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RESUMO

As Leishmanioses do Novo Mundo sdo classicamente caracterizadas como zoonoses de
ecotopos silvestres. No entanto, os parasitos do género Leishmania t¢ém demonstrado ao longo
dos anos uma notavel plasticidade, exemplificada pela diversidade de espécies deste género
encontrada nas Américas, bem como sua adaptagdo a diferentes vetores e hospedeiros. Foi
esta capacidade de adaptagdo que, lhes permitiu persistir, ao longo dos anos, frente as
mudancgas ecoldgicas impostas pelo comportamento humano. As profundas modificagdes
ambientais, em razdo do desmatamento e da urbanizagdo descontrolada podem resultar na
extingdo de espécies vetoras e hospedeiras e na subseqiiente adaptacdo e interacdo dos
parasitos com novas espécies. A interagdo parasito-vetor-hospedeiro no contexto das
leishmanioses é complexa e dindmica. Um processo de ‘“sinantropizagdo” do ciclo de
transmissdo envolvendo hospedeiros como o cdo doméstico, vem sendo observado para a
Leishmaniose Visceral e de forma mais lenta e menos evidente, também para a Leishmaniose
Tegumentar. Belo Horizonte, nos dltimos 20 anos, caracterizou-se como regido endémica para
leishmanioses. Estudos epidemioldgicos para busca ativa de reservatérios silvestres destas
doengas sdo escassos no pais e em Belo Horizonte ndo hd qualquer estudo prévio. Com o
objetivo de detectar a presenca de Leishmania sp. em pequenos mamiferos, silvestres e
sinantropicos, capturados na Regional Nordeste em Belo Horizonte, MG, foram colocadas
armadilhas no peridomicilio e em fragmentos de mata da drea de estudo. Os animais
capturados foram sacrificados e amostras bioldgicas (bago, figado, pele, sangue, medula
dssea) foram coletadas para a deteccdo da infeccdo através de métodos parasitolégicos
(cultura) e moleculares. Durante o periodo de coletas (junho2006 a junho2007) foram
capturados (1) Akodon sp., (4) Bolomys lasiurus, (22) Mus musculus, (5) Oryzomys grupo
subflavus, (9) Rattus novergicus, (19) Rattus rattus entre roedores e (33) Didelphis albiventris
e (1) D. aurita, marsupiais, além de (2) Galictis sp., carnivoro. Dentre os animais capturados,
dois espécimes de gambas apresentaram formas flageladas na cultura de medula. Detectou-se
infeccdo mista, por 7. cruzi e T. rangeli, através da PCR em um dos isolados, tendo sido
confirmada a infecgdo por T. cruzi através de isoenzimas. O outro isolado foi identificado
como Leishmania (Leishmania) através de testes moleculares e isoenzimas. Além disso, 28
animais (29%), das diferentes ordens, apresentaram-se positivos na PCR convencional para o
género Leishmania. Destaca-se, pela primeira vez, o achado de Leishmania (Viannia) em D.
aurita, Galictis sp., Mus musculus e Rattus novergicus. Nas amostras de tecido identificou-se,
através da PCR-RFLP e da hibridizagdo com sondas subgénero especificas, Leishmania
(Viannia) como agente etiolégico. Provavelmente, trata-se de L. (V.) braziliensis, pois esta
tem sido a unica espécie deste subgénero isolada na drea. Esta espécie circula entre os
mamiferos sinantrépicos, roedores e gambas, capturados tanto na drea verde quanto
peridomiciliar, urbana e densamente habitada. Inquéritos entomoldgicos, na mesma édrea, tém
encontrado Lutzomyia whitmani como a espécie mais freqiientemente capturada. Diante disso,
observa-se que, todos os elos da cadeia epidemioldgica de transmissdo de LTA, agente
etioldgico, vetor, animais infectados apresentando parasitismo cutineo e o homem, coexistem
neste ambiente. Sendo assim, é possivel que estes animais possam, em determinadas
circunstancias, participar do ciclo de transmissdo. No entanto, a sua real contribuicdo deve ser
objeto de investigagdes complementares que envolvam, por exemplo, xenodiagnéstico e
quantificagdo da carga parasitaria.
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ABSTRACT

In the New World, the leishmaniasis are classically characterized as zoonoses of sylvatic
ecotopes. Nevertheless, Leishmania parasites have demonstrated a remarkable plasticity, e.g.
a diversity of species of this genus found in the Americas, as well as their adaptation to
different vectors and hosts. This adaptation capacity has allowed them to subsist along the
years in the presence of ecological changes imposed by the human behavior. The profound
environmental changes due to deforestation and the uncontrolled urbanization can cause the
extinction of some vector and host species, and the subsequent adaptation and interaction of
the parasites with new species. The interaction parasite-vector-host in the context of
leishmaniasis is complex and dynamic. A incorporation process of others hosts to the
transmission cycle, such as the domestic dog, is being observed in studies of visceral and
cutaneous leishmaniasis, although in the last case in a slower and less evident manner. In the
last 20 years, Belo Horizonte has been characterized as an endemic region for leishmaniasis.
Epidemiological studies for searching sylvatic reservoirs of these diseases are scant in our
country, and in Belo Horizonte there are no previous studies. With the purpose to detect the
presence of Leishmania sp. in small mammals in northeastern Belo Horizonte, MG, various
traps were placed in the household surroundings and remains of the woods in the research
area. The captured animals were sacrificed, and biological samples (spleen, liver, skin, blood,
bone marrow) were gathered for detection of the infection by means of parasitological
(culture) and molecular methods. Throughout the collecting period (June/2006 to June/2007),
the following animals were captured: (1) Akodon sp., (4) Bolomys lasiurus, (22) Mus
musculus, (5) Oryzomys group subflavus, (9) Rattus norvegicus, (19) Rattus rattus among the
rodents, and (3) Didelphis albiventris and (1) D. aurita, opossums, besides (2) Galictis sp.,
carnivore. Among these captured animals, two specimens of opossums showed flagellated
forms in the culture. A mixed infection T. cruzi / T. rangeli was detected in one of the
isolates by means of PCR. The T. cruzi infection was confirmed by isoenzymes. Another
isolate was identified as Leishmania (Leishmania) via molecular tests and isoenzymes. It was
further observed that 28 animals (29%), from different orders, were PCR positive for
Leishmania and the tissues more frequently positive were skin and kidney. It was possible to
identify the causative agent as Leishmania (Viannia) when PCR-RFLP and hybridization with
specific subgenus probes were used. Probably, it is concerned with L. (V.) braziliensis, since
this is the only species of this subgenus isolated in the studied area. This species could be
found among synanthropic mammals, rodents and opossums, captured either in the green area
or in the household surroundings, urban and crowded inhabited area. Entomological surveys
in the same area have shown Lutzomyia whitmani as the species most frequently captured.
These findings show that all links of the epidemiological cycle of ATL, etiological agent,
vector, infected animals presenting cutaneous parasitism and humans coexist in the same
environment. Thus, it is possible that these animals can participate in the transmission cycle
under specific circumstances. Nevertheless, their real contribution must be the target of
further investigations.
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1. Leishmanioses: aspectos gerais

As Leishmanioses sao doengas causadas por protozodrios flagelados do género
Leishmania Ross, 1903, pertencentes a familia Tripanosomatidae e a ordem Kinetoplastida.
Estes parasitos possuem reproducéo clonal e ciclo heteroxénico, que acontece, parte no inseto
vetor, conhecido como flebotomineo e parte em diferentes espécies de mamiferos
hospedeiros. No tubo digestivo do vetor, o parasito pode ser encontrado sob duas diferentes
formas flageladas e modveis, as promastigotas e as paramastigotas. No vertebrado, o parasito
caracteriza-se por se alojar intracelularmente em células fagociticas do sistema mononuclear

sob a forma amastigota, imdvel e sem flagelo aparente.

Os parasitos do género Leishmania podem causar doenga, que se apresenta sob duas
principais formas clinicas, a Leishmaniose Visceral (LV) e a Leishmaniose Tegumentar (LT).
A forma visceral é grave, cronica, atinge principalmente os 6rgaos ricos em fagdcitos como
bago, figado, linfonodo e medula 6ssea, podendo levar ao 6bito nimero significativo de casos.
Segundo Alvar et al. (2006), a mortalidade causada pela LV € de cerca de 59 mil 6bitos ao
ano e s6 é menor, dentre as doengas parasitérias, que aquela provocada por maldria. A forma
tegumentar por sua vez, apesar de ndo ser letal, pode se apresentar em graus variados de
morbidade desde simples lesdes que, ainda sim, podem deixar cicatrizes desfigurantes, até
formas difusas, porém, ndo ulcerativas ou formas mais graves envolvendo as mucosas do

nariz e da boca.

Essas doencas sdo um importante problema de sadde publica, uma vez que estao
amplamente distribuidas por 88 paises em todos os continentes, com excecdo da Oceania.
Sua drea de abrangéncia coincide com o mapa sécio-econdmico da pobreza pelo mundo
(Alvar et al., 2006) com 12 milhdes de pessoas infectadas e 350 milhdes correndo risco de se
infectar e adoecer (Desjeux, 2001). A OMS estima que a cada ano ocorram novos 1,5 milhdao
de casos de LT e 0,5 milhdo de casos de LV. Noventa porcento dos casos da forma
tegumentar ocorrem em Afeganistdo, Brasil, Iran, Peru, Ardbia Saudita e Siria. Por sua vez,
Bangladesh, Brasil, India, Nepal e Suddo, respondem por 90% dos casos da forma visceral. A
maioria destes pafses € classificada como em desenvolvimento sendo que, em todos, as
leishmanioses ocorrem em suas regides mais empobrecidas. Assim, a morbi-mortalidade
desses agravos € motivo de grande preocupac¢do uma vez que, nas areas sob maior risco, ha
grande propor¢do de miseraveis em situacdo de ma-nutri¢do, debilidade imunoldgica e
inadequadas condig¢des de higiene e moradia. Somam-se a isso o risco da co-infec¢do com
HIV.
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2. As Leishmanioses do Novo Mundo: fatores eco-epidemiolégicos envolvidos

2.1. O carater zoonético das Leishmanioses Neotropicais

As Leishmanioses Neotropicais sdo zoonoses, doencas naturalmente transmitidas entre
o homem e outros vertebrados. No ciclo natural da doenca zoondtica o(s) parasito(s)
circula(m) naturalmente entre animais silvestres. O homem se infecta quando penetra neste
ambiente e provoca um desequilibrio na relacdo entre o parasito e seus hospedeiros naturais.

Nas Ameéricas, o hospedeiro humano € considerado com pouca importancia para a

manuteng¢do do ciclo da doenca por longo prazo (Shaw, 1988; Ashford, 1996).

No Novo Mundo, a tnica espécie causal da forma visceral da leishmaniose (LV) € a
Leishmania (L.) infantum chagasi (Shaw, 2006). No entanto, varias sdo as espécies de
Leishmania que ja foram descritas como apresentando importancia epidemiolégica na

etiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (Quadro 1).

As leishmanioses tegumentares sdo documentadas na América desde 400-900 aC.
pelos povos amerindios em seus “totens” apresentando faces mutiladas. Os conquistadores
espanhdis também relataram a ocorréncia da doenga na populagdo que habitava o continente
quando da sua chegada (Lainson & Shaw, 1998; Da-Cruz & Pirmez, 2005). O contexto eco-
epidemioldgico das leishmanioses do Novo Mundo, especialmente no que diz respeito a LTA,
¢ bastante complexo. Isto se deve ao nimero de espécies de Leishmania envolvidas em ciclos

dos quais podem participar diferentes espécies de mamiferos e vetores.

No Brasil, pelo menos seis espécies de Leishmania de ambos os subgéneros L.
(Vianna) e L. (Leishmania) sdo agentes etioldgicos de formas tegumentares da doenga
(Lainson & Shaw, 1987) (Quadro 1). Destas, quatro, todas L. (Viannia), sao encontradas
principalmente na regido amazonica: L. (V.) guyanensis que causa predominantemente lesao
cutinea, em geral mais de uma e de pouca gravidade e L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.)
shawi que raramente causam doenga humana. L. (V.) braziliensis é encontrada espalhada pelo
Brasil, além de vérios outros paises da América Latina e causa tlceras cutineas e mucosas.
Somente um parasito do subgénero L. (Leishmania) é considerado agente etiolgico de LTA
neste pais, L. (L.) amazonensis. Esta espécie tem sido identificada no nordeste, sudeste e meio
oeste do Brasil e em geral causa leishmaniose cutinea sem envolvimento mucoso, com lesdes
unicas, de pouca gravidade, com evolugdo progndstica favordvel podendo curar-se

espontaneamente (Passos et al., 1999). Em alguns casos, no entanto, o parasito pode
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disseminar-se, metastaticamente, a partir da leso inicial no local da picada, para outros locais

na pele, ocasionando lesdes multiplas, nao ulceradas caracterizando a forma difusa da doenca.

Quadro 1. Espécies do género Leishmania Ross, 1903, responsdveis pela LTA.

Subgénero Leishmania Subgénero Viannia

Ross, 1903 Lainson & Shaw, 1987

L. (Viannia) braziliensis

L. (V.) colombiensis
L. (Leishmania) amazonensis *

L. (V.) guyanensis
L. (L.) mexicana

L. (V.) lainsoni
L. (L.) pifanoi

L. (V.) naiffi
L. (L.) venezuelensis

L. (V.) panamensis

L. (V.) peruviana

L. (V.) shawi

Adaptado de Lainson & Shaw, 1987.

* As espécies em negrito jd foram identificadas no Brasil

Para entender a relac@o entre o parasito e seus hospedeiros ¢ precisar ter em mente que
estes co-adaptam-se de maneira a reduzir atritos e a conviverem em certa harmonia. Quanto
menor for a morbidade causada pelo parasito ao hospedeiro e quanto mais constante for a
incidéncia da infec¢do em dada populagdo, mais antiga e equilibrada deve ser a relagdo entre
eles (Ashford, 1996; Avila-Pires, 2005). Existem varias discussdes sobre 0s conceitos acerca
de hospedeiros e reservatérios (Shaw, 1988; Ashford, 1996; Haydon et al., 2002; Chaves et
al., 2007). O termo hospedeiro é bem generalista, diz respeito a uma espécie que abriga
ocasionalmente um parasito oportunista que, pode ou nido, comprometer sua sobrevivéncia
(Avila-Pires, 2005).

Shaw (1988) reconhece dois principais tipos de hospedeiros vertebrados para o caso da
leishmaniose americana. Hospedeiro primdrio, que se refere ao vertebrado que alberga o
parasito no ambiente silvestre e que seria responsdvel pela manutencdo da infec¢do sem a

necessidade da co-existéncia de um outro. Hospedeiro secunddrio, que diferentemente do
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primario, seria um animal infectado, porém, incapaz de manter um ciclo enzodtico

indefinidamente.

Para Ashford (1996, 2003) no que ele chama de “sistema reservatorio”, estao incluidos
todos os componentes da transmissao, incluindo os vetores. Ele divide os hospedeiros
vertebrados em subpopulagdes, de acordo com o papel que desempenham na transmissdo. Os
reservatorios seriam aqueles animais capazes de servirem como fonte de infec¢do para o vetor
por longo tempo. Os hospedeiros incidentais, por outro lado, poderiam, ocasionalmente,
serem infectivos para os vetores, mas seriam irrelevantes para a manuten¢do da infeccdo por
longo prazo. Quando um hospedeiro incidental transmitisse, a0 menos circunstancialmente, a

infecgdo para outro hospedeiro incidental deveria ser chamado hospedeiro de ligacao.

Chaves e colaboradores (2007) propdem a divisdo dos hospedeiros vertebrados em
fontes “sources” ou recebedores “sinks”. Os hospedeiros fontes (reservatérios) seriam aqueles
capazes de sustentar a infec¢@o pois “forneceriam” o patégeno para outros hospedeiros, ou
seja, serveriam de fonte de infec¢io para o vetor a longo prazo. Os hospedeiros recebedores se
infectariam, mas n3o serviriam como novas fontes de infeccdo. Estes na verdade,
funcionariam como agentes diluidores do parasitismo, diminuindo o risco de um outro
individuo se infectar, em fun¢do da maior diversidade de alvos possiveis para o agente
infeccioso se instalar. Neste sentido, a retirada deste tipo de hospedeiro poderia até, em

algumas situagdes, aumentar o niimero de casos de doenca.

De certa forma, estes conceitos estdo de acordo com aqueles propostos por Haydon et
al. (2002). Para estes autores, o que caracteriza um reservatorio é o fato dele servir como
fonte de infec¢do para uma populacdo alvo, sob determinadas condigdes ecoldgicas, que ndo
necessariamente podem ser extrapoladas para outros ecossistemas. Porém, para estes autores a
condi¢do de fonte de infec¢do pode ndo se perpetuar por longo prazo podendo um reservatorio

ser substituido por outro.

Apesar das diferengas conceituais e nas nomenclaturas, hd consenso entre os autores,
de que a importancia de determinado hospedeiro vai depender das condi¢cdes eco-
epidemioldgicas em que ele estiver inserido, podendo um mesmo animal contribuir
diferentemente, em dois sistemas ecoldgicos diversos, para a dindmica da transmissao

(Ashford, 1996; Haydon et al. 2002; Chaves et al., 2007).
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2.2 Transmissao vetorial de Leishmania com énfase para o que ocorre no Brasil:

breve resumo sobre os fatores ecologicos envolvidos

A principal forma de transmissdo de Leishmania para o vertebrado € através da picada
de fémeas hemat6fagas de dipteros da familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae,

conhecidos genericamente como flebotomineos (Gontijo & Melo, 2004).

Os flebotomineos sdo pequenos dipteros, 2 a 3 mm, que possuem o corpo recoberto
por pelos de coloracdo acastanhada e que pousam com as asas abertas (Brazil & Gomes
Brazil, 2003). Estes insetos vém se adaptando a uma enormidade de ambientes muito
diferentes em termos de altitude, temperatura e umidade. Na América do Sul s3o comumente
capturados desde o semi-drido nordestino brasileiro, até as florestas amazoOnicas e as
montanhas andinas. Aproximadamente 400 espécies e subespécies foram descritas nas
Américas e destas, aproximadamente 30, s3o suspeitas como provaveis vetoras de leishmanias

que causam doenga para o homem (Shaw, 1999).

Os habitats naturais desses insetos caracterizam-se por apresentar pouca variagdo de
temperatura e umidade pois estes fatores interferem no desenvolvimento larval (Dias ef al.,
2007) embora se saiba pouco sobre seus criadouros. Estudos experimentais demonstram que a
temperatura ¢ umidade relativas otimas para reproducdo sdo 23 a 28°C e 70 a 100%
respectivamente, enquanto temperaturas inferiores a 10°C ou maiores que 40°C sdo
desfavordveis ao desenvolvimento (Reithinger ef al., 2007). Em geral, a densidade
populacional é maior ap6s quatro a cinco semanas do término das chuvas. No entanto, chuvas
persistentes como na regido amazdnica podem diminuir a densidade populacional uma vez
que destroem as larvas (Lainson, 1982). De fato, a umidade é um dos fatores que mais
interfere na densidade populacional (Barata et al., 2004; Dias et al., 2007). Outro fator que
pode interferir é a altitude, em altitudes maiores que 700 m (em média) acima do nivel do

mar, o nimero de insetos coletados diminui (Margonari et al., 2006).

Em geral, os adultos possuem hébitos noturnos, periodo que saem para se alimentar de
acucares de plantas. As fémeas necessitam também de sangue na época da postura e em geral
sdo ecléticas na escolha das fontes. Quando fecundadas, depositam seus ovos em fendas,
pedras, raizes tubulares e sobre substratos organicos onde eles ficam aderidos por uma
substincia viscosa. O local de desenvolvimento das larvas € ainda, objeto de ddvidas, mas
especula-se que seja o solo rico em matéria organica proximo as casas (Shaw, 1999). Durante
o dia, ambos, machos e fémeas adultos, escondem-se em frestas, buracos ou debaixo de folhas
(Brazil & Gomes Brazil, 2003).
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A infeccdo dos flebotomos ocorre no momento em que a fémea, ao fazer o repasto
sanguineo essencial para maturacdo dos ovos, ingere macréfagos parasitados. No intestino, as
células se rompem liberando os parasitos que, imediatamente, iniciam o processo de
transformacao em formas flageladas. Estas se multiplicam e colonizam o intestino. Ao final
de seu processo evolutivo neste hospedeiro, atingem a probéscida, podendo, a seguir, serem
transmitidas a um novo hospedeiro vertebrado no préximo repasto sanguineo (Da-Cruz &
Pirmez, 2005). Estes insetos sdo extremamente eficientes na transmissdo do parasito e isto é
creditado, principalmente, aos componentes de sua saliva que contém substincias

vasodilatadoras e imunossupressoras (Brazil & Gomes Brazil, 2003).

A ecologia dos vetores ¢ determinante para a eco-epidemiologia da doenga. A infecgdo
do homem serd diretamente proporcional ao grau de antropofilia do vetor. Assim, algumas
espécies de Leishmania cujos vetores sdo pouco antropofilicos, ndo causarao doenga humana
ou causardo numa incidéncia muito baixa (Lainson, 1982). A transmissdo das leishmanias
pertencentes ao complexo L. braziliensis, agentes etiologicos da leishmaniose tegumentar, por
exemplo, é fun¢iio do comportamento de seus vetores. A transmissdo mais freqiiente de L.
braziliensis e L. guyanensis no Brasil, deve-se, em grande parte, ao fato de que os vetores
destas duas espécies se alimentam com freqiiéncia em seres humanos. Ao contrdrio, a
transmissdo de L. lainsoni a0 homem ¢ relativamente rara, pois seu vetor, Lu. ubiquitalis, é

pouco antropofilico (Shaw, 1999).

De acordo com Killick-Kendrick (1988), para confirmar o envolvimento de um vetor
na transmissao da leishmaniose, € preciso observar os seguintes critérios: a espécie deve ser
altamente antropofilica e abundante no foco, ser capaz de apresentar formas evolutivas do
parasito na auséncia de sangue no intestino e demonstrar alta taxa de infecgdo natural por
parasitos indistinguiveis daqueles isolados em humanos. Observadas estas condigdes, os
insetos vetores de maior importincia médica na América sdo espécies que pertencem ao
género Lutzomyia dentre outras, Lu. flaviscutellata, Lu. intermedia, Lu. longipalpis, Lu

umbratilis, Lu. whitmani.

Lu. longipalpis € a principal espécie relacionada com a transmissdo de L. infantum
chagasi nas Américas. Sua distribuicdo geografica é ampla, estendendo-se desde o México até
a Argentina. Dentre todas as espécies de flebotomineos comumente incriminadas como
vetoras das leishmanioses, nenhuma € tdo bem adaptada ao ambiente antropizado quanto esta,
alimentando-se tanto em animais silvestres quanto domésticos como cavalos, vacas e

galinhas.

24



Introducdo

Lu. intermedia, possui um comportamento muito parecido com Lu. longipalpis em
relacdo aos hdbitos alimentares, habitualmente alimenta-se de sangue humano e de animais
domésticos e a proximidade ao homem, porém é considerado vetor de L. braziliensis (De
Souza et al., 2006; Margonari et al., 2006). E bem adaptada ao ambiente peridomiciliar
podendo também ser coletada dentro das residéncias. Costuma ser a espécie mais comum em
dreas endémicas para LTA que apresentam graus varidveis de degradagio (Shaw, 1999). Foi a
primeira espécie de flebotomineo encontrada parasitada por Leishmania (provavelmente L.
braziliensis), esta descri¢do foi feita por Aragdao (1922) na cidade do Rio de Janeiro. A
distribui¢do geografica desta espécie é muito ampla, ocorrendo na Argentina, Bolivia,
Paraguai e em todas as regides brasileiras sendo, mais prevalente nos estados do sul e sudeste

(Andrade-Filho et al., 2007).

Lu. (Nyssomyia) whitmani também possui uma distribui¢do ampla, ja havendo sido
capturada em praticamente todos os estados brasileiros e em vérios outros paises latino-
americanos. E associada com a transmissdo de L. shawi, L. braziliensis e hipoteticamente,
ocasionalmente, poderia também transmitir L. guyanensis. Como vetora de L. braziliensis,
pode ser associada tanto com o ciclo de transmissao silvestre quanto peridoméstico. Varios
estudos tém demonstrado que, esta espécie vem se adaptando a dreas urbanas pois, tém sido
coletada no peridomicilio e em éreas verdes contidas dentro de perimetros urbanos (Camargo-
Neves et al., 2002; Margonari et al., 2005). Em algumas localidades no Brasil, alguns
isolados de L. braziliensis tém sido feitos a partir de Lu. whitmani, capturados ao redor das

casas no meio rural nos estados do nordeste (Lainson & Shaw, 1998; Shaw, 1999).

Em Belo Horizonte, foi observada uma alta incidéncia desta espécie (16%) coletada
praticamente nas mesmas propor¢des dentro e fora de casa, no peridomicilio. Nas dreas
verdes, esta proporgdo sobe para 61% do total de espécies capturadas. Neste municipio, esta
deve ser a espécie mais importante na transmissio de LTA (Margonari er al., 2005). Na
Regional Nordeste do municipio de Belo Horizonte, area deste estudo, tem sido a mais
freqiientemente capturada (74%) especialmente nos resquicios de area verde como em
parques e pequenos sitios remanescentes dentro do perimetro urbano (Saraiva et al., 2007,

dados ndo publicados).
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2.3. Registro historico dos animais infectados por parasitos do género Leishmania

2.3.1 Leishmania (L.) infantum chagasi

Dentre os animais silvestres, o primeiro achado de infec¢do natural por L. (L.)
infantum chagasi, foi registrado por Deane & Deane (1954) em raposa capturada no estado do
Ceard, identificada como Lycalopex vetulus. Estudos posteriores mostraram que a espécie que
ocorre na regido €, na verdade, Cerdocyon thous, também encontrada infectada no Pard e em

Minas Gerais (Lainson et al., 1969; Silva et al., 2000).

Outros animais encontrados parasitados por L. infantum chagasi sdo Proechimys
canicollis (Travi et al., 1998 a) um pequeno roedor silvestre e gambas do género Didelphis
(Sherlock et al., 1984; Corredor et al., 1989; Travi et al., 1998 b; Cabrera et al., 2003;
Schallig er al, 2007). Em relagdo a estes ultimos, ja foi observada alta taxa de
soropositividade (Schallig et al., 2007) e experimentalmente, capacidade infectiva para
flebotomineos (Travi et al., 1998 b). Além disso, Cabrera er al. (2003) correlacionaram
positivamente a presenga destes animais no ambiente peridoméstico a maior soropositividade

canina.

No entanto, em dreas modificadas como no peridomicilio, vdrias sdo as evidéncias de
que, a espécie Canis familiaris, é a principal mantenedora da infeccdo por L. infantum
chagasi. Um trabalho que documentou o avanco da epidemia na cidade de Belo Horizonte, na
década de 90, mostrou claramente que a doenga humana predominava nos bairros onde se
instalara previamente a enzootia canina (Oliveira et al., 2001). Nesta mesma cidade,
Margonari et al. (2006) também encontrou correlagio positiva entre casos humanos de LV e
cdes soropositivos, além de alta incidéncia de Lu. longipalpis. Além disso, estudos de
variabilidade genética intra-especifica mostram que, os isolados que circulam nas populacdes
humana e canina possuem os mesmos esquizodemas (Lopes ef al., 1984; Pacheco et al., 1986;
Silva et al., 2001). O cao ¢ fonte eficiente de infecg@o para o vetor (Costa-Val et al., 2007),
uma vez que apresenta alto grau de parasitismo cutdneo e € capaz, em muitos casos, de
conviver com o parasito por longos periodos. De fato, embora muitos animais possam morrer
em decorréncia da doenga, um grande nimero permanece infectado e assintomdtico durante
anos. Gragas a todas estas caracteristicas, além da sua estreita proximidade ao homem,

aparentemente, este é capaz de manter o ciclo zoondtico de transmissdo sem a necessidade de
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qualquer outro reservatorio (Gontijo & Melo, 2004) apesar de ndo ser um hospedeiro silvestre

da infeccao (Deane & Deane, 1955).

O gato doméstico, Felis domesticus, também ja foi encontrado naturalmente infectado
por L. infantum chagasi (Savani et al., 2004) e recentemente, comprovou-se capacidade
infectiva deste animal para Phlebotomus perniciosus, um vetor competente na regido do
Mediterraneo (Maroli ef al., 2007) sugerindo que, possa representar um reservatorio

doméstico adicional para o parasito.

2.3.2 Leishmdnias dermotropicas

Em relag@o aos possiveis reservatorios de LTA, os estudos eram escassos até que, em
1957, no Panamd, Hertig e colaboradores, conseguiram resultados interessantes com algumas
espécies de roedores silvestres. Partindo do principio de que os reservatérios naturais nio
teriam necessariamente que apresentar lesdo cutanea, estes pesquisadores passaram a realizar
hemoculturas, principalmente em roedores e marsupiais. Seguindo esta orientacio,
conseguiram obter resultados positivos em aprecidvel nimero de exemplares, pertencentes a
algumas espécies de ratos de espinho, Proechimys semispinosus € Haplomys gymnurus. A
associagdo dos parasitos isolados em cultura, a leishmaniose tegumentar, foi comprovada
pelos mesmos autores, mediante inoculagdo em voluntdrio, e, subseqiiente producdo da lesao
leishmanidtica (Forattini, 1960; Nery-Guimardes er al., 1968). Estes estudos inspiraram
entdo, um estudo prospectivo para busca de reservatérios silvestres pela primeira vez no

Brasil.

Assim, em Sao Paulo, em drea endémica para LTA, no final da década de 50, Forattini
e colaboradores, capturaram e examinaram 928 animais, a maioria dos géneros Akodon,
Oryzomys e Cavia. Dentre todos estes animais, apenas trés, das espécies Cuniculus paca,
Dasyprocta azarae e Kannabateomys amblyonyx, revelaram-se positivos ao exame
parasitolégico da pele. Nao foi possivel, porém, por inoculacio do material, induzir

aparecimento de lesdes leishmanidticas em cobaias (Forattini, 1960).

Nas florestas de Utinga, municipio de Belém do Pard, Nery-Guimardes e
colaboradores (1968) pesquisaram a infecc@o natural por Leishmania em roedores do género
Oryzomys. Em 334 espécimes deste género, analisados entre agosto de 1963 e fevereiro de
1966, foi possivel encontrar o parasito, a partir de material de lesdo de cauda, em 34 (10,2%).

Em trabalho publicado em 1968, Lainson & Shaw, na mesma regido, analisaram 398
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espécimes de diferentes géneros e foram capazes de demonstrar Leishmania (provavelmente
L. amazonensis, nota da autora), em O. capito (16/89 ou 18%) e em Proechimys guyanensis
(392 ou 3,3%) (Lainson & Shaw, 1968). A alta incidéncia de infecgdo, aliada aos habitos
compativeis destas duas espécies com as do vetor silvestre, Lu. flaviscutellata, foram
indicativas da sua importdncia como reservatdrias na regido do Baixo Amazonas. Lu.
Sflaviscutellata, possui o hdbito de voar baixo e se alimenta avidamente tanto em Oryzomys
quanto em Proechimys, pequenos roedores terrestres, porém apresenta pouca antropofilia. Na
mesma regido, estes autores demonstraram pela primeira vez, a infec¢do em um marsupial,

Marmosa murina, que apresentava lesdo na cauda (Lainson & Shaw, 1969).

Em 1970, Lainson & Shaw detectaram Leishmania nos roedores do género Oryzomys,
pela primeira vez, no estado do Mato Grosso. Nos isolados foram observadas duas cepas
distintas do parasito, uma cepa de crescimento rdpido “luxuriante” (semelhante as cepas
isoladas nas florestas de Utinga) e outra de crescimento lento. Os autores observaram também
que, os isolados provenientes de humanos com a forma cutaneo-mucosa tinham sempre um
crescimento lento em cultura. Estas observagdes levaram os autores a suspeitar, se tratar, de
fato, de mais de uma espécie ou de um complexo de espécies, até aquele momento,
denominadas genericamente como uma Unica espécie, Leishmania braziliensis (Lainson &
Shaw, 1970). De fato, até 1972, todos os casos de LTA eram creditados a0 mesmo parasito,
Leishmania braziliensis, descrito por Gaspar Vianna em 1911, em Minas Gerais. Este fato
gera confusdo ao se fazer uma revisdo literaria e dificulta a predi¢do da verdadeira
distribui¢do geografica de L. (V.) braziliensis (Lainson & Shaw, 1998). Para ndo gerar
contradi¢des entre este texto e as referéncias originais, esta revisdo pretende ser sempre fiel a

nomenclatura do agente etiol6gico da forma como foi referido nos relatos originais.

Anos mais tarde, estes mesmos autores, trabalharam na regido de Monte Dourado,
norte do estado do Pard, procurando determinar o(s) reservatdrio(s) silvestre(s) para a
leishmaniose tegumentar. Encontraram o roedor Proechimys guyannensis freqiientemente
parasitado 15/57 (26%) pela espécie de crescimento rapido em cultura, L. (L.) amazonenis
(Lainson & Shaw, 1972). Eles concluiram que esta deveria ser, realmente, a principal espécie
hospedeira deste parasito (Lainson et al., 1981; Shaw, 1988). Outros mamiferos hospedeiros
de L. amazonensis sao pequenos roedores silvestres como Oryzomys sp. (Lainson & Shaw,
1968); Akodon sp. (Telleria et al., 1999) e diversas espécies de gambds (Lainson & Shaw,
1998).

O alto indice de infeccao do género Oryzomys (18/36 ou 50%) no Mato Grosso bem

como nas florestas de Utinga, locais distantes milhares de quilometros, também levava a crer
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se tratar de um importante hospedeiro do(s) agente(s) causal(ais) da leishmaniose tegumentar
(Lainson & Shaw, 1970). Além disso, o aspecto das lesdes, geralmente do meio para a base da
cauda ou algumas vezes em toda a sua extensdo, por vezes abarrotadas de parasitos, porém
sem maiores conseqiiéncias para o animal, fazia crer uma longa convivéncia entre ambos e
excelente fonte de infeccdo para o vetor (Nery-Guimardes et al., 1968; Lainson & Shaw,

1968; Lainson & Shaw, 1970).

Em 1972, Forattini e colaboradores, conseguiram isolar leishmanias, do tipo que
apresentava ‘“‘crescimento lento” como descrito por Lainson & Shaw em 1970, em 3/137
animais em drea endémica para LTA no estado de Sao Paulo. Estes animais eram dois Akodon
arviculoides, um O. nigripes e em apenas um deles pode ser observada lesdo macroscépica na
cauda. Os autores ressaltam o dificil crescimento destas cepas em cultura, bem como a
elevada contaminagdo por fungos. Em humanos, ja havia sido observado que, este tipo de
parasito causava, na maioria das vezes, lesdes raras, de lenta evolugdo e pobres em
leishménias. Em um em cada quatro casos era observada a forma muco-cutanea. Os autores
aventam a possibilidade de, o género Oryzomys, ser importante reservatério do parasito neste
estado, a semelhanca do que foi observado por Lainson & Shaw (1970) para O. concolor no

Mato Grosso.

Um ano mais tarde e na mesma regido, estes autores isolaram o mesmo parasito a
partir de O. capito laticeps. A este parasito, de crescimento lento em cultura e associado a
forma muco-cutinea da doenga, consensualmente, resolveu-se denominar L. braziliensis
braziliensis, parasito diferente daquele isolado nas florestas do Utinga (Lainson & Shaw,
1972; Forattini et al., 1973). Mais tarde, na Venezuela, este parasito também foi isolado de
Rattus rattus (rato preto) e Sigmodon hispidus (rato do algoddo) enfatizando a importancia

dos roedores como provaveis reservatorios (De Lima et al., 2002).

L. guyanensis, por sua vez, é o principal agente etiolégico de LTA, “pian-bois” no
extremo norte do pais, prevalente em areas de floresta nativa, acima do Rio Amazonas e nas
Guianas (Deane & Grimaldi, 1985). O sistema ecoldgico de transmissdo deste agente envolve
o vetor Lu. umbratilis e os reservatorios edentados, preguica (Choloepus didactylus) e
tamandud (Tamandua tetradactyla). Este vetor geralmente habita a copa das drvores mas,
desce pelos troncos para ovipor, provavelmente no chio, neste caminho pode eventualmente
picar o homem. A transmissao para o homem ocorre geralmente durante o dia onde hda maior

concentragio de fémeas sobre os troncos (Lainson, 1982)(Quadro 2).

Nos dltimos anos, cresceu o interesse da comunidade cientifica pelos animais com

hébitos sinantrépicos, ou seja, aqueles que de alguma maneira se utilizam do ambiente
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modificado pelo homem para sobreviver. Este interesse se deu especialmente porque a doenca
comeca a ser observada em dreas peridomiciliares. Neste contexto, dois trabalhos no Brasil
merecem destaque, o trabalho de Brandao-Filho er al, (2003) em Amaraji no estado de
Pernambuco e de Oliveira et al. (2005) em Araguai, Minas Gerais. Os primeiros trabalharam
em drea endémica para LTA na zona da mata nordestina capturando pequenos mamiferos,
durante quatro anos. Em um total de 460 animais conseguiram isolar L. braziliensis em seis
espécimes, cinco Bolomys lasiurus e um Rattus rattus. Detectaram ainda em 17,6% das
espécies, kDNA identificado como pertencente a Leishmania (Viannia). Em Minas Gerais foi
detectado DNA pertencente aos dois subgéneros L. (Leishmania) e L. (Viannia) no roedor
sinantrépico Rattus rattus, o que também foi encontrado em roedores silvestres Trichomys

apereoides e O. subflavus (Brandao-Filho et al., 2003; Oliveira et al., 2005).

Desde Alencar et al. (1960) j4 havia relato de infeccdo natural por Leishmania em R.
rattus, o rato preto ou rato de telhado, aquele que prefere locais secos, nos forros das casas.
Vasconcelos et al. (1994) ressaltam que a presenga de infec¢@o em ratos pretos pode ser mais
prevalente no Brasil do que os dados atuais demonstram, uma vez que ha poucos estudos com

roedores sinantrépicos em regides endémicas para LTA.

No entanto, as espécies mais pesquisadas t€ém sido mesmo os gambds, género
Didelphis, especialmente a espécie que ocorre na regido amazodnica D. marsupialis (Costa &
Patton, 2006). Este género tem sido considerado um potencial reservatério de varios agentes
infecciosos dos quais os tripanosomatideos sao os mais importantes. Tendo em vista sua dieta
onivora e o fato de ser um animal bem adaptado a ambientes silvestres bem como aqueles
modificados pelo homem, subir em 4arvores e também buscar alimento no chio, varios
pesquisadores apontam este animal como um forte candidato a reservatério (Arias et al.,
1981; Arias & Naiff, 1981). Servindo de fonte de alimento a diferentes espécies de
flebotomineos, seria o elo perfeito entre um ciclo silvestre e o periurbano (Cabrera et al.,
2003).

Arias e colaboradores (1981) trabalharam em florestas perto de Manaus no Amazonas
e verificaram um alto percentual de infecg¢do (16/36) por L. braziliensis guyanensis em
Didelphis marsupialis. O percentual aumentava nas dreas mais degradadas, onde a floresta
ndo era primdria. Estes autores conseguiram isolar o parasito em flebotomineos, homens e
gambads numa regiao, onde casas foram construidas nas imedia¢des de um Parque Florestal, na
periferia de Manaus. Eles concluem que esta espécie assume importincia em dreas onde o
homem intervém no ambiente natural, destruindo os hospedeiros primarios, mas concordam

com Lainson et al. (1981) de que € pouco importante em dreas de mata virgem.
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Também tem crescido o nimero de estudos para avaliar o real papel do canideo
doméstico como reservatério de LTA. Desde idos de 1949 que, Herrer, em regido de
leishmaniose tegumentar no Peru, “la uta”, conjecturou a hipétese de o cdo ser o reservatorio
principal de algumas leishmanias dermotrdpicas. Este autor conseguiu detectar a presenca do
parasito, embora escasso, na pele lesionada ou ndo, de varios animais (Herrer, 1949). Por
outro lado, vdrios anos mais tarde, Madeira er al. (2005) em drea de ocorréncia de L.
braziliensis no Rio de Janeiro, ndo conseguiram demonstrar a presenca do parasito em pele
nao lesionada. Ha que se considerar, no entanto, que o nimero de cées nos experimentos de

1949 foi maior que 500 e no estudo de 2005 foram apenas 19.

Assim, a hipétese do cio doméstico ser um importante reservatério de LTA
permanece controversa. Na regido de Caratinga, MG, Dias et al. (1977) sugerem a
participagdo do cio na epidemiologia da doenga. Mais recentemente, Gontijo et al. (2002) em
drea endémica no Vale do Jequitinhonha, isolaram em caes, amostras de Leishmania
braziliensis cuja caracterizagdo bioquimica e molecular resultou idéntica a dos isolados em
humanos na mesma regido. O mesmo fato foi observado por Falqueto et al. (2003) no Espirito
Santo. Este ltimo autor sugere que os cdes podem ter importincia na manutencio do ciclo
peridomiciliar, pelo menos na regido estudada, uma vez que a ocorréncia de casos é mais
freqiiente na presenca de caes infectados com L. braziliensis (Falqueto et al., 1991; 2003). No
entanto, Reithinger & Davies (1999), em revisdo de mais de 90 estudos com caes em dreas
endémicas para LTA, conclufram que existem somente evidéncias circunstanciais, para
suportar a hipétese dos cdes atuarem como reservatorios de L. braziliensis, sendo necessarios,
mais estudos. Os achados de Madeira et al. (2005) em Barra do Guaratiba e de Padilla et al.
(2002) na Argentina, corroboram esta idéia, uma vez que os cdes apresentam poucas lesdes

sendo estas com poucos parasitos.

Virios outros animais domésticos ja foram encontrados infectados por leishménias
dermotrdpicas, tais como eqiiinos (Roldo et al., 2005), suinos (Brazil et al., 1987) e gatos
(Pennisi, 2004). Estes tltimos, no Brasil, ja foram encontrados infectados por Leishmania
braziliensis (Passos et al., 1996) e L. amazonensis (Souza, 2005). Gramiccia & Gradoni
(2005) ressaltam a importancia de se avaliar melhor o papel de gatos e eqiiinos na

epidemiologia da LTA.
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Quadro 2: Fatores eco-epidemiol4gicos envolvidos na génese da Leishmaniose Tegumentar e Visceral no Brasil.

Espécies de Forma da doenca Distribuicio geografica Reservatorio Outros hospedeiros Vetores
Leishmania humana principal conhecidos conhecidos
Leishmania Leishmaniose Visceral | Ocorre em vdrias regides Cao (Canis Proechymis guyanensis, P. Lu. longipalpis,
(Leishmania) do Brasil sendo mais familiaris) e raposa canicollis, Didelphis Lu.cruzi é
infantum prevalente na Regido (Cerdocyon thous) albiventris, D. marsupialis, suspeito
chagasi Nordeste Felis domesticus
Leishmania Leishmaniose Cutdnea | Em todo o Brasil com Roedores silvestres Varios, entre marsupiais Lutzomyia
(L.) Localizada (LCL) e excecdo da Regido Sul (Proechymis como D. marsupialis, flaviscutellata
amazonensis Leishmaniose Cutinea guyanensis) roedores Oryzomys sp.,
Difusa (LCD) Akodon sp.
Leishmania Leishmaniose Cutdnea | Em todo o Brasil, com Roedores sio Oryzomys sp., Akodon Lutzomyia
(Viannia) Localizada e excecdo de SC e RS suspeitos arviculoides, Bolomys whitmani, Lu.
braziliensis Leishmaniose lasiurus, Rattus rattus intermedia,
cutaneomucosa (LCM) (roedores); D. albiventris, Lu.welcomei
Canis familiaris, Felis
silvestres
Leishmania LCL Regido Norte do Brasil Tamandua P. guyanensis; D. marsupialis | Lu. umbratilis
(V.) guyanensis acima do Rio Amazonas (Tamandua principal,
tetradactyla) e Lutzomyia
preguica (Choloepus whitmani ?
didactylus)
Leishmania LCL (rara) Norte do Pard e Rondonia | Paca (Agouti paca) Lu. ubiquitalis
(V.) lainsoni
Leishmania LCL (rara) Regido Amazonica Dasypus Lu. ayrozai, Lu.
(V.) naiffi NOVencinctus paraensis, Lu.
squamiventris
Leishmania LCL (rara) Norte do Brasil ao sul do Pequenos mamiferos Lutzomyia
(V.) shawi Rio Amazonas arbdreos como whitmani

macacos e preguigas
(suspeitos)

Fonte: Adaptado de Gramiccia & Gradoni, 2007; Falqueto & Ferreira, 2005.
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3. Urbanizacao das leishmanioses

As leishmanioses sao doengas dinamicas, sendo as circunstancias da sua transmissao
continuamente alteradas por influéncia de fatores ambientais ¢ do comportamento humano.
Modificacdes no habitat dos hospedeiros naturais e dos vetores e as migragdes humanas
decorrentes de conflitos ou condi¢des sécio-econdmicas precdrias tém contribuido para a
mudanca no panorama eco-epidemioldgico destas doengas (Gramiccia & Gradoni, 2005;

Dujardin, 2006), com casos ocorrendo em areas de colonizacao antiga.

O desmatamento, a urbanizagdo descontrolada, com pessoas vivendo sob deficiéncia
nutricional, em condicdes sanitdrias e habitacionais precarias, além da associacdo com a
epidemia de HIV, sdo alguns dos motivos apontados como responsdveis por estas alteracdes
na historia natural destas doengas (Desjeux, 2001; Alvar er al., 2006). Conhecimentos
insuficientes acerca da epidemiologia da transmissdo em dreas urbanas contribuem para o

agravamento deste quadro epidemioldgico (Reithinger & Dujardin, 2007; Shaw, 2007).

Nas Américas, a transmissdo das leishmanioses se caracterizou historicamente por
ocorrer no ambiente silvestre e rural, sendo principalmente, relacionada ao sexo masculino e a
atividade ocupacional (lavradores, operarios construtores de estradas) (Orsini, 1940; Martins,
1956). H4 algumas décadas, casos autdctones vém sendo notificados e aumentam em grandes
cidades (Desjeux, 2001; Murray et al., 2005), como por exemplo, em Belo Horizonte no
Brasil, uma metrépole com cerca de cinco milhdes de habitantes (Genaro et al., 1990; Passos

et al., 1990).

A regido metropolitana de Belo Horizonte vem apresentando casos humanos tanto de
LV quanto de LTA hd mais de dez anos, bem como a presenca de flebotomineos vetores
(Margonari et al., 2006). No Brasil, dois outros importantes focos urbanos de LV ocorreram
nas capitais dos estados do Maranhdo e do Piaui, estados estes que nos anos 1993 e 1994
contribuiram percentualmente com 40 e 50% respectivamente, do total de casos registrados

neste pais (Arias et al., 1996; Gontijo & Melo, 2004).

Em relagdo a LTA, a exemplo do que vem ocorrendo em Belo Horizonte (Passos et
al., 1993), o ciclo periurbano de transmissio vem sendo observado em grandes centros
urbanos como na periferia da cidade de Manaus no Amazonas (Barrett & Senra, 1989). Com o
desaparecimento das florestas primarias, roedores infectados e com habitos sinantrdpicos,

circundando com maior freqiiéncia as casas, podem servir como fonte de infecgdo para
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flebotomineos bem adaptados ao ambiente modificado como Lu. whitmani e Lu. intermedia

(Gramiccia & Gradoni, 2005).

Estudos realizados em focos ativos de LTA observaram a ocorréncia da doenca em
ambos o0s sexos, com vdrios individuos da mesma familia, incluindo mulheres e criangas,
infectadas (Gontijo et al., 2002). “Assim, temos encontrado varias pessoas de uma familia,
parasitadas, vivendo isoladamente e em locais distantes de qualquer floresta ou mata. Mesmo
criangas que ndo deixam o domicilio ou a zona peridomicilar t€m sido encontradas com
dlceras leishmanidticas” (Alencar, 1960). Estas observacdes, associadas a coleta de um
grande nimero de flebotomineos vetores e antropofilicos no peridomicilio ou mesmo dentro
de casa, sdo indicativas de que a transmissao possa ter ocorrido no ambiente peridomiciliar

(Passos et al., 1993; Oliveira et al., 2004).

4. Técnicas moleculares aplicadas a detecciio e identificacio de Leishmania sp.

4.1. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) baseia-se na amplificagdo sequencial de
determinado fragmento de um DNA alvo, através da utilizagdo de uma DNA polimerase
termoestavel. O fragmento a ser amplificado é flanqueado por um par de iniciadores que
delimitam o inicio e o fim da amplificagdo. O DNA molde e os precursores para a sintese de
uma nova molécula sdo submetidos a ciclos repetidos nos quais, a temperatura varia para
garantir desnaturagdo, anelamento dos iniciadores e extensdo da fita. Cada ciclo sucessivo
essencialmente duplica o DNA sintetizado no ciclo anterior. O resultado ¢ um actimulo
exponencial do fragmento alvo de aproximadamente 2" onde n é o nimero de ciclos (Saiki ez
al., 1985).

A detecgdo do DNA e a identificacdo de diferentes espécies de Leishmania através de
métodos moleculares, como a PCR, vém sendo aplicadas ao estudo das leishmanioses para
fins epidemioldgicos, de diagndstico e tratamento. Estudos recentes tém demonstrado que,
tanto o DNA nuclear quanto o cinetoplasmatico de Leishmania persistem por pouco tempo
ap6s a morte do parasito. Logo, a deteccdo do DNA implica, pela lei das probabilidades, na

presenca do parasito na totalidade praticamente absoluta dos casos (Disch ez al., 2004; Prina

34



Introducdo

et al., 2007). Além disso, pode-se monitorar a eficiéncia do tratamento mediante o
acompanhamento do decréscimo do parasitismo através, por exemplo, da PCR quantitativa

em tempo real (Prina et al., 2007).

A PCR vem substituindo, paulatinamente, os métodos sorolégicos no diagndstico de
leishmaniose canina (Solano-Galeno et al., 2001; Reithinger et al., 2003; Manna et al., 2004;
Silva et al., 2006), e nos tltimos anos, nas pesquisas clinicas com humanos (Andrade et al.,
2001), gracas a sua sensibilidade e especificidade elevadas independentemente do género ou
espécie. E ainda possivel, utilizar a PCR para investigar a infeccdo em flebotomineos
(Michalsky er al., 2002) e em outros animais hospedeiros como roedores (Costa, 1998;
Bretagne et al., 2001; Brandao Filho et al., 2003; Cabrera et al., 2003; Oliveira et al., 2005) e
a PCR em tempo real para a quantificagdo da carga parasitdria (Nicolas et al., 2002; Roldo et

al., 2004; Mombrison et al. 2007; Quaresma, 2007).

A amplificacdo do DNA de Leishmania através da PCR pode ser especifica para o
género (Rodgers er al., 1990), como pode ser especifica para os complexos, L. braziliensis
(De Bruijn & Barker, 1992), L. mexicana (Eresh et al., 1994) e L. donovani (Cortes et al.,
2004). Também pode utilizar como alvos o0 DNA nuclear ou o DNA do cinetoplasto (kDNA).

O cinetoplasto € uma organela tipica dos protozodrios da ordem Kinetoplastida da qual
o género Leishmania faz parte, contida no interior de uma mitocondria modificada. O DNA
do cinetoplasto é constituido por dois tipos de moléculas circulares, os maxicirculos e os
minicirculos, estes tltimos se repetem de cinco a dez mil vezes por parasito. Nas moléculas de
minicirculos sao encontradas regides conservadas, que sdo constantes para cada espécie e
regides varidveis. A regido conservada esta relacionada a replicacdo dos minicirculos e possui
um tamanho aproximado de 120 a 200 pares de bases no género Leishmania (Rodgers et al.,
1990; De Bruijn & Barker, 1992). Amplificar a regido conservada tem sido o objetivo da
maioria dos trabalhos, em fun¢io do nimero de repeti¢des da molécula do minicirculo, o que
diminui muito a chance de se obter um resultado falso negativo. Uma técnica mais especifica
pode entdo ser associada para confirmar os verdadeiros positivos, como por exemplo, a
hibridizacao com sondas especificas (Degrave et al., 1994). Rodgers et al. (1990) propuseram
o emprego da PCR no diagnéstico do género Leishmania, pela amplificacdo de parte da regiao
conservada, uma regido de 120 pares de bases (pb). Concluiram que a sensibilidade do
método era capaz de detectar uma tnica forma amastigota de L. braziliensis e até 1% do
kDNA de uma amastigota de L. mexicana. Esta elevada sensibilidade € muito til nos
inquéritos epidemiolégicos, nos quais se pretende detectar o maior nimero possivel de

portadores ou hospedeiros.
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Como este tipo de PCR ¢é extremamente sensivel, seu maior inconveniente seria
mesmo o risco de falsos positivos, por amplificacdes de seqiiéncias inespecificas ou
contamina¢do com produtos previamente amplificados, os amplicons. Outro problema, nio
desta, mas de qualquer tipo de metodologia que envolva biologia molecular € o alto custo para
inquéritos em massa, permanecendo ainda, nos pafses em desenvolvimento, como técnica

restrita aos grupos de pesquisa (Reithinger & Dujardin, 2007).

4.2. Polimorfismo de Tamanho dos Fragmentos de Restri¢io (RFLP)

Considerando os resultados descritos por vérios autores, pode-se discriminar as
espécies de Leishmania através da andlise do polimorfismo do tamanho dos fragmentos de
restricdo gerados ap6s digestdo com endonucleases (andlise de esquizodemas) (Lopes et al.,
1984; Spanakos et al., 2007). Endonucleases sdao enzimas capazes de reconhecer e cortar
pequenas seqiiéncias, de quatro a seis pares de bases, chamados sitios de restricdo, no DNA
molde. As enzimas de restri¢do sdo muito especificas, entdo, diferentes seqiiéncias de bases
nitrogenadas podem ou ndo, ser reconhecidas por uma endonuclease. Assim, a digestdo
diferenciada de DNAs de fontes diversas por uma enzima de restricio ou por uma

combinagdo delas pode ser utilizada para distinguir entre duas ou mais espécies de parasito.

Estudos demonstram ser possivel utilizar a PCR-RFLP para distinguir entre as
espécies que ocorrem simpatricamente na darea em estudo, L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis e L. (L.) infantum chagasi. Por esta metodologia, o fragmento de 120 pb, gerado
apos amplificacdo da regido conservada do kDNA de qualquer uma destas espécies, ao ser
digerido utilizando apenas uma enzima, Hae 111, gera fragmentos diferentes o suficiente para
discrimind-las. Uma outra enzima, Apa LI é capaz de distinguir L. (V.) braziliensis das outras
duas pertencentes ao subgénero L. (Leishmania) as quais nao sao digeridas por esta enzima
(Volpini, 2003; Volpini et al., 2004; De Andrade ef al., 2006), sendo suficiente, entdo, para

distinguir os dois géneros.
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4.3. Hibridizacao do DNA alvo utilizando sondas complementares

Um dos primeiros métodos de biologia molecular descritos para diagnéstico de
doencas parasitarias foi a hibridizagdo do DNA com sondas (dot blot). O DNA do parasito,
geralmente um amplicon, ou seja, um produto de PCR, é primeiramente fixado a um suporte
sé6lido, usualmente papel de nitrocelulose ou membrana de nylon (blof). Por meios quimicos a
fita dupla de DNA ¢ desnaturada em duas fitas simples. Alternativamente, o DNA pode ser
desnaturado antes da fixacdo na membrana. A matriz onde o DNA encontra-se fixado é
primeiramente bloqueada para evitar hibridiza¢des ndo-especificas com o suporte. Entdo, a
sonda é colocada e se liga por complementaridade a fita simples de DNA. A seqiiéncia
complementar na molécula alvo deverd ser previamente conhecida e ser especifica do género
ou da espécie. Em seguida, o conjunto ¢é lavado para retirar as sondas nao ligadas. A sonda ou
molécula repérter pode ser um outro fragmento de DNA que tenha sido clonado em um vetor
como um plasmideo. Mais comum, no entanto, ¢ utilizar um oligonucleotideo, pequeno
pedaco de DNA fita simples com cerca de 20 a 30 bases nitrogenadas. A sonda deve ser
marcada com uma enzima como a biotina ou com um elemento radioativo e a leitura devera
ser feita através de absorbancia ou através de raios X, respectivamente. O processo com um
todo consiste em obter o DNA, hibridiza-lo, lavar o blot e 1é-lo. A sensibilidade e
especificidade do método deverd ser previamente determinada utilizando-se cepas referéncia

as quais se pretende detectar e distinguir (Singh, 1997).

As técnicas mais usualmente utilizadas para identificacao de espécies de Leishmania,
em geral utilizam um produto de PCR, género ou subgénero especifico, como alvo a ser
hibridizado com uma sonda marcada com radioisétopo, P32 por exemplo, especifica para dado
complexo de espécies (L. braziliensis, L. donovani ou L. mexicana). Estudos demonstram
ser possivel utilizar esta metodologia para se identificar o parasito, presente em bidpsias de
pele, de pacientes clinicamente diagnosticados como portadores de LTA, em drea de
ocorréncia simpétrica de espécies de Leishmania (Passos et al., 1999; Andrade et al., 2001).
Por outro lado, esta estratégia também ja foi utilizada com sucesso para pesquisas de carater
eco-epidemioldgico na investigacio de potenciais reservatorios do parasito (Alexander ef al.,

1998).
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Justificativa

Algumas premissas fundamentaram a realizac@o deste estudo:

No Novo Mundo, as leishmanioses sdo zoonoses sendo o homem um hospedeiro

incidental (Ashford, 1996).

Em se tratando de uma zoonose, ¢ imprescindivel, para o sucesso de seu controle,

conhecer os hospedeiros do parasito (Ashford, 1996; Chaves et al., 2007).

Os fatores eco-epidemioldgicos envolvidos na génese das diferentes formas de
leishmanioses no Novo Mundo sdao muito complexos (Rotureau, 2006). Vdrias espécies de
Leishmania sao capazes de causar doenga no homem que por sua vez, interagem com diversas
espécies de flebotomineos (Murray et al., 2005) e mamiferos hospedeiros. O resultado destas

interagdes ¢ uma profusa variedade epidemioldgica de dificil entendimento e controle

(Ashford, 1996; Shaw, 2007).

O ciclo epidemioldgico de transmissdo de L. (V.) braziliensis, agente etioldgico mais
freqiiente de LTA, por exemplo, ndo é completamente conhecido (Ashford, 1996; Oliveira et

al., 2005; Gramiccia & Gradoni, 2005).

Estudos para busca ativa de reservatérios de LTA em dreas de ocorréncia de L.
braziliensis, foram hdbeis em demonstrar a presenga do parasito em vdrias espécies de
roedores silvestres e sinantrépicos (Forattini et al., 1972; Brandao-Filho et al., 2003; Oliveira

et al., 2005) e em Didelphis albiventris, um marsupial (Brandao-Filho et al., 2003).

No Brasil, os gambds ja foram encontrados infectados por diversas outras espécies de
tripanosomatideos como Trypanosoma cruzi (Deane et al., 1984), Trypanosoma rangeli
(Ramirez et al., 2002) e Leishmania sp. (Arias et al., 1981; Arias & Naiff, 1981; Cabrera et
al., 2003; Schallig et al., 2007). Estes animais possuem hdbitos sinantrépicos bem como
freqiientam o ambiente silvestre. Sobem em drvores mas também buscam alimento no chéo.
Possuem habitos ndmades e sao onivoros. Por todas estas caracteristicas, sdo apontados por
vérios autores como excelentes candidatos a reservatérios e elos perfeitos entre o ciclo

doméstico e o silvestre (Arias et al., 1981; Arias & Naiff, 1981; Cabrera et al., 2003).

No Brasil, as leishmanioses caracterizaram-se como endemias rurais (Orsini, 1940;

Martins, 1956).

No entanto, ha algumas décadas, casos autctones vém sendo notificados e aumentam
em grandes cidades (Desjeux, 2001; Gontijo & Melo, 2004; Murray et al., 2005), como por

exemplo, em Belo Horizonte, uma metrépole com cerca de cinco milhdes de habitantes que
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vem apresentando casos autoctones tanto de LV quanto de LTA desde o inicio da década de

90 (Genaro et al., 1990; Passos et al., 1990).

Neste novo contexto, estudos de transmissdo em dreas endémicas urbanizadas sdo
necessarios, pois conhecimentos eco-epidemioldgicos insuficientes podem contribuir para o

aumento no risco da transmissao nestas dreas (Reithinger & Dujardin, 2007; Shaw, 2007).

Em Belo Horizonte, por exemplo, as leishmanioses tém sido foco de atencdo e
preocupacdo dos 6rgaos de saide puiblica que vém implementando as medidas de controle
recomendadas pelo Ministério da Satdde (2003), baseadas no tripé de agdes: eliminacdo de

cdes soropositivos, combate ao inseto vetor e tratamento dos casos humanos.

Em projeto anterior financiado pelo PAPES III, foi realizada na Regional Nordeste
deste municipio, inquérito parasitolégico e sorolégico canino e o Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) da Secretaria Municipal de Satide de Belo Horizonte sacrificou todos os caes
soropositivos aliado as outras medidas habituais de controle ja praticadas (Ferreira et al.,
2007).

No entanto, essas acdes nao foram eficientes para conter o ciclo de transmissdo e o que

estd sendo observado, ¢ a manuten¢@o de elevada incidéncia de casos humanos e caninos.

Este fato sugere que a epidemiologia das leishmanioses em Belo Horizonte, apresenta
um quadro mais complexo do que o classicamente descrito, com possivel ocorréncia de uma
transmissdo secunddria, peridoméstica, envolvendo outros reservatérios (Paranhos-Silva et
al., 1998).

Neste municipio ndo ha qualquer estudo prévio para busca ativa de possiveis

reservatorios silvestres e sinantrépicos de Leishmania sp.

Sabe-se que o papel que determinado reservatério desempenha na transmissdo é um
evento espacial e temporal. Assim, é preciso definir a importincia destes animais no ciclo
epidemioldgico de transmissdo da doenca na drea. Esta condig¢@o € primordial para que se

possa estabelecer medidas de controle e vigilancia epidemioldgica mais eficazes.
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1. Objetivo geral

Rastrear a presenca de Leishmania sp. em pequenos mamiferos silvestres e

sinantrépicos, capturados em drea de transmissdo de leishmaniose visceral e tegumentar, no

municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais.

1.1. Objetivos especificos

Capturar pequenos mamiferos em drea endémica de LV e LTA no municipio
de Belo Horizonte, MG;

Verificar a presenga de Leishmania sp. através de métodos parasitologicos e

moleculares em amostras bioldgicas coletadas dos mamiferos capturados;

(=] Identificar a espécie de Leishmania nas amostras positivas dos animais
capturados;

Comparar a positividade da PCR em diferentes amostras biolégicas;

Comparar a positividade da PCR para as diferentes espécies e ambientes de
coleta;

Correlacionar os dados obtidos com a epidemiologia das leishmanioses na drea
estudada.
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1. Area de estudo

O municipio de Belo Horizonte (19°46°35™ e 20°03°34” sul; 43°51°27” e 44°03°47”
oeste) esta localizado a 852 m acima do nivel do mar. Possui clima tropical de altitude,
temperatura média em torno de 21°C, indice pluviométrico médio de 1450 mm/ano
(www.ibge.gov.br). Trata-se de uma regido intensamente urbanizada, cuja economia €&
baseada na atividade industrial de transformacgdo e no comércio/servicos. Desde a década de
90 este municipio permanece como drea endémica, onde sdo registrados casos humanos de

leishmaniose visceral e tegumentar.

Belo Horizonte é dividida em nove areas politico-administrativas: Barreiro, Centro-
Sul, Leste, Nordeste, Noroeste, Norte, Oeste, Pampulha e Venda Nova. A drea escolhida para
estudo foi a Regional Nordeste que contém 39,60 Km? (cerca de 10% da drea total do
municipio). A metade desta area, ou seja, 19,46 Km? esta ocupada por dreas verdes compostas
por parques, sitios e pastos. A drea urbanizada ¢ composta por 68 sub-regides entre bairros,
vilas e aglomerados sub-normais. Possui uma populacdo de 273.892 habitantes (Censo

IBGE/2000) (figura 1).

Esta drea foi escolhida por haver apresentado, entre 2001 e 2005 (cinco anos anteriores
ao inicio deste trabalho), ntimero significativo de casos humanos de leishmaniose visceral (83
casos acumulados com média de 16,6 casos/ano) aliado a alta soroprevaléncia canina (média
anual de 5,6%), bem como vdrios casos de leishmaniose tegumentar (média anual estimada de
cerca de 30 casos). Em projeto anterior financiado pelo PAPES III/FIOCRUZ, foi realizada
nesta drea, a avaliacdo de métodos soroldgicos e parasitolégicos para o diagndstico da LV
canina. Foram coletadas amostras de 230 cades sendo 109 (47%) positivos ao exame
parasitolégico, 119 (52%) para a RIFI e 144 (63%) para o teste ELISA, mostrando um alto
indice de cdes infectados na area. Foi realizado pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ)
da Secretaria Municipal de Satide de Belo Horizonte o sacrificio de todos os cées
soropositivos aliado a outras medidas de controle (Ferreira et al., 2007). Entretanto, a
soroprevaléncia canina se manteve elevada nos anos seguintes até os dias atuais, o que
justifica o questionamento em relagdo a existéncia de outros possiveis reservatorios da

infeccdo na drea.
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Figura 2: Area de estudo. Regido Metropolitana de Belo Horizonte, imagem gravada por
satélite, destacando a Regional Nordeste (amarelo) e a drea de coleta (circundada em

vermelho) (A); detalhe esquemadtico da Regional Nordeste mostrando os bairros (B).
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Conforme descrito anteriormente, a Regional Nordeste é composta, em grande parte,
por dreas de transicdo com baixa densidade demogréfica, correspondentes a pequenos sitios,
parques e matas secunddrias. Neste trabalho, estas regides foram genericamente denominadas
“area verde” (figura 2) para diferencia-las daquela peridomiciliar (figura 3), correspondente a
quintais e anexos. A drea verde escolhida para coloca¢io das armadilhas é uma regido de
pequenos sitios chamada “Capitdo Eduardo”. Estd localizada na por¢do mais ao norte da
regional, as margens do Rio das Velhas (figura 4) regido limitrofe ao municipio de Sabara
onde foram registrados os primeiros casos autdctones de LTA em Belo Horizonte (Passos et
al., 1990). A vegetagdo na drea € em sua maior parte do tipo pasto, composta por capim e
vegetacdo rasteira. Uma outra por¢do contém resquicios de vegetagdo nativa ou secunddria

com algumas drvores de médio porte como bambus e palmeiras (figura 2).

Figura 3: Area verde onde foram colocadas armadilhas (junho/2006 a junho/2007) para
captura viva de pequenos mamiferos na Regional Nordeste do municipio de Belo Horizonte,
MG.
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Figura 4: Area peridomiciliar onde foram colocadas armadilhas (junho/2006 a junho/2007)
para captura viva de pequenos mamiferos na Regional Nordeste do municipio de Belo

Horizonte, MG.

Os pontos de coleta na drea peridomiciliar (figura 4), foram escolhidos por
conveniéncia, condicionados a presenga no domicilio, ou préximo a ele, de casos humanos de
LV efou LTA nos trés anos anteriores ao inicio da pesquisa (2003, 2004 e 2005). Preenchida
esta condicdo, foram escolhidas 20 residéncias espalhadas pela drea, porém, mais
concentradas na porgdo central e norte desta. Nos domicilios selecionados, foi explicado ao
morador responsdvel o objetivo do trabalho e solicitado o consentimento para a realizacio da
pesquisa. A colocagdo da armadilha, assim como o posterior resgaste de seu contetido,

estiveram condicionadas a essa autorizago.
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Figura 5: Pontos de coleta (georeferenciados) na area peridomiciliar e na drea verde da

Regional Nordeste do Municipio de Belo Horizonte, MG. Legenda: pontos da drea peridomiciliar
(amarelo, obs: os dois pontos ao fundo, sdo na verdade quatro pontos pois estdo superpostos), pontos da drea
verde (verde), Rio das Velhas (azul); os pontos foram nomeados com duas letras, sendo a primeira (C ou N)
referente a porgdo Central ou Norte, respectivamente, da Regional ¢ a segunda (A a J) observando a seqiiéncia

em que foram colocadas as armadilhas na primeira captura .

2. Captura dos animais

O projeto obteve licenga do 6rgdo do Ministério de Meio Ambiente do Brasil, Instituto
Brasileiro para o Meio Ambiente (IBAMA) para captura e sacrificio dos animais (licenca
425/05). Por esta licenca o projeto obteve autorizag@o para sacrificar até 100 exemplares de
espécies nativas e todos os exemplares das espécies exéticas como Rattus novergicus, R.

rattus e Mus musculus porventura capturados.

Este nimero (100 individuos) foi baseado na amostra de pequenos mamiferos
necessaria para o estudo, calculado através da equag@o para a estimativa de uma amostra

populacional com nivel de confianca de 95%, precisdo de 10%, estimando-se uma prevaléncia
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de 50% (WHO, 1995). Este valor foi estimado uma vez que nio se dispunha de dados prévios

de prevaléncia e porque com 50% obtém-se o maior “n” possivel.

Para a captura viva dos animais, foram montadas, na drea verde e nos arredores dos
domicilios selecionados, armadilhas de arame galvanizado “tipo gaiola” (35x12x12 cm) com

isca suspensa de abacaxi e bacon.

A distribuigdo dos pontos de captura na drea verde foi feita em trés trilhas, cada uma
contendo 15 armadilhas, separadas entre si por uma distancia de cerca de 20 metros. Foram
realizadas cinco campanhas de captura nos meses de Junho, Setembro, Dezembro/2006 e
Margo, Junho/2007. As armadilhas foram iscadas e armadas a cada manhd e resgatadas na
manha seguinte, durante cinco dias. No méaximo a cada dois dias, as iscas eram trocadas. Foi
utilizado por campanha o total de 85 armadilhas/noite, sendo 40 expostas no peridomicilio e
45 na area verde. O esfor¢o amostral previsto, ao final das cinco campanhas, foi de 1000
armadilhas no peridomicilio e 1125 armadilhas na area verde, somando um total de 2125
armadilhas. Os pequenos mamiferos capturados foram transportados vivos e em condi¢oes de
conforto para o laboratério de Mastozoologia da Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG), para os procedimentos de exame clinico, eutandsia e coleta das amostras.

3. Avaliacio do estado clinico dos animais e coleta das amostras

No laboratério de Mastozoologia da UFMG, cada espécime foi devidamente
identificado e uma ficha onde constam informacdes de importincia para a investigacio
epidemioldgica, preenchida. Nesta ficha consta dados como o local de coleta, espécie, se
jovem ou adulto, sexo, estado de prenhez ou lactagdo, aspecto geral do animal e presenca de
alteracdes na pele como alopecia, descamacdo, hipocromia ou hipercromia. Nesta mesma
ficha foram posteriormente preenchidos os campos referentes aos resultados dos testes

parasitolégicos e moleculares.

O sacrificio animal e todos os procedimentos de coleta das amostras foram realizados
de acordo com os principios éticos na experimentagdo animal, adotado pelo Colégio

Brasileiro de Experimentac@o Animal (COBEA).

Os primeiros dois exemplares de cada espécie foram taxidermizados sendo a pele e o

cranio depositados na Cole¢ao de Referéncia do Laboratério de Mastozoologia do
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Departamento de Zoologia da UFMG. A identificac@o das espécies foi realizada por bidlogo
experiente, utilizando-se literatura especifica, analisando-se caracteres morfoldgicos e a

comparagdo junto aos exemplares depositados na colegao.

Antes da coleta das amostras, o animal era mergulhado em solucdo de etanol a 70%
para assepsia. Foram entdo coletadas amostras de bago, figado, medula éssea, pele da cauda e
da orelha, que foram acondicionadas em dlcool etilico absoluto para realizagdo de testes
moleculares. O sangue foi coletado a partir da cauda do animal ou diretamente do coracdo e
impregnado em papel filtro especial para PCR (FTA cards® Whatman). Uma porgdo das
amostras de baco, medula e pele da cauda foram coletadas em solucgdo salina contendo os
antibidticos estreptomicina (200 ng/mL) e penicilina (500 UI/mL) e, conforme metodologia
proposta por Marzochi et al. (1993), o antifingico flucitosina (500 pg/mL). A coleta dos
tecidos foi feita proxima a uma chama acesa, na tentativa de diminuir a contaminag¢ao por

fungos.

Durante a coleta, a equipe cuidou para que cada instrumento s entrasse em contato
com um Unico tecido, para evitar contaminagdo seja por agentes biologicos seja por DNA.
Assim, o material utilizado na coleta foi descartado adequadamente, quando de uso tnico
(laminas de bisturi, seringas, agulhas) ou separado para posterior lavagem e esterilizagdo

(tesouras e pingas) a cada tecido coletado.

4. Método parasitolégico para deteccio de Leishmania sp.

Os fragmentos de pele de cauda, bago e medula, coletados em solug@o salina contendo
antibidticos e antifingico, foram transferidos, em capela de fluxo laminar, para um novo tubo
contendo 1 (um) mL de uma solugdo salina nova. Os pedagos de tecidos maiores, foram
novamente recortados para retirada de um fragmento mais interno contendo em média 1 cm3.

Todos estes procedimentos foram feitos na tentativa de diminuir a contaminagao por fungos.

Transcorridas 24 horas, o fragmento, entdo submetido a esta pré-lavagem, foi
dilacerado com ldmina de bisturi, em placa de petri, tudo em ambiente estéril. Em seguida, foi
colocado em meio de cultura NNN (Novy, McNeil e Nicolle), enriquecido com 0,4 mL de
LIT (Liver Infusion Tryptose) contendo 20% de soro fetal bovino e mantido a 26°C + 1°C. A
cada sete a dez dias, uma aliquota foi observada ao microscépio Optico em aumento de dez e

40 vezes, sendo a amostra considerada positiva quando da presenca de formas flageladas. Ao
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mesmo tempo, foi realizado o repique de 0,3 mL da cultura para um novo tubo contendo 0,5
mL de LIT em NNN. Este processo foi repetido trés vezes e apds a quarta semana, as culturas

negativas foram descartadas.

As amostras positivas foram postas a crescer, através de repiques semanais contendo
quantidades seqiiencialmente maiores de LIT, até constituirem uma massa de promastigotas
com cerca de 10° parasitos, contados em camara de Newbauer. Esta massa foi entdo
submetida a lavagem por trés vezes com PBS pH 7,2 para PCR ou soluc¢ao de NaCl 0,85% e
EDTA 0,1 M em pH 8 para andlise de isoenzimas. A cada lavagem, procedeu-se a
centrifugacdo durante 10 minutos a 4°C e cerca de 3800 g (8000 rpm). As amostras para PCR
foram estocadas a -20°C e as amostras para isoenzimas no nitrogénio liquido. Os sistemas
enzimdticos utilizados para identificagdo dos isolados foram 6PG, PGM, PEPD, GPI (Tampao
maleico) e G6PDH, IDHNADP, ME, MDH (Tampao fosfato).

5. Métodos moleculares para deteccio de Leishmania sp.

5.1. Extracdo do DNA das amostras de pele, baco e figado

Os fragmentos de pele de orelha, pele de cauda, figado e bago, coletados a partir dos
animais capturados e acondicionados em dlcool etilico absoluto a -20°C, foram submetidos a
extragdo do DNA. A cada lote de amostras extraidas foram acrescentados controles para
verificag¢do da qualidade da extragao. Como controle negativo foram utilizadas amostras, dos
mesmos tecidos, de Mus musculus ndo infectado, proveniente do biotério do CPqRR e como
controle positivo, amostras de tecidos de Mesocricetus auratus, hamster, experimentalmente
infectado com L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903). A metodologia para extra¢do seguiu a
orientagdo do fabricante do Genomic Prep Cells and Tissue DNA Isolation Kit® (Amersham

Biosciences/GE).

Fragmentos de 10-20 mg do tecido foram submetidos a lise enzimatica a S5°C por 12 a
16 horas para digestdo das proteinas e em seguida a digestdo pela RNAse a 37°C por uma
hora. As proteinas desnaturadas foram ento precipitadas pelo acréscimo de solugao saturante.
Ap06s centrifugacdo o DNA é recuperado no sobrenadante, precipitado com solugdo alcodlica,

centrifugado, reidratado e armazenado -20°C até o momento do uso.
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5.2. Extracdo do DNA da medula

A medula 6ssea, conservada e acondicionada adequadamente, foi submetida a extracao
utilizando-se o Kit de Cromatografia em Coluna - GFX™ Genomic Blood DNA Purification
(Amersham Biosciences/GE) conforme especificacdo do fabricante. Apds lise das hemadcias
com solucao de lise (10 mM KHCOs; 155 mM NH4Cl; 0,1 mM EDTA), obteve-se apds
centrifugacio, uma massa de células brancas. Em seguida esta massa foi ressuspendida e
submetida a extragdo. A mistura contendo as células brancas e a solugdo de extragdo foi entdo
transferida para a coluna GFX e centrifugada por duas vezes. Ao novo pellet foi adicionada
solucdo de lavagem (tampao Tris-EDTA adicionado de etanol absoluto) e entdo o DNA foi
eluido com agua destilada e deionizada aquecida a 65°C e estocado a -20°C até o momento do

uso.

5.3. Extraciio do DNA do sangue em papel de filtro

Cada papel (FTA cards® Whatman) contendo sangue adsorvido foi picotado em cinco
pedacos de 0,5 mm? cada, que foram, entdo, mergulhados em 200 pL de solucdo de lise
(Whatman). Esta mistura foi entdo homegeneizada, deixada em repouso por cinco minutos e
centrifugada por alguns segundos. A solucdo de lise foi entdo descartada por inversdo. Este
procedimento foi repetido trés ou quatro vezes dependendo da turbidez da soluc@o. Os papéis
foram entdo lavados por duas vezes com TE e subseqiientemente guardados em microtubos

estocados a .-20°C até o momento do uso.

5.4. Reaciio em Cadeia da Polimerase (PCR)

A metodologia utilizada permite amplificar um fragmento de 120 pares de base (pb)
da regidao conservada do DNA minicircular do cinetoplasto de todas as espécies de

Leishmania utilizando os iniciadores: 5* (C/G)(C/G)(G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC
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AAC CCC 3 e 3 GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3 (Degrave et al., 1994; Silva et al.,
2000).

Foi utilizado o Kit Ready-To-Go™ PCR Beads® (Amersham Biosciences), cujos
reagentes estdo na concentracdo 2,5 U de Polimerase; 10 mM de Tris-HCI; 50 mM KCI; 1,5
mM MgClz; 200 uM dATP, dCTP, dGTP e dTTP e estabilizadores incluindo BSA. A estes
reagentes foram acrescentados 10 pmol de cada primer e 2 uL de DNA para 25 pL de solugio
final.

A amplificagdo foi processada em aparelho termociclador automatico (Perkin-Elmer-
GeneampPCRSistem 2400®) utilizando o seguinte ciclo: desnaturacdo inicial a 94°C por
quatro minutos, seguindo de 30 repeticdes de: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 60°C por 30 segundos e extensao a 72°C por 30 segundos. A extensdo final foi

feita a 72°C por 10 minutos.

Em todas as reagdes foi utilizado controle positivo (10 ng de DNA extraido de cultura
de L. infantum chagasi cepa MHOM/BR/74/PP75 ou L. braziliensis cepa
MHOMBR/75M2903) e controle negativo (sem DNA). A sensibilidade dos iniciadores para
as amostras bioldgicas foi verificada mediante teste com amostras de tecidos de Mesocricetus
auratus (hamster) infectados experimentalmente com L. braziliensis
((MHOM/BR/75/M2903) cujo DNA foi extraido nas mesmas condi¢cdes das amostras em
teste. A sua especificidade foi testada com DNA extraido de tecidos de Mus musculus

(camundongo) nao infectados provenientes do biotério do CPqRR.

5.5. Visualizacao dos resultados

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida a 6% corado
pela prata a 0,2%. Foram consideradas positivas aquelas amostras que apresentaram a banda
de peso molecular correspondente a 120 pb. O marcador de peso molecular utilizado foi o

®x174 (Invitrogen) digerido por Hae III, apresentando 11 fragmentos de 72 a 1357 pb.
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6. Métodos moleculares para identificacio de Leishmania sp.

6.1. PCR-RFLP

As amostras positivas na PCR genérica foram submetidas a RFLP (polimorfismo do
tamanho dos fragmentos de restricdo) utilizando as endonucleases Apa LI e Hae III
tamponadas. A variabilidade dos tamanhos de fragmentos obtidos ap6s a digestdo com estas

enzimas € mostrada na tabela 1.

Embora a Hae 11l seja teoricamente suficiente para discernir entre as trés espécies
sabidamente prevalentes na drea, ela pode mascarar a presenca de L. braziliensis em co-
infec¢do com L. chagasi pois o DNA de ambas, ao ser digerido, gera fragmentos de 80 e 40
pb. Assim, optou-se por utilizar também a Apa LI em fun¢do de ela discriminar Leishmania
(Viannia) de L. (Leishmania) e conseqiientemente possibilitar resultados mais facilmente
visualizaveis. Resumidamente, 5 pL do produto da PCR foi digerido através da adi¢ao de 1 U
da enzima de restricdo e o seu tampdo apropriado. A mistura foi incubada a 37°C por trés
horas. Os fragmentos de restricdo foram separados através de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10%. A revelagdo foi feita pela prata 0,2% e os fragmentos comparados a

cepas referéncia (Volpini, 2003; Volpini ez al., 2004; De Andrade ef al., 2006).

Tabela 6: Enzimas de restricdo e tamanhos dos fragmentos obtidos ap6s a digestdo do kDNA

das espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L (L.) infantum chagasi.

Espécie Enzima de restricao

Hae I Apa L1

Tamanho dos fragmentos apos digestao (pb)

L. (L.) amazonensis 116 116
L. (V.) braziliensis 80, 40 88e32
L. (L.) infantum chagasi 120, 80, 60 e 40 120

Fonte: Quaresma, 2007.
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6.2. Hibridizacdo com sondas

Um total de 20 uL do produto da PCR de cada amostra positiva e 180 uL de dgua
foram primeiramente aquecidos a 100°C por 10 minutos. Em seguida foi acrescentado 22 uL.
de soluciio desnaturante contendo NaOH 4 N em um microtubo resfriado por 10 minutos.
Ap6s a desnaturagao, 100 puL desta solugdo foi aplicado em cada poco em uma membrana de
nylon (Amersham) em duplicata. As sondas utilizadas foram o DNA total do minicirculo
clonado de L. (L.) infantum chagasi (complexo L. donovani) ou de L. (V.) panamensis
(complexo L. braziliensis) e marcado com dATP [a-°P]. A membrana foi hibridizada
separadamente, primeiro com a sonda para L. (L.) infantum chagasi, lavada e em seguida
hibridizada com a sonda para L. (V.) panamensis. A revelagdo foi feita por exposi¢do em raio
X por 12 a 16 horas com um intensificagdo a -70°C (Degrave et al., 1994; Passos et al.,

1999).

7. Anilise estatistica

As diferengas das frequéncias de positividade em cada comparag@o, seja entre tecidos,
entre espécies, entre microambientes, foram analizadas pelo teste do Qui-quadrado ()}?) e para
as comparagdes multiplas foi utilizado o Método de Bonferroni. O nivel de significancia

utilizado para todas as analises foi de 5%.
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1. Animais capturados

Foram distribuidas 1000 armadilhas no peridomicilio e 1125 armadilhas na drea verde,
sendo o esfor¢o amostral total de 2125 armadilhas conforme previsto inicialmente. Ao final
das cinco campanhas, foram coletados 96 espécimes (4,52% de sucesso nas capturas) de
varios géneros de roedores, Akodon, Bolomys, Mus, Rattus e Oryzomys, gambas do género
Didelphis e carnivoros do género Galictis tanto na area peridomiciliar quanto na area verde

(tabela 2).

Tabela 7: Lista dos pequenos mamiferos capturados, por espécie e ambiente, no periodo de

junho/2006 a junho/2007 na Regional Nordeste do municipio de Belo Horizonte, MG.

Espécie Area Area verde Total por espécie
peridomiciliar n (%)

Akodon sp. - 1 1(1,04%)
Bolomys lasiurus - 4 4(4,17%)

Didelphis albiventris 2 31 33(34,38%)
Didelphis aurita - 1 1(1,04%)
Galictis sp. - 2 2(2,08%)

Mus musculus 18 4 22(22,92%)
Oryzomys grupo subflavus - 5 5(5,21%)
Rattus novergicus 8 1 9(9,38%)

Rattus rattus 11 8 19(19,79%)

Total 39(40,63%) 57(59,38%) 96(100,01%)

Na drea verde (figura 2) foi coletada a maioria dos espécimes, sendo que, algumas
espécies foram encontradas somente nesta drea: Akodon sp., Bolomys lasiurus, pequenos
roedores silvestres, Didelphis aurita, uma espécie de gamba, Galictis sp., conhecido como

furdo e Oryzomys grupo subflavus, um roedor de tamanho médio.

Didelphis albiventris (figura 5), ocorreu principalmente na drea verde (figura 2)

demonstrando menor sinantropismo que Mus musculus, o camundongo de casa, Rattus rattus,
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o rato preto de telhado e R. novergicus, a ratazana de esgoto, todos roedores comensais

sinantropicos, que foram capturados principalmente na area peridomiciliar (figura 3).

Figura 6: Didelphis albiventris coletado em armadilha do tipo gaiola na primeira campanha
(junho/2006) numa regido de fazenda, Regional Nordeste do municipio de Belo Horizonte,
MG.

Em um estudo epidemioldgico, € preciso considerar além da diversidade de espécies,
aspectos relativos a sazonalidade, como a distribuicdo destas ao longo do tempo, dai a
importdncia de se realizar vérias coletas. Foram coletados 31 espécimes na primeira
campanha, 18 na segunda, 14 na terceira, 17 na quarta e 16 na quinta. Apesar de na primeira
haverem sido capturados 32% do total de animais, ndo houve diferenga significativa entre as

campanhas em relacdo ao nimero de exemplares capturados (p>0,05).

Também ndo houve diferenga estatistica significativa em relacdo ao nimero de
exemplares capturados de cada espécie, nem no total, nem por campanha. Embora as
campanhas tenham sido diversificadas em termos de nimero de exemplares de cada espécie
capturados (figura 6), ndo pdde ser observada variagdo sazonal em fungdo do tempo

relativamente curto de observagdes (um ano). Somente em relagdo a espécie Mus musculus foi

58



Resultados

verificada uma tendéncia linear, sem significancia estatistica, com diminui¢do gradativa do

ndmero de exemplares capturados ao longo do tempo.

351
301
251
5 B R rattus
B R. novergicus
204 B 0. subflavus
B Mus musculus
B Galiciis sp.
o N
154 D. aurita
OD. albiventris
W B. lasiurus
o
101 Akodon sp.
5
o- u

1# Campanha - Junho 2% Campanha - Outubro  3* Campanha - Dezembro 4% Campanha - Margo 5¢ Campanha - Junho
2006

Figura 7: Numero de exemplares capturados por espécie e por campanha (junho/2006 a

junho/2007) na Regional Nordeste do municipio de Belo Horizonte, MG.
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2. Exame clinico e parasitologico

Antes da coleta das amostras foi realizado o exame clinico dos animais. Em apenas um
animal foi observada lesdo na pata e na cauda, de causa desconhecida, mas que nio parecia
ser devida a atrito mecanico. Foram coletadas amostras para realizagio de teste parasitolégico

mas ndo resultaram positivas.

A cultura foi feita para amostras de baco, medula, pele de cauda e pele lesionada, de
todos os 96 animais. Dentre as 290 tentativas de isolamento (trés amostras habituais para cada
animal e duas peles lesionadas), cerca de 60% tiveram que ser descartadas antes da quarta

semana por estarem contaminadas por fungos.

Duas amostras foram positivas para formas flageladas, ambas oriundas da medula de
Didelphis albiventris. Para identificacdo destes isolados, o material foi enviado para o
IOC/FIOCRUZ para realizagdo de teste isoenzimatico. Foram também realizadas PCRs
utilizando diferentes primers, para o género Leishmania (Rodgers et al., 1990; Degrave et al.,

1994), para T. cruzi (Souto et al., 1996) e para T. rangeli (Grisard et al., 1999).

A primeira amostra (amostra T) foi isolada de um animal capturado na primeira
campanha, na drea verde, em uma regido de sitios onde a vegetacdo € composta em grande
parte por pequenas palmeiras como Syagrus oleracea (Mart.) Becc. e Acrocomia aculeata
(Jacq.) Lodd. (Lorenzi, 2002) (figura 2). No exame direto da cultura foi possivel observar
duas populagdes morfologicamente distintas de parasitos, uma mais fina e comprida e outra
mais larga, porém mais curta. Em ambas as populagdes, a maior parte dos parasitos
apresentava o ntcleo ao lado do cinetoplasto como nas formas epimastigotas comuns em

culturas mais jovens de T. cruzi (figura 7).
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Figura 8: Formas flageladas isoladas em cultura obtida a partir de material de medula de D.
albiventris (amostra T) coletado em junho de 2006 na area verde da Regional Nordeste do

municipio de Belo Horizonte, MG.

Os sistemas enzimaticos utilizados foram capazes de identificar a presenca de
Trypanosoma cruzi. O DNA extraido do material isolado foi negativo na PCR genérica para
Leishmania (Degrave et al., 1994). Porém, o material mostrou-se positivo na PCR para
Trypanosoma cruzi tipo 1 relacionado ao ciclo silvestre de transmissdao e Trypanosoma
rangeli, detectando-se infec¢do mista (figura 8). Este teste foi realizado em colaboragdo com
o Laboratério de Triatomineos do CPgRR. Cabe ressaltar que, os iniciadores utilizados nas
reagdes de amplificacdo para o género Leishmania foram testados com DNA de Trypanosoma
cruzi e aqueles utilizados nas reagdes especificas para o género Trypanosoma testados com
DNA de Leishmania. Os resultados foram negativos, demonstrando, ndo ocorrer amplificacao
cruzada quando da utilizacao destes iniciadores conforme previsto na literatura (Souto et al.,

1996; Grisard et al., 1999).

A segunda amostra (amostra L) foi isolada de animal coletado na terceira campanha
também na area verde. Ao exame do esfregaco da cultura, corado com solugio de Giemsa, foi
possivel observar poucos parasitos, flagelados, muito finos e compridos apresentando ntcleo
proximo ao cinetoplasto (figura 9). Os sistemas enzimaticos utilizados ndo foram capazes de
identificar a espécie. A PCR para o género Leishmania foi positiva, porém o produto
amplificado ndo hibridizou nem com a sonda para o complexo L. braziliensis nem com a
sonda para o complexo L. donovani. O parasito isolado permanece até o momento sem

identificacdo sendo necessdrios outros testes para sua caracterizagao.
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PM TR1 TR2 TCIl TCI

310
271
234
194

Figura 9: Gel de poliacrilamida a 6% corado pela prata para visualiza¢do do produto de PCR

gerado apds amplificagido com os iniciadores especificos para 7. rangeli (TR) ou T. cruzi (TC)
para identificacdo do parasito isolado a partir de material de medula (AT) de D. albiventris
coletado em junho de 2006 na drea verde da Regional Nordeste do municipio de Belo

Horizonte, MG. Canaletas: PM, Marcador de Peso Molecular; Cepas referéncia: TR1 cepa T. rangeli
HB8GS; TR2 cepa T. rangeli San Agustin; TCII Cepa Y (7. cruzi 1I); TCI Cepa YUYU (T. cruzi I); AT:

Amostra T em duplicata.
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-

Figura 10: Formas flageladas isoladas em cultura obtida a partir de material de medula de D.
albiventris (amostra L) coletado em setembro de 2006 na area verde da Regional Nordeste do

municipio de Belo Horizonte, MG.

3. Testes moleculares

3.1. PCR para deteccao do género Leishmania

Todas as amostras coletadas de bago, figado, medula, sangue, pele de cauda e de
orelha, dos 96 animais, foram testadas com um par de iniciadores que amplifica a regido
conservada do DNA minicircular do cinetoplasto de todas as espécies de Leishmania
(Rodgers et al. 1990; Degrave et al., 1994). Esta rea¢@o é muito sensivel, pois o kDNA ocorre
numa frequéncia em torno de dez mil cépias para cada célula. Quaresma (2007) encontrou
uma sensibilidade da ordem de 0,1 fg/uL de DNA de Leishmania sp. para as reagdes

utilizando estes iniciadores.

Foram testadas 543 amostras provenientes de seis diferentes tipos de tecidos dos 96
animais capturados. Destas, 47 (8,7%) foram positivas na PCR para o género Leishmania
referentes a 28 (29%) exemplares do total capturado. Todas as espécies com excecio de
Akodon sp., um tdnico exemplar capturado, apresentou pelo menos um exemplar positivo
(tabela 3). Nao houve diferenca significativa na propor¢ao de positivos em relagdo as espécies
ou ao ambiente de coleta (p>0,05) (tabela 3 e figura 10). Em relacdo a este tltimo parametro,

ressalta-se que no ambiente peridomiciliar, de um total de 20 casas onde foram colocadas as
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40 armadilhas em apenas quatro foram detectados os 12 animais positivos. Na drea verde

foram capturados animais positivos nas trés trilhas (figura 11).

Tabela 8: Resultado da PCR para o género Leishmania, por espécie e ambiente, dos animais

capturados no periodo de junho/2006 a junho/2007, na Regional Nordeste do municipio de

Belo Horizonte, MG.

Espécie Ambiente
Peridomiciliar Silvestre Total
Positivo Negativo Positivo Negativo

Akodon sp. - - - 1 1
B. lasiurus - - 1 3 4
D. abiventris - 2 7 24 33
D. aurita - - 1 - 1
Glidissp. - - 2 - 2
M. musculus 6 12 2 2 22
0. grupo subflavus - - 2 3 5
R. novergicus 1 1 - 9
R. ratus 5 6 - 8 19
Total 12 27 16 41 96

No entanto, a porcentagem de animais positivos em cada campanha, variou muito. O

maior nimero relativo de animais positivos (13/17 ou 76%) foi conseguido no més de

mar¢o/2007 (quarta campanha) sendo significativamente maior (p<0,005) do que em todas as

demais (figura 12).
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Figura 11: Percentual de positividade na PCR para o género Leishmania segundo o local de
captura dos pequenos mamiferos na Regional Nordeste no periodo de junho/2006 a

junho/2007 no municipio de Belo Horizonte, MG.

Em relagdo a efetividade de cada tecido em resultar positivo na PCR, foi observado
que as propor¢oes de positivos verificadas para os tecidos figado e pele, foram
significativamente maiores que aquelas obtidas a partir de material da medula 6ssea e de
sangue (p<0,05) (tabela 4 e figura 13), sendo que todas as amostras de sangue coletadas foram
negativas (figura 13). Grande parte dos animais (46%) apresentou dois ou mais tecidos
positivos (tabela 5). Nao houve diferenca estatistica significativa entre tecidos para dada
espécie ou grupo (marsupial ou roedor) apesar das discrepancias observadas (tabela 4 e figura

14).
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Figura 12: Pontos de coleta (georeferenciados) na drea peridomiciliar e na area verde da
Regional Nordeste do Municipio de Belo Horizonte, MG. Legenda: pontos da drea peridomiciliar

(amarelo, obs: os dois pontos ao fundo, sdo na verdade quatro pontos pois estdo superpostos), pontos da drea

verde (verde), pontos onde foram encontrados animais positivos (marcados com cruz vermelha).

Numero de exemplares
a5

30
25

jun/o6 et dez/06 mar7 juno7
18 Campanha | 2°Campanha | 3% Campanha | 4% Campanha | 5* Campanha

e POSItIVOS e Tolal

Figura 13: Total de animais capturados e nimero de exemplares positivos, na PCR para o
género Leishmania por campanha de captura (junho/2006 a junho/2007) na Regional Nordeste

do municipio de Belo Horizonte, MG.
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Tabela 9: Positividade na PCR para o género Leishmania para cada espécie coletada no

periodo de junho/2006 a junho/2007, na Regional Nordeste do municipio de Belo Horizonte,

MG, em relagdo ao tecido analisado.

Espécie Tecidos
Baco Figado Medula Pele Pele
Orelha Cauda
+/total +/total +/total +/total +/total
Akodon sp. 0/1 0/1 0/1 0/0 0/0
B. lasiurus 1/4 1/4 0/4 0/4 0/4
D. albiventris 0/33 3/33 1/33 2/33 6/33
D. aurita 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1
Galictis sp. 12 0/2 0/2 172 12
Mus musculus 4/22 6/21 0/20 3/22 5/22
O.grupo subflavus 1/5 0/5 0/5 1/5 0/5
R. novergicus 0/9 1/9 0/9 1/9 1/9
Rattus rattus 0/19 1/19 1/19 3/19 1/19
Total 7/96 13/95 2/94 11/95 14/95
100,0% ~
80,0% -
60,0% -
W Positivo
40,0% W Negativo
20,0% |
0,0% -
Baco Figado  Medula Pele Pele Sangue
Orelha  Cauda

Figura 14: Percentual de positividade na PCR para o género Leishmania por tecido coletado

em pequenos mamiferos, no perfodo de junho/2006 a junho/2007, na Regional Nordeste do

municipio de Belo Horizonte, MG.
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Tabela 10: Distribuicdo por espécie e pelo ntimero de tecidos positivos na PCR para o género

Leishmania dos exemplares capturados, no periodo de junho/2006 a junho/2007, na Regional

Nordeste do municipio de Belo Horizonte, MG.

ESPECIE 1TECIDO 2TECIDOS  3TECIDOS 4 TECIDOS TOTAL
B. lasiurus 1 1
D. albiventris 4 1 2 7
D. aurita 1 1
Galictis sp. 1 1 2
M. musculus 2 3 2 1 8
0. grupo subflavus 2 2
R. novergicus 1 1 2
R. rattus 4 1 5
TOTAL 15 8 4 1 28
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Figura 15: Percentual de positividade na PCR para o género Leishmania por tecido coletado
em pequenos mamiferos, no periodo de junho/2006 a junho/2007, na Regional Nordeste do
municipio de Belo Horizonte, MG, em relagdo ao grupo ao qual o animal pertence (marsupial

ou roedor).

3.2. Técnicas moleculares para identificacio de Leishmania sp.

3.2.1. PCR-RFLP

Todas as 47 amostras positivas, dos diferentes tecidos, na PCR para o género
Leishmania, foram submetidas a digestdo pela Apa LI e pela Hae III (Volpini et al., 2003).
Dentre estas, 42 (89,4%) apresentaram o perfil condizente com L. (V.) braziliensis (figura 15).
Esta espécie € o agente causal mais comum de LTA em Minas Gerais bem como no resto do
Brasil e na América Latina (Passos et al., 1993, Gontijo et al., 2002).

Somente Leishmania (Viannia) apresenta sitio de restricdo para a enzima Apa LI
(Volpini, 2003). O fragmento de 120 pb proveniente de L.( V.) braziliensis é cortado em dois
outros com 88 e 32 pb. O amplicon proveniente das espécies de Leishmania (Leishmania) (L.
amazonensis e L. chagasi) permanece intacto (Volpini et al., 2004, Andrade et al., 2006)
(figura 15).

As cinco amostras restantes, ndo apresentaram um perfil de digestdo claramente

identificdvel com uma das trés espécies que ocorrem em humanos na drea estudada. Trés
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destas amostras sdo provenientes do mesmo animal, da espécie Didelphis albiventris, uma
amostra de pele, uma de medula e outra isolada em cultura a partir de material de medula.
Utilizando-se 8 sistemas enzimadticos, ndo foi possivel identificar o isolado. Além disso,
dentre estas cinco amostras, trés eram de material de medula, as tnicas amostras de medula

positivas na PCR.

Figura 16: PCR-RFLP utilizando a enzima Apa LI para identificagdo das espécies nas amostras
positivas para Leishmania sp. coletadas dos pequenos mamiferos capturados na Regional
Nordeste, entre junho 2006 a junho 2007, em Belo Horizonte, MG. Canaletas 1 a 6: DNA amplificado
na PCR genérica (Rodgers et al., 1990; Degrave et al., 1994) ndo —digerido; 7: Marcador de Peso Molecular de 25
pb, menor peso 50 pb, maior 250 pb; 8 a 13: mesmas amostras porém digeridas com Apa LI (Volpini et al., 2004); 1
e 8: DNA L. amazonensis (IFLA/BBRAT/PHS); 2 e 9: DNA de L. braziliensis (MHOM/BR/75M2903); 3 e 10: DNA
de L. i. chagasi (MHOM/BR/74/PP75); 4 e 11, 5 e 12, 6 e 13 DNA compativel com L. braziliensis extraido de

diferentes tecidos , respectivamente, bago, pele de cauda e de orelha do mesmo espécime de Mus musculus.
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3.2.2. Hibridizagdo

As amostras positivas, na PCR genérica, também foram submetidas a hibridizagio
com sondas complexo especificas (Passos ef al., 1999; Andrade et al., 2001). As mesmas 42
amostras que apresentaram perfil condizente com L. (V.) braziliensis na PCR-RFLP,
hibridizaram com a sonda para L. (Viannia) (figura 16) e nao hibridizaram com a sonda para
L. donovani (dados ndo mostrados). Logo, os dois testes foram 100% concordantes e em
ambos foi descartada a possibilidade de infecgdo mista. As demais (cinco amostras) nao
identificadas através da PCR-RFLP também ndo hibridizaram com nenhuma das duas sondas

estando, até o momento, indefinida sua posicao taxonémica.
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Figura 17: Reacdo de hibridizacdo (dot-blot) com a sonda para o complexo L. braziliensis.
Caracterizagdo das amostras positivas coletadas dos pequenos mamiferos capturados na
Regional Nordeste, entre junho 2006 a junho 2007, em Belo Horizonte, MG. Canaletas: 1A, 2A e
3A cepas referéncia, L.. amazonensis (PHS8), L. braziliensis ( M2903) e L. i. chagasi (PP75) respectivamente; a
partir de 4A: amostras de diferentes tecidos provenientes dos pequenos mamiferos coletados. Amostras negativas
na hibridizagdo: 1A (L. amazonensis) e 3A (L. chagasi); 3C (amostra L), 4C e 5C sdo referentes ao mesmo

espécime de D. albiventris de 3 C; 8C medula de R. rattus e 9C pele de cauda de R. novergicus.
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1. Situaciio da doenca e dados sobre a transmissao na irea

A regiao metropolitana de Belo Horizonte (RMBH) é uma &drea urbanizada e
densamente habitada, considerada endémica para as leishmanioses tegumentar e visceral ha
vérios anos (Genaro et al., 1990; Passos et al., 1990). Belo Horizonte é um municipio sem
drea rural caracteristica e a transmissdo ocorre em praticamente todos os bairros da cidade
inclusive nos centrais, caracterizando um cariter urbano de transmissdo que vem sendo
ressaltado por vérios autores (Passos ef al., 1993; Profeta da Luz et al., 2001; Silva et al.,
2001; Margonari et al., 2006). Este municipio foi alvo de intensa migrac@o a partir dos anos
70 e os primeiros casos de leishmaniose comecaram no final dos anos 80. Sabe-se que a
migracdo € um dos principais fatores de risco para a emergéncia ou reemergéncia de
parasitoses tipicamente rurais. Isto se da em fungdo da maior probabilidade de contato do
parasito com uma populacdo sem imunidade que, no caso de uma area urbana é em grande

nimero.

Neste municipio, inquéritos detectaram elevada incidéncia da doenga humana bem
como altos indices de cies infectados por L. (L.) infantum chagasi (Silva et al., 2001), tendo
sido verificada correlagdo positiva entre leishmaniose visceral humana e canina (Oliveira et
al., 2001; Margonari et al., 2006). Margonari e colaboradores (2005) observaram alta
densidade do principal vetor de LVA, Lu. longipalpis, embora ndo tenha sido encontrado
nenhum exemplar positivo para Leishmania. Medidas de controle baseadas no tratamento dos
casos humanos, eliminac@o de cées soropositivos e combate ao vetor vém sendo aplicadas
sem, contudo, obter sucesso na diminui¢do do nimero de LV. Nos anos de 2003 a 2006, o
nimero de casos humanos foi o maior desde que a doenga comegou a ser notificada nesta
cidade. Somente nos dois ultimos anos deste periodo, a Secretaria de Sadde registrou 225

casos com 20 6bitos (www.pbh.gov.br).

E dificil estimar os casos de leishmaniose tegumentar uma vez que, por se tratar de
agravo ndo letal, sdo subnotificados. Os primeiros casos de LTA na RMBH foram registrados
em 1987 na cidade de Sabard (Passos ef al., 1990). Um estudo epidemioldgico mais
aprofundado encontrou nesta drea uma alta densidade de Lu. whitmani, potencial vetor de L.
braziliensis mas apenas um cdo (Passos et al., 1993) e um gato (Passos et al., 1996)
possivelmente infectados com este parasito. Foram encontradas criancas, mulheres e homens
sem qualquer vinculo ocupacional com a mata, infectados ou com histéria prévia de infeccéo,

concluindo se tratar de transmissdo peridomiciliar ou domiciliar (Passos et al., 1993).
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A drea deste estudo, Regional Nordeste do municipio de Belo Horizonte € limitrofe ao
municipio de Sabard e apresentou o maior nimero acumulado de casos de LV no periodo
compreendido entre 94 a 2006. Somente nesta drea, que corresponde a cerca de 10% da drea
total do municipio, o nimero de casos humanos da doenca vem atingindo uma média de 17
casos/ano e no periodo deste estudo (junho/2006 a junho de 2007) foram registrados 33 casos

de LT.

Estes dados sugerem que a epidemiologia das leishmanioses em Belo Horizonte,
apresenta um quadro mais complexo do que o classicamente descrito com possivel ocorréncia
de transmissdo secunddria, peridoméstica, envolvendo outros hospedeiros/reservatorios. Neste
municipio ndo hd qualquer estudo prévio para busca ativa de possiveis reservatdrios silvestres
e sinantropicos de Leishmania. Diante da necessidade de se investigar a presenga de outros
hospedeiros de Leishmania que pudessem participar do ciclo de transmissdo nesta drea
formulou-se a seguinte hipdtese de estudo: “Existem outros mamiferos participando da cadeia

de transmissao de Leishmania sp. na drea de estudo?”.

2. Pequenos mamiferos, roedores e marsupiais, como hospedeiros de Leishmania
(Viannia) na drea em estudo

O direcionamento das capturas para os pequenos mamiferos (roedores e marsupiais) se
baseou em estudos anteriores que apontam espécies destes grupos como possiveis

reservatorios de Leishmania sp. (Branddo-Filho ef al., 2003; Oliveira et al., 2005).

O papel do cdo como principal reservatério de L. (L.) infantum chagasi em dreas
periurbanas e urbanas € incontestavel (Oliveira et al., 2001; Silva et al., 2001; Gontijo &
Melo, 2004). Porém, os achados deste parasito em outros animais e as dificuldades no
controle apesar do macigo sacrificio canino, vém levantando a hipétese de transmissdo
secunddria através de outros animais. Neste sentido, os gambds sdo os principais candidatos a
reservatdrios, em fungdo de ja haverem sido encontrados infectados por este parasito por
diversas vezes (Sherlock et al., 1984; Corredor et al., 1989; Travi et al., 1998 b; Cabrera et
al., 2003; Schallig et al., 2007). Além disso, servem de fonte de infeccio para Lu. longipalpis
(Travi et al., 1998 b) que se alimenta nesta espécie com uma certa freqiiéncia (Sherlock er al.,
1984).
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Neste estudo ndo foi possivel detectar a presenca de L. (L.) infantum chagasi em
nenhum animal silvestre ou sinantrépico. Nenhuma das amostras positivas, seja através de
isolamento em cultura ou detec¢do de DNA demonstrou estar infectada por parasitos
pertencentes ao complexo Leishmania donovani, contrariando os achados de Schallig e

colaboradores (2007) nesta mesma area.

Em relagdo as leishménias dermotrépicas, hd varios anos, pesquisadores cogitam a
hipétese de animais silvestres serem os principais reservatorios. A exemplo do que ocorre no
Velho Mundo onde, por exemplo, Rhombomys opimus € o principal reservatério de L. major
acreditou-se que os roedores deveriam ter papel fundamental na transmissao no Novo Mundo.
De fato, vdrios achados comprovaram esta hipdtese e hoje se cré que os principais
reservatorios de L. amazonensis sejam os roedores do género Proechymis. Ja os reservatorios
principais de L. guyanensis sao edentados como o tamandud e a preguica (Lainson er al.,
1981; Shaw, 1988). Além dos achados destes animais infectados, varios aspectos eco-
epidemioldgicos foram analisados para que se chegasse a estas conclusdes. Os hdbitos destes
animais sdo compativeis com o dos flebotomineos vetores, bem como a transmissdo para
humanos é um evento relativamente comum nos ecossistemas onde ocorrem, ou seja,

principalmente na regido amazonica.

No entanto, os reservatérios de L. braziliensis permanecem indefinidos. A eco-
epidemiologia da transmissdo desta espécie é extremamente complexa em fungdo dos varios
ecotopos onde este parasito é prevalente. Em microambientes diferentes, a transmissao
envolve diversas espécies de flebotomineos ou ainda a mesma espécie apresentando habitos
modificados e diferentes espécies de mamiferos, em uma imensiddo territorial que se estende
por toda a América do Sul até a América Central. Provavelmente, os reservatdrios deste

parasito devem ser varios, dependendo do ecétopo e das circunstancias de transmissao.

Na area em estudo, o nimero de animais positivos, nos testes moleculares, para
Leishmania subgénero Viannia foi bastante significativo (28/96) e pela primeira vez, foi
detectada a infecc@o natural em D. aurita (marsupial), Galictis sp. (carnivoro), Mus musculus

e R. novergicus (roedores sinantrépicos).

Antes da coleta das amostras foi realizado o exame clinico dos animais. Ndo foi
observado, em nenhum deles, lesdo leishmanidtica cldssica como aquelas, glabras e
descamativas, nas extremidades da cauda, classicamente descritas por Nery-Guimaraes ef al.
(1968). Este fato nao foi surpreendente uma vez que a literatura € farta em citar auséncia de
lesdes leishmanidticas em animais positivos em algum teste posterior (Forattini, 1960). Nos

animais silvestres sao freqiientes as infec¢des inaparentes sem lesdes ou com lesdes pouco
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graves o que é um dado importante para que uma espécie seja considerada um bom
reservatério (Nery-Guimardes et al., 1968). O homem, ao contrdrio, tende a reagir mais
intensamente a invasao do parasito, caracterizando uma relagcdo anémala e recente, em termos
de evolugdo, o que determina um comportamento mais agressivo da doenca no ser humano

(Forattini, 1960).

3. Presenca de parasitos flagelados em material obtido em cultura a partir de
medula de D. albiventris (gambas)

Mesmo na auséncia de lesdes, tentou-se o isolamento de Leishmania em meio NNN
enriquecido com LIT baseado no fato de que nao necessariamente o animal parasitado precisa
apresentar lesdo (Herrer, 1949). No entanto, apesar do cultivo primario de Leishmania sp. em
meio NNN ser um método bastante sensivel, apresenta alto grau de contaminagdo (Herrer,
1949; Forattini et al., 1972; Dias et al., 1977) especialmente quando se trata de amostras de
coletadas em campo. Além disso, o parasito L. braziliensis, principal agente causal da LTA
em Minas Gerais (Passos et al., 1999) e, portanto, o parasito que mais provavelmente seria
encontrado, tem um crescimento dificil e lento em cultura quando comparado a L.

amazonensis (Lainson & Shaw, 1972; Forattini et al., 1973; Passos et al., 1999).

O DNA do parasito isolado na Amostra L, foi amplificado pelos iniciadores que
amplificam a regiao conservada do kDNA de Leishmania. Mas uma analise microscépica
mais detalhada, testes isoenzimadticos e moleculares posteriores descartaram a possibilidade de
ser uma das trés espécies de conhecida importincia epidemioldgica na drea L.(L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis ou L. (L.) infantum chagasi. Permanece a divida se este
parasito seria uma espécie que ocorre naturalmente entre animais silvestres como L. (L.)
hertigi ou L. (L.) deanei ocorrem e que alguns autores denominam como Paraleishmania
(Cupolillo et al., 2000). O fato dessa amostra nao ter hibridizado com as sondas pode ser
devida ao fato de ndo haver hibridizagdo cruzada de algumas espécies com os DNAs
utilizados como sonda, conforme observado por Oliveira e colaboradores (2005). L. (L.)
infantum chagasi, cujo DNA foi utilizado como sonda para o subgénero Leishmania, pertence
ao complexo L. donovani, enquanto L. (L.) hertigi e L. (L.) deanei por exemplo, pertencem ao

complexo L. mexicana para o qual, nenhuma sonda mais especifica foi testada.
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Foi possivel, entretanto, encontrar um espécime de D. albiventris parasitado por 7.
cruzi tipo 1 e T. rangeli caracterizando uma infec¢do mista. Este achado caracterizou o
primeiro isolamento de 7. rangeli em Belo Horizonte e também o primeiro isolamento deste
parasito a partir de medula de um animal naturalmente infectado. O Trypanosoma rangeli
(Tejera, 1920) causa uma infec¢do assintomdtica conhecida como tripanossomiase rangeli,
tendo como principal vetor o género Rhodnius que habita palmeiras. Este parasito, apesar de
ndo causar doenca no homem, possui importincia epidemiolégica pois, ocorre
simpatricamente e possui vetores e hospedeiros em comum, bem como similaridade
antigénica ao 7. cruzi, podendo ser confundido com este nos testes soroldgicos (Dias et al.,
2007). Isso pode ocasionar verdadeiras tragédias humanas, por diagnéstico falso positivo para

doenca de Chagas além de tratamentos e custos sociais e economicos desnecessarios.

Além disso, Belo Horizonte ndo € drea endémica para doenga de Chagas, no entanto
por este achado, fica comprovado que o agente etioldgico circula entre animais sinantropicos
que vivem em proximidade ao homem. A destrui¢do dessas ilhas de mata verde onde o
parasito circula no ambiente silvestre pode aproximd-lo do ambiente antropico e de
triatomineos capazes de colonizar a casa como o Panstrongylus sp. e aumentar o risco de
doenca. Epidemiologicamente, o achado € muito coerente pois, o gambd, hospedeiro
conhecido destes parasitos (Deane et al., 1984; Ramirez et al., 2002; Gurgel-Gongalves et al.,
2004), foi coletado na drea verde onde existem muitas palmeiras, ecétopo natural dos

triatomineos da tribo Rhodinii da qual o género Rhodnius faz parte.

O achado de T. rangeli foi confirmado até o momento através de PCR utilizando
primers, que amplificam uma regido do mini-exon, especificos para esta espécie (Grisard et
al., 1999). A morfologia das formas epimastigotas ndo € conclusiva, mas a populagdo mais
fina e comprida observada (figura 7), mostra-se compativel, com as formas epimastigotas
desta espécie. Para um diagndstico mais conclusivo pretende-se fazer xenodiagndstico
utilizando triatomineos do género Rhodnius e observar se haverd desenvolvimento na

hemocele e parasitos na glandula salivar.

4. Aspectos relacionados a detecciio de DNA de Leishmania (Viannia)

Em relagdo aos testes moleculares voltados para detec¢do de Leishmania sp., os

tecidos que apresentaram os maiores indices de positividade foram o figado e a pele (figura
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13), sendo o dltimo o local a partir do qual os flebotomineos podem se infectar. A pele da
cauda foi eficiente para todas as espécies e embora ndo seja significativa a diferenca, foi mais
positiva que a pele da orelha para o grupo dos marsupiais (figura 14). Este fato era esperado
uma vez que a orelha dos gambas € muito pobre em tecido subcutdneo. No entanto, por ser

muito vascularizada, deve ser excelente fonte de infecgdo para o vetor.

Nio foi detectado DNA de Leishmania nas amostras de sangue, isto pode se dever a
vérios fatores dos quais podem ser citados, a escassez de parasitos no sangue periférico, o tipo
de coleta, ou seja, em papel de filtro, ou ainda a inibicdo da reacdo pela presenca de

hemoglobina.

H4 vérias razdes para se considerar a PCR como um dos melhores métodos para
detectar Leishmania sp. em amostras bioldgicas. Consiste em técnica pouco invasiva que
possibilita a detec¢do do parasito no sangue periférico (LV) ou diretamente no material da
lesao (LTA). Embora o diagnéstico parasitolégico persista como o padrdo ouro em funcao da
sua especificidade, a sua sensibilidade € baixa (Reithinger & Dujardin, 2007). Em cultura, por
exemplo, as amostras coletadas em campo estdo sujeitas, freqiientemente, a contaminagao por
fungos (Herrer, 1949; Forattini et al., 1972; Dias et al., 1977) e apesar de relativamente
simples e baratas, estas técnicas exigem a presenca de profissional minimamente qualificado
(Singh, 1997). A PCR, em relacdo aos métodos soroldgicos, apresenta como vantagem a
especificidade, principalmente quando se trabalha com animais de campo, reservatérios de
outros protozodrios como € o caso do Didelphis/Trypanosoma cruzi. Além disso, em se
tratando de um inquérito epidemioldgico para o qual, o que interessa € a presenca de infeccao
atual e ndo passada, a PCR seria o método mais indicado uma vez que o DNA, ao contrério da
imunidade celular ou humoral, persiste apenas por algumas horas apdés a morte do parasito
(Disch et al., 2004; Prina et al., 2007). O teste de Montenegro, por exemplo, utilizado como
ferramenta diagnéstica quando hd suspeita de LTA, ndo discrimina entre infec¢des presentes e

passadas (Melo et al., 1977), sendo apenas acessorio ao diagndstico clinico.

Além disso, a PCR cujo alvo é o DNA do cinetoplasto é muito sensivel, pois 0 kDNA
ocorre numa frequéncia em torno de dez mil copias para cada célula (Reithinger & Dujardin,
2007). Quaresma (2007) encontrou sensibilidade semelhante, aos dados da literatura (Rodgers
et al., 1990) da ordem de 0,1 fg/uL, utilizando iniciadores que amplificam a regido

conservada, ou seja, um centésimo de kDNA de uma leishméania.

Esta caracteristica da PCR € especialmente interessante quando a epidemiologia é
condizente com a presenca de L. (V.) braziliensis. Este agente se caracteriza pela presenca de

poucos parasitos nas lesdes e poucos anticorpos circulantes o que torna o diagndstico
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parasitologico e sorolégico pouco sensiveis. Branddo-Filho (2003), encontrou uma
sensibilidade para o exame parasitolégico direto, a partir de tecidos coletados em animais
positivos na PCR para L. braziliensis, cerca de quatro vezes menor que a detecgdo do DNA
nestes mesmos tecidos. De maneira geral, para as diferentes formas de LTA, a PCR costuma
ser o teste mais sensivel mantendo alta especificidade e ainda possibilitando a identificacio do
parasito, a0 menos ao nivel de subgénero, sem necessidade de isolamento (Oliveira et al.,

2003; Bensoussan et al., 2006).

Os cuidados referentes a contaminagdo com produtos pré-amplificados (amplicons)
foram preocupagdo constante no decorrer deste trabalho, principalmente pela natureza
multicépias do DNA alvo. Logo, foram realizadas rotineiramente provas controle do processo

de extracdo e do processo de amplificacdo do DNA.

Em inquéritos epidemiol6gicos nos quais n@o se parte de uma suspeita clinica ou teste
diagnéstico prévio, a PCR é também muito dtil pois, além de ser muito sensivel, pode ser
realizada para qualquer tipo de amostra clinica. Neste tipo de inquérito, em drea de ocorréncia
simultdnea de mais de uma espécie de Leishmania, é importante que, além de detectar o
género, se defina qual espécie é a causadora da infecgdo. Neste estudo, a metodologia de
polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP) (Volpini, 2003) e a
hibridizacdo com sondas (Passos et al., 1999) (dot-blot) foram utilizadas com sucesso na
identificacéo do Leishmania subgénero Viannia. Ha que se ressaltar que a concordancia entre
ambos os testes foi de 100% pois, como seria esperado, as amostras ndo digeridas pela Apa LI
nao hibridizaram com a sonda para L. braziliensis. Por outro lado, as amostras nao
identificadas como Leishmania subgénero Viannia também ndo hibridizaram com a sonda
para L.( L.) infantum chagasi permanecendo, até o momento, a origem do DNA ndo

esclarecida, o que talvez possa ser resolvido através do seu seqiienciamento.

Assim, em todos os animais positivos a espécie que pode ser identificada foi
Leishmania (Viannia) (figuras 15 e 16) sendo que em Minas Gerais a tinica espécie deste
subgénero que ja foi encontrada infectando flebotomineos (Gontijo et al., 2005), hospedeiros
humanos (Passos et al., 1999; Gontijo et al., 2002) e extra-humanos (Magalhdes-Rocha et al.,
1988; Passos et al., 1996; Gontijo et al., 2002) é L. braziliensis. Portanto, evidéncias eco-
epidemioldgicas e moleculares levam a crer se tratar desta espécie, embora nio tenha sido
possivel isolar o parasito para uma caracterizacio isoenzimatica. Em humanos, esta espécie
geralmente estd restrita ao tecido cutdneo mas alguns relatos descrevem a presenca deste

parasito em visceras de roedores (Forattini et al., 1972; Dias et al., 1977). A dispersdo do
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parasito por varios 6rgios pelo corpo demonstra sua adaptabilidade ao organismo hospedeiro

denotando alta valéncia ecoldgica.

As técnicas moleculares utilizadas neste trabalho ndo sido capazes de discernir todas as
espécies de Leishmania, sdo capazes de diferenciar até subgénero (Passos et al., 1999;
Andrade et al., 2001; Volpini et al., 2004; De Andrade et al., 2006). Recentemente, técnicas
de PCR-RFLPs que utilizam fragmentos do DNA de Leishmania diferentes do DNA do
minicirculo tém sido padronizadas e demonstraram ser eficientes na discriminagdo espécie-
especifica. (Rotureau et al., 2006; Garcia et al., 2007). Uma vez testadas para um nimero
maior de amostras, poderdo ser muito tuteis nos inquéritos epidemiolégicos no Brasil onde das

seis espécies reconhecidamente causadoras de LTA, cinco sao Leishmania (Viannia).

5. Importéncia de roedores e marsupiais na transmissao de Leishmania (Viannia)

na area em estudo — aspectos eco-epidemiolégicos envolvidos

Ha que se considerar que a transmissdo é um evento ocasional, o qual afeta a minoria
dos individuos expostos, sendo assim, quando acontece, acontece por for¢a numérica
(Ashford, 1996) seja por causa de uma alta carga parasitdria nos hospedeiros, da persisténcia
da infeccdo por longo periodo em uma dada populacdo ou por causa de grande nimero de

individuos infectados (Chaves et al., 2007).

Um reservatorio eficiente de Leishmania sp. é aquele hospedeiro capaz de servir como
fonte de infecgdo para o flebotomineo vetor, sob determinadas condi¢des ecoldgicas de tempo

e espago, de maneira sustentada e sem a necessidade de outro hospedeiro.

Naio existe, um protocolo pelo qual se possa apontar um hospedeiro como reservatdrio,
apesar das tentativas de se estabelecer modelos matemdticos para quantificar esta relagdo
(Chaves et al., 2007). Para Ashford (1996) alguns critérios podem ser propostos e juntos
serem validados visando estabelecer um modelo qualitativo para este sistema. No
entendimento deste autor, para ser considerada reservatdria, a espécie animal deve ser
abundante, representar grande propor¢do da biomassa de mamiferos e freqiientemente ser uma
espécie gregdria. Além disso, um reservatdrio eficiente deve ter uma expectativa de vida
longa e sobreviver durante a estagdo de ndo-transmissdo. Nos sistemas de transmissdo
conhecidos, uma grande propor¢do de individuos se torna infectada, permanece um longo

periodo nesta condi¢@o, porém sem sinais da doencga, denotando uma relacdo antiga e estavel
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entre o parasito e o hospedeiro. Os parasitos sdo encontrados na pele e circulagdo, onde
podem servir de fonte de infec¢@o para os flebotomineos vetores desde que estes coabitem o

mesmo espago, tenham habitos compativeis e sejam atraidos por eles.

Em relagdo ao nimero e diversidade de exemplares capturados neste estudo nio foi
observada variagdo significativa entre as campanhas. Apesar de néo significativa a diferenga,
na primeira campanha foram capturados 32% do total de animais analisados e em relagdo a
espécie Mus musculus foi verificada uma tendéncia linear com diminuicdo gradativa do
nimero de exemplares capturados ao longo do tempo. Entretanto, a metodologia de captura
utilizada foi definida com a finalidade de se investigar a presenca de hospedeiros de
Leishmania em &rea com transmissdo ativa, ndo sendo a mais adequada para estudos de

dindmica de populagdes.

No entanto, a porcentagem de animais positivos em cada campanha sofreu grande
variacdo. A maior porcentagem de animais positivos (76%) foi observada na quarta campanha
coincidindo com o final do verdo e com as tltimas chuvas. Logo, durante toda a estacdo
quente e imida onde a densidade flebotominica esta alta estes animais, a maioria nascidos no
inicio da temporada de acasalamento e, portanto, ndo-imunes, estiveram expostos a infecc¢ao.
Nesta campanha, foram coletados quase todos os espécimes positivos de D. albiventris, todos
adultos ou adultos jovens. Na campanha subseqiiente nao foi detectado nenhum animal
positivo, o que pode ser consequéncia dessa prévia retirada conforme sugerido por Nery-

Guimardes et al. (1968).

Um levantamento em paralelo, visando investigar a fauna e a infeccio flebotominica
na mesma area e periodo de estudo, capturou, principalmente Lu. whitmani (74% do total de
flebotomineos capturados). Esta espécie foi coletada em grande propor¢do durante todo o ano,

principalmente nas dreas verdes (Saraiva et al., 2007, dados ndo publicados).

Lu whitmani é apontada como vetora de L. braziliensis em vérias dreas no Brasil em
especial na Regido Sudeste (Costa et al., 2007). Na Regido Metropolitana de Belo Horizonte,
esta espécie tem sido a mais freqiientemente capturada, devendo ser a mais importante nesta
drea (Passos et al., 1993; Margonari et al., 2004). Estes ultimos autores observaram uma alta
incidéncia desta espécie (16%) coletada praticamente nas mesmas propor¢oes dentro e fora de
casa, no peridomicilio. Nas dreas verdes esta propor¢ao subia para 61% do total de espécies

capturadas, dados condizentes com os achados de Saraiva et al. (2007, dados ndo publicados).

As espécies D. aurita (1/1) e Galictis sp. (2/2) apresentaram 100% de positividade na
PCR, porém foram capturados poucos exemplares. Galictis sp. € um carnivoro como a raposa,
espécie reservatoria silvestre de L. (L.) infantum chagasi. Em fung@o do nimero reduzido de
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exemplares capturados dar-se-4 menor énfase a estas espécies. Assim, colocados a parte estes
exemplares, os maiores percentuais de positividade, foram encontradas nas espécies de

roedores tanto silvestres quanto sinantropicos.

Os roedores comensais Mus musculus (8/22 ou 36%) e Rattus rattus (5/19 ou 26%)
apresentaram altas taxas de positividade (tabela 3). E interessante notar que desta dltima
espécie ja foi isolada amostra identificada como L. braziliensis em drea endémica para LTA

no nordeste brasileiro (Brandao-Filho ef al., 2003).

Estas espécies foram, em conjunto, as mais freqiientemente capturadas, 43% (41/96)
do total de capturas, sendo 74% (29/39) dos animais capturados no peridomicilio pertencentes
a uma destas duas espécies (tabela 2). Isto demonstra o quanto estas espécies sdo freqiientes e
altamente adaptadas ao ambiente modificado. Normalmente se reproduzem no interior das
residéncias, ou em seus anexos, onde vivem normalmente em col6nias com varios outros
animais por cerca de 12 a 18 meses. A pele foi o tecido mais comumente encontrado positivo

para R. rattus e o segundo em importancia para M. musculus (tabela 4).

Diante destes dados eco-epidemioldgicos, estas espécies de roedores sinantrépicos
preenchem varios dos critérios, mencionados anteriormente, que podem levar a incriminacao
de uma espécie como reservatorio. Logo, elas devem desempenhar nesta drea, onde no
periodo deste estudo (junho/2006 a junho/2007), como ja foi dito, o nimero de casos
humanos notificados de LTA foi 33, um papel importante como fonte de infec¢do para

espécies de flebotomineos bem adaptados ao peridomicilio como o Lu. whitmani (Quadro 3).

E interessante observar que dentre os 12 animais positivos capturados na 4rea
peridomiciliar cinco (42%), todos da espécie Mus musculus, foram encontrados na mesma
casa, onde ha criagdo de frangos para abate e cdes (figura 11 ponto CC). Esta casa encontra-se
em area densamente habitada, distante alguns quilometros de qualquer area verde. Nas suas
imediacdes e no periodo deste estudo foram registrados pelo menos dois casos de LTA (dados
do ambulatério do CPqRR). Mus musculus possui raio de agdo curto, cerca de 3 metros, logo,
ele deve ter se infectado no préprio peridomicilio. Os frangos, embora refratarios a infec¢ao
por Leishmania sao reconhecidamente atrativos para os flebotomineos (Alexander et al.,
2002) e Lu. whitmani pode criar-se em galinheiros (Brazil & Gomes Brazil, 2003). Os caes
segundo alguns autores podem ter participacdo importante no ciclo de transmissao de LTA
(Falqueto et al., 2003). Os outros sete, foram capturados em trés outras casas, todas bastante

préximas, de um total de 20 casas pesquisadas (figura 11).

No entanto, a espécie que apresentou individualmente o maior indice de positividade
foi Oryzomys grupo subflavus (2/5 ou 40%). Este fato € digno de nota uma vez que existem
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vérios relatos na literatura do encontro desta espécie infectada em focos ativos de transmissao
de LTA (Lainson & Shaw, 1968; Lainson & Shaw, 1970; Brandédo-Filho et al., 2003; Oliveira
et al., 2005). A mesma atengdo deve ser dada a Bolomys lasiurus que também apresentou alta
taxa de infeccdo (1/4 ou 25%) e da qual também ja foi isolada L. braziliensis no nordeste
brasileiro (Branddo-Filho ef al., 2003). Ambas sdo espécies bem adaptadas ao ambiente
humano habitando plantacdes e capinzais. Neste sentido sdo coabitantes com espécies
propriamente comensais como o Rattus rattus. Mesmo ndo tendo sido capturadas no
peridomicilio devem ter importancia epidemioldgica como elos de ligacdo entre os dois

ciclos.

Os gambds da espécie D. albiventris, também foram freqiientemente capturados
(34,4%) e apresentaram alto indice de positividade (21%), todos os animais positivos
encontravam-se na drea verde embora tenham sido capturados alguns exemplares no
peridomicilio. Tendo em vista sua dieta onivora e sua habilidade para viver na floresta tdo
bem como em ambientes alterados pelo homem, viver no alto das arvores como buscar
comida pelo chdo, os gambds provavelmente devem servir de fonte de infec¢do para
diferentes populacgdes de flebotomineos que habitam cada um destes microambientes (Cabrera
et al., 2003). Além disso, os gambds sdo animais de movimentos lentos especialmente quando
estdo saciados, sdo relativamente corpulentos e carregam seus filhotes junto ao corpo
(Monteiro-Filho & Céceres, 2006). Apresentam hébitos noturnos, coincidindo com a maior

atividade flebotominica. Todos estes fatores os tornam alvos faceis para o inseto vetor

Detectar infecgdo natural por Leishmania sp. em um mamifero, significa que é um
hospedeiro mas ndo € suficiente para incrimind-lo como reservatério. Para isto, extensivos
estudos ecoldgicos sdo necessdrios para demonstrar que o parasito que circula nos
hospedeiros extra-humanos e humanos € indistinguivel daquele encontrado no vetor. Neste
sentido, isolar o parasito torna-se imprescindivel (Brandao-Filho & Shaw, 2006; Castro et al.,
2007) e isto ndo foi possivel neste trabalho. Assim, estes resultados permitem concluir apenas
que a transmissdo na drea alcancga varias espécies e estas estdo em contato préximo ao homem
bem como transitam na drea verde. Os dados obtidos corroboram os de outros trabalhos cujos
resultados parasitologicos e ou moleculares apontam para a incriminag@o dos roedores como
os principais reservatorios de L. braziliensis (Forattini et al., 1972; Magalhdes Rocha et al.,

1988; Brandao-Filho ef al., 2003; Oliveira et al., 2005).

Além disso, a deteccdo de altas taxas de animais infectados, sendo estes, bem
adaptados ao ambiente antrépico como M. musculus, R. rattus e D. albiventris em area

intensamente urbanizada como ¢ Belo Horizonte, indica que a transmissdo nas dreas urbanas
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pode ser extremamente eficiente. Porém, mais pesquisas sdo necessdrias nesta e em outras
dreas, cujas metodologias permitam responder questdes complementares e associadas acerca
do real papel destes animais na cadeia epidemiolégica de transmissdo de LTA em areas
urbanizadas. Sugere-se, por exemplo, estudos de quantificacdo de carga parasitdria e ensaios

para xenodiagndstico.

Quadro 3: Ciclo hipotético de transmissao de Leishmania (Viannia) provavelmente L. (V.)

braziliensis proposto para a drea estudada:

Ciclo zoonético de transmissao de Leishmania (Viannia)

Reservatorios silvestres B. lasiurus

O. grupo subflavus
Lu. whitmani Galictis sp.

Didelphis albiventris
Hospedeiros sinantrépicos
R. rattus
Lu. whitmani w Hormem

Mus musculus

Canis familiaris
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6. Perspectivas para o controle de LTA em Belo Horizonte

O Ministério da Sadde do Brasil (2003) preconiza que o controle da leishmaniose
visceral deve ser direcionado para os trés elementos da cadeia epidemiolégica: o vetor, o cdo
e 0 homem. Assim, as a¢des de controle devem incluir borrifagdo, sacrificio de cdes positivos
e tratamento dos casos humanos, além de acdes de manejo ambiental em algumas areas.
Embora com algumas deficiéncias, como por exemplo, o suprimento irregular dos kits de
sorologia para detec¢do da infecgdo canina, em Belo Horizonte estas agdes tém sido colocadas
em pratica. No entanto, a soropositividade canina tem se mantido constantemente elevada, em
torno dos 5% e a doenga humana supera 100 casos/ano desde 2003. Este fato sugere que o
controle ndo estd abrangendo todas as varidveis como, por exemplo, a existéncia de outras
fontes de infeccdo. Estas fontes podem ser animais sinantrépicos ou outros animais
domésticos bem como, conforme sugerido por alguns autores, o préprio individuo humano
principalmente o assintomdtico (Costa et al., 2000; Rotureau, 2006). Alguns autores
acreditam na possibilidade de que, no decorrer de um processo que se inicia com a
sinantropizagdo do ciclo, a zoonose possa evoluir para uma antroponose onde o homem serve
de fonte de infeccdo para flebotomineos vetores bem adaptados ao ambiente antropico
(Rotureau, 2006). Um trabalho complementar a este vem sendo desenvolvido na drea para
busca ativa do parasito em outros animais domésticos (Ferreira et al., 2008 dados nao

publicados).

Nio ha um protocolo de controle de LTA instituido. O primeiro ponto de intervengao
deve ser o incremento da notificacéio pois, sem esta, nao € possivel dimensionar a gravidade
do problema e nem intervir adequadamente (Da-Cruz & Pirmez, 2005). De todas as agdes
preconizadas para LV, aquelas direcionadas para o controle do vetor podem ter resultados
positivos também para a doenga na sua forma tegumentar. Os resultados deste trabalho
sugerem que especificamente o manejo ambiental devera trazer bons resultados por diminuir
também a populagdo de roedores comensais e assim, possiveis fontes de infeccdo (FNS,
2005). De fato, foi observado que o peridomicilio das casas onde foram colocadas armadilhas,
em dreas onde houve casos humanos, estava bem desorganizado com grande quantidade de
entulhos e sombreamento, o que favorece a proliferagdo tanto do vetor como dos hospedeiros
sinantrépicos (figura 3). No entanto, a perspectiva mais desejavel para o controle da doenga

seria o desenvolvimento de uma vacina eficaz (Da-Cruz & Pirmez, 2005).

O sacrificio canino pode ter acdes contraditérias uma vez que ndo se sabe o real papel

representado por estes animais como reservatorios de L. braziliensis. Embora alguns autores
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acreditem no seu potencial como reservatorios do parasito (Falqueto et al., 1991; 2003), nao
hd qualquer estudo conclusivo nesta drea. Se sua contribui¢do for apenas circunstancial, o
sacrificio pode até aumentar os casos de doenca por diminuir o nimero de alvos possiveis de
alimentagdo para o flebotomineo que habita o peridomicilio (Chaves et al., 2007). Ao
contrdrio, a prevencdo da infec¢do destes animais pode, isto sim, diminuir o nimero de casos
humanos o que pode ser feito com o uso de coleiras repelentes, controle de migragéo canina e

de cides errantes, além do desenvolvimento de uma vacina canina eficaz.
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Leishmania (Viannia), provavelmente L. (V.) braziliensis, por ser a unica espécie
prevalente na drea estudada, foi encontrada infectando parcela significativa dos pequenos

mamiferos capturados.

Destaca-se, pela primeira vez, o achado de Leishmania (Viannia) em D. aurita

(marsupial), Galictis sp. (carnivoro), M. musculus e R. novergicus (roedores sinantrépicos).

Foram isolados tripanosomatideos a partir de material coletado de medula de D.
albiventris (gamba). Em um destes animais, identificou-se, pela primeira vez em Belo
Horizonte, infeccdo mista por 7. cruzi (PCR e isoenzimas) e T. rangeli (PCR).
Aparentemente, uma vez que ndo foram encontrados dados na literatura, trata-se do primeiro
registro de T. rangeli isolado a partir de medula de animais naturalmente infectados. Ainda
ndo pode ser totalmente esclarecida a espécie no outro isolado, até entdo, identificada como

Leishmania (Leishmania) através de isoenzimas e testes moleculares.

O figado e a pele foram os tecidos que apresentaram os maiores percentuais de
positividade sendo a diferenca estatistica significativa (p<0,05), o que nado foi observado em

relacdo as espécies ou ambiente de coleta.

Assim, é possivel concluir que espécies das ordens Carnivora, Marsupialia e Rodentia,
sdo hospedeiros de Leishmania (Viannia) e podem ter alguma importancia como fonte de
infecc@o para flebotomineos vetores, especialmente Lu. whitmani, nesta drea. Outros dados,
sdo necessarios para que se defina o verdadeiro papel destes mamiferos como fonte de

infecgdo para o vetor.
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