalpis em ambientes rurais, dentro de moradias humanas e em dependéncias
com animais de fazenda. Essa espécie colonizou gradualmente o meio rural, e alguns anos
depois passou a invadir o ambiente urbano (Lainson & Rangel, 2005).

No presente estudo, a espécie predominante (Lu. longipalpis) foi encontrada em alta
densidade no ambiente urbano (92,2%) com IS +95,8. Esta espécie foi identificada pela
primeira vez em area urbana na cidade de Aracatuba (SP) em 1997. Desde entdo, verifica-
se a expansdo da doenca e adaptagédo deste vetor de LV ao meio urbano (Camargos-Neves,
1999). A abundancia e frequéncia desta espécie encontrada na area urbana de Itaina sdo
similares a diversos outros estudos, como Rebélo et al. (1999) no Maranhdo, Ximenes et
al. (1999) no Rio Grande do Norte, Oliveira et al. (2003) no Mato Grosso do Sul, Barata
et al. (2005) em Minas Gerais, Oliveira et al. (2006) em Campo Grande, Maingon et al.
(2003) no Ceara.

Segundo Melo (2008), dentre todas as espécies de flebotomineos, a mais bem adaptada
ao ambiente antropizado é Lu. longipalpis. O alto grau de adaptacdo desta espécie ao
ambiente peridoméstico de &reas antropizadas é influenciado, principalmente, pela
presenca de animais domésticos (Barata et al., 2005; Resende et al., 2006; Ximenes et al.,
2006). A literatura cientifica indica que a associacdo de Lu. longipalpis aos abrigos de
animais domeésticos, exerce influéncia na capacidade desta espécie adentrar habitacGes,
podendo ocasionar a infeccdo humana (Camargo-Neves et al., 2001; Lainson & Rangel,
2005; Rangel & Vilela, 2008, Andrade et al., 2014). Santini et al. (2010) relataram que a
existéncia de abrigos de animais no peridomicilio aumenta cerca de trés vezes a
probabilidade de haver maior abundéncia flebotominica nesse ambiente.

Na residéncia escolhida representando a area urbana nota-se a presenca de animais
domeésticos (cées e galinhas). Apesar das galinhas ndo serem infectadas por Leishmania,
esses animais sdo uma importante ligacdo na cadeia epidemioldgica das leishmanioses,

pois constituem uma fonte de atragdo e alimentagdo para as fémeas de flebotomineos
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(Alexander et al., 2002; Dias et al., 2003, Feitosa e Castellon, 2009). Talvez um dos
fatores que favoreca a adaptabilidade ao ambiente urbano seja a flexibilidade alimentar
dessa espécie (denominada como “oportunista”), que realiza repasto tanto em animais
silvestres quanto doméstico, e também no homem. As perdas na biodiversidade original
também podem ter impactado a ecologia de Lu. longipalpis por limitar suas fontes de
repasto sanguineo, fazendo com que essa espécie invada novos ambientes em busca de
fontes alternativas, como o cdo doméstico, provocando assim um aumento na
concentracdo do vetor nas areas urbanas e a urbanizacao da LV.

A espécie Ev. evandroi apresentou sinantropia absoluta (IS +100), demonstrando a
adaptacdo dessas ao ambiente antrépico. Esta espécie é habitualmente encontrada nas
mesmas areas geogréaficas de ocorréncia de Lu. longipalpis, como ja citado, e estd em
franco processo de domiciliacdo (Gelle-Oliveira et al., 2010).

No que se refere a LT, em um dos primeiros estudos sobre essa doenca realizados
no Brasil por Péssoa (1963), foi identificado um padréo de transmissdo fundamentado no
contato do ser humano com o ambiente silvestre. Porém, assim como ocorre com a LV,
esse padrdo também vem sofrendo mudancas ao longo dos anos, ampliando sua ocorréncia
geografica, devido a modificacBes socioambientais. Atualmente, essa doenca ocorre sob
diferentes perfis epidemiolégicos e em todas as regides brasileiras.

No sudeste do Brasil, observa-se um processo de urbanizagdo da LT,
provavelmente em decorréncia da introducdo do parasito nos centros urbanos por meio da
migracdo dos vetores, pessoas e animais domésticos infectados (Condino et al., 2008;
Rangel & Lainson 2003; Rangel & Lainson, 2009).

O vetor comprovado da LT, Ny. whitmani, foi encontrado nas trés areas ecoldgicas
estudadas, sendo capturado em maior nimero na area de mata (55%), com IS -25. Tal
espécie estd originalmente associada a ecossistemas florestais (Lainson & Shaw, 1987),
possui habitos antropofilicos e ocorre em diferentes perfis epidemioldgicos: silvestre,
silvestre modificado e periurbana (Basano & Camargo, 2004). Peterson & Shaw (2003),
ao desenvolver modelagens de nichos ecolédgicos de vetores, apontaram Ny. whitmani
como uma espécie com capacidade de se adaptar a varios habitats com populacdes de
diferentes padrdes de comportamento (Rangel et al., 1996), o que explicaria a ocorréncia
desta especie nas trés areas de estudo no municipio.

Do total dos exemplares de Ny. whitmani capturados, 15% dos 20 exemplares dessa
espécie foram observados na area urbana de Itatna, podendo indicar uma tendéncia de

urbanizacdo dessa espécie. Outras pesquisas ja indicam a urbaniza¢do da mesma em
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alguns municipios (Teodoro et al., 2003; Souza et al., 2005; Carvalho et al., 2006; Saraiva
et al., 2011). De acordo com nossos achados podemos sugerir que Ny. whitmani se
encontra em processo de transicdo, podendo adaptar-se as modificacdes ecologicas,
migrando ao ambiente urbano do municipio.

A espeécie Br. brumpti (espécie sem importancia médica) foi capturada nos trés
ecotopos, sendo em maior nimero na area urbana. Essa espécie ja foi relatada por Nunes
et al. (2008) e Andrade et al. (2009) ocupando ambientes adjacentes as moradias
humanas, abrigos de animais e peridomicilios. Também capturada nas trés areas
ecologicas e em maior nUmero na area urbana, a espécie Ev. lenti pode estar envolvida no
ciclo silvestre e/ou urbano das leishmanioses uma vez que ja foi encontrada naturalmente
infectada por Le. infantum e Le. braziliensis em diversas regides das Américas (Andrade
et al., 2007; Carvalho et al., 2008; Saraiva et al., 2009; Margonari et al., 2010; Pech-May
et al., 2010).

J& a espécie Ev. termitophila foi capturada na mesma propor¢édo nas trés areas. Esse
resultado sugere que essa espécie também se encontra em processo de adaptacdo ao
ambiente urbano. Em contrapartida, a espécie Ps. brasiliensis foi capturada apenas na area
de mata e a espécie Pi. pessoai, na area rural e de mata. Essas espécies capturadas apenas
nas areas rural e de mata sao melhores adaptadas a ambientes florestais de acordo com
Gomes & Galati (1989).

Algumas espécies de flebotomineos podem estar em fase inicial de adaptacdo ao
ambiente urbano e apesar de aparentemente raras e sem importancia epidemioldgica,
seriam passiveis de adaptacdo e de desempenhar funcGes vetoriais (Martins et al., 2011).
Apesar dos estudos ja realizados sobre a biologia e comportamento dos flebotomineos,
ainda existem lacunas a respeito da sinantropia destes insetos.

As mudancas causadas pelo homem ao meio ambiente tém sido largamente
utilizadas pelos insetos. Por exemplo, outras espécies de dipteros também apresentam
adaptacdo aos centros urbanos, como as moscas da familia Calliphoridae (Insecta:
Diptera), que sdo encontradas nos mais diversos ambientes e em estreita relacdo com
ambientes antropizados. Apesar da relacdo entre artropodes e 0 meio urbano ser pouco
estudada (Mclntyre 2000), a presenga e 0 papel destas moscas neste tipo de ambiente
representa um cenario mais conhecido, com diversos trabalhos publicados nas ultimas
décadas (Ferreira 1978, 1993; Linhares 1981; D’Almeida & Lopes 1983; Vianna et al.
1998; Rodrigues-Guimarées et al. 2008). O estudo da relagdo das moscas com o ambiente

urbano, além de servir como um indicativo do impacto do processo de urbanizacdo
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(Centeno et al. 2004; Leandro & D’Almeida 2005), também pode fornecer subsidios para
a tomada de decisdes no que envolve o combate destes insetos e a prevengéo de doencas
(Majumdar et al. 2007). Nesse contexto, o mesmo pode ocorrer em relacdo aos
flebotomineos, uma vez conhecido seu comportamento e sinantropia, as acoes de controle
podem ser direcionadas e mais eficazes.

Com isso e através dos resultados obtidos em nosso estudo, enfatizamos a
importancia do estudo da ecologia/biologia e comportamento dos flebotomineos, para
verificarmos seu papel epidemioldgico na transmissdo das leishmanioses nos centros
urbanos. Desta forma a potencialidade de algumas espécies de flebotomineos como
vetores de Leishmania, juntamente a seus habitos e sinantropia, deve ser considerada

pelos 6rgdos competentes de salde.
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8. CONCLUSOES

- A fauna flebotominica se apresentou diversificada, com a presenca de 11 espécies,

dentre elas, importantes vetores dos agentes etioldgicos da LT (Ny. whitmani) e LV (Lu.

longipalpis).

- Devido ao grande numero de Lu. longipalpis capturados no municipio de Itatna
(87,21%) e sua implicacdo na literatura cientifica como vetor natural da LV, acreditamos

que esta espécie possa ser a responsavel pela transmisséo da doenca no municipio.

- As variaveis climéticas analisadas (temperatura, precipitacdo pluviométrica, umidade
relativa do ar e velocidade do vento) influenciaram na densidade populacional de
flebotomineos capturados. Sendo o maior numero de Lu. longipalpis capturados nos
meses mais quentes e imidos, com alta precipitacdo pluviométrica e umidade relativa do

ar (periodo chuvoso).

- As espécies Ev. evandroi (IS +100), Ev. lenti (IS +83,4) e Lu. longipalpis (IS +95,8)

foram as espécies que apresentaram maiores indices de sinantropia.

- As espécies Br. brumpti (sem importancia médica) e Ev. termitophila também

apresentaram algum grau de sinantropia, IS +50 e IS 16,6, respectivamente.

- A espécie Ps. brasiliensis apresentou-se absolutamente assinantropica (IS -100). E as
espécies Ny. whitmani, Pi. pessoai e Ps. lutziana também se apresentaram assinantrépicas,
com IS -25, IS -43,8 e IS -33,4, respectivamente.

- A presenca da espécie vetora de LV, Lu. longipalpis, em abundancia na area urbana
(92,2%) demonstra a adaptacdo desta ao ambiente antropizado, e consequentemente a

crescente urbanizacao deste agravo no municipio.

- Nossos resultados ajudam a compreender o processo gradual de sinantropizacdo das
espécies de flebotomineos encontradas em Itatina, demostrando que o municipio apresenta

caracteristicas necessarias que propiciam a expansao e urbanizacdo das leishmanioses.
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10. ANEXOS

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagdo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratério de Leishmanioses

PROJETO: Estudo da fauna flebotominica e dos aspectos caninos e ambientais
relacionados a transmissao da leishmaniose visceral no mylo de Italina

Nome do voluntario: /é_va/_@' il U@ ///f i i/’/lf
Y g Ls ¢

Casa /

Rua | i Quintao m: 390 Bairro (”ﬂ[ﬂ;u) do Auao

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO VOLUNTARIO

Esta pesquisa tem como ob]et|vo estudar aspectos das Leishmanioses
relacionados ao vetor no municipio de Itaina, sob a responsabilidade da
pesquisadora Dra. Erika Michalsky Monteiro.

Tenho consciéncia que a minha participagdo como voluntario ndo me trara
nenhum beneficio ou privilégio e em hipétese alguma prejudicardo a minha
saude e bem-estar.

Poderei a qualquer momento me retirar do projeto de pesquisa por qualquer
motivo, sem que isso acarrete prejuizo para mim ou minha familia.

Poderei no momento em que desejar procurar a coordenadora ou 0 responsavel
pela pesquisa, para esclarecer qualquer questdo relacionada ao projeto.

Coordenador da Pesquisa: Dra. Erika Michalsky Monteiro

Enderego: Centro de Pesquisas René Rachou, Avenida Augusto de Lima, 1715,
Bairro Barro Preto, Belo Horizonte, Minas Gerais.

Telefone de contato: (31-3349-7749)

Eu |i este consentimento e me foram dadas oportunidades para esclarecer
minhas ddvidas. Minha participagdo € inteiramente voluntaria, portanto,
concordo em participar e assino abaixo em 2 vias. ;

Itadna, _ Il de k,f{m e201¢

7 y
Assinatura do voluntario: AZW/ /é, / /haz/ / Z Lﬂﬂ/«é’
Assinatura do pesquisador reisponsavel @Mkw

Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel: (0055) (31) 3349-7700(ramal 7758) - Fax: (0055) (31) 3349-7795
e-mail: edel@cpqrr fiocruz.br
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagdo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratdrio de Leishmanioses

PROJETO: Estudo da fauna flebotominica e dos aspectos caninos e ambientais
relacionados & transmiss&o da leishmaniose visceral no municipio de Itatina

Nome do voluntdrio: __ - L/C~

Casa

Rua l—/d'Cu‘; d xiu‘lQ- nin Bairro P oo
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO VOLUNTARIO

Esta pesquisa tem como objetivo estudar aspectos das Leishmanioses
relacionados ao vetor no municipio de Italna, sob a responsabilidade da
pesquisadora Dra. Erika Michalsky Monteiro.

Tenho consciéncia que a minha participagdo como voluntario ndo me trara
nenhum beneficio ou privilégio e em hipdtese alguma prejudicardo a minha
saude e bem-estar.

Poderei a qualquer momento me retirar do projeto de pesquisa por qualquer
motivo, sem que isso acarrete prejuizo para mim ou minha familia.

Poderei no momento em que desejar procurar a coordenadora ou o responsavel
pela pesquisa, para esclarecer qualquer questdo relacionada ao projeto.

Coordenador da Pesquisa: Dra. Erika Michalsky Monteiro

Endereco: Centro de Pesquisas René Rachou, Avenida Augusto de Lima, 1715,
Bairro Barro Preto, Belo Horizonte, Minas Gerais.

Telefone de contato: (31-3349-7749)

Eu li este consentimento e me foram dadas oportunidades para esclarecer
minhas duvidas. Minha participagdo € inteiramente voluntaria, portanto,
concordo em participar e assino abaixo em 2 vias.

Itatna, _ |2 de Aounhu) de 2017.

Assinatura do voluntério: C LN

Assinatura do pesquisador responsavel: (S@ }'bQE Jr g,%

Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel: (0055) (31) 3349-7700(ramal 7758) - Fax: (0055) (31) 3349-7795
e-mail: edel@cpqrr.fiocruz.br
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Ministério da Satde

FIOCRUZ

Fundacdo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratério de Leishmanioses

PROJETO: Estudo da fauna flebotominica e dos aspectos caninos e ambientais
relacionados a transmissdo da leishmaniose visceral no municipio de Itatna

/\ ™
Nome do voluntario: K/( /Z

Casa

Rua_ (nlambait Bairro istrivo Trdustiad

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO VOLUNTARIO

Esta pesquisa tem como objetivo estudar aspectos das Leishmanioses
relacionados ao vetor no municipio de Italina, sob a responsabilidade da
pesquisadora Dra. Erika Michalsky Monteiro.

Tenho consciéncia que a minha participacdo como voluntério ndo me trara
nenhum beneficio ou privilégio e em hipdtese alguma prejudicardo a minha
salide e bem-estar.

Poderei a qualquer momento me retirar do projeto de pesquisa por qualquer
motivo, sem que isso acarrete prejuizo para mim ou minha familia.

Poderei no momento em que desejar procurar a coordenadora ou o responsavel
pela pesquisa, para esclarecer qualquer questdo relacionada ao projeto.

Coordenador da Pesquisa: Dra. Erika Michalsky Monteiro

Enderego: Centro de Pesquisas René Rachou, Avenida Augusto de Lima, 1715,
Bairro Barro Preto, Belo Horizonte, Minas Gerais.

Telefone de contato: (31-3349-7749)

Eu li este consentimento e me foram dadas oportunidades para esclarecer
minhas duvidas. Minha participagdo € inteiramente voluntaria, portanto,
concordo em participar e assino abaixo em 2 vias.

Itatna, _ |9 _ de O\L)'\;»\Q de 2017.
Assinatura do voluntario: v\a{f&mnf(f?k’/\ ;

Assinatura do pesquisador responsavel: @A adesa )

\
)

Av. Augusto de Lima, 17135, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel: (0055) (31) 3349-7700(ramal 7758) - Fax: (0055) (31) 3349-7795
e-mail: edel@cpaqrr.fiocruz.br



