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MARINHO JUNIOR, José Ferreira. Infeccio natural por Leishmania spp. em pequenos
mamiferos silvestres e sinantrépicos envolvidos na manutencio da Leishmaniose
Tegumentar Americana em drea endémica da Zona da Mata Norte de Pernambuco,
Brasil. 2010. Dissertacao (Mestrado Académico em Saude Publica) — Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2010.

RESUMO

As leishmanioses representam um complexo de doencas com diversidade epidemiologica,
onde participam dos ciclos de transmissdo, diversos agentes etiologicos, vetores e
hospedeiros. Em Pernambuco, 60% dos casos de LTA originam-se na Zona da Mata, sendo
Leishmania (Viannia) braziliensis o principal agente etiologico envolvido. Vicéncia,
municipio localizado na Zona da Mata Norte de Pernambuco, vem apresentando elevada
incidéncia de casos de LTA. Este estudo objetivou identificar roedores silvestres e
sinantropicos envolvidos na transmissdo e manutencdo da LTA em Vicéncia. Entre
marco/2008 e agosto/2009 foram capturados 195 animais, nos ecotopos referentes ao intra,
peri e extradomicilio, na localidade de Imbu, Vicéncia. Destes, foram analisados 174 animais
pertencentes a seis espécies. Nectomys squamipes (98/51,3%) e Rattus rattus (49/25,1%)
predominaram nas capturas. R. rattus foi a Unica espécie capturada no intra (3/195) e
peridomicilio (7/195). Nenhum isolamento foi obtido. Através da PCR foi detectado L.
subgénero Viannia em 71 amostras, sendo: 45/170 pele (25,6%), 21/174 bago (12,1%) e 5/173
figado (2,9%). A pesquisa direta apresentou positividade em imprint’s: 9,52% (2/21) de pele,
e, 4,65% (2/43) de bago; e, 2,32% (1/43) em esfregaco. Todos os animais positivos na
pesquisa direta foram positivos na PCR. A infec¢do por Leishmania (Viannia) spp. foi
verificada em 62 animais: 35/98 N. squamipes, 20/49 R.rattus, 2/12 Necromys lasiurus, 4/9
Holochilus sciureus e 1/3 Galea spixii. Este ¢ o primeiro relato de infec¢do natural desta
espécie por Leishmania (Viannia) spp. Nao houve diferenca comparando a infec¢do entre as
espécies (p>0,05). Houve diferencga significativa na comparacdo entre infeccdo em pele e
local de captura (p<0,05). A concentracdo de casos na area estudada sugere L. (V.)
braziliensis como provavel agente etiologico e refor¢a a hipotese da atuagdo de roedores
silvestres e sinantropicos no ciclo de transmissdo de LTA no municipio de Vicéncia.

Palavras-chave: Leishmaniose Cutdnea — prevenc¢do & controle. Leishmania braziliensis -

parasitologia. Reservatorios de doencas.



MARINHO JUNIOR, José Ferreira. Natural infection by Leishmania spp. in small wild
and synanthropic mammals involved in the maintenance of Cutaneous American
Leishmaniasis in endemic area of Zona da Mata Norte de Pernambuco State, Brazil.
2010. Dissertation (Academic Master's Degree in Public Health) — Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhides, Fundag¢ao Oswaldo Cruz, Recife, 2010.

ABSTRACT

Leishmaniases represent a complex disease with diverse epidemiological, where differents
etiologic agents, vectors and hosts participate of the cycles of transmission. In Pernambuco,
60% of ATL cases originate in the Zona da Mata, and Leishmania (Viannia) braziliensis is the
main species involved. Vicéncia, a municipality located in the Zona da Mata Norte,
Pernambuco State, has been showing high incidence of ATL. This study aimed to identify
reservoir hosts involved in maintenance of ATL in Vicéncia. Between March/2008 and
August/2009 a total of 195 animals were captured in ecotopes for the intra, peri and outside
the home, in the locality of Imbu, municipality of Vicéncia. Of those, 174 animals belonging
to six species were analyzed. Nectomys squamipes (98/51, 3%) and Rattus rattus (49/25,1%)
predominated in catchs. R. rattus was the only species captured in intra (3 / 195) and outdoors
(7 / 195). No isolation was obtained. In PCR, subgenus Viannia was detected in 71 samples,
as follows: skin 45/170 (25.6%), spleen 21/174 (12.1%) and 5 / 173 liver (2.9%). Direct
analysis was positive in imprint's: 9.52% (2 / 21) skin, and 4.65% (2 / 43) of the spleen and,
2.32% (1 / 43) in blood smear. All positive animals in parasitological direct analysis were
positive in PCR. Infection with Leishmania (Viannia) spp. was found in 62 animals: 35/98 N.
squamipes, 20/49 R. rattus, 2/12 Necromys lasiurus, 4/9 Holochilus sciureus and 1/3 Galea
spixii. This is the first report of natural infection of this specie by Leishmania (Viannia) spp.
There was no difference comparing the infection between the six species (p>0,05). There was
a significant difference between infection in skin and places of capture (p<0,05). The
concentration of cases in the study area suggests L. (V.) braziliensis is the probable etiologic
agent, and reinforces the hypothesis of the role of wild and synanthropic rodents in the
transmission cycle of leishmaniasis in the municipality of Vicéncia.

Key-words: Cutaneous Leishmaniasis — prevention & control. Leishmania braziliensis -

parasitology. Disease reservoirs.



Figura 1 -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -
Figura 7 -
Figura § -
Figura 9 -
Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

LISTA DE FIGURAS

Ciclo biologico de Leishmania spp.

Localizagdo da area de estudo, no Estado de Pernambuco.
Domicilio na area rural de Vicéncia, Imbu.

Vista panoramica da localidade de Imbu, Vicéncia-PE.
Armadilha tipo Tomarrawk.

Distribuicdo das armadilhas.

Retirada de ectoparasitas

Acondicionamento dos roedores em microisoladores
Isoladores para acondicionamento dos roedores

Camara de CO,.

Processamento de fragmento de baco para indculo em meio de cultivo

NNN modificado.
Esfregaco para pesquisa direta

Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo,
mostrando produtos de PCR de amostras de pele de animais silvestres e
sinantrdpicos amplificados a partir de oligonucleotideos iniciadores

especificos para o subgénero Viannia.

Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo,
mostrando produtos de PCR de amostras de bago de animais silvestres
e sinantrdpicos amplificados a partir de oligonucleotideos iniciadores

especificos para o subgénero Viannia.

Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo,

mostrando produtos de PCR de amostras de figado de animais

29

36

37

37

38

38

39

39

40

40

41

41

48

49

50



Figura 16 -
Figura 17 -
Figura 18 -
Figura 19 -

Figura 20 -

silvestres e sinantrdpicos amplificados a partir de oligonucleotideos

iniciadores especificos para o subgénero Viannia.
Roedor silvestre Nectomys squamipes

Roedor sinantrépico Rattus rattus.

Roedor silvestre Necromys lasiurus.

Roedor silvestre Holochillus sciureus.

Roedor silvestre Galea spixii.

52

52

53

53

54



Grafico 1 -

Grafico 2 -

Grafico 3 -

Grafico 4 -

LISTA DE GRAFICOS

Numero de casos de LTA registrados no Brasil durante o periodo de

2001-20009.

Distribuicdo por regido dos casos de LTA notificados no Brasil, entre

os anos de 2001 a 2009.

Casos de LTA notificados em Pernambuco durante o periodo de 2001-

2009.

Casos de LTA notificados em Vicéncia - PE durante o periodo de

2001 a 2009.

17

17

18

19



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

LISTA DE TABELAS

Animais silvestres e sinantrdpicos capturados por ambiente de captura
na localidade de Imbu, Vicéncia-PE, no periodo de margo de 2008 a
setembro de 2009.

Roedores silvestres e sinantrdpicos, discriminados por sexo, utilizados
para pesquisa de infeccdo natural por Leishmania spp., capturados na
localidade de Imbu, Vicéncia-PE, no periodo de margo de 2008 a
setembro de 2009.

Resultados de infeccdo natural por Leishmania spp. através da PCR
utilizando oligonucleotideos iniciadores B1/B2 a partir de amostras de
pele de roedores silvestres e sinantrdpicos capturados na localidade de
Imb1, Vicéncia-PE, no periodo de marco de 2008 a setembro de 2009.

Resultados de infec¢do natural por Leishmania spp. através da PCR
utilizando oligonucleotideos iniciadores B1/B2 a partir de amostras de
baco de roedores silvestres e sinantropicos capturados na localidade de
Imb1, Vicéncia-PE, no periodo de marco de 2008 a setembro de 2009.

Resultados de infeccdo natural por Leishmania spp. através da PCR
utilizando oligonucleotideos iniciadores B1/B2 a partir de amostras de
figado de roedores silvestres e sinantrdpicos capturados na localidade de
Imb1, Vicéncia-PE, no periodo de marco de 2008 a setembro de 2009.

Resultados da infec¢do natural por Leishmania (Viannia) spp., através
de PCR, em roedores silvestres e sinantropicos capturados na localidade
de Imbu, Vicéncia-PE, no periodo de margo de 2008 a setembro de
2009.

Resultados de PCR para infec¢do natural por Leishmania (Viannia)
spp., através de PCR, considerando os diferentes tecidos de roedores
silvestres e sinantropicos capturados na localidade de Imbu, Vicéncia -
PE, no periodo de margo de 2008 a setembro de 2009.

Comparagdo entre a infec¢do por Leishmania (Viannia) spp. dos
diferentes tecidos em relagdo ao ambiente de captura, de roedores
silvestres e sinantropicos capturados na localidade de Imbu, Vicéncia -
PE, no periodo de margo de 2008 a setembro de 2009.

Comparagdo entre a infec¢do por Leishmania (Viannia) spp. € 0 Sexo
dos roedores silvestres e sinantrdpicos capturados na localidade de
Imb1, Vicéncia - PE, no periodo de margo de 2008 a setembro de 2009.

46

47

48

49

50

51

54

55

55



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

LT - Leishmaniose Tegumentar

LV - Leishmaniose Visceral

LTA - Leishmaniose Tegumentar Americana
LVA - Leishmaniose Visceral Americana
OMS - Organizacdo Mundial da Satde
SINAN - Sistema de Informagdes de Agravos de Notificagdo
LC - Leishmaniose Cutanea

WHO - World Health Organization

PCR - Polymerase Chain Reaction

kDNA - Kinetoplastic Deoxyribonucleic Acid
SVS - Secretaria de Vigilancia em Satde

MS - Ministério da Satde

S — South

W — West

NBA - Nivel Biosseguranga Animal

DNA - Deoxyribonucleic Acid

TE - Tris EDTA

HCI - Acido Cloridrico

KCI - Cloreto de Potéssio

MgCl,- Cloreto de Magnésio

pb - Pares de base

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais

IBAMA - Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana: historia e epidemiologia no Brasil

1.3 Agente etioldgico
1.4 Vetores
1.5 Reservatorios

1.6 Ciclo Biologico

1.7 Diagnéstico da Leishmaniose Tegumentar Americana

1.8 Tratamento

1.9 Critérios de Cura
1.10 Medidas de Controle
2 JUSTIFICATIVA

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

3.2 Especificos

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Area de estudo

4.2 Captura de animais
4.3 Eutanasia

4.4 Diagnostico

4.4.1 Diagndstico parasitoldgico: cultura e pesquisa direta

4.4.2 Abordagens moleculares

16

16

22

24

25

28

29

31

32

32

34

35

35

35

36

36

38

40

41

41

42



4.4.2.1 Extra¢do e purificagdo de DNA

4.4.2.2 Amplificagdo do DNA através de PCR

4.4.2.3 PCR especifica para o subgénero Viannia

4.4.2.4 Analise dos produtos da PCR

4.5 Analise Estatistica

5 CONSIDERACOES ETICAS

6 RESULTADOS

6.1 Capturas de Animais

6.2 Diagnéstico parasitologico: cultura e pesquisa direta

6.3 Diagnéstico molecular: PCR especifica para o subgénero Viannia

6.3.1 Amostras de pele dos roedores silvestres e sinantropicos

6.3.2 Amostras de baco dos roedores silvestres e sinantropicos

6.3.1 Amostras de figado dos roedores silvestres e sinantrdépicos

7 DISCUSSAO
8 CONCLUSOES
REFERENCIAS

ANEXO A - Certificado da Comissio de Etica em Uso com Animais

ANEXO B — Termo Aditivo do Certificado da Comissio de Etica em Uso com

Animais

ANEXO C - Autorizacgio para atividades com finalidade cientifica

42

42

43

43

44

45

46

46

47

47

48

49

50

56

62

63

73

74

75



16
MARINHO-JUNIOR, J.F. Identificagcdo de hospedeiros reservatorios...

1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses, causadas por diferentes espécies de protozodrios do género
Leishmania, sdo antropozoonoses, consideradas como um importante problema de saude
publica no mundo, pois representam um complexo de doencas com diversidade
epidemioldgica, onde participam, nos ciclos de transmissdo, diversos agentes etioldgicos,
vetores e hospedeiros. Apresentam-se sob duas formas clinicas: Leishmaniose Tegumentar
(LT), com acometimento de pele, cartilagens e/ou mucosa, e, Leishmaniose Visceral (LV),
que acomete visceras, principalmente, bago e figado. Nas Ameéricas, essas formas clinicas sdo
denominadas como: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral
Americana (LVA) (LAINSON; SHAW, 1998).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 12 milhdes de pessoas estejam
infectadas e que 350 milhdes estdo sob o risco de infecgdo. Esta afec¢do apresenta uma
incidéncia anual de dois milhdes de casos das diferentes formas clinicas, sendo 1,5 milhdo de
casos de LT e 0,5 milhdo de casos de LV que representa a forma mais grave da doenga com
aproximadamente 59 mil dbitos ao ano, sendo, dentre as doengas parasitarias, a segunda em
nimero de 6bitos, perdendo apenas para a maldria (ALVAR et al., 2006).

As leishmanioses estdo incluidas na relacdo de doencas prioritdrias pela OMS,
consideradas negligenciadas, e no seu programa especial de pesquisa e de treinamento em
doengas tropicais (REMME et al., 2002), estdo distribuidas em 88 paises de todos os
continentes, exceto a Oceania. Dos casos notificados de LT, 90% da forma cutanea ocorrem
no Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru, Ardbia Saudita e Siria, e, 90% da forma mucocutanea
ocorrem na Bolivia, Brasil ¢ Peru (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010).

A LTA ¢ uma doenca que merece especial aten¢do devido as limitagdes terapéuticas
existentes e a severidade representada pela forma mucosa da doenga, sendo considerada uma
doenga negligenciada (BRANDAO-FILHO, 2001). No Nordeste, assim como na maior parte
do pais, a espécie predominante envolvida com a LTA ¢ a Leishmania (Viannia) braziliensis,
verificada em todos os Estados (BRANDAO-FILHO et al., 2003; BRITO et al., 2009). O

aumento do numero de casos e a persisténcia da transmissdo no Estado de Pernambuco t€ém

Mestrado Académico em Savde Publica
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revelado distintos padrdes de transmissdo, tornando-se um importante problema de satde
publica (BRANDAO-FILHO et al., 1999).

A incidéncia da LTA na regido Nordeste ¢ verificada tanto nas areas com resquicios
de floresta de Mata Atlantica, nas quais se verifica vegetacdo abundante, como em areas com
predominancia de mata secundaria e diversos tipos de plantacdes, propicias a colonizagdo dos
flebotomineos e mamiferos silvestres e sinantropicos, mas também em regides desmatadas,
com adaptacdo de vetores e reservatdrios a ambientes modificados, com transmissdo
peridomiciliar (MARZOCHI, 1992). A infec¢do atinge mulheres, criangas e, principalmente,
adultos do sexo masculino, em alguns casos, todos os individuos de uma mesma familia sdo
acometidos pela doenga (BRANDAO-FILHO et al., 1999).

No Brasil, segundo o SINAN — Sistema de Informagdes de Agravos de Notificacdo,
foram registrados, entre os anos de 2001 a 2009, mais de 230 mil casos, com média de 27 mil
casos/ano (Grafico 1). As regides Norte e Nordeste concentram mais de 70% do total de

casos notificados no Brasil (Grafico 2).
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Grafico 1. Nimero de casos de LTA registrados no Brasil durante o
periodo de 2001-2009.
Fonte: Sistema de Informagdes de Agravos de Notificacdo (2010).
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Grifico 2. Distribuicdo por regido dos casos de LTA notificados
no Brasil, entre os anos de 2001 a 2009.
Fonte: Sistema de Informagdes de Agravos de Notificacdo (2010).
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Diversos aspectos relacionados a eco-epidemiologia da LTA na regido da Zona da
Mata Sul de Pernambuco foram bem caracterizados nos ultimos anos, através de um estudo
longitudinal desenvolvido no municipio de Amaraji, com importantes contribuicdes
relacionadas a compreensdo da expressdo e prevaléncia da infec¢do e doenca, vetores e
hospedeiros reservatdrios envolvidos na transmissdo e manutencdo da endemia na regido
(BRANDAO FILHO, 2001; BRANDAO FILHO et al., 1994, 1999, 2003).

Considerando o indicador da densidade de casos de LTA (n.° de casos de LTA por
Km?), identificou-se no periodo de 2001 a 2003, 24 circuitos de producdo da doenga de
importancia epidemiologica no Brasil, o que representa 75% (21.537) do total de casos
registrados em 2004 (28.569), distribuidos em 1.926 (35%) municipios brasileiros. A LTA
predomina em maiores de 10 anos, representando 90% dos casos e o sexo masculino, 74%. A
faixa etdria mais acometida foi a de maiores de 10 anos com aproximadamente 90% dos casos
(19.439). Os individuos do sexo masculino representaram 60% dos casos (BRASIL, 2007).

Em Pernambuco, a LTA apresenta incidéncia importante, tendo notificado em 2009
420 casos (Grafico 3). A LTA incide em todas as regides do Estado, com predominéncia na
Zona da Mata, com mais de 60% do total de casos notificados (BRANDAO-FILHO et al.,
1999; BRANDAO-FILHO, 2001). O municipio de Vicéncia, localizado na Zona da Mata
Norte pernambucana, tem apresentado elevado nimero de casos, sendo registrados em 2009,
conforme informagdes obtidas pelo SINAN, 70 casos de LTA (Gréafico 4), o que corresponde

ao maior numero de notifica¢des ja verificado naquela localidade.
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Grifico 3. Casos de LTA notificados em Pernambuco durante o periodo
de 2001-2009.
Fonte: Sistema de Informa¢des de Agravos de Notificagdo (2010).
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Grifico 4. Casos de LTA notificados em Vicéncia - PE
durante o periodo de 2001 a 2009.
Fonte: Sistema de Informa¢des de Agravos de Notificagdo (2010).

A complexidade da LTA causada por Leishmania (Viannia) braziliensis esta
representada pelas diversas manifestacdes clinicas relacionadas a doenga causada por esta
espécie, a limitagdes no tratamento e a diversidade de vetores e reservatorios envolvidos no
ciclo de transmissdo, o que torna esta endemia um desafio para parasitologistas e para os
programas governamentais de controle. Neste sentido, a identificagcdo de hospedeiros naturais
de Leishmania spp. ¢ de fundamental importancia para determinar o ciclo natural do parasito e

para o melhor entendimento da eco-epidemiologia da doenga.

1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana: historia e epidemiologia no Brasil

No Brasil, Moreira em 1895 identificou pela primeira vez a existéncia do botdo
endémico dos paises quentes, chamado “botdo da Bahia” ou “botdo de Biskra”. Em 1908,
houve uma epidemia em Bauru/SP, quando Lindemberg, Carini e Paranhos correlacionaram a
“Glcera de Bauru” com o “botdo do Oriente” e o seu agente causal com Leishmania tropica.
Carini et al. (1909), fizeram observagdes pioneiras de lesdes mucosas confirmadas por
demonstragdo de Leishmania. Em 1911 Vianna considerou que havia diferengas morfoldgicas
entre a Leishmania tropica e o agente etiologico da Leishmaniose Cutinea (LC) e a chamou
de Leishmania braziliensis. Posteriormente, em 1923, criou-se o termo Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), denominagdo que abrange tanto a forma cutanea como a

forma mucosa da doenga. A Leishmaniose Tegumentar (LT) ja era conhecida como um grupo
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de doengas dermatologicas semelhantes entre si, € sua apresentagdo clinica era associada a
lesdes cutaneas, geralmente ulcerosas e, por vezes, com comprometimento da mucosa
oronasal (BRASIL, 2007).

No final do século XIX foi estabelecida a identidade da Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) com o Botdo de Briska, uma das varias denominacdes da forma cutinea do
Velho Mundo (REY, 2001). Nessa mesma época, Cunningham observou pela primeira vez os
parasitos pertencentes ao género Leishmania nos macréfagos, em casos de calazar na india, o
que foi confirmado por Firth em 1891, e sete anos apds, por Borowsky, que descreveu com
detalhes estes parasitos em um caso de Leishmaniose Cutdnea. Em 1903, Leishman e
Donovan redescreveram o parasita em um caso de calazar indiano, que Ross em seguida,
denominou de Leishmania donovani. Concomitantemente, em 1903, Wright descobriu um
parasito semelhante a Leishmania tropica (BRUCKER; GENTILINI, 1988).

No inicio do século XX, espécies de Leishmania do Novo Mundo foram identificadas
na América Latina. Lindemberg, em 1909, demonstrou a presenca dos parasitos em lesdes
cutineas, e Vianna, em 1911 descreveu a espécie Leishmania braziliensis e, em seguida
descobriu a acgdo curativa do tartaro emético, modificando o destino dos pacientes com
leishmaniose em todo o Mundo. Neste periodo, verificou-se que o padrdo epidemioldgico que
predominou foi o de antropozoonoses de transmissdo silvestre, que atinge o homem quando
este invade os ambientes florestais. Porém, altera¢cdes do meio ambiente em varios estados do
Brasil vém modificando o perfil epidemioldgico da LTA, permitindo a invasdo de areas
peridomiciliares por mamiferos silvestres reservatdrios de Leishmania spp., € espécies de
flebotomineos adaptadas ao ambiente modificado pelo homem. A persisténcia da LTA nessas
areas ecologicamente alteradas indica claramente a evolucdo de um ciclo de transmissdo
antropozoondtico ocorrendo no ambiente peridoméstico (BRANDAO FILHO et al., 1999,
2003; BRASIL, 2007; LAINSON; SHAW, 1998).

Durante a constru¢do da estrada de ferro que ligava Bauru (Sao Paulo) a Porto
Esperanga (Mato Grosso) no inicio do século XX, pesquisadores verificaram a ocorréncia de
surtos da doenca entre operarios da constru¢do, denominando as lesdes leishmanidticas
cutdneas de "ulcera de Bauru". Estes surtos se caracterizavam por elevada incidéncia de
leishmaniose, constituindo um grave problema de Satde Publica no estado de Sdo Paulo
(ALVAR et al., 2006). Relatos de focos da doenga nos estados de Minas Gerais ¢ Bahia em
trabalhadores da construcdo da Estrada de Ferro Central do Brasil, também refor¢am a relacéo

existente entre o surgimento de focos de transmissdo de LTA com decorrentes da acdo
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antrdpica, ocasionando a modificacdo do ambiente natural, o que caracterizava a LTA como
uma doenga ocupacional (PASSOS et al., 1993).

Na regido Amazonica aconteceram surtos de LTA, como resultado da exploracdo de
florestas e colonizagdo rural. No Pard, onde foram implantados vérios projetos de ocupagdo,
como o projeto de mineragdo Carajas, € o projeto de celulose Jari, atraindo trabalhadores para
zonas de floresta, e favorecendo o surgimento da doenga entre os individuos envolvidos
nesses projetos (SILVEIRA et al., 1991). A historia da LTA no Brasil evidencia que o
surgimento de casos da doenga estd, por vezes, diretamente relacionado as atividades do
homem no campo, ao habitat de insetos transmissores € dos hospedeiros reservatorios
(SILVEIRA et al., 1991).

Considerada uma doenga em expansdo no Brasil, a LTA representa importante causa
de morbidade para a populagdo residente em dareas endémicas. Leishmania (Viannia)
braziliensis ¢ o agente etioldgico de maior prevaléncia, com distribui¢do geografica em todas
as regides do pais, cujas caracteristicas eco-epidemioldgicas ¢ o modo de transmissdo se
expressam de acordo com as particularidades de cada regido (LAINSON; SHAW, 1998).

Do ponto de vista epidemiologico da LTA sdo descritos trés padrdes de transmissao:
silvestre, ocupacional e rural e periurbano em areas de colonizag¢do. O padrio silvestre ocorre
em areas de vegetacdo primaria e, esta relacionada, fundamentalmente, ao ambiente silvestre,
onde acomete animais, o homem, pode ser infectado, quando entra em contato com este
ambiente. O padrdo ocupacional esta relacionado, principalmente, com a exploragdo
desordenada da floresta, derrubada de matas e atividades de ecoturismo. Os processos
migratérios, a ocupacdo de encostas e aglomerados em centros urbanos associados a matas
secundarias ou residuais correspondem ao padrdo rural e periurbano em areas de colonizacio
(BRASIL, 2007).

No Nordeste, a LTA ocorre tanto em areas preservadas da Mata Atlantica, onde ¢
mantida através do ciclo enzodtico primario entre mamiferos silvestres e algumas espécies de
flebotomineos e nas quais se verifica vegetacdo abundante, como também, em areas com
predominancia de mata secunddria e plantagdes diversas, ocupadas para a exploracdo agricola
e propicias a colonizacdo dos flebotomineos, mamiferos silvestres e sinantropicos, nas quais a
adaptagdo de vetores e reservatdrios possibilitou a instalacdo de ciclos zoonoticos com
transmissao peridomiciliar (LAINSON; SHAW, 1998; MARZOCHI, 1992).

A LTA ocorre em todas as faixas etarias, acometendo homens e mulheres. O padrao
de transmissao predominante ¢ o peridomiciliar, e verifica-se que vem ocorrendo um processo

gradual de domesticagdo da doencga, principalmente em areas com historia de colonizagdo
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antiga, onde ha poucos remanescentes de floresta priméaria e houve a adaptacdo dos
flebotomineos vetores ao ambiente peridoméstico e doméstico e provavelmente a presenga de
hospedeiros reservatorios secundarios, o que facilita a transmissdo (DESJEUX, 2001).

Devido aos diversos fatores que envolvem a manuteng@o de ciclos de transmissdo da
LTA, sdo observados diferentes perfis que vao depender da drea de circulagdo do parasito, das
areas onde ocorrem desmatamento para a construcdo de estradas e instalagcdes de povoados,
extracdo de madeira, atividades agricolas e de pecudria, das areas com preservacdo de
pequenos trechos de cobertura vegetal, assim como dreas em que o processo de urbanizagdo
criou as condi¢des favordveis a producdo de surtos endémicos na periferia de cidades e

povoados (BRASIL, 2007).

1.3 Agente etiologico

A Leishmania ¢ um protozoario heteroxénico, se reproduz por divisdo bindria
pertencente a familia Trypanosomatidae, parasito intracelular obrigatorio das células do
sistema fagocitico mononuclear, com duas formas principais: a promastigota, encontrada no
tubo digestivo do inseto vetor, e a amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros
vertebrados (REY, 2001).

No Novo Mundo, a Leishmania (L.) infantum chagasi corresponde a Unica espécie
causadora da forma visceral, contudo para a forma tegumentar, varias espécies de Leishmania
foram descritas como agentes etiologicos da LTA (LAINSON; SHAW, 1998).

No Brasil, pelo menos sete espécies de Leishmania pertencentes aos subgéneros L.
(Viannia) e L. (Leishmania) sdo agentes etiolégicos da forma tegumentar da doenga. As
espécies descritas como causadoras da forma tegumentar no Brasil sdo: L.(V.) braziliensis, L.
(V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindeberg do subgénero
Viannia e L. (L.) amazonensis do subgénero Leishmania (BRASIL, 2007).

L. (V.) braziliensis tem ampla distribui¢do, abrangendo desde o sul da bacia amazonica
até a regido Sudeste do pais. Tem-se registrado poucos casos ao norte do rio Amazonas, com
predominancia em bosques e dreas de vegetagdo secundaria (BRASIL, 2007). Casos de LTA
por L. braziliensis sdo frequentemente encontrados em zonas de cultivo de cana-de-agtcar,
cacau e banana. Em geral a transmissdo vincula-se com atividades profissionais agricolas

realizadas nestas regides (BRANDAO-FILHO et al., 2003). Uma incidéncia significativa em
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criancas sugere que parte da transmissdo ocorre no peridomicilio. A infeccdo ocorre em terra
firme, causando lesdes cutdneas (raramente multiplas) expansivas e persistentes, com
tendéncia a produzir metdstases em mucosa nasal, atingindo cerca de 4 a 5% dos casos. Em
areas de colonizagdo antiga, onde o ambiente se encontra profundamente modificado, a L.
(Viannia) braziliensis ¢ o agente mais frequentemente associado a LTA (BASANO;
CAMARGO, 2004; BRASIL, 2007).

A LTA associada a esta espécie caracteriza-se por apresentar diferentes padrdes
regionais, da Amazonia ao Sudeste do Brasil, relacionados aos vetores envolvidos, possiveis
reservatorios e perfil eco-epidemiolégico (BRANDAO-FILHO, 2001; MARZOCHI;
MARZOCHI, 1994; SHAW; LAINSON, 1987). A enfermidade ¢ conhecida por varias
denominagdes: "tlcera de Bauru", leishmaniose cutdneo-mucosa, espundia e ferida brava. A
transmissdo estd diretamente relacionada com os seguintes vetores: Psycodopigus wellcomei
encontrados em areas silvestres nos Estados do Para, Amazonas e Ceard; Lutzomyia whitmani
em areas de caatinga, cerrado, mata atlantica, nos Estados do Maranhdo, Piaui, Ceara,
Pernambuco, Bahia, Mato Grosso, Goids, Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo e Parang;
Lutzomyia intermedia em areas de colonizacdo antiga, nos Estados do Espirito Santo e Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana (ARIAS et al., 1996).

L. (V.) guyanensis encontrada ao norte da Bacia Amazonica (Amapd, Roraima,
Amazonas e Pard) e nas Guianas. Principalmente em florestas de terra firme, causa a doenca
do tipo "pian bois", que pode apresentar metastases nodulares ao longo dos vasos linfaticos.
Os animais Choleopus didactilus (preguica de dois dedos), Tamandua tetradactyla
(Tamanduéa-mirim), o marsupial Didelphis marsupialis e o roedor Proechinys guyanensis,
encontrados em florestas primarias e secunddarias, atuam como reservatdrios, enquanto que os
vetores envolvidos na transmissdo sdo: Lutzomyia anduzei, Lutzomyia whitmani e Lutzomyia
umbratilis ( BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2007).

L. (V.) lainsoni causa lesdes cutaneo-ulcerativas, ¢ frequente em humanos e estd
associada com roedores silvestres, encontrados na regido do amazonas e em florestas
primitivas e secundarias. O vetor incriminado é o Lutzomyia ubiquitalis, que ndo ¢ muito
antropofilico (BASANO; CAMARGQO, 2004; SILVEIRA et al., 1987).

L. (V.) naiffi com poucos casos de leishmaniose relatados em humanos, ¢ encontrada
no Estado do Pard e Amazonas, tendo o tatu (Dasypus novemcinctus) como reservatorio. O
parasita causa lesdes simples ou ulceradas que em geral evoluem para cura. Seus principais
vetores sdo Lutzomyia squamiventris, Lutzomyia paraensis e Lutzomyia ayrozai (BASANO;

CAMARGO, 2004; LAINSON; SHAW, 1989).
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L. (V.) shawi causa leishmaniose com lesdes cutineas e estd associada aos animais
silvestres, é encontrada na regido do Amazonas. A transmissdo ¢ realizada pelo vetor
Lutzomyia whitmani (BASANO; CAMARGO, 2004; LAINSON; SHAW, 1989).

L. (V.) lindenberg foi descrita de infecgdes em soldados em treinamento em uma area
de reserva florestal no Estado do Para. Nao existem relatos de infecgdes em animais ou
flebotomineos. A espécie provavel como vetora € Lutzomyia antunesi (BRASIL, 2007).

L. (Leishmania) amazonensis que ocorre nos Estados da regido amazonica, Pard,
Rondonia, sudeste do Maranhdo, particularmente em 4reas de igapd e de florestas tipo
"varzea", estendeu-se para a regido Nordeste (Bahia, Ceard, Piaui), regido Sudeste (Minas
Gerais) e regido Centro Oeste (Gois, Mato Grosso). E pouco frequente, associada a cerca de
3% dos casos em humanos. A doenca causada por L. amazonensis provoca lesdes cutaneas e
difusas (forma anérgica). E considerada essencialmente uma zoonose e encontra-se em
pequenos roedores silvestres, sendo transmitida ao homem ocasionalmente, caracterizando
uma antropozoonose. Os principais vetores incriminados sdo: Lutzomyia flaviscutellata,
Lutzomyia reducta e Lutzomyia olmeca nociva (BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL,
2007).

1.4 Vetores

Os vetores da LTA sd3o insetos fémeas hematofagos denominados flebotomineos.
Conhecidos popularmente, dependendo da localizacdo geografica, como mosquito palha,
tatuquira, birigui, entre outros; constituem insetos pertencentes a Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género Lutzomyia (MARZOCHI, 1992; SHAW;
LAINSON, 1987; YOUNG; DUNCAN, 1994).

Os flebotomineos sdo mosquitos pequenos de aproximadamente 0,5 cm de
comprimento, com patas longas e delgadas, € o corpo densamente piloso. Voam aos saltos e
mantém as asas eretas mesmo em repouso, ao contrario de outros dipteros da subfamilia
Phlebotomineae, o que facilita a sua identificagdo. O sangue, ingerido durante o repasto, ¢
necessario para a maturacdo dos ovos. Os machos se alimentam de sucos de flores e plantas,
sendo considerados fitofagos (BASANO; CAMARGO, 2004).

Existem mais de 600 espécies ou subespécies de flebotomos no mundo, das quais

menos de 50 foram incriminadas na transmissdo de leishmaniose. L. infantum chagasi possui
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como principal vetor Lutzomyia longipalpis, exceto na regido entre Cuiaba e Mato Grosso
onde Lutzomyia cruzi ¢ incriminado como vetor. J4 em relagdo a LTA, estdo envolvidas nos
ciclos de transmissdo as espécies: Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia
umbratilis, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia wellcome e, Lutzomyia migonei (BRASIL,
2007). Na Zona da Mata Sul de Pernambuco 97,4% da fauna ¢ representada pela espécie de
Lutzomyia whitmani, o provavel vetor de L. braziliensis (BRANDAO-FILHO et al., 1999),
sendo Lutzomyia complexa o principal representante da fauna da Zona da Mata Norte
(ANDRADE, 2004).

E importante ressaltar a vigilancia entomoldgica em 4reas de risco para a LT no intuito
de analisar as condi¢des epidemioldgicas de transmissdo, bem como fornecer dados basicos
para a implementacido de medidas de controle (GARCEZ et al., 2009). Também ¢ necessario
compreender aspectos fundamentais da ecologia e comportamento do vetor, especialmente
habitos alimentares relacionado ao grau de antropofilia e a atragcdo por reservatdrios naturais
do parasito que constituem dois requisitos essenciais para classificacdo de uma espécie como

vetora de doenga (AFONSO et al., 2005).

1.5 Reservatorios

Os reservatdrios variam conforme a espécie de Leishmania. Infec¢des por espécies de
Leishmania que causam a LTA foram descritas em varias espécies de animais silvestres,
sinantrépicos ¢ domésticos (canideos, felideos e equideos) (GRIMALDI-JR; TESH, 1993).
Com relagdo a este ultimo, seu papel na manutengdo do parasito no meio ambiente ainda nio
foi definitivamente esclarecido. A infec¢do no animal € inaparente, com parasitos podendo ser
encontrados na pele ou visceras. Todas as espécies de Leishmania t€ém uma origem zoonotica,
sendo a variante antropondtica, ocorrente na India, Suddo e Afeganistio, consequéncia da
adaptacdo de algumas espécies a estes ciclos (SHAW, 2007). Segundo Noyes et al. (1998), o
homem ¢ considerado hospedeiro acidental (antropozoonose), enquanto o protozodario infecta
cerca de nove ordens de mamiferos e répteis em areas subtropicais e tropicais do mundo.

Desde as primeiras décadas do século passado, pesquisadores em todo o mundo
buscam descobrir os reservatorios “primarios” das leishmanioses. A melhor defini¢do para um
‘

reservatorio seria a de

indefinidamente” (ASHFORD, 1996; ASHFORD, 2000). Podendo nas infec¢des transmitidas

‘um sistema ecologico no qual o agente infeccioso possa persistir
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por vetores ocorrer uma ou mais espécies de vetores e mamiferos, vivendo em condigdes de
densidade populacional e proximidade espacial, tal que o agente possa ser indefinidamente
transferido entre eles (ASHFORD, 1996).

Ja foram registrados como hospedeiros e possiveis reservatorios naturais algumas
espécies de roedores, marsupiais, endentados e canideos silvestres. Sdo numerosos os
registros de infec¢do em animais domésticos. Entretanto, ndo had evidéncias cientificas que
comprovem o papel destes animais como reservatdrios das espécies de Leishmania, sendo
considerados hospedeiros acidentais da doenga. Animais domésticos (caninos, felinos e
equinos) demonstram lesdes tegumentares causadas L. (V.) braziliensis, mas por ndo serem
capazes de manter o ciclo epidemiologico em um ecotopo, sdo considerados hospedeiros
secundarios ou acidentais (FALQUETO; FERREIRA, 2005; LAINSON; SHAW, 1998;
MADEIRA et al,, 2003; REITHINGER; DAVIES, 1999; SCHUBACH et al., 2004). Silva et
al. (2005) associaram o desenvolvimento de lesdes de pele nestes animais como a
demonstracdo de ndo serem hospedeiros naturais do parasito. A LTA nesses animais pode
apresentar-se como uma doenga cronica com manifestagdes semelhantes as da doenca
humana, ou seja, o parasitismo ocorre preferencialmente em mucosas das vias aerodigestivas
superiores (BRASIL, 2007).

Outros estudos demonstram que caninos e equideos podem ser considerados
reservatorios de L. (V.) braziliensis em ambiente peridoméstico (CRUZ et al., 1989;
REITHINGER; DAVIES, 2002; REITHINGER et al., 2003). Em area endémica de LTA,
pesquisadores demonstraram que a presen¢a de cdes no peridomicilio poderia aumentar em
até 15 vezes o risco de transmissdo para as pessoas. Em area endémica de Sao Paulo, onde a
busca do parasito entre reservatdrios silvestres fracassou, concluiu-se que a doenca poderia
ocorrer ndo somente em ambientes florestais, mas também em focos antigos, com manutengao
do ciclo entre animais domésticos e flebotomineos com hébitos peridomiciliares (YOSHIDA
et al., 1990).

No Panamad, Herrer et al. (1973; 1975), corroborando para a suspeita da origem
silvestre das leishmanioses, detectaram a infec¢@o natural por Leishmania spp. em animais
pertencentes as ordens Carnivora, Marsupialia, Primata, Rodentia ¢ Xenarthra (=Edentados),
sugerindo esses autores, pelos diferentes comportamentos das cepas, em cultura e no hamster,
se tratar de isolados de L. braziliensis, L. mexicana € L. hertigi.

Na Amazonia Brasileira, estudos demonstraram, através de isolamento e
caracterizacdo, a infec¢do natural de animais por espécies de Leishmania como: L. (V)

guyanensis em Tamandua tetradactyla, “tamandud-mirim” (LAINSON et al., 1981) e L. (V.)
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naiffi em Dasypus novemcinctus, “tatu-galinha” (GRIMALDI; TESH, 1993), L. (V.) shawi em
Cebus apella, “macaco-prego”, Chiropotes satanus, “caxiu-preto”, Chloepus didactylus,
“preguica de dois dedos”, Bradypus tridactylus, “pregui¢a de trés dedos” e Nasua nasua,
“quati” (GRIMALDI; TESH, 1993; LAINSON et al., 1989).

O primeiro estudo demonstrando a importancia dos roedores na epidemiologia da
leishmaniose ocorreu no Panamd, onde Hertig, em 1957, detectou Leishmania braziliensis a
partir de hemocultura em 10% dos 110 exemplares de “ratos de espinho” (Proechimys
semispinosus ¢ Hoplomys gymminurus) sem nenhuma lesdo aparente. Forattini et al. (1960,
1972, 1973) conseguiram demonstrar infeccdo de roedores por isolamento do parasito em
cultura de sangue e pele, comprovando a hipotese de que espécies de Leishmania do Novo
Mundo possuem hospedeiros de habitats florestais onde mantém o ciclo enzoodtico, e
expandem-se para o homem e animais domésticos, no ciclo antropozoonético. O tipo de lesdo
pode funcionar como indice dessa adaptacdo do parasito ao hospedeiro, de modo que, quanto
maior fosse a adaptacdo, menor a gravidade da lesdo, podendo atingir um estado de equilibrio
em que estas ndo se manifestariam mais, de tal maneira que esses hospedeiros
desempenhariam a fun¢@o de reservatério do parasito (LAINSON et al., 1981). Lainson e
Shaw (1992) reforcam que, entre animais silvestres, a infec¢do tende a ser benigna e
inaparente, sugestiva de uma relacdo equilibrada resultante de uma antiga associacdo entre
parasito e hospedeiro.

No Novo Mundo, mais de 40 espécies de mamiferos de varias ordens sdo conhecidas
como sendo hospedeiros de Leishmania spp., em diferentes ciclos de transmissdo. Contudo,
poucas espécies sdo consideradas como reservatdrio principal no ciclo de transmissdo natural
(GRIMALDI; TESH, 1993).

No Brasil, foram encontradas evidéncias de infeccdo natural de Leishmania
braziliensis em varias espécies de roedores dos géneros Oryzomys (LAINSON et al., 1981;
LAINSON; SHAW, 1989), Akodon (BRANDAO-FILHO et al., 2003; FORATTINI et al.,
1972), Holochilus (BRANDAO-FILHO et al., 2003), Proechimys (LAISON; SHAW, 1973),
Rattus (BRANDAO-FILHO et al., 1994; LAINSON; SHAW, 1979; VASCONCELLOS et
al., 1994), Rhipidomys (LAINSON, SHAW; POVOA, 1981), Nectomys (BRANDAO-FILHO
et al, 1994), Bolomys (BRANDAO-FILHO, et al., 1994) e o marsupial Didelphis
(LAINSON; SHAW, 1973). Através de infec¢do experimental, Roque et al. (2010),
demonstraram que roedores do género Thrichomys podem atuar como hospedeiros de
manuten¢do de Leishmania (Viannia) braziliensis. No estudo longitudinal desenvolvido, em

Pernambuco, foram incriminados categoricamente, através do isolamento e caracterizagcdo do
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parasito e associacdo com o mesmo fendtipo e gendtipo do parasito que causa a doenga na
populagdo desta regido, os roedores silvestres e sinantrépicos Necromys lasiurus, Nectomys
squamipes € Rattus rattus, como  reservatorios primdrios de Leishmania (Viannia)
braziliensis (BRANDAO-FILHO et al., 2003).

Evidéncias epidemioldgicas t€ém demonstrado que a maioria das areas endémicas esta
intimamente relacionada a areas florestais, via de regra com pouca densidade populacional.
Guimaraes et al. (1968) observam que: “dizimada e afugentada a fauna de roedores silvestres
com o desbravamento de zonas desérticas e com o povoamento, estabelecem-se focos
leishmanioticos endémicos rurais (e mais tarde suburbanos e até mesmo, excepcionalmente,
urbanos), com a participa¢do de flebotomineos peridomicilidrios e tendo como reservatorio
(secundério) o cdo e talvez até o proprio homem”.

As alteragdes do meio ambiente decorrentes das agdes antropicas para a exploracdo de
novos recursos naturais e agricultura, modificaram a epidemiologia da doenca e novas areas
endémicas sdo relatadas (LAINSON; SHAW, 1998). Brito et al. (1993) registram uma
variante de Leishmania (Viannia) braziliensis ocorrida no Estado de Pernambuco, Brasil,
onde a ecologia da regido ¢ similar as ja descritas para outras dreas endémicas de LTA, nas
quais o ambiente florestal original vem sendo alterado.

A diversidade epidemiologica associada a importancia dada as leishmanioses no
contexto da saude publica e as dificuldades no controle, direcionam pesquisadores a estudos
eco-epidemioldgicos, envolvendo hospedeiros, reservatdrios e flebotomineos, vetores de

Leishmania spp.

1.6 Ciclo Biolégico

Os protozoarios do género Leishmania possuem duas formas evolutivas em seu ciclo
bioldgico nos organismos hospedeiros: amastigota, encontrada em tecidos de hospedeiros de
organismos vertebrados, e a promastigota, forma infectante, encontrada em invertebrados e
meios de culturas artificiais. A forma promastigota multiplica-se por divisdo bindria
longitudinal dentro do tubo digestivo do inseto vetor. Possui estrutura alongada, com um
unico nucleo, com flagelo livre e cinetoplasto anterior ao nucleo. As promastigotas sio
introduzidas no hospedeiro vertebrado pela picada do inseto vetor e invadem o sistema

fagocitico mononuclear iniciando a fase de desenvolvimento intracelular do parasito, que se
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transforma em forma amastigota. As amastigotas sdo formas ovaladas, de nucleo unico, com
cinetoplasto e um flagelo ndo exteriorizado, com multiplicagdo no interior dos macrdéfagos.
Quando um flebotomineo ndo infectado ingere células parasitadas durante o repasto
sanguineo, as células se rompem no interior de seu intestino e liberam as formas amastigotas,

que se transformam em promastigotas (HOARE; WALLACE, 1966) (Figura 1).

Figura 1. Ciclo biolégico de Leishmania spp.
Fonte: Organiza¢do Mundial da Saude (2010).

1.7 Diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana

O diagnostico da LTA pode ser realizado através de aspectos clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais. O diagnoéstico clinico da leishmaniose pode ser realizado com
base nas caracteristicas da lesdo associadas a anamnese, onde os dados epidemioldgicos sdo
de grande importancia. A LTA produz um amplo espectro de lesdes, o que dificulta o
diagnostico clinico, tornando-o por vezes, nem sempre simples ou imediato (GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

As técnicas cléssicas de diagnostico para LTA incluem diagnostico microscdpico,
Intradermorreacdo de Montenegro, isolamento do parasito em meio de cultura e detec¢do de
anticorpos anti-Leishmania por métodos sorologicos (BRITO et al., 2000; WEIGLE et al.,
1987). O exame mais simples e de baixo custo é a pesquisa direta de formas amastigotas

visualizadas ao microscopio Optico. A sensibilidade deste teste € inversamente proporcional
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ao tempo de evolugdo da lesdo, sendo raros os parasitos apoés um ano de evolugdo da doenga,
com excecdo dos pacientes que desenvolvem a forma difusa da LTA, pois neste caso os
nodulos presentes na pele estdo ricos em parasitos (CUBA CUBA et al., 1985). Além do
exame direto, a tentativa do isolamento do parasito in vivo ou in vitro é fundamental,
inoculando o material obtido de lesdes em meio de cultura € em animais susceptiveis como o
hamster (Mesocricetus auratus) (BRASIL, 2007; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Teste imunoldgico muito utilizado € a Intradermorreacdo de Montenegro (IRM) que
avalia a resposta de hipersensibilidade celular tardia, uma vez que, imunologicamente, a LTA
se caracteriza pela resposta celular durante a doenga e apos o tratamento ou cura espontanea
(MARZOCHI, 1992). O teste ¢ positivo durante a doenca e apds a cura e ndo diferencia
doenca atual de pregressa, nem distingue doenga de infec¢do, porém ¢é habitualmente negativo
na forma difusa, na forma visceral e nos pacientes imunodeprimidos. A IRM ¢ de grande
valor presuntivo no diagnéstico de LTA, constituindo valioso recurso nos casos em que 0s
parasitos estdo escassos ou ausentes, € ¢ também bastante util nos inquéritos epidemioldgicos
de prevaléncia em areas endémicas (KAR, 1995; SHAW; LAINSON, 1975).

Dentre os métodos soroldgicos, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) é o
mais utilizado. E uma técnica sensivel, porém apresenta rea¢des cruzadas com outras doengas
parasitarias, especialmente com a doenca de Chagas e Leishmaniose Visceral, além da
esquitossomose (BRITO et al., 2000; GONTIJO; CARVALHO, 2003; RODRIGUES et al.,
2002).

A necessidade de métodos mais sensiveis tem contribuido para desenvolvimento de
técnicas de diagndstico baseadas na deteccdo de DNA. Em particular, os tripanosomatideos
apresentam um DNA mitocondrial, conhecido como DNA do cinetoplasto (kDNA), situado
numa porg¢do especializada destes organismos unicelulares, na base do flagelo. A estrutura
basica e funcdo do kDNA sio essencialmente as mesmas para toda a ordem Kinetoplastida. O
kDNA compreende uma estrutura unica na natureza, representado por uma cadeia de DNA
com milhares de circulos que estdo topologicamente entrelagados. Estes circulos sdo de dois
tipos: os minicirculos e os maxicirculos. Existem milhares de pequenos circulos e poucas
dazias de maxicirculos. Ainda ndo estd claro porque os tripanosomatideos s3o os Unicos
eucariotos que possuem uma organizagdo mitocondrial desse tipo (RODRIGUES, 2000). A
abundancia e outras caracteristicas dessas moléculas tem sido alvo para um grande nimero de
técnicas baseadas na Reag¢do em Cadeia da Polimerase (PCR). (DE BRUIJN; BARKER,
1992; FABER et al., 2003; RODRIGUES et al., 2002). Varios estudos tém demonstrado

também a importancia do uso do kDNA na identificacdo e classificacdo das espécies de
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Leishmania (RODRIGUEZ et al., 2004). Todavia, estudos apontam caracteristicas
moleculares em observacdes acerca de gendmica funcional ocorrentes em tripanosomatideos,
o que poderia contribuir para um melhor conhecimento da natureza genotipica em Leshmania
spp (RODRIGUES et al., 2002).

Sao adotados critérios pertinentes para definicdo de caso em LTA, sendo a pesquisa
direta do protozoario na lesdo, exame histopatologico ou isolamento do parasito através de
cultura e PCR, os que corroboram para elucidar essa morbidade (RODRIGUES et al., 2002).

A PCR constitui o principal teste molecular devido a alta sensibilidade e
especificidade podendo detectar DNA ou RNA do parasito antes mesmo de aparecerem
alguns sintomas ou sinais clinicos (SINGH; SIVAKUMAR, 2003). A disponibilidade de
métodos diagndsticos baseados em PCR tem permitido maior sensibilidade e rapidez no

diagnostico, além da tipagem de Leishmania spp.

1.8 Tratamento

Apesar dos avancos tecnologicos na area de farmacos e dos varios esfor¢os dedicados
na tentativa de desenvolvimento de tratamentos alternativo para a LTA, as leishmanioses
permanecem como doengas negligenciadas e hd varias décadas ¢ utilizada como droga de
primeira escolha, o antimonial pentavalente, disponibilizado sob duas formas: antimoniato de
N-metilglucamina (Glucantime®) e o stibogluconato de sodio, dos quais o primeiro &
distribuido pelo programa de controle da LTA e LVA do Ministério da Saide do Brasil
(BRASIL, 2007). O stibogluconato de sodio, embora, seja, considerado uma das drogas de
primeira escolha, ndo ¢ distribuido pelo programa de controle das leishmanioses no Brasil. Os
antimoniais s3o indicados para o tratamento de todas as formas de Leishmaniose Tegumentar,
sendo necessdrio maior cuidado nos casos de leishmaniose mucosa e muco-cutdnea devido a
respostas mais lentas e maior possibilidade de recidivas. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) recomenda que a dose seja calculada em mg/SbV/Kg/dia. Atualmente utiliza-se a
seguinte dosagem: casos de lesdo cutanea t€m tratamento via parenteral, dose de 10 a 20
mg/Kg/dia durante 20 dias seguidos. Em lesdes de mucosa a dose recomendada ¢ de 20
mg/Kg/dia por 30 dias seguidos e em até trés séries consecutivas de tratamento. Se nao

houver regressdo apos trés meses do término do tratamento, deve-se repetir o esquema

(BRASIL, 2007).
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As drogas de segunda escolha, nos casos em que ndo ha resposta satisfatoria ao
tratamento com antimoniais pentavalentes, sdo Anfotericina B (Fungizon ®) por via
endovenosa, gota-a-gota, com dose didria de 0,2mg/Kg até 50 mg/Kg, dissolvido em soro
glicosado a 5% e com infusdo de 3 a 4 horas; Pentamidina em doses de 4mg/Kg/dia via
intramuscular de dois em dois dias (BRASIL, 2007).

Casos de leishmaniose mucosa devem ser acompanhados com mais cuidado e durante
o tratamento com antimonial recomenda-se associacdo de corticdides para que ndo ocorra

exacerbacao das lesdes e obstrugdo respiratoria alta.

1.9 Critérios de Cura

Forma cutanea: Define-se a cura a partir do aspecto clinico da(s) lesdo(des): devem
apresentar-se reepitelizadas, com regressdo total de infiltracdo e eritema, até¢ 3 meses apos o
término do esquema terapéutico.

Forma mucosa: Também baseia-se no aspecto clinico, sendo necessaria a regressdo de
todos os sinais, com comprovacdo por exame otorrinolaringolégico até 6 meses apds a
conclusdo do tratamento.

E necessario, ainda, que o paciente retorne mensalmente a consulta durante o primeiro
trimestre apds o fim do tratamento. Apds a comprovagdo da cura, deve haver
acompanhamento de 2 em 2 meses até que se completem 12 meses do fim do tratamento

(BRASIL, 2007).

1.10 Medidas de Controle

Um dos grandes desafios relacionados as leishmanioses, em especial a LTA,
constituem as medidas de controle, visto que a diversidade de agentes etioldgicos, vetores,
hospedeiros e reservatorios envolvidos na transmissdo, associados aos processos de adaptacao
destes aos ambientes modificados por agdes antrdpicas, convergem para um sistema
complexo de dificil controle. O Manual de Controle da LTA, da Secretaria de Vigilancia em

Saude do Ministério da Satide (BRASIL, 2007), recomenda para um melhor controle desta
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doencga que deve-se buscar o diagndstico precoce e tratamento adequado dos casos humanos e
redu¢do do contato homem-vetor, realizar investigagdes epidemioldgicas; orientagdo quanto
as medidas de prote¢do individual, como o uso de roupas apropriadas, repelentes,
mosquiteiros; controle de reservatorios (masurpiais, roedores, preguica, tamandud, cdo e
equinos) e vetores através do uso de inseticidas em areas peridomiciliares e domiciliares, além

de medidas educativas que atinjam tanto as equipes de satde quanto a populagao.
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2 JUSTIFICATIVA

O municipio de Vicéncia, localizado na Zona da Mata Norte de Pernambuco, tem
apresentado elevado niimero de casos de LTA, constituindo-se excelente area para o estudo
desta endemia. Em 2009, dos 420 casos de LTA notificados em Pernambuco, 70 foram
notificados em Vicéncia, sendo 90% desses casos notificados em Vicéncia, oriundos da
localidade de Imbu. O municipio apresenta atributos e caracteristicas diversas das observadas
em estudos na, Zona da Mata Sul de Pernambuco, regido em foi bem caracterizada a eco-
epidemiologia e o padrdo de transmissdo da LTA. O estudo sobre hospedeiros reservatorios
de Leishmania spp. associadas a LTA na Zona da Mata Norte possibilitard uma comparagao
com aspectos caracterizados na regido de Amaraji (BRANDAO-FILHO, 2001), Zona da Mata
Sul de Pernambuco e uma contribui¢do ao conhecimento do padrio de transmissdo nesta area
da Zona da Mata Norte, possibilitando desta forma um melhor embasamento para o

planejamento e implementacdo de medidas de controle.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Verificar a infeccdo natural por Leishmania spp. em pequenos mamiferos silvestres e
sinantropicos envolvidos na manuten¢do da LTA em Vicéncia, drea endémica da Zona da

Mata Norte de Pernambuco.

3.2 Especificos

a) Verificar a infec¢@o por Leishmania (Viannia) spp nos animais capturados através de
métodos parasitologicos e moleculares;

b) Identificar espécies de hospedeiros reservatorios envolvidos na manutencdo da LTA
na localidade de Imbu, Vicéncia.

c) Comparar estatisticamente os resultados obtidos da infeccdo natural dos animais
silvestres e sinantropicos entre as diferentes espécies.

d) Comparar os indices de infeccdo natural dos animais silvestres e sinantropicos em
relagdo as variaveis local de captura, sexo e biopsias coletadas (pele, bago e figado).

e) Comparar estatisticamente o resultado da infeccdo natural nas bidpsias coletadas (pele,

baco e figado) em relagdo as espécies de animais silvestres e sinantropicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

Realizou-se um estudo observacional do tipo descritivo como forma de identificar os
hospedeiros reservatorios envolvidos no ciclo de transmissdo da LTA, através da pesquisa

direta, e, por métodos moleculares.

4.1 Area de estudo

A pesquisa foi desenvolvida na localidade de Imbu (Figura 2 e 3), no municipio de
Vicéncia, Zona da Mata Norte do Estado de Pernambuco, limitrofe com a mesoregido
Agreste, distante a 75,4 Km da capital, Recife. Vicéncia possui 250,3 Km? e esta localizado
nas coordenadas geograficas 07° 39’ 25 de Latitude; 35° 19” 36”” de Longitude; a uma altitude

média de 119m do nivel do mar.

N Zona da Mata

Vicéncia

Sertdo do Sdo LEGENDA

. —~Zona daMata Norte
Francisco Agreste B SO0k ~— 2ona da Mata Sul

e
Yias de Acesso

-~

. T -ZONADA MATA

12000

Vicéncia

Figura 2. Localizacio da area de estudo, no Estado de Pernambuco.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O municipio apresenta um baixo grau de urbanizagdo, com 36% da sua populagdo

habitando a zona urbana, o que corresponde a cerca de 10.375 habitantes, e, 64% habitando a
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zona rural (Figura 4), correspondendo a 18.444 habitantes, apresentando assim, taxas
inferiores de urbanizagdo em relagdo as da Zona da Mata Norte (69,68%), da Zona da Mata

com 69,03% e ao Estado de Pernambuco,que apresenta 76,51% da populag@o urbanizada.

Figura 3. Vista panoramica da localidade de Imbu, Vicéncia-PE.
Fonte: Marinho Junior (2009a).

Figura 4. Domicilio na localidade de Imb, Vicéncia - PE.
Fonte: Marinho Junior (2009b).
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4.2 Captura de animais

Os animais foram capturados no periodo de fevereiro de 2008 a setembro de 2009.
Foram realizadas capturas mensais durante cinco dias consecutivos de pequenos mamiferos
silvestres e sinantropicos nos ecotopos correspondentes ao intra, peridomicilio e
extradomicilio. No intra e peridomicilio, as capturas eram realizadas no interior e nos
arredores de residéncias (entre 10 a 20 metros), respectivamente. No extradomicilio, as
capturas foram realizadas em areas de varzea, capinzais, areas de plantagdes de milho,
banana, cana de agucar e, em areas de resquicios de mata atlantica primitiva. Utilizamos para
as capturas 40 armadilhas do tipo Tomahawk em dimensdes padronizadas para pequenos
mamiferos, contendo banana como iscas para os animais (Figura 5). As armadilhas foram
distribuidas nos diferentes ecotopos, variando a distancia no peri e extradomicilio, cerca de 3
a 5 metros umas das outras (Figura 6). As gaiolas de capturas foram instaladas no campo as
18 horas e retiradas as 7:00 horas do dia seguinte. Como forma de cobrir toda a area

previamente demarcada, as armadilhas foram posicionadas em locais distintos, durante o

intervalo de 12 horas.

% NE 4 5 HE
Figura 5. Captura de Didelphis albiventris utilizando Figura 6. Distribuicido das armadilhas.
Armadilha tipo Tomarrawk. Fonte: Marinho Junior (2009d).

Fonte: Marinho Junior (2009¢).
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Apbs a captura, os animais foram retirados cuidadosamente das armadilhas e
analisados para retirada de ectoparasitas, verificagdo da prenhe, e identificacdo da espécie
(Figura 7). Em seguida, os animais foram acondicionados em microisoladores (Figura 8) e
transportados ao Biotério NBA-3 (Nivel de Biosseguranca Animal 3) do CPqAM /
FIOCRUZ. Os microisoaldores, contendo os animais capturados, foram acondicionados em

Isoladores de pressdo negativa, para posterior eutanasia (Figura 9).

Figura 7. Retirada de ectoparasitas.
Fonte: Marinho Junior (2009¢).

Figura 8. Acondicionamento dos roedores em microisoladores.
Fonte: Marinho Junior (2009f1).
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Figura 9. Isoladores para acondicionamento dos roedores.
Fonte: Marinho Junior (2009g).

4.3 Eutanasia

Apos periodo de quarentena no Biotério NBA-3, os animais capturados foram
eutanasiados utilizando Camara de CO, (Figura 10). Procedeu-se a necropsia dos animais
coletando fragmento de bago para indculo em meio de cultivo NNN modificado (Difco 45®)
(Figura 11) e preparo de laminas de “imprint” de bago e pele, e, esfregaco sanguineo para
pesquisa direta (Figura 12). As laminas, apos secagem, foram coradas com Giemsa 2% para
posterior exame em microscopio Optico. Em seguida, foram coletadas biopsias de pele (orelha
direita), bago e figado em duplicata. As biopsias foram armazenadas em nitrogénio liquido,

sendo uma delas destinada a analise molecular e, a outra, para estoque.

Figura 10. Camara de CO,,
Fonte: Marinho Junior (2009h).
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Figura 11. Processamento de fragmento de baco para
inéculo em meio de cultivo NNN modificado.
Fonte: Marinho Junior (20091).

Figura 12. Confeccdo de 1amina (esfregaco) para pesquisa direta.
Fonte: Marinho Junior (2009j).

4.4 Diagnostico

4.4.1 Diagnostico parasitoldégico: cultura e pesquisa direta

As laminas de esfregago de sangue de figado, e, laminas de imprint de pele e bago

confeccionadas na eutanasia dos roedores, foram examinadas em microscopio Optico com
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objetiva de 100x para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania (BRASIL, 2007). Na
tentativa de isolamento in vitro de Leishmania spp. em meio de cultivo NNN modificado
(Difco 45®), foi retirado um fragmento de bago dos animais, imerso em solugdo salina e, em
seguida, imerso em solucdo de antibidticos a 1% contendo penicilina e estreptomicina.
Posteriormente, o fragmento foi macerado em 1mL da mesma solu¢do com antibidticos e
inoculado em meio NNN modificado (WALTON et al., 1977), para cultivo in vitro. As
culturas foram observadas por 21 dias, em intervalos de 3 a 5 dias para pesquisa de

promastigotas. Apos esse periodo, as culturas com resultado negativo foram desprezadas.

4.4.2 Abordagens moleculares

4.4.2.1 Extragdo e purificagdo de DNA

A extragdo de DNA de biopsias pele (orelha direita, bago e figado) dos roedores e da
cepa de referéncia MHOM/BR/75/M2903 foi realizada com o Illustra GenomicPrep Cells™
and Tissue DNA Isolation Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), seguindo as
instrugdes do fabricante. Para cada extracdo foi utilizado aproximadamente 20 mg de biopsia.
Apos precipitacdo do DNA gendmico purificado, o “pellet” foi ressuspendido em 100 pL de
TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e estocado a -20°C. Dois pL foram usados na PCR.

As amostras  devidamente purificadas  foram  quantificadas  utilizando
espectrofotdmetro Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech®, para avaliacdo do grau de pureza de

DNA gendmico e concentragido adequada a PCR.

4.4.2.2 Amplificagdo do DNA através de PCR

O DNA contido nos roedores silvestres e sinantropicos foi submetido a amplificacdo
em um termociclador automatico (Master Cycler gradient - Eppendorf®). O sistema de PCR
utilizava oligonucleotideos iniciadores especificos que amplificava kDNA de parasitos

pertencentes ao subgénero Viannia (DE BRUIJN; BARKER, 1992).
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4.4.2.3 PCR especifica para o subgénero Viannia

Na andlise de PCR foram utilizados os oligonucleotideo iniciador Bl (5’-
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’) e B2 (5’-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’) (DE
BRUIIN; BARKER, 1992). O oligonucleotideo iniciador Bl ¢ especifico para
cinetoplastideos (hibridiza na possivel origem de replicacdo), enquanto que o outro
oligonucleotideo B2 ¢ especifico para o subgénero Viannia. A PCR foi realizada em um
volume final de 25puL contendo Tris-HCl 10mM, KCI 50mM, gelatina 0,1mg/ml, MgCl,
1,5mM, dNTP 0,8 mM, 100 pmoles de cada um dos “primers” e 1 U de Tag DNA
Polimerase. A essa mistura foram adicionados 2 pL. da amostra a ser analisada. A PCR foi
realizada em 35 ciclos (94 °C, 1 min; 65 °C, 1 min; 72 °C, 1 min) (ERESH; MCCALLUM,;
BARKER, 1994), precedidos de uma desnaturacdo inicial de 5 minutos a 94°C.

Como forma de minimizar o risco de contamina¢do da PCR com os produtos
amplificados, um fluxograma de trabalho foi elaborado a fim de evitar a interagdo entre as
areas de pré-amplificacdo e pds-amplificacdo. Além disso, dois controles negativos (sem
DNA) foram incluidos a cada preparacdo de novas reagdes juntamente com dois controles
positivos procedentes de uma cepa de Leishmania (V.) braziliensis (IOC-L-566-
MHOM/BR/75/M2903) com 10 pg e 1 pg de DNA genomico de Leishmania (V.) braziliensis

(controles de contaminagdo e controle de sensibilidade da PCR, respectivamente).

4.4.2.4 Andlise dos produtos da PCR

Dez uL dos produtos de PCR foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose a 1,0% para o alvo de 750 pb com tampdo TAE 1 x (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1
mM) corados por solugdo de brometo de etideo 10 pg/mL (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989). As bandas de DNA separadas eletroforeticamente foram visualizadas em
um transluminador de luz ultravioleta e digitalizados com um sistema de documentacao (Gel

Logic 100 Imagem System Kodak®™).
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4.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram processados e analisados através do programa estatistico Qui-
quadrado, e, para a construcdo de tabelas e graficos, foi utilizado o programa Excel

(Microsoft™) (ZAR, 1996).
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5 CONSIDERACOES ETICAS

Para realizacio deste trabalho obtivemos Certificado da Comissio de Etica em Uso de
Animais da Fundag¢do Osvaldo Cruz (CEUA / FIOCRUZ), segundo o protocolo intitulado:
Eco-epidemiologia das leishmanioses na Zona da Mata Norte de Pernambuco, Brasil:
incriminag@o de hospedeiros reservatdrios, vetores e caracteriza¢do do padrdo de transmissdo
(Anexos A e B), e, Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica (Anexo C) emitida

pelo IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis).
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6 RESULTADOS

6.1 Capturas de Animais

Durante o periodo de fevereiro de 2008 a setembro de 2009 foram capturados 195
animais silvestres e sinantropicos pertencentes a nove espécies diferentes (Tabela 1), sendo
106 machos e 89 fémeas. As capturas ocorreram em ambientes de domicilios correspondentes
ao intradomicilio (trés animais), peridomicilio (sete animais) e extradomicilio (185 animais).
As espécies Nectomys squamipes 51,3% (100/195) e Rattus rattus 25,1% (49/195) foram as
principais encontradas, sendo esta ltima, a inica espécie encontrada no Intra e Peridomicilio
(Tabela 1).

Dos animais capturados, dezoito foram devolvidos ao campo, por ndo possuirmos
microisoladores com dimensdo adequada para estes animais, sendo: 15 Didelphis albiventris
(nove machos e seis fémeas), dois Monodelphis domestica (um macho e uma fémea) e um
Marmosa spp. (fémea); dois morreram no cativeiro: um Nectomys squamipes (macho) e um
Holochilus sciureus (fémea); e um Nectomys squamipes (fémea) foi destinado a colonia de
roedores silvestres localizada no Biotério NA-3 (CPqAM/FIOCRUZ-PE), sendo eutanasiados
os 174 restantes (Tabela 2).

Tabela 1. Animais silvestres e sinantrépicos capturados por ambiente de captura na
localidade de Imbu, Vicéncia-PE, no periodo de marco de 2008 a setembro de 2009.

Locais de captura

Espécie Intradomicilio ~ Peridomicilio  Extradomicilio Total 7o
Nectomys squamipes 0 0 100 100 51,3
Rattus rattus 3 7 39 49 25,1
Didelphis albiventris 0 0 15 15 7,7
Necromys lasiurus 0 0 12 12 6,2
Holochilus sciureus 0 0 10 10 5,1
Oryzomys subflavus 0 0 1,5
Galea spixii 0 0 1,5
Monodelphis domestica 0 0 1,0
Marmosa sp 0 0 1 1 0,5

Total 3 7 185 195 100
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Tabela 2. Roedores silvestres e sinantrépicos, discriminados por sexo, utilizados para
pesquisa de infeccio natural por Leishmania spp., capturados na localidade de Imbu,

Vicéncia-PE, no periodo de marc¢o de 2008 a setembro de 2009.

Espécie 3 % Q % Total %
Nectomys squamipes 49 50,0 49 50,0 98 56,3
Rattus rattus 35 71,4 14 28,6 49 28,2
Necromys lasiurus 5 41,7 7 58,3 12 6.9
Holochilus sciureus 3 33,3 6 66,7 9 5,2
Oryzomys subflavus 2 66,7 1 33,3 3 1,7
Galea spixii 1 333 2 66,7 3 1,7
Total 95 79 174 100

6.2 Diagnéstico parasitologico: cultura e pesquisa direta

47

Foram realizados 174 indculos em meio de cultivo NNN modificado de material de

baco dos roedores silvestres e sinantropicos eutanasiados, no entanto, nenhum isolamento foi

obtido.

Utilizando o método de pesquisa direta, na busca de formas amastigotas de

Leishmania spp., foi observada presenga de amastigotas em 9,52% (2/21) das laminas de

imprint de pele. Em laminas de imprint oriundas de bago, foram visualizadas amastigotas em

4,65% (2/43) e em esfregaco sanguineo 2,32%, o que corresponde a 1 de 43 laminas. Todos

os animais positivos na pesquisa direta de Leishmania spp., foram positivos, através da

técnica de PCR, para a deteccdo de Leishmania (Viannia) spp.

6.3 Diagnéstico molecular: PCR especifica para o subgénero Viannia

Foram analisadas por PCR para deteccdo de Leishmania (Viannia) spp., 517 amostras

oriundas de 174 roedores silvestres e sinantropicos sendo: 170 amostras de pele, 174 amostras

de bago, e, 173 amostras de figado. Nenhum dos 174 roedores silvestres e sinantropicos

analisados apresentou resultado positivo simultaneo para as trés amostras analisadas (pele,

baco e figado).
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Foram analisadas 170 amostras de pele apresentando positividade em 26,5%, 45 no

total. Como exemplo, podemos observar na figura 13, amostras positivas de pele dos

roedores. Nao houve significancia estatistica (p=0,8962) quando comparamos os resultados de

infeccdo de pele de roedores em relagdo as espécies (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados de infec¢ido natural por Leishmania spp. através da PCR utilizando oligonucleotideos
iniciadores B1/B2 a partir de amostras de pele de roedores silvestres e sinantropicos capturados na
localidade de Imbu, Vicéncia-PE, no periodo de marco de 2008 a setembro de 2009.

Espécie N PCR+ %

Nectomys squamipes 97 27 27,8
Rattus rattus 46 12 26,1
Necromys lasiurus 12 2 16,7
Holochilus sciureus 9 33,3
Oryzomys subflavus 0 0,0
Galea spixii 3 1 33,3
Total 170 45 26,5

Nota:

N=n° amostras de pele analisadas

PCR+ = amostras positivas na PCR

p=0,8962

PM C+ C- 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 PM

750 pb

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo, mostrando
produtos de PCR de amostras de pele de animais silvestres e sinantrépicos amplificados a partir

de oligonucleotideos iniciadores especificos para o subgénero Viannia.

Nota: Amostras de pele de animal silvestre (1-12) controle negativo (C-) e controle positivo (C+). O
produto de amplificagdo de 750 bp encontra-se indicado por seta. PM, marcador de peso molecular A

+ Hind 111 (23,1, 9,4, 6,6, 4,4, 2,3, 2,0 € 0,56 kb).
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6.3.2 Amostras de baco dos roedores silvestres e sinantrépicos

A PCR descrita por de Bruijn e Barker (1992), capaz de identificar infec¢des causadas
por parasitos do subgénero Viannia, foi positiva em 21 amostras (12,1%) do total de 174
amostras de baco analisadas. A figura 14 ilustra resultado de PCR de amostras de bago
positivas. Comparando a infeccdo natural de amostras de bago detectada pela PCR, em

relagdo as espécies estudadas, ndo houve significancia estatistica com p= 0,5424 (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados de infec¢ido natural por Leishmania spp. através da PCR utilizando oligonucleotideos
iniciadores B1/B2 a partir de amostras de baco de roedores silvestres e sinantropicos capturados na
localidade de Imbu, Vicéncia-PE, no periodo de marco de 2008 a setembro de 2009.

Espécie N PCR+ %
Nectomys squamipes 98 11 11,2
Rattus rattus 49 8 16,3
Necromys lasiurus 12 0 0,0
Holochilus sciureus 2 22,2
Oryzomys subflavus 0 0,0
Galea spixii 0 0,0
Total 174 21 12,1

Nota:

N=n° amostras de bago analisadas
PCR+ = amostras positivas na PCR
p=0,5424

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo, mostrando
produtos de PCR de amostras de baco de animais silvestres e sinantrépicos amplificados a
partir de oligonucleotideos iniciadores especificos para o subgénero Viannia.

Nota: Amostras de bago de animal silvestre (1-12) controle negativo (C-) e controle positivo (C+). O
produto de amplificagdo de 750 bp encontra-se indicado por seta. PM, marcador de peso molecular A
+ Hind 111 (23,1, 9,4, 6,6, 4,4, 2,3, 2,0 ¢ 0,56 kb).
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6.3.3 Amostras de figado dos roedores silvestres e sinantrépicos

Das 173 amostras analisadas de figado dos animais, 5 (2,9%) foram consideradas
positivas para subgénero Viannia. Na figura 15, observamos amostra de figado positiva de um
roedor Nectomys squamipes. A analise estatistica comparando a infec¢do natural em relagdo

as espécies ndo apresentou significancia (p=0,8577) (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados de infec¢ido natural por Leishmania spp. através da PCR utilizando oligonucleotideos
iniciadores B1/B2 a partir de amostras de figado de roedores silvestres e sinantrépicos capturados na
localidade de Imbu, Vicéncia-PE, no periodo de marco de 2008 a setembro de 2009.

Espécie N PCR+ %
Nectomys squamipes 97 4 4,1
Rattus rattus 49 1 2,0
Necromys lasiurus 12 0 0,0
Holochilus sciureus 9 0 0,0
Oryzomys subflavus 0 0,0
Galea spixii 0 0,0
Total 173 5 2,9
Nota:
N=n° amostras de figado analisadas
PCR+ = amostras positivas na PCR
p=0,8577
PM C+ C- 1 2 3 4 S 6

750 pb

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo, mostrando
produtos de PCR de amostras de figado de animais silvestres e sinantrépicos amplificados a
partir de oligonucleotideos iniciadores especificos para o subgénero Viannia.

Nota: Amostras de figado de animal silvestre (1-6) controle negativo (C-) e controle positivo (C+). O
produto de amplificagdo de 750 bp encontra-se indicado por seta. PM, marcador de peso molecular A
+ Hind 111 (23,1, 9,4, 6,6, 4,4, 2,3, 2,0 ¢ 0,56 kb).
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Do total de testes positivos através de PCR em tecidos de seis espécies analisadas, foi
verificada a infeccdo natural em cinco: Nectomys squamipes, Rattus rattus, Necromys
lasiurus, Holochilus sciureus e Galea spixii. A espécie Oryzomys subflavus ndo apresentou
infec¢do natural por Leishmania (Viannia) spp. O percentual total de positividade foi de
35,6% (62/174). Nao foi possivel atribuir que o dado foi significativamente estatistico (p=

0,5273), quando foi comparado infecc¢do entre as diferentes espécies (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados da infeccio natural por Leishmania (Viannia) spp., através de PCR, em roedores
silvestres e sinantrépicos capturados na localidade de Imbi, Vicéncia-PE, no periodo de marco de 2008 a
setembro de 2009.

Espécie N PCR+ %

Nectomys squamipes 98 35 35,7
Rattus rattus 49 20 40,8
Necromys lasiurus 12 2 16,7
Holochilus sciureus 9 4 444
Oryzomys subflavus 3 0 0,0
Galea spixii 3 1 33,3
Total 174 62 35,6

Nota:
N= n° animais analisados

PCR+ = positivos em 1 ou mais tecidos na PCR
p=0,5273

Entre as espécies de Nectomys squamipes, capturadas em area de varzea e resquicios
de mata atlantica do extradomicilio (Figura 16), analisados para detec¢do de DNA de
Leishmania (Viannia) spp., verificamos que 35,7% (35/98) encontravam-se infectados
naturalmente. Dentre esses animais, 28 apresentaram resultado positivo em apenas uma
amostra: 20 em pele, seis em bago e dois em figado; sete animais positivos em duas amostras:
cinco positivos em amostras de pele e bago, e, dois positivos em amostras de pele e figado
(Tabela 7).
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Figura 16. Roedor silvestre Nectomys squamipes.
Fonte: Sawaya (2010).

Considerando os espécimes de Rattus rattus (Figura 17) capturados nos trés ambientes
de captura: intra, peri e extradomicilio (plantagdes de milho), verificamos que 40,8% (20/49)
destes apresentaram infec¢do natural por Leishmania (Viannia) spp. Os resultados das
analises utilizando PCR consideraram os tecidos positivos, demonstrando que 11 exemplares

foram positivos apenas para pele, oito positivos apenas em baco € um positivo para pele e
figado (Tabela 7).

Figura 17. Roedor sinantrépico Rattus rattus.
Fonte: Brasil (2007).

A espécie Necromys lasiurus (Figura 18), encontrada nas plantacdes, capinzais e
resquicios de mata atlantica do extradomicilio, apresentou um percentual de 16,7% (2/12) de

sua populacdo infectada naturalmente, sendo detectada através da positividade de amostras de
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pele em PCR. Todas as amostras de bago e figado examinadas apresentaram resultados

negativos (Tabela 7).

Figura 18. Roedor silvestre Necromys lasiurus.
Fonte: Brasil (2007).

Considerando a espécie Holochillus sciureus (Figura 19), capturada no extradomicilio
(area de varzeas e resquicios de mata), foi observado um percentual de 44,4% (4/9) dos
espécimes capturados, quando detectado por PCR. Dois animais apresentaram infeccao
somente em pele, um animal em bago e um animal apresentou infec¢do em dois tecidos (baco
e pele). Nas amostras de figado analisadas ndo foi detectada infec¢do por Leishmania

(Viannia) spp. (Tabela 7).

Figura 19. Roedor silvestre Holochillus sciureus.
Fonte: Sawaya (2010).
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Dos trés exemplares de Galea spixii (Figura 20) capturados em area de capinzais do
extradomicilio, apenas um (33,3%) apresentou infeccdo por Leishmania (Viannia) spp.,

obtendo-se positividade em uma amostra de pele analisada por PCR (Tabela 7).

Figura 20. Roedor silvestre Galea spixii.
Fonte: Marinho Junior (2009k).

Tabela 7. Resultados de PCR para infec¢io natural por Leishmania (Viannia) spp., através de PCR,
considerando os diferentes tecidos de roedores silvestres e sinantrépicos capturados na localidade de
Imbii, Vicéncia - PE, no periodo de marco de 2008 a setembro de 2009.

PCR
Espécie Total
P+ B+ F+ P+/B+ P+/F+

Nectomys squamipes 20 6 2 5 2 35
Rattus rattus 11 8 0 0 1 20
Necromys lasiurus 2 0 0 0 0 2
Holochilus sciureus 2 1 0 1 0 4
Oryzomys subflavus 0 0 0 0 0 0
Galea spixii 1 0 0 0 0 1

Total 36 15 2 6 3 62

Nota:

P+ = Animais com apenas amostras de pele positivas

B+ = Animais com apenas amostras de baco positivas

F+ = Animais com apenas amostras de figado positivas
P+/B+ = Animais com amostras de pele e bago positivas
P+/F+ = Animais com amostras de pele e figado positivas

Considerando os 174 espécimes eutanasiados por ambiente de captura, trés animais
foram capturados no intradomicilio, sete no peridomicilio ¢ 164 no extradomicilio. Nas
capturas de intra e peridomicilio apenas a espécie Rattus rattus foi encontrada. Em relagdo aos

animais capturados no intradomicilio, Rattus rattus (33,33%) apresentou positividade quando

Mestrado Académico em Savde Publica



55
MARINHO-JUNIOR, J.F. Identificagcdo de hospedeiros reservatorios...

analisado através da técnica de PCR. Na analise realizada em sete espécimes de Rattus rattus
capturados no peridomicilio, cinco (71,4%) foram positivos na PCR e no extradomicilio foi
encontrado um percentual de positividade de 35,9% (14/39).

Num contexto geral, quando foi comparada a infec¢do entre as diferentes amostras
(pele, bago e figado) e o ambiente de captura (intradomicilio, peridomicilio e extradomicilio),
houve diferenga significativa unicamente com a amostra de pele e o local de captura
(p=0,0208), como demonstrado na Tabela 8. Comparando a infeccdo por Leishmania
(Viannia) spp. em relacdo ao sexo dos animais, ndo houve diferenga significativa conforme

demonstrado na Tabela 9.

Tabela 8. Comparaciio entre a infec¢ido por Leishmania (Viannia) spp. dos diferentes tecidos em relaciio ao
ambiente de captura, de roedores silvestres e sinantropicos capturados na localidade de Imbi, Vicéncia -
PE, no periodo de marco de 2008 a setembro de 2009.

Ambiente de captura

Variaveis Extradomicilio Intradomicilio Peridomicilio p-valor
N % N % N %

Pele

Neg 121 75,62 2 66,67 2 28,57 0,0208

Pos 39 24,38 1 33,33 5 71,43

Baco

Neg 143 87,2 3 100 7 100 0,7281

Pos 21 12,8 0 0 0 0

Figado

Neg 159 97,55 3 100 6 85,71 0,2602

Pos 4 2,45 0 0 1 14,29

Tabela 9. Comparacio entre a infeccio por Leishmania (Viannia) spp. e o sexo dos roedores silvestres e
sinantrépicos capturados na localidade de Imbu, Vicéncia - PE, no periodo de marco de 2008 a setembro
de 2009.

Infeccéo
Sexo Positivo Negativo p-valor
N % N %
Fémea 52 46,43 27 43,55 0.8364
Macho 60 53,57 35 56,45
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7 DISCUSSAO

Todas as formas de leishmaniose nas Américas sdo zoonoses (LAINSON; SHAW,
2005). H4 véarios anos, alguns grupos de pesquisa, tem contribuido com a busca de
hospedeiros reservatorios envolvidos nos ciclos enzodtico e zoonético, com hipoteses que
especulam e comprovam o papel de diferentes animais silvestres como reservatorios de
Leishmania que causam a forma tegumentar.

Estudos tém demonstrado que roedores silvestres possuem papel fundamental na
transmissdo, atuando como reservatorios. Varios achados comprovaram esta tese, e acredita-
se que os principais reservatorios de L. amazonensis sejam os roedores do género Proechymis.
J& os reservatdrios principais de L. guyanensis sdo edentados como o tamandud e a preguica
(LAINSON et al., 1981; SHAW; LAINSON, 1998).

No Brasil, depois de varios anos de estudo, sdo poucos os reservatérios de L.(V.)
braziliensis comprovados. Necromys lasiurus, Nectomys squamipes e Rattus rattus foram
apontados, respectivamente, como reservatorios primarios e secundario de L. (V.) braziliensis
(BRANDAO-FILHO et al., 2003). O padrdo de transmissdo dessa espécie é extremamente
complexo em fun¢do de varios ecotopos onde este parasito € prevalente. Em microambientes
diferentes, a transmissdo envolve diversas espécies de flebotomineos ou ainda a mesma
espécie apresentando habitos modificados e diferentes espécies de mamiferos. Estudos tém
demonstrado que o padrdo de transmissdo da LTA varia de acordo com particularidades de
cada regido, o que dificulta bastante os mecanismos de controle, sugerindo agdes especificas
voltadas para cada foco endémico. A L. (V.) braziliensis é o agente causal mais comum de
LTA no Brasil e na América Latina (BRANDAO-FILHO et al., 1999; GONTIO et al., 2002;
PASSOS et al., 1993).

No estado de Pernambuco, 60% dos casos de LTA concentram-se na Zona da Mata
(BRANDAO-FILHO et al., 2003), regido em que predomina a cultura da cana de agtcar,
plantagdes de banana e mandioca, dentre outras, e, onde grande parte da populagdo reside em
areas rurais, com ocupag¢do em atividades agricolas. No municipio de Vicéncia, onde
predominam as culturas da cana de agucar e banana, mais de 60% da populacdo reside na area
rural. Segundo dados do SINAN e da Secretaria Municipal de Saide de Vicéncia, foram
registrados no periodo deste estudo (2008-2009), 90 casos de LTA, e destes, mais de 90%
foram notificados na localidade de Imbu, envolvendo pacientes de todas as faixas etarias,

inclusive criangas, o que sugere uma provavel domiciliagdo da endemia, podendo, os roedores
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e os animais domésticos presentes no intra e peridomicilio participar efetivamente do ciclo de
transmissao.

Durante o século XX, foram registrados em varias regides das Américas, achados
referindo-se a L. braziliensis em diversos mamiferos silvestres e sinantropicos, isto baseando-
se apenas em caracteristicas morfoldgicas do parasito ao microscopio Optico ou no
comportamento de crescimento deste parasito em meio de cultura e ou em animais de
experimentacdo como o hamster, considerado o modelo mais sensivel a infeccdo
(FORATTINI et al.,, 1972; LAINSON; SHAW, 1979; MAYRINK et al.,, 1979). As
dificuldades para o isolamento e identificagdo dos parasitos, particularmente L. braziliensis,
contribui para manutencdo da transmissdo em dareas onde os reservatorios naturais sdo
geralmente desconhecidos.

Diversos estudos, utilizando principalmente abordagens moleculares, tém
demonstrado a participagdo de roedores silvestres e sinantropicos nos ciclos de transmissdo da
LTA, enfatizando a diversidade ndo so de reservatdrios, mas também de agentes etiologicos e
vetores, que configuram atributos particulares no padrdo de transmissdo da LTA em cada
regido. O teste de PCR tem sido uma ferramenta muito util nos estudos epidemioldgicos,
tendo em vista a limitacdo do diagnostico parasitoldgico da infecgdo através do isolamento e
tipagem de espécies como L. (V.) braziliensis (BRANDAO-FILHO; SHAW, 2006).

A diversidade da fauna de roedores silvestres e sinantropicos capturados em Imbu,
Vicéncia — PE, demonstra que n3o ha diferenca significativa entre as espécies e infecgdo,
reforcando a hipdtese de que todas as espécies de roedores silvestres e sinantropicos possuem
a mesma importancia, do ponto de vista estatistico, no ciclo de transmissdo da LTA. Por outro
lado, destaca-se um papel diferenciado de Rattus rattus, espécie provavelmente envolvida no
ciclo doméstico zoondtico de transmissdo, estabelecido no intra e peridomicilio.

Através da abordagem da PCR para detec¢do de Leishmania do subgénero Viannia, foi
obtida no presente estudo, uma positividade de 35,6% (62/174) para os animais silvestres e
sinantrépicos examinados, sendo positivas amostras de pele, bago e figado, provenientes de
cinco diferentes espécies: Nectomys squamipes, Rattus rattus, Necromys lasiurus,
Holochlillus sciureus e Galea spixii. Apenas a espécie Oryzomys subflavus ndo apresentou
positividade, o que ndo descarta a participacdo dessa espécie como reservatorio, pois ha
estudos que demonstram sua infeccdo por espécies de Leishmania do subgénero Viannia
(GRIMALDI; TESH, 1993; MELO 2008; OLIVEIRA et al.,, 2005) e Leishmania
(GRIMALDI; TESH, 1993). Em Cuiab4, no estado de Mato Grosso, foi detectada a infec¢ao
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por Leishmania (Viannia) braziliensis em 23,86% (21/84) da fauna de roedores (FREITAS,
2010).

Nossos achados corroboram com estudos anteriores sobre hospedeiros reservatorios na
Zona da Mata pernambucana, onde na Mata Sul, municipio de Amaraji, 17,6% dos animais
silvestres e sinantropicos apresentaram, através de PCR, infec¢do por Leishmania (Viannia)
spp. Nectomys squamipes, Necromys lasiurus, Rattus rattus € Holochlillus sciureus, obtendo
inclusive seis isolados de L. (V.) braziliensis dos roedores Necromys lasiurus (5/6) e Rattus
rattus (1/6) (BRANDAO-FILHO et al., 2003). J4 na Mata Norte, municipio de Sdo Vicente
Férrer, 9,32% dos animais apresentaram infeccdo por Leishmania (Viannia) spp. Nectomys
squamipes, Rattus rattus e Holochlillus sciureus, com um isolamento de Leishmania
(Viannia) braziliensis no roedor Nectomys squamipes (LIMA, 2007).

A pele dos animais examinados foi o tecido que apresentou maior positividade 26,5%
(45/174). Outros estudos ja demonstraram a infec¢do por Leishmania spp. em pele de animais
silvestres e sinantropicos através da detecgdo de DNA por PCR. Em Minas Gerais, foi obtida
uma positividade de 6,4%, sendo detectados DNA de Leishmania dos complexos braziliensis
e donovani em amostras de pele de algumas espécies de roedores silvestres assintomaticos
(OLIVEIRA et al., 2005). Em Mato Grosso, 7,95% de amostras de pele oriundas de roedores
apresentaram infec¢do por Leishmania subgénero Viannia (FREITAS, 2010). Estudos na
Zona da Mata Sul em Pernambuco apresentaram 17,6% de positivos (BRANDAO-FILHO et
al., 2003), enquanto que na Mata Norte, municipio de Sdo Vicente Férrer, 18,64% das
amostras foram positivas para Leishmania (Viannia) spp. (LIMA, 2007). Em todos os estudos
realizados, a espécie Rattus rattus apresenta evidéncias de infec¢do por Leishmania spp. Esta
espécie apresenta comportamento tipico em ambiente doméstico, todavia parece ser muito
comum em areas endémicas de LTA no Brasil, podendo estar diretamente relacionada com o
ciclo zoonético de transmissao.

Em relag¢do aos achados encontrados em amostras de bago dos roedores silvestres, o
indice de 12,1% (21/174) dos animais naturalmente infectados por Leishmania (Viannia) spp.,
pertencentes as espécies Nectomys squamipes, Rattus rattus e Holochillus sciureus, sdo
menores que os achados encontrados na Zona da Mata Sul de Pernambuco por Brandao-
Filho et al. (2003), que detectaram 16% de positividade de bago de roedores, enquanto que
Lima (2007), ndo detectou a infec¢do por Leishmania neste tecido. Em Minas Gerais estudo
demonstrou que 7,29% das amostras de baco de roedores apresentavam infec¢do por

Leishmania spp (MELO, 2008).
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Os resultados, utilizando abordagem molecular, a partir de tecido hepatico dos
roedores, apresentaram 2,9% (5/174) de positividade. Considerando apenas os resultados de
figado para diagnostico da infec¢@o, dois animais foram positivos nessa amostra. Esses
resultados divergem de um estudo realizado em Minas Gerais, onde 15,25% das amostras de
figado de roedores foram positivas, constituindo neste estudo, as amostras de figado como
principal érgio de infeccdo por Leishmania spp., nos roedores oriundos do municipio de Belo
Horizonte - MG (MELO, 2008).

Apesar de ser conhecida a dificuldade de crescimento do parasito em meio de cultura,
o cultivo in vitro é fundamental, pois permite o isolamento de Leishmania para posterior
identifica¢do e caracterizagdo da espécie. Embora tenhamos obtido elevada positividade em
PCR (35,6%) e encontrado amastigotas na pesquisa direta de imprint de pele (9,52%), bago
(4,65%) e esfregaco (2,32%) dos roedores eutanasiados, infelizmente ndo foi possivel o
isolamento do parasito. A dificuldade no isolamento de Leishmania (Viannia) spp. ja foi
relatada por Brandao-Filho e Shaw (2006). Os autores atribuem o sucesso no isolamento de
Leishmania spp. ao periodo em que os animais apresentam parasitemia elevada. Entretanto, os
fatores que controlam os niveis do parasito em reservatorios silvestres ainda sdo
desconhecidos.

Embora a maior parte da detec¢do molecular de infeccdo por Leishmania (Viannia)
spp. tenha sido obtida em analise de pele dos roedores 72,58%(45/62), a positividade
encontrada em baco e figado, associada a achados de outros estudos, sugerem uma circulagio
do parasito em todo o organismo dos roedores. Em alguns casos, a infec¢do nestes orgaos,
apresenta inclusive, maior positividade quando comparados aos resultados de pele (MELO,
2008), sugerindo diferentes comportamentos do parasito em hospedeiros reservatdrios. O
comportamento parasitario estd intimamente relacionado ao tropismo celular, ao alvo
preferencial, onde estdo relacionados mecanismos imunoldgicos e moleculares envolvidos
durante o processo de infeccao.

De especial importancia ao presente estudo, os resultados de positividade de Galea
spixii, constituem primeiro relato na literatura de infeccdo dessa espécie por Leishmania
(Viannia) spp., apontando-a com possivel hospedeiro reservatério no ciclo de transmissdo da
LTA na Zona da Mata Norte de Pernambuco. Em Pernambuco, ja ha relatos de Galea spixii
atuando como possivel reservatorio de Leishmania infantum chagasi (dados nao publicados
de grupo de pesquisa). Desta forma, para ajudar a melhor esclarecer o papel desses roedores
como hospedeiros de Leishmania, sdo necessarios mais estudos sobre a participacdo desta

espécie nos ciclos de transmissdo da LVA (BARBOSA et al., 2008) e LTA.
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As espécies Didelphis albiventris, Monodelphis domestica ¢ o exemplar de Marmosa
spp., que foram devolvidos ao campo, apesar de ndo terem participado das andlises, podem
efetivamente, também participar do ciclo de transmissdo, pois existem relatos na literatura que
demonstram a infec¢do destes animais por Leishmania (Viannia) spp. (BRANDAO-FILHO et
al., 2003; FREITAS, 2010; MELO, 2008).

Durante os estudos sobre reservatorios em Vicéncia, também foi realizado,
paralelamente, pesquisa sobre flebotomineos vetores de Leishmania spp. na regido, que
apresentou a espécie Lutzomyia whitmani como a principal espécie encontrada no peri e
intradomicilio, corroborando esse resultado com os achados de Brandao-Filho et al. (2003)
que incriminaram esta espécie como vetor de Leishmania (Viannia) braziliensis na Mata Sul,
obtendo inclusive, isolamento de L. (Viannia) braziliensis (BRANDAO-FILHO et al., 2003;
BRITO et al., 2009). J4 no extradomicilio, ambiente caracterizado principalmente por
plantacdes e resquicios de mata atlantica, resultados obtidos sobre vetores, ainda ndo
publicados por nosso grupo de pesquisa, encontraram Lutzomyia complexa como espécie
predominante da fauna flebotominica, corroborando com resultados de Lima (2007), e
identificaram a infecc¢do natural por Leishmania (Viannia) spp. em um exemplar de Lutzomyia
viannamartinsi. Informac¢do que, além de sugerir a participagdo de outras espécies de
flebotomineos no ciclo de transmissao silvestre de LTA, refor¢a nossos achados no intuito de
identificar e comprovar a participacdo de roedores silvestres e sinantropicos, como
hospedeiros reservatdrios, no ciclo de transmissdo de LTA na localidade de Imbu.

Comparando a infeccdo dos diferentes tecidos (pele, bago e figado) com o local de
captura dos animais, verificou-se como significativamente estatistico (p=0,0208), refor¢ando
que, no peridomicilio, a probabilidade de infec¢do encontrada nos roedores ¢ de 71,43%, o
que demonstra o alto risco de infec¢do existente neste ambiente estudado. Esses achados
corroboram com estudo realizado em Minas Gerais, no qual, 44,44% (12/27) dos animais
capturados no peridomicilio foi detectada a infec¢do por Leishmania spp. (MELO, 2008).
Neste estudo em Minas Gerais foram capturadas no peridomicilio as espécies Didelphis
albiventris, Mus musculus, Rattus rattus e Rattus novergicus. E importante ressaltar, que em
nosso estudo, nos ambientes do peri e intradomicilio, apenas a espécie Rattus rattus foi
encontrada.

Embora ndo tenhamos obtido isolamento de Leishmania spp., a presenga do roedor
Rattus rattus nos domicilios, associados a presenga de casos de LTA, sugerem um elo entre os
ciclos silvestres e domésticos de transmissdo da LTA, com uma provavel participacdo deste

roedor como ligacdo entre os ambientes silvestre e doméstico. Estudos tem demonstrado a
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importincia desta espécie em ambientes urbanos atuando como reservatorio de Leishmania
nas regides metropolitanas de Belo Horizonte-MG (MELO, 2008) e Cuiaba-MT (FREITAS,
2010).

Sabe-se que a detecgdo de infec¢do natural por Leishmania spp. em um roedor ¢ uma
forte evidéncia para suspeita-lo como um hospedeiro reservatorio, porém isto ndo € suficiente
para incrimina-lo como tal. De acordo com Ashford (1996), considera-se reservatorio a
espécie ou o conjunto de espécies que garantem a circulagdo de um determinado parasito na
natureza dentro de um recorte de tempo e espago. Para se definir uma determinada espécie
como reservatorio, ¢ necessario estabelecer também certos pardmetros, como a distribui¢ao
geografica do hospedeiro e do parasito dentro da area de distribuicdo do hospedeiro, a
dindmica das populacdes de hospedeiros no tempo, necessitando ainda de estudos
longitudinais para identificar os efeitos de um determinado parasito na populagdo e/ou
individuo, sua flutuag¢ao sazonal, e estabilidade da infec¢do e transmissibilidade.

A dificuldade de se estabelecer medidas efetivas de controle da LTA ¢é, sobretudo,
resultado de uma complexa associagdo casuistica desta endemia, relacionada com as diversas
manifestagdes clinicas, as limitagdes da terapéutica existente e a diversidade de vetores e
reservatorios envolvidos nos ciclos de transmissdo, principalmente, no que se refere a LTA
causada por L. (V.) braziliensis, protozoario presente em todas as regides brasileiras, que tem
apresentado a cada regido estudada, distintos padrdes de transmissdo, tornando a LTA, um
desafio aos parasitologistas e aos programas de controle.

Neste sentido, este estudo contribui para a identificacdo de hospedeiros reservatorios
envolvidos em area de elevada endemicidade de LTA associada L. (V.) braziliensis, com
evidéncias consistentes sobre a provavel participacdo de pequenos roedores silvestres e
sinantrdpicos na manuten¢do do ciclo zoondtico de transmiss@o. Por outro lado, o estudo
também contribui diretamente com a caracterizagdo do padrio de transmissdo envolvido nesta
regido, contribuindo desta forma para o conhecimento da eco-epidemiologia da LTA em
importante area endémica de colonizag¢do antiga na regido da Mata Atlantica.

Finalmente, em linhas gerais o estudo contribui direta e indiretamente para a melhor
compreensdo sobre aspecto importante da manuten¢do desta endemia, que constitui um
importante problema de saude publica no Brasil e nas Américas, com especial importancia na

regido Nordeste.

Mestrado Académico em Savde Publica



62

MARINHO-JUNIOR, J.F. Identificagcdo de hospedeiros reservatorios...
8 CONCLUSOES
a) A infeccdo natural verificada nos roedores Nectomys squamipes, Rattus rattus,

b)

d)

Necromys lasiurus, Holochilus sciureus e Galea spixii, associada a analise estatistica
demonstra a participagdo de todas as espécies no ciclo de transmissdo da LTA na
localidade de Imbu, Vicéncia.

A infec¢do por Leishmania (Viannia) spp. em Galea spixii, constitue o
primeiro relato na literatura de infeccdo desta espécie por Leishmania do subgénero
Viannia.

As espécies Nectomys squamipes, Necromys lasiurus, Holochilus sciureus e
Galea spixii, atuam no ciclo silvestre enzootico de transmissdo, mantendo o parasito
circulante no ambiente silvestre da regido.

A infeccdo por Leishmania (Viannia) spp. detectada no roedor sinantropico
Rattus rattus indica sua participagdo como hospedeiro reservatdrio do ciclo doméstico
peridomiciliar de transmissao.

Nossos achados na Zona da Mata Norte de Pernambuco associados aos relatos
existentes na literatura indicam Leishmania (Viannia) braziliensis como o provavel

agente etioldgico envolvido com a LTA na localidade de Imbti, Vicéncia - PE.
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De acordo com a Instrug&o Normativa Ibama n°154/2007. , a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasi&o da coleta, devendo esta ser comunicada ao Ibama por meio do relatério de atividades. O transporte do material
biologico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizag&o ou da licenga permanente com a devida anotagéo.
O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituigio cientifica, preferenciaimente
depositado em coleg&o bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Nivel Taxon* Qtde. Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico mais especifico possivel.
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