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MARINHO JUNIOR, José Ferreira. Caracterizac&o da infecciosidade de roedores
silvestres e sinantrépicos como hospedeiros reservatérios envolvidos no ciclo
zoonotico da Leishmaniose Tegumentar Americana associada a Leishmania
(Viannia) braziliensis. 2015. Tese (Doutorado em Saude Publica) — Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2015.

RESUMO

Uma das lacunas relacionadas com a ecoepidemiologia da LTA associada a
Leishmania (Viannia) braziliensis esta relacionada a identificacdo de hospedeiros
reservatorios e flebotomineos que mantém o ciclo de transmissdo. Amaraji,
municipio da Zona da Mata de Pernambuco, apresenta importante incidéncia da
LTA. Este estudo objetivou caracterizar a infecciosidade de roedores silvestres e
sinantropicos a L. (V.) braziliensis como reservatérios envolvidos na manutencéao do
ciclo zoondético na regido, através do diagnéstico de infec¢do natural por L. (V.) spp
detectado por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa);
xenodiagnoésticos utilizando Lutzomyia longipalpis ou Lutzomyia whitmani em
roedores infectados; e, avaliacdo da interrupcao de exposicdo a transmissao. Estudo
experimental realizado entre maio/2012 e agosto/2014, capturou-se 638 roedores
pertencentes a 11 diferentes espécies, com predominancia de Nectomys squamipes
38,3% (245/638), e, Rattus rattus 23,2% (148/638). Foram marcados com microchips
603 animais, e, realizadas 394 recapturas. Foram obtidos DNA de pele e sangue dos
roedores a cada captura/recaptura. Em 176 (29,2%) roedores detectou-se infeccao.
Foram realizados 51 xenodiagnosticos (46 L. whitmani; 5 L. longipalpis), onde
infectaram-se 72,58% (1400/1929) dos flebotomineos. N&o foram identificadas
diferengas quanto as espeécies vetoras. Roedores foram infectivos aos vetores
independentemente da carga parasitaria da infeccdo natural. Foi verificada
diminuicdo da carga parasitaria dos roedores em laboratério. A infeccdo natural por
L. (Viannia.) spp detectada nos roedores, indicam que N. squamipes e N. lasiurus
atuam como reservatorios primarios e, R. rattus, como reservatério secundario no
ciclo de transmissséo da LTA na regido.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar — epidemiologia. Leishmania (Viannia)
braziliensis - parasitologia. Hospedeiros reservatorios, vetores.



MARINHO JUNIOR, José Ferreira. Characterization of infectivity of wild and
synanthropic rodents as reservoir hosts involved in the zoonotic cycle of
American Cutaneous Leishmaniasis associated with Leishmania (Viannia)
braziliensis. 2015. Thesis (Doctor Degree in Public Health) — Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes, Fundacédo Oswaldo Cruz, Recife, 2015.

ABSTRACT

One of the gaps related to ACL (American Cutaneous Leishmaniasis) eco-
epidemiology associated with Leishmania (Viannia) braziliensis is related to
identification of reservoir hosts and sand flies that keeps the transmission cycle.
Amaraji, municipality of Zona da Mata of Pernambuco state, show a significant
incidence of ACL. This study aimed to characterize the infectivity of wild and
synanthropic rodents to L. (V.) braziliensis as reservoirs involved in maintaining the
zoonotic cycle in the region, through the diagnosis of natural infection with L. (V.) spp
detected by gPCR (quantitative Reaction Polymerase Chain); xenodiagnoses using
fed sandflies (Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia whitmani) on infected rodents;
and evaluation of exposure to interrupt transmission. Experimental study conducted
between may/2012 and august/2014 was captured 638 rodents of 11 various
species, with a predominance of Nectomys squamipes 38.3% (245/638), and Rattus
rattus 23.2% (148/638). They were mark with microchips 603 rodents, and performed
394 recaptures. DNA samples were obtained from skin and blood of rodents every
capture / recapture. In 176 (29.2%) was detected rodents infection. 51 xenodiagnosis
were performed (46 use L. whitmani and 5 use L. longipalpis), where an infected
72.58% (1400/1929) of sand flies. No differences were identified as the vector
species. Rodents were infectious to vectors regardless of the load parasite of
infection. It was observed decrease in parasite load of laboratory rodents. Natural
infection by L. (V.) spp in rodents indicate that N. squamipes and N. lasiurus act as
primary reservoirs and R. rattus as secondary reservoir in transmission cycle of LTA
in region.

Key-words: Cutaneous Leishmaniasis — prevention & control. Leishmania braziliensis
- parasitology. Disease reservoirs.
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20

1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo antropozoonoses causadas por diferentes protozoarios
pertencentes ao género Leishmania, da famila Trypanosomatidae, apresentando-se
sob duas formas clinicas: leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral
(LV). A forma LT acomete pele, cartilagens e mucosas, ja a LV, acomete visceras,
principalmente, baco e figado, nas Américas, sdo denominadas leishmaniose
tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral americana (LVA) (LAINSON;
SHAW, 1998; MICHALICK; NEVES; MELO, 2005).

Atualmente, as leishmanioses estédo incluidas no rol de doencas tropicais
negligenciadas, sendo consideradas prioritarias nos programas e acdes da
Organizacdo Mundial de Satude (BRASIL, 2010; ORGANIZACAO MUNDIAL SAUDE,
2015). Do ponto de vista da saude publica, as leishmanioses sdo consideradas um
grande problema de saude no mundo devido a sua complexidade epidemioldgica,
onde em seus ciclos de transmissdo, participam diversos agentes etioldgicos,
vetores e hospedeiros (BRASIL, 2007).

Varias espécies de leishmanias estdo envolvidas na transmissdo da LTA
(BRASIL, 2010). Dentre essas, destaca-se Leishmania (Viannia) braziliensis que é a
espécie encontrada em todas as unidades federadas, sendo a mais predominante
envolvida com a LTA no Nordeste brasileiro (BRANDAO-FILHO et al., 2003; BRITO
et al., 2009).

Poucos estudos relacionados a ecoepidemiologia da LTA associada a L. (V.)
braziliensis estao relacionados com a identificacdo de hospedeiros reservatérios e
flebotomineos que mantém o ciclo de transmissdo do parasito. Embora tenhamos
obtidos alguns avancos no conhecimento sobre o potencial de pequenos roedores
silvestres e sinantropicos como hospedeiros reservatérios desta espécie (ANDRADE
et al., 2010; BRANDAO-FILHO et al., 2003), ainda sdo necessarios mais estudos
sobre o papel categérico das espécies em relacdo a infecciosidade para
flebotomineos a fim de reforcar a hipétese sobre seu importante papel na
manutencdo da LTA associada a L. (V.) braziliensis no Brasil (BRANDAO-FILHO et
al., 2003).

Estudos longitudinais desenvolvidos nos ultimos anos na Zona da Mata de
Pernambuco, evidenciaram diferentes aspectos relacionados a ecoepidemiologia da

LTA associada a L. (V.) braziliensis, com importantes contribui¢cbes relacionadas a
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prevaléncia e a forca da infec¢cédo na populagdo humana, caracterizagédo da fauna de
flebotomineos e identificacdo de provaveis hospedeiros reservatorios envolvidos na
manutencdo da endemia nesta regido (BRANDAO-FILHO et al., 1994, 1999, 2003).
Nestes estudos, avaliando a infec¢do natural em animais silvestres, sinantropicos e
domésticos, foram identificados roedores silvestres das espécies Necromys lasiurus
e Nectomys squamipes, e o roedor sinantropico, rato doméstico (Rattus rattus),
como provaveis reservatorios primarios e secundario, respectivamente, de L. (V.)
braziliensis nesta regido, (BRANDAO-FILHO et al., 2003; LIMA et al., 2013;
MARINHO-JUNIOR, 2010). Lutzomyia whitmani parece ser a principal espécie de
flebotomineo envolvida na transmissdo, tendo em vista o resultado obtido de
infeccdo natural por L.(V.) braziliensis com amostra pertencente ao mesmo
zimodemo verificado em amostras isoladas de pacientes (BRANDAO-FILHO et al.,
2003).

Para considerar uma determinada espécie como hospedeiro reservatério ou
vetor, sdo utilizados como parametros critérios classicos preconizados por Ashford
(1996) e Killick-Kendrick (1990). Dentre outras evidéncias verificam-se a abundancia
da espécie na fauna e ecétopos mutuamente comuns; que esta seja encontrada
naturalmente infectada por Leishmania spp, caracterizada pelos métodos classicos
de tipagem; que a espécie do parasito seja a mesma isolada em paciente na
populacao residente daquela regido; e, que seja demonstrado categoricamente que
este hospedeiro é capaz de infectar o flebotomineo e que este seja capaz de
transmitir a infeccdo para outro espécime do hospedeiro (ASHFORD, 1996;
KILLICK-KENDRICK, 1990).

Conforme o0s postulados classicos para incriminacdo de espécies como
hospedeiros reservatérios e vetores, propostos respectivamente por Ashford (1996)
e Killick-Kendrick (1990), foram obtidos resultados nos estudos de Brandao-Filho et
al. (2003) que evidenciam espécies de roedores como reservatorios de L. (V.)
braziliensis. Nos estudos no municipio de Amaraji, localizado na Zona da Mata de
Pernambuco, foram obtidos isolados de L. (V.) braziliensis em roedores. Estes
isolados foram caracterizados categoricamente através de isoenzimas e
apresentaram o mesmo zimodemo (IOC-74) encontrado em pacientes da regido e
no flebotomineo L. whitmani (BRANDAO-FILHO et al., 2003; BRITO et al., 2009).

Nas zoonoses, 0 entendimento da epidemiologia da infeccdo em hospedeiros

reservatorios é essencial para planejar o controle de infeccdo humana (BRANDAO-
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FILHO; SHAW, 2006). Em particular, é necessario saber: (i) a intensidade de
transmissdo entre espécies de roedores, sumarizados pelo numero basico de
reproducdo, (ii) RO, a propor¢cao de cada populacdo de roedores que é infecciosa
para flebotomineos, (iii) e a localizacdo do (s ) ecotopo (s) de maior transmissao
como alvo de controle. RO é definido como a média do numero de casos
secundarios decorrentes de um caso primario em uma populacdo suscetivel
(GARRETT-JONES, 1964; MACDONALD, 1957). Para uma espécie de parasito
persistir em uma populacdo de hospedeiro, ela deve ter RO =2 1 (ANDERSON; MAY;
ANDERSON, 1992). Quando vérias espécies de hospedeiros podem ser infectadas,
como na leishmaniose cutanea zoondtica, genericamente denominada leishmaniose
tegumentar americana (LTA), € possivel dividir as espécies epidemiologicamente em
hospedeiros primarios, secundarios e acidentais (HAYDON et al., 2002).

Com relacdo aos hospedeiros de uma endemia, sdo classificados primarios,
aqueles que podem manter o RO superior a 1, na auséncia de outros hospedeiros,
desta forma o parasito pode persistir indefinidamente nesta populacdo de
hospedeiro. Entretanto, os hospedeiros secundarios, sdo aqueles que podem
transmitir a infeccdo, de modo que RO é aumentada, mas ndo conseguem manter a
transmissdo do parasita, na auséncia de hospedeiro (s) primario (s). Os hospedeiros
classificados como acidentais, sdo aqueles que podem ser infectados, mas
normalmente ndo transmitem o parasita e, portanto, ndo tém efeito sobre R0O. O
controle da transmissdo do parasita pelo reservatério primario pode eliminar a
doenca, reduzindo RO abaixo de 1. O controle voltado para reservatérios
secundarios pode reduzir o RO, mas ndo pode levar a eliminacdo, enquanto que o
controle dirigido ao reservatoério acidental ndo afetarda RO (HAYDON et al., 2002).

A magnitude do RO também fornece uma medida da dificuldade de controle
da doenca, pois o esforco (E) necessario para eliminar a infeccdo (ou seja, a
unidade de RO <1), E> 1-1/R0. Desta forma, RO pode ser estimada, utilizando a
prevaléncia de infeccdo do hospedeiro, ou a incidéncia de infec¢cdo do hospedeiro e
expectativa de vida de acolhimento. Mas estimativas precisas requerem 0 uso de
meétodos sensiveis para detectar a infeccdo (por exemplo, varios testes de
diagnéstico), detalhados estudos longitudinais, ou ambos (DYE et al., 1992;
HASIBEDER et al., 1992). Usando esses métodos, tem sido estimado que para
leishmaniose visceral americana (LVA), RO = 10 e RO = 9 na regido amazénica no
Brasil (COURTENAY et al., 2002b; DYE et al., 1992; QUINNELL et al., 1997). Estes
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dados sugerem que o controle da LVA torna-se dificil, exigindo uma reducdo maior
gue 89% de transmissao para eliminar a infec¢do. Estudos longitudinais na Franca e
Itdlia tém demonstrado uma alta incidéncia (40-92%) por periodo de transmisséao,
sugerindo que a RO nestas areas podem ser igualmente altas (DYE et al. 1993;
OLIVA et al. 2006). Para nosso conhecimento, ndo ha estimativas atualmente
disponiveis para a LTA no Brasil ou em outro local nas Américas.

Por outro lado, a avaliacdo da infecciosidade exige estudos de
xenodiagndéstico. Tais estudos foram realizados em cdes que apresentavam
gravidade variavel de leishmaniose visceral (sintomas clinicos da doenca), tanto na
Europa como na América do Sul. Os resultados mostram que uma alta proporcéo de
cades infectados sdo infectivos para uma alta proporcdo de flebotomineos
alimentados neles, e a proporcao de cdes infectivos aumenta significativamente com
0 aumento da gravidade clinica (QUINNELL; COURTENAY, 2009). Pode haver
também uma maior susceptibilidade de algumas espécies de flebotomineos vetores,
como por exemplo, entre Phlebotomus perniciosus na Europa em comparagdo com
Lutzomyia longipalpis no Brasil. Estas diferencas também devem ser observadas
entre outras espécies de hospedeiros. Com efeito, também pode haver um alto grau
de variacado na proporcdo de flebotomineos infectados quando expostos repetidas
vezes a longos intervalos, por exemplo, entre dias consecutivos (em fase de
elaboracéo)*.

Em estudos realizados sobre a LVA na llha de Marajo, Para constatou-se,
através de estudos longitudinais utilizando modelos matematicos, que o
xenodiagnéstico realizado nos cades domésticos simpatricos e raposas (Cerdocyon
thous), que os cées domésticos sdo o0s reservatorios primarios (R0>1)
(COURTENAY et al., 2002a, 2002b). Anteriormente, acreditava-se que as raposas
seriam um reservatorio significativo para a infeccdo humana (ASHFORD, 2000;
DEANE; DEANE, 1954; 1955), pois apresentam alta prevaléncia de infeccdo com
até 42% dos animais positivos para infeccdo por Leishmania chagasi com altas
taxas de contato com o ambiente peridomeéstico (COURTENAY et al. 1994, 2001;
DEANE; DEANE,1955; LAINSON et al.,1990). No entanto, foi verificado que elas
contribuiram com menos de 9% do total de transmissao e que poderiam ndo manter

a infeccdo, na auséncia de cdes domesticos: RO em raposas foi <1, indicativo de um

1 0. Courtenay, dados nao publicados
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acidente (ou "spill-over") (COURTENAY et al., 2002a). Estes estudos constataram
também que uma alta prevaléncia de infec¢do natural em uma determinada espécie
ndo pode ser tomada como evidéncia desta espécie ser o mais importante
reservatorio, o que reforca a importancia da avaliacdo da infecciosidade em relacéao
a populacdo como um todo e ndo ao nivel de uma Unica especie. Assim, a
importancia de qualquer uma das espécies de roedores em ser um importante
reservatério de L. (V.) braziliensis, vai depender de sua capacidade para transmitir
com sucesso a infeccdo para flebotomineos, ao invés de apenas a sua taxa de
infecg@o natural, e sua capacidade de manter o ciclo de transmisséo na auséncia de

hospedeiros alternativos.

1.1 Aspectos gerais da leishmaniose tegumentar americana

A LTA é uma doenca que apresenta ampla distribuicdo geogréfica no Brasil
com registro de casos em todas as unidades federadas. Segundo dados do Sistema
Nacional de Agravos e Notificacdo (SINAN) tem-se registrado anualmente cerca de
35 mil casos novos de LTA com coeficiente de deteccdo médio de 18,5
caso0s/100.000 habitantes. Nao se inclui nestes dados os casos subnotificados,
decorrente das deficiéncias no sistema de notificagdo compulséria e dos casos de
LTA ocorrerem predominantemente em areas rurais, onde as condi¢cbes de
assisténcia a saude sdo precarias, e, ainda, os casos de cura espontanea (BRASIL,
2007).

A primeira evidéncia da LTA no Brasil, foi descrita por Moreira em 1895, o
qual identificou pela primeira vez a existéncia do botdo endémico dos paises
quentes, chamado “botdo da Bahia” ou “botao de Biskra” (BRASIL, 2007). Em 1908,
houve uma epidemia em Bauru/SP, quando Lindemberg (1909), Carini e Paranhos
(1909) correlacionaram a “Ulcera de Bauru” com o “botdo do Oriente” e 0 seu agente
causal com Leishmania tropica. Carini e Paranhos (1909), fizeram observacgdes
pioneiras de lesdes mucosas confirmadas por demonstracdo de Leishmania. Ja em
1911, Vianna verificou diferengas morfolégicas entre a Leishmania tropica e o
agente etioldgico da Leishmaniose Cutanea (LC) e a denominou de Leishmania
braziliensis. Em 1923, o termo Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) foi
criado, denominando tanto a forma cutdnea como a forma mucosa da doenca
(BRASIL, 2007).
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No inicio do século XX, ap06s os achados de Lindemberg, em 1909, e, de
Vianna, em 1911, foi descoberta a acdo curativa do tartaro emético, modificando o
destino dos pacientes com leishmaniose em todo o Mundo. Neste periodo, verificou-
se que o padrdo epidemiolégico que predominou foi 0 de antropozoonoses de
transmissdo silvestre, que atinge o homem quando este invade o0s ambientes
florestais. Porém, alteracdes do meio ambiente em varios estados do Brasil vém
modificando o perfil epidemiolégico da LTA, permitindo a invasdo de areas
peridomiciliares por mamiferos silvestres reservatorios de Leishmania spp., e
espécies de flebotomineos adaptadas ao ambiente modificado pelo homem. A
persisténcia da LTA nessas &reas ecologicamente alteradas indica claramente a
evolucdo de um ciclo de transmissdo antropozoonético ocorrendo no ambiente
peridoméstico (BRANDAO-FILHO et al.,, 1999, 2003; BRASIL, 2007; LAINSON;
SHAW, 1998).

Diversos relatos de surtos de casos de LTA decorrentes de construcdo de
estradas, ocorreram no inicio do século XX. Na construcédo da estrada de ferro que
ligava Bauru (Sdo Paulo) a Porto Esperanca (Mato Grosso), pesquisadores
verificaram a ocorréncia de surtos da doenca entre operarios da construcao,
denominando as lesBes leishmanidticas cutaneas de "Ulcera de Bauru". Estes surtos
se caracterizavam por elevada incidéncia de LTA, constituindo um grave problema
de Saude Publica no estado de Sdo Paulo (ALVAR et al., 2006). Também foram
relatados focos da doenca nos estados de Minas Gerais e Bahia em trabalhadores
da construcdo da Estrada de Ferro Central do Brasil, o que reforca a relacdo
existente entre o surgimento de focos de transmissdo de LTA, e as modificacdes do
ambiente natural decorrentes da acdo antropica, caracterizando a LTA como uma
doenca ocupacional (PASSOS et al., 1993).

Relatos de surtos da LTA, também foram registrados na regidao Norte do
Brasil, como resultado da exploracéo de florestas e colonizacao rural. No Para, onde
foram implantados varios projetos de ocupacdo, como o projeto de mineracdo
Carajas, e 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 histéria da LTA no Brasil evidencia que o
surgimento de casos da doenca esta, por vezes, diretamente relacionado as
atividades do homem no campo, ao habitat de insetos transmissores e dos
hospedeiros reservatérios (SILVEIRA et al., 1991).
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A LTA no Brasil, constitui um agravo de notificacdo compulsoria, e é
considerada uma doengca em expansdo, representando importante causa de
morbidade para a populacdo residente em areas endémicas. Dentre os agentes
etiolégicos envolvidos com a LTA, destaca-se Leishmania (Viannia) braziliensis, por
ser a espécie mais prevalente, com registro de casos em todas as regiées do pais.
Estudos ecoepidemiolégicos sobre a LTA tém demonstrado, que tanto as
caracteristicas clinicas da doenca, como o local e modo de transmissdo tem-se
expressado de acordo com as particularidades de cada regido (LAINSON; SHAW,
1998).

No Nordeste do Brasil, a incidéncia da LTA ocorre principalmente em &reas
com resquicios da Mata Atlantica, nas quais se verifica vegetacao abundante, como
também em areas com predominancia de mata secundaria e diversos tipos de
plantacbes, propicias a colonizacdo de vetores e hospedeiros reservatorios, mas
também em regides desmatadas, com adaptacdo de vetores e reservatérios a
ambientes modificados, com transmissao peridomiciliar (MARZOCHI, 1992). A LTA
tem acometido mulheres, criancas e, principalmente, adultos do sexo masculino, e,
em alguns casos, todos os individuos de uma mesma familia sdo acometidos pela
doenca (BRANDAO-FILHO et al., 1999).

Em Pernambuco, a LTA apresenta incidéncia importante com média de 500
casos notificados anualmente. A LTA incide em todas as mesorregides do Estado,
com predominancia na Zona da Mata, com mais de 60% do total de casos
notificados (BRANDAO-FILHO, 2001; BRANDAO-FILHO et al., 1999).

Num estudo longitudinal desenvolvido na Zona da Mata Sul de Pernambuco,
diversos aspectos relacionados a ecoepidemiologia da LTA na regido, foram bem
caracterizados com importantes contribuicbes relacionadas a compreensdo da
expressao e prevaléncia da infeccdo e doenca, vetores e hospedeiros reservatérios
envolvidos na transmiss&o e manutencéo da endemia na regido (BRANDAO-FILHO,
2001; BRANDAO-FILHO et al., 1994, 1999, 2003).

Em Pernambuco, o principal agente etiolégico da LTA encontrado é, L. (V.)
braziliensis, com registros de casos apresentando diversas manifestacdes clinicas
associada a limitacdes no tratamento e a diversidade de vetores e reservatorios
envolvidos no ciclo de transmissdo, 0 que torna esta endemia um desafio para
parasitologistas e para 0s programas governamentais de controle (BRANDAO-

FILHO et al.,, 2003). Neste sentido, considerando a complexidade da doenca, os
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diferentes aspectos apresentados, faz-se necessério, para um melhor entendimento
da ecoepidemiologia da doenca, a identificacAo de hospedeiros naturais,
reservatérios de L. (V.) braziliensis e das demais espécies de Leishmania, que
constitui etapa de fundamental importancia para determinar o ciclo natural do

parasito e, consequentemente, da doenca.

1.2 Ciclos de transmissao da LTA

A LTA corresponde a uma doenca que ocorre em todas as faixas etérias,
acometendo homens e mulheres. Considerando a complexidade epidemioldgica da
LTA, foram descritos trés padrées de transmissao: silvestre, ocupacional e rural e
periurbano em areas de colonizacdo. O padrdo silvestre ocorre em areas de
vegetacdo primaria e, esta relacionada, fundamentalmente, ao ambiente silvestre,
onde acomete animais, 0 homem, pode ser infectado, quando entra em contato com
este ambiente. O padrdo ocupacional esta relacionado, principalmente, com a
exploracdo desordenada da floresta, derrubada de matas e atividades de
ecoturismo. Os processos migratorios, a ocupacao de encostas e aglomerados em
centros urbanos associados a matas secundarias ou residuais correspondem ao
padrdo rural e periurbano em areas de colonizacdo (BRASIL, 2007). Segundo
Desjeux (2001), o padrdo de transmissdo predominante € o peridomiciliar, onde
verifica-se que vem ocorrendo um processo gradual de domesticacdo da doenca,
principalmente em &reas com historia de colonizacdo antiga, onde ha poucos
remanescentes de floresta primaria e houve a adaptacdo dos flebotomineos vetores
ao ambiente peridoméstico e doméstico e provavelmente a presenca de hospedeiros
reservatorios secundarios, o que facilita a transmissédo (DESJEUX, 2001).

No Nordeste do Brasil, a LTA ocorre tanto em areas preservadas da Mata
Atlantica, onde é mantida através do ciclo enzodético priméario entre mamiferos
silvestres e algumas espécies de flebotomineos e nas quais se verifica vegetacao
abundante, como também, em areas com predominancia de mata secundaria e
plantacdes diversas, ocupadas para a exploracao agricola e propicias a colonizagao
dos flebotomineos, mamiferos silvestres e sinantrépicos, nas quais a adaptacéo de
vetores e reservatorios possibilitou a instalacdo de ciclos zoondéticos com
transmissao peridomiciliar (LAINSON; SHAW, 1998; MARZOCHI, 1992).
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Devido aos diversos fatores que envolvem a manutencdo de ciclos de
transmissdo da LTA, sdo observados diferentes perfis que vao depender da area de
circulacao do parasito, das areas onde ocorrem desmatamento para a construcédo de
estradas e instalacdes de povoados, extracdo de madeira, atividades agricolas e de
pecuéaria, das areas com preservacdo de pequenos trechos de cobertura vegetal,
assim como areas em que o processo de urbanizacdo criou as condi¢des favoraveis
a producdo de surtos endémicos na periferia de cidades e povoados (BRASIL,
2007).

1.2.1 Ciclo Biolégico

Os agentes etiologicos da LTA sédo parasitos heteroxénicos, intracelulares
obrigatérios das células do sistema fagocitico mononuclear, e apresentam-se sob
duas principais formas evolutivas: uma flagelada ou promastigota, que corresponde
a forma infectante, e € encontrada no aparelho digestivo dos vetores; e, uma
segunda forma sem flagelo livre ou amastigota, encontrada nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados, especialmente nos macréfagos (SOARES-BEZERRA;
GENESTRA, 2004).

A transmissdo da Leishmania spp. aos hospedeiros vertebrados, ocorre
através da picada de fémeas de flebotomineos. Ao realizar repasto sanguineo em
reservatorio natural do parasito infectado, a fémea pode se infectar e, no segundo
repasto realizado em outro hospedeiro vertebrado, pode transmitir as formas
flageladas do parasito para a corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado através
do in6culo no hospedeiro (MICHALICK; NEVES; MELO, 2005). Dessa forma,
Leishmania spp. vive alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores
(GONTIJO; CARVALHO, 2003). Os hospedeiros sdo, comumente, animais
vertebrados pertencentes a classe dos mamiferos, entre eles estdo: roedores,
edentados, marsupiais, canideos e primatas, incluindo o homem (MICHALICK;
NEVES; MELO, 2005). (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo biolégico de Leishmania spp.

Fonte: Organiza¢éo Mundial de Saude (2015).

1.2.2 Agente etioldgico

Os protozoéarios causadores das diferentes manifestacdes clinicas das
leishmanioses, sdo encontrados em todas as regidées do mundo, com énfase maior,
eles acometem populacdes da Africa, América Latina, Asia do Sul e Central, bacia
do Mediterraneo e no Oriente Médio. Trata-se de um protozodario heteroxénico,
pertencente a familia Trypanosomatidae, que se reproduz por divisdo binéaria, e € um
parasito intracelular obrigatério 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
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2015; REY, 2001).

No Brasil, ja foram identificadas sete espécies de Leishmania, pertencentes
aos subgéneros Viannia e Leishmania, como agentes etiolégicos da forma
tegumentar da doenca: L.(V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.)
naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindebergi e Leishmania (Leishmania) amazonensis
(BRASIL, 2007).

A L. (V.) braziliensis, principal agente etiolégico no Brasil, encontra-se
distribuida em todas as regibes, com registro de casos em todas as unidades
federadas (BRASIL, 2007). Os casos de LTA por L.(V.) braziliensis sao

frequentemente encontrados em zonas de cultivo de cana-de-agucar, cacau e
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banana. Em geral a transmissao vincula-se com atividades profissionais agricolas
realizadas nestas regides (BRANDAO-FILHO et al., 2003; MARZOCHI et al., 1992).
Nas areas de colonizacdo antiga, com ambiente modificado, também registra-se
casos onde L. (V.) braziliensis € o agente mais frequentemente associado a LTA
(BRASIL, 2007; BASANO; CAMARGO, 2004).

A LTA relacionada a L.(V.) braziliensis caracteriza-se por apresentar
diferentes padrdes regionais, da Amazonia ao Sudeste do Brasil, relacionados aos
vetores envolvidos, possiveis reservatérios e perfil ecoepidemioldgico (BRANDAO-
FILHO, 2001; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; SHAW,; LAINSON, 1987). Os
principais vetores associados a transmissao séo: Lutzomyia intermedia e Lutzomyia
whitmani (BRAZIL; RODRIGUES; ANDRADE FILHO, 2015). L. intermedia é
encontrado em areas de colonizacdo antiga, principalmente nas regides sul e
sudeste, nos Estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais e
Parana. Ja L. whitmani, € encontrado em areas de caatinga, cerrado, mata atlantica,
nos Estados do Maranh&o, Piaui, Ceara, Pernambuco, Bahia, Mato Grosso, Goias,
Minas Gerais, Espirito Santo, Sado Paulo e Parana. Também envolvidos na
transmissao os vetores Lutzomyia wellcomei, encontrado em areas silvestres nos
Estados do Par4, Amazonas e Ceara (ARIAS et al., 1996) e, possivelmente
relacionado a transmissao, Lutzomyia migonei, que nas regides Norte e Nordeste,
constitui-se em importante vetor do parasita (BRAZIL; RODRIGUES; ANDRADE
FILHO, 2015).

Ao norte da regido amazénica (Amapa, Roraima, Amazonas e Pard) e nas
Guianas, foram registrados casos de LTA associados a L. (V.) guyanensis. A
doenca, tipo "pian bois", pode apresentar metastases nodulares ao longo dos vasos
linfaticos. Os animais Choleopus didactilus (preguica de dois dedos), Tamandua
tetradactyla (Tamandua-mirim), o marsupial Didelphis marsupialis e o roedor
Proechinys guyanensis, encontrados em florestas primarias e secundarias, atuam
como reservatorios (BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2007). Dentre os vetores,
o principal envolvido na transmissao € Lutzomyia umbratilis (BRAZIL; RODRIGUES;
ANDRADE FILHO, 2015), entretanto, Lutzomyia anduzei e Lutzomyia whitmani
também estdo envolvidos na transmissdo (BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL,
2007).

Em florestas primitivas e secundarias, na regido do Amazonas, a espécie

L.(V.) lainsoni causa lesGes cutaneo-ulcerativas, € frequente em humanos e esta
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associada com roedores silvestres. Lutzomyia ubiquitalis, um flebotomineo néo
muito antropofilico, € o vetor incriminado na regido (BASANO; CAMARGO, 2004;
BRAZIL; RODRIGUES; ANDRADE FILHO, 2015; SILVEIRA et al., 1987).

Com poucos casos de leishmaniose relatados em humanos, L. (V.) naiffi, é
encontrada no Estado do Para e Amazonas, tendo o tatu (Dasypus novemcinctus)
como reservatorio conhecido. O parasita causa les6es simples ou ulceradas que em
geral evoluem para cura. Seus principais vetores sdo Lutzomyia squamiventris,
Lutzomyia paraensis e Lutzomyia ayrozai (BASANO; CAMARGO, 2004; BRAZIL;
RODRIGUES; ANDRADE FILHO, 2015; LAINSON; SHAW, 1989).

L. (V.) shawi causa leishmaniose com lesGes cutaneas e esta associada aos
animais silvestres, sendo encontrada na regido do Amazonas. A transmissao €
realizada pelo vetor Lutzomyia whitmani (BASANO; CAMARGO, 2004; BRAZIL,
RODRIGUES; ANDRADE FILHO, 2015; LAINSON; SHAW, 1989).

Em areas de treinamento militar, a espécie L. (V.) lindenbergi foi descrita de
infeccbes em soldados em treinamento em uma area de reserva florestal no Estado
do Para. Nao existem relatos de infeccées em animais ou flebotomineos. A espécie
provavel como vetora € Lutzomyia antunesi (BRASIL, 2007; BRAZIL; RODRIGUES;
ANDRADE FILHO, 2015).

Em é&reas de igapd e de florestas tipo "varzea" dos estados do Para,
Rondbnia, sudeste do Maranhdo, tem-se encontrado a espécie L. (Leishmania)
amazonensis, que estendeu-se para a regido Nordeste (Bahia, Ceara, Piaui), regiao
Sudeste (Minas Gerais) e regido Centro Oeste (Goias, Mato Grosso). Trata-se de um
protozoario pouco frequente, associada a cerca de 3% dos casos em humanos. A
doenca causada por este parasito provoca lesdes cutédneas 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; BRAZIL; RODRIGUES; ANDRADE FILHO, 2015).

1.2.3 Vetores

Os vetores da LTA sao insetos fémeas hematéfagos denominados

flebotomineos. Conhecidos popularmente, dependendo da localizagcdo geografica,
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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 sédo pequenos dipteros de aproximadamente 0,5 cm de
comprimento, com patas longas e delgadas, e 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 identificacdo. O sangue,
ingerido durante o repasto, é necessario para a maturacao dos ovos. Os machos se
alimentam de sucos de flores e plantas, sendo considerados fitéfagos (BASANO;
CAMARGO, 2004).

No mundo, atualmente, existem mais de 1000 espécies de flebotomineos
descritos, destes, 530 espécies sdo encontrados na regido Neotropical do planeta.
Dentre estes, pouco mais de 20 espeécies de flebotomineos s&o considerados
vetores das leishmanioses (BRAZIL; RODRIGUES; ANDRADE FILHO, 2015). No
Brasil, em relacdo a LTA, as principais espécies de flebotomineos envolvidas na
transmissdo sdo: Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia
umbratilis, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia migonei.
Contudo, cabe salientar que estas espécies foram definidas como vetoras por
atenderem aos critérios que atribuem a uma espécie a competéncia vetorial. Além
disso, o papel vetorial de cada uma dessas espécies depende da Leishmania spp.
envolvida (BRASIL, 2007).

Na regido Nordeste do Brasil, particularmente na Zona da Mata Sul do Estado
de Pernambuco, 97,4% da fauna € representada pela espécie de Lutzomyia
whitmani, o provavel vetor de L. braziliensis (BRANDAO-FILHO et al., 1999) na
regido, sendo Lutzomyia complexa o principal representante da fauna da Zona da
Mata Norte (ANDRADE, 2004).

Em estudos de infecciosidade experimental em relacdo a Leishmania
(Viannia) braziliensis, realizados com L. longipalpis, vetor comprovado da LVA no
Brasil, demonstraram que esta espécie vetora apresenta capacidade de infectar-se
com o0 parasito em ensaios experimentais, sendo assim considerada, um vetor
permissivo a infeccdo (ANDRADE, 2010).

E importante ressaltar a vigilancia entomolégica em areas de risco para a LTA

no intuito de analisar as condicbes epidemioldgicas de transmissado, bem como
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fornecer dados béasicos para a implementacdo 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 atracdo por reservatorios naturais do parasito que constituem dois
requisitos essenciais para classificacdo de uma espécie como vetora de doenca
(AFONSO et al., 2005).

1.2.4 Hospedeiros Reservatorios

Os hospedeiros de Leishmania spp séo vertebrados, que pertencem a classe
dos mamiferos, entre eles podem ser citados: roedores, edentados, marsupiais e
canideos (MARINHO-JUNIOR, 2010; MICHALICK; NEVES; MELO, 2005). Alguns
dos hospedeiros também podem ser considerados como reservatorios desde que o
agente infeccioso possa persistir indefinidamente (ASHFORD, 1996, 2000). No
entanto, ha pouco conhecimento sobre os reservatérios de L. (V.) braziliensis e isto
constitui um importante obstaculo para caracterizar a ecoepidemiologia da LTA
associado a esta espécie (ANDRADE, 2010).

Diversos animais silvestres, sinantropicos e domeésticos (canideos, felideos e
equideos), foram descritos como reservatorios de diferentes espécies de
Leishmania. (GRIMALDI JUNIOR; TESH, 1993). Geralmente, a infec¢cdo no animal é
inaparente, com parasitos podendo ser encontrados na pele ou visceras. Todas as
espécies de Leishmania tém uma origem zoondtica, sendo a variante antropondtica,
ocorrente na india, Suddo e Afeganistdo, consequéncia da adaptacdo de algumas
espécies a estes ciclos (SHAW, 2007). Segundo Noyes et al. (1998), o homem é
considerado hospedeiro acidental (antropozoonose), enquanto o protozoario infecta
cerca de nove ordens de mamiferos e répteis em areas subtropicais e tropicais do
mundo.

Desde as primeiras décadas do século XX, diversos grupos de pesquisa, tem
buscado descobrir os reservatérios “primarios” das leishmanioses, os quais por
definicdo, seriam “um sistema ecolégico no qual o agente infeccioso possa persistir
indefinidamente” (ASHFORD, 1996, 2000). Podendo nas infec¢des transmitidas por
vetores ocorrer uma ou mais espécies de mamiferos, vivendo em condicbes de
densidade populacional e proximidade espacial, tal que o agente possa ser
indefinidamente transferido entre eles (ASHFORD, 1996).
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No Novo Mundo, mais de 40 espécies de mamiferos de varias ordens sao
conhecidas como sendo hospedeiros de Leishmania spp., em diferentes ciclos de
transmissdo. Apesar dos diversos registros de infeccdo por Leishmania em animais
silvestres, sinantropicos e domésticos. Ha poucas evidéncias cientificas que
comprovam o papel destes animais como reservatorios das espécies de Leishmania,
sendo considerados hospedeiros acidentais da doenca (BRANDAO-FILHO et al.,
2003).

Animais domésticos (caninos, felinos e equinos) podem apresentar lesfes
tegumentares causadas L. (V.) braziliensis, no entanto, por ndo serem capazes de
manter o ciclo epidemiolégico em um ecétopo, sdo considerados hospedeiros
secundarios ou acidentais (FALQUETO; FERREIRA, 2005; GRIMALDI JUNIOR;
TESH, 1993; LAINSON; SHAW, 1998; MADEIRA et al.,, 2003; REITHINGER;
DAVIES, 1999; SCHUBACH et al., 2004). Silva et al. (2005) associaram 0
desenvolvimento de lesbes de pele nestes animais como a demonstracdo de nao
serem hospedeiros naturais do parasito. A LTA nesses animais pode apresentar-se
como uma doenca crénica com manifestacfes semelhantes as da doenca humana,
Ou seja, 0 parasitismo ocorre preferencialmente em mucosas das vias aerodigestivas
superiores (BRASIL, 2007).

Outros estudos demonstram que caninos e equideos podem ser considerados
reservatoérios de L. (V.) braziliensis em ambiente peridoméstico (CRUZ et al., 1989;
FALQUETO et al., 1986; REITHINGER; DAVIES, 2002; REITHINGER et al., 2003).
Em &rea endémica de LTA, pesquisadores demonstraram que a presenca de caes
no peridomicilio poderia aumentar em até 15 vezes o risco de transmisséo para as
pessoas. Em area endémica de Sado Paulo, onde a busca do parasito entre
reservatorios silvestres fracassou, concluiu-se que a doenca poderia ocorrer nao
somente em ambientes florestais, mas também em focos antigos, com manutencao
do ciclo entre animais domésticos e flebotomineos com hébitos peridomiciliares
(YOSHIDA et al., 1990).

No Panama, estudos demonstraram a suspeita da origem silvestre das
leishmanioses, onde detectou-se a infeccéo natural por Leishmania spp. em animais
pertencentes as ordens Carnivora, Marsupialia, Primata, Rodentia e Xenarthra
(=Edentados), sugerindo, pelos diferentes comportamentos das cepas em cultura e

em modelos animais (hamster), tratar-se de isolados de L. braziliensis, L. mexicana
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e L. hertigii (HERRER; CHRISTENSEN; BEUMER, 1973; HERRER;
CHRISTENSEN, 1975).

Na Amazobnia Brasileira, estudos demonstraram, através de isolamento e
caracterizagdo, a infeccdo natural de animais por espécies de Leishmania como: L.
(V.) guyanensis em Tamandua tetradactyla, “tamandua-mirim” (LAINSON; SHAW,
POVOA, 1981) e L. (V.) naiffi em Dasypus novemcinctus, “tatu-galinha” (GRIMALDI
JUNIOR; TESH, 1993), L. (V.) shawi em Cebus apella, “macaco-prego”, Chiropotes
satanus, “caxiu-preto”, Chloepus didactylus, “preguica de dois dedos”, Bradypus
tridactylus, “preguica de trés dedos” e Nasua nasua, “quati” (GRIMALDI JUNIOR,;
TESH, 1993; LAINSON et al., 1989).

O primeiro estudo demonstrando a importancia dos roedores na
epidemiologia da leishmaniose ocorreu no Panama@, onde Hertig, em 1957, detectou
Leishmania braziliensis a partir de hemocultura em 10% dos 110 exemplares de
‘ratos de espinho” (Proechimys semispinosus e Hoplomys gymminurus) sem
nenhuma lesdo aparente. Forattini (1960) e Foratinni et al. (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 enzootico, e
expandem-se para 0 homem e animais domésticos, no ciclo antropozoondético. 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
leséo, podendo atingir um estado de equilibrio em que estas ndo se manifestariam
mais, de tal maneira que esses hospedeiros desempenhariam a funcdo de
reservatorio do parasito (LAINSON; SHAW; POVOA, 1981). Lainson e Shaw (1992)
reforcam que, entre animais silvestres, a infeccdo tende a ser benigna e inaparente,
sugestiva de uma relacdo equilibrada resultante de uma antiga associacao entre
parasito e hospedeiro.

Diversos relatos de infecgéo natural por Leishmania spp em roedores silvetres
e sinantrépicos, marsupiais, dentre outras espécies animais ja foram descritos no
Brasil. Com relacdo a infeccdo natural por Leishmania braziliensis, os seguintes
géneros de roedores ja foram evidenciadas infeccdo por Leishmania (Viannia) spp:
Oryzomys (LAINSON; SHAW; POVOA, 1981; LAINSON; SHAW, 1989), Akodon
(BRANDAO-FILHO et al., 2003; FORATTINI et al., 1972), Holochilus (BRANDAO-
FILHO et al., 2003; LIMA et al, 2013; MARINHO-JUNIOR, 2010), Proechimys
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(LAINSON; SHAW, 1973), Rattus (BRANDAO-FILHO, 2001; BRANDAO-FILHO et
al., 1994, 2003; FERREIRA, et al, 2015; LAINSON; SHAW, 1979; LIMA et al, 2013;
MARINHO-JUNIOR, 2010; VASCONCELLOS et al., 1994), Rhipidomys (LAINSON,
SHAW; POVOA, 1981), Nectomys (BRANDAO-FILHO et al., 1994; LIMA et al, 2013;
MARINHO-JUNIOR, 2010; PETERSON et al., 1988), Bolomys (BRANDAO-FILHO, et
al., 1994, CARDOSO et al., 2015; DE FREITAS et al., 2012; MARINHO-JUNIOR,
2010) e o marsupial Didelphis (FREITAS, 2010; LAINSON; SHAW, 1973; MELO,
2008). Através de infeccdo experimental, Roque et al. (2010), demonstraram que
roedores do género Thrichomys podem atuar como hospedeiros de manutencéo de
Leishmania (Viannia) braziliensis. No estudo longitudinal desenvolvido, em
Pernambuco, foram incriminados categoricamente, através do isolamento e
caracterizacdo do parasito e associacdo com o mesmo fendtipo e gendtipo do
parasito que causa a doenca na populacdo desta regido, os roedores silvestres e
sinantropicos Necromys lasiurus, Nectomys squamipes e Rattus rattus, como
reservatorios primarios de Leishmania (Viannia) braziliensis (BRANDAO-FILHO et
al., 2003).

Evidéncias epidemiologicas tém demonstrado que a maioria das areas
endémicas estd intimamente relacionada a areas florestais, via de regra com pouca
densidade populacional. Guimardes 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 leishmaniéticos endémicos
rurais (e mais tarde suburbanos e até mesmo, excepcionalmente, urbanos), com a
participacdo de flebotomineos peridomiciliarios e tendo como reservatério
(secundario) o cao e talvez até o proprio homem”.

As alteracbes do meio ambiente decorrentes das acdes antropicas para a
exploracdo de recursos naturais e agricultura, modificaram a epidemiologia da
doenca e, com isto, houve surgimento de novas areas endémicas (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 é
similar as ja descritas para outras areas endémicas de LTA, nas quais o ambiente

florestal original vem sendo alterado.
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1.3 Diagndstico da Leishmaniose Tegumentar Americana

O diagnostico da LTA abrange aspectos epidemioldgicos, clinicos e
laboratoriais. Desta forma, o diagndstico epidemioldgico pode ser realizado com
base nos dados das areas endémicas, como a existéncia de casos de LTA nas
regides e referéncias de animais que atuam no ciclo de transmissdo. Por sua vez, o
diagnéstico clinico pode ser realizado através das observacdes das caracteristicas
das lesbes, que nem sempre é facil ou imediato, devido ao amplo espectro de
formas de lesbes cutaneas e mucosas (GONTIJO; CARVALHO, 2003), e o
diagnoéstico laboratorial através da evidenciagdo do parasita e em provas
imunologicas (BRASIL, 2010). Apesar disso, os métodos convencionais para o
diagnoéstico apresentam limitacfes. Sendo assim, ndo existe um método que possa
ser classificado como padréo-ouro para o diagnostico da infeccdo por Leishmania
spp. (WILSON, 1995). Neste contexto, existe a necessidade de se desenvolver uma
ferramenta que seja capaz de promover um diagnostico rapido, preciso e acurado
(BRASIL, 2007; RODRIGUEZ et al., 1994).

As técnicas classicas de diagndstico para LTA incluem diagndstico
microscoépico, Intradermorreacdo de Montenegro, isolamento do parasito em meio de
cultura e deteccado de anticorpos anti-Leishmania por métodos sorolégicos (BRITO et
al., 2000; WEIGLE et al., 1987). O exame mais simples e de baixo custo € a
pesquisa direta de formas amastigotas visualizadas ao microscépio oOptico. A
sensibilidade deste teste € inversamente proporcional ao tempo de evolucdo da
lesdo, sendo raros os parasitos apés um ano de evolucao da doenca, com excecao
dos pacientes que desenvolvem a forma difusa da LTA, pois neste caso os nédulos
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 lesbes em meio de cultura e em animais
susceptiveis como o hamster (Mesocricetus auratus) (BRASIL, 2007; GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

Devido aos avancos da biologia molecular, a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) vem ganhando espacos nos diagnosticos clinicos e nos laboratérios de
pesquisas por gerar resultados quantitativos (NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA,
2004). Segundo Brujin e Barker (1992), a PCR é um exame que permite amplificar

em escala exponencial sequéncias de DNA. Dotada de alta sensibilidade, é capaz
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de detectar quantidades tao pequenas quanto 1 fentograma do DNA de um parasito,
0 equivalente a 1/10 do parasita. Devido a estas caracteristicas, essa técnica
permite uma diagnose rapida, precisa e acurada da LTA. Para Rodrigues et al.
(2002), a vantagem da PCR em relacdo aos demais métodos é que ela proporciona
uma estimativa do diagnéstico e da resposta terapéutica, auxiliando as decisdes
sobre a conduta dos casos pelos profissionais de assisténcia a saude.

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 diagndstico, além da tipagem de Leishmania spp.

Um dos grandes desafios relacionados ao controle da LTA esta relacionado a
complexidade epidemioldgica da doenca, que possuem caracteristicas particulares
nos diferentes focos de transmissédo. Desta forma, ha a importancia de ressaltar a
vigilancia entomoldgica em areas de risco para a LTA no intuito de analisar as
condi¢cBes epidemiolégicas de transmissédo, bem como fornecer dados basicos para
a implementacdo de medidas de controle (GARCEZ et al.,, 2009). Também é
necessario compreender aspectos fundamentais da ecologia e comportamento do
vetor, especialmente habitos alimentares relacionados ao grau de antropofilia e a
atracdo por reservatorios naturais do parasito, que constituem dois requisitos
essenciais para classificacdo de uma espécie como vetora de doenca (AFONSO et
al., 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

Diferenciar reservatorios primarios e secundarios é notoriamente dificil.
Evidéncias diretas de que uma determinada espécie € um reservatorio primario
exige a demonstracao de que o parasita pode persistir em areas onde apenas esta
espécie esteja infectada, ou que métodos de controle de prevencdo da transmisséo
dessa espécie sdo eficazes na interrupcdo da transmissdo. Na auséncia de tais
dados, a incriminacdo de reservatorios dependera de evidéncias relacionadas a
prevaléncia da infeccdo em hospedeiros simpétricos; a infeccdo crbnica com
duracgéo ao longo do periodo de ndo-transmissdo, onde a transmissdo é sazonal; e a
infecciosidade de hospedeiros simpatricos para o vetor. A duracdo da infeccdo na
LTA em potenciais reservatorios raramente tém sido avaliada.

No municipio de Amaraji, localizado na Zona da Mata sul de Pernambuco,
estudos anteriores realizados por nossa equipe obtiveram resultados que
evidenciaram a participacdo de L. whitmani como provéavel vetor, e, de espécies de
roedores como provaveis reservatorios, sendo Necromys lasiurus e Nectomys
squamipes como reservatorios primarios, e, Rattus rattus como secundario. Nesse
sentido, este estudo propde caracterizar a infecciosidade de roedores silvestres e
sinantrépicos, através de xenodiagnosticos, comprovando o papel dessas espécies
como hospedeiros reservatdrios envolvidos no ciclo de transmissdo da LTA na

regido.
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3 HIPOTESE

Os roedores silvestres e sinantropicos sao os hospedeiros reservatorios
envolvidos no ciclo de transmisséo da Leishmania (Viannia) braziliensis na Zona da

Mata Sul de Pernambuco.



41

4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Caracterizar a infecciosidade de roedores silvestres e sinantropicos
classificando-os como hospedeiros reservatérios envolvidos no ciclo zoonético da

leishmaniose tegumentar americana associada a Leishmania (Viannia) braziliensis.

4.2 Especificos

a) ldentificar as espécies de roedores silvestres e sinantropicos que compdem a
fauna das localidades dos engenhos Refrigério e Raiz de Dentro, municipio de
Amaraji, Zona da Mata Sul de Pernambuco;

b) Caracterizar a infeccdo por Leishmania (Viannia) spp. nas populacdes de
roedores silvestres e sinantrépicos;

c) ldentificar a proporcédo de roedores infectados em relacdo a infecciosidade para
flebotomineos;

d) Verificar a sazonalidade de flebotomineos na localidade do Engenho Raiz de
Dentro;

e) Avaliar os efeitos da interrupcdo de exposicdo a transmissdo em animais

naturalmente infectados.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Area de estudo

O trabalho de campo foi desenvolvido no municipio de Amaraji (Figura 2), nas
localidades do Engenho Raiz de Dentro (Figura 3) e Engenho Refrigério (Figura 4),
0S quais sao areas nas quais nosso grupo vem desenvolvendo estudos longitudinais
sobre a ecoepidemiologia da LTA ha mais de dez anos.

O municipio de Amaraji esta localizado ao Sul da Zona da Mata no Estado de
Pernambuco, a cerca de 100 Km do Recife, entre 8° 23’ S, 35° 27'W, a 385m acima
do nivel do mar, com indice pluviométrico médio anual superior a 1.000mm. A
populacdo total estd estimada em cerca de 22.600 habitantes, onde
aproximadamente 70% reside em &rea urbana e os demais na zona rural (IBGE,
2014).

Figura 2 - Localizacdo do municipio de Amaraji e das localidades estudadas, engenho
Raiz de Dentro e Engenho Refrigério.

T

Raiz de Dentro

Fonte: o autor, 2015.



Figura 3 - Domicilio no Engenho Raiz de Dentro.

Fonte: o autor, 2015.

Figura 4 - Domicilio no Engenho Refrigério.

Fonte: o autor, 2015.
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5.1.2. Pontos de captura

Nas localidades estudadas (Engenho Raiz de Dentro e Refrigério) foram
determinados 15 pontos de capturas de roedores silvestres e sinantrépicos, sendo
dez na localidade do Engenho Raiz de Dentro, e, cinco no Engenho Refrigério. As
armadilhas tipo Tomahowk (dimensdes 45cm x 21cm x 21cm) utilizadas para captura
de roedores silvestres e sinantropicos eram instaladas nos pontos pré-determinados

onde permaneciam por 12 horas, sendo corrigidas diariamente.

5.2 Fauna das espécies capturadas e recapturadas de roedores silvestres e

sinatropicos
5.2.1 Captura-marcacao-soltura-recaptura

Durante o periodo de maio/2012 a agosto/2014, foram realizadas 20
expedicdes ao campo, com duracdo que variou trés a nove dias por expedi¢cdo, com
objetivo de realizar capturas de roedores silvestres e sinantrépicos nas localidades
de Engenho Raiz de Dentro e Refrigério, municipio de Amaraji. As capturas dos
roedores foram realizadas em diferentes ec6topos correspondentes a resquicios de
Mata Atlantica, plantacées, domicilios e anexos, de residéncias das localidades,
utilizando-se 80 armadilhas em arame do tipo Tomahowk (Figuras 5 e 6), com
dimensBes de modelo padronizado para pequenos mamiferos (roedores). As
armadilhas foram numeradas e distribuidas nos diferentes habitats, movendo-se as

posicdes diariamente a cada ponto de captura.

Figura 5 — Armadilha Tomahowk Figura 6 — Armadilhas Tomahowk

O qONWACE

Fonte: o autor, 2015. Fonte: o autor, 2015.
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Os animais capturados pela 12 vez foram devidamente identificados quanto a
espécie, ao sexo e a idade, retirados ectoparasitos, em seguida, anestesiados
seguindo protocolo com pré-anestésico Xilazina 2%, anestésico Cetamina 10%,
(Figura 7), e coletadas amostras de sangue total entre 0,5 a 1 mL, (Figura 8) através
de pipetas Pasteur por via retroorbital. Em seguida, foram coletados fragmento de
pele da orelha direita de cada animal (Figura 9). Apés a coleta das amostras 0s
animais foram devidamente marcados com microchip (Figura 10). e colocados em
microisoladores para recuperacdo do procedimento anestésico e, posterior

devolugéo ao ponto de captura no dia seguinte.

Figura 7 — Anestesia roedor. Figura 8 — Coleta sangue

Fonte: o autor, 2015. Fonte: o autor, 2015.

Figura 9 — Coleta Pele Figura 10 — Marcacao com microchip.

Fonte: o autor, 2015. Fonte: o autor, 2015.

Nas recapturas de roedores silvestres e sinantropicos, estes foram
identificados quanto ao numero do microchip, em seguida, verificada o niumero da
recaptura. A primeira recaptura dos roedores foi denominada R1, a segunda
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recaptura R2, a terceira R3 e assim sucessivamente. ApoOs identificacdo da
recaptura, os roedores foram anestesiados, coletadas amostras de sangue total e
fragmento de pele, colocados em microisoladores para posterior devolugcédo ao ponto
de captura, tudo conforme descricdo anterior. Alguns espécimes recapturados, com
resultado anterior de infeccdo natural por Leishmania (Viannia) spp, detectado por
gPCR, foram também submetidos a ensaio de infecciosidade, utilizando-se
flebotomineos. As amostras coletadas foram acondicionadas a temperatura de
refrigeracdo, e, ao final da expedicdo, transportadas ao Laboratério de
Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia do CPgAM/FIOCRUZ para o
devido processamento (Extracéo e purificacdo de DNA e teste molecular por gPCR).

Quando no resultado de capturas e/ou recapturas se verificava, outras
espécies de animais (Ex.. Marsupiais), os mesmos eram identificados quanto a
espécie, sexo e idade, e, posteriormente, devolvidos ao campo, por NAo possuirmos

equipamentos apropriados para processamento e manutengcdo desses animais.

5.3 Flebotomineos

Foram realizadas capturas de flebotomineos para determinacdo de
sazonalidade (Figura 11) e, capturas para realizacdo de xenodiagnésticos (Figura
12) utilizando-se predominantemente exemplares da espécie Lutzomyia whitmani,

que é o principal vetor encontrado na fauna em Amaraji, Zona da Mata Sul de
Pernambuco (BRANDAO-FILHO et al., 2003).

5.3.1 Capturas para sazonalidade e xenodiagndsticos

Foram realizadas capturas de flebotomineos, no periodo de agosto/2013 a
julho/2014, para determinacédo da sazonalidade de flebotomineos na localidade do
Engenho Raiz de Dentro. As capturas foram realizadas no Intradomicilio e Abrigo de
animais, utilizando-se nove armadilhas luminosas do tipo CDC, instaladas das
18:00h as 06:00h, a fim de avaliacdo da densidade de vetores nesses ecotopos na
localidade. Para realizacdo dos xenodiagndsticos foram realizadas capturas no

engenho Raiz Nova, seguindo procedimento acima descrito.
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Figura 11 — Captura sazonalidade Figura 12 — Xenodiagnostico.

m

kg
Fonte: o autor, 2015. Fonte: o autor, 2015.

5.4 Extracdo do DNA das amostras
5.4.1 Amostras de roedores silvestres e sinantropicos

Para extracdo do DNA das amostras utilizou-se o QlAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN)® para amostras de tecido, e QlAamp DNA Mini Kit Blood (QIAGEN)®

para amostras de sangue, ambos, seguindo os protocolos sugeridos pelo fabricante.
5.4.2 Amostras de flebotomineos

A extragdo do DNA das fémeas de flebotomineos utilizadas nos
xenodiagnésticos foi realizada individualmente, seguindo as condi¢cdes descritas por
Solano et al. (1997).

Inicialmente, foi adicionado a cada tubo contendo um exemplar de fémea de
flebotomineo, 100uL de solugédo Chelex 5%, e, em seguida, realizada a maceracao
dos flebotomineos com o uso de um npistilo plastico descartavel. Apds este
procedimento, homogeneizou-se o macerado em vértex por 15 segundos, e,
colocou-se 0 mesmo a banho-maria com temperatura de 56 °C por 1 hora.
Posteriormente, apds homogeneizagcdo em vortex durante 15 segundos, o0 macerado
permaneceu no banho-maria elevando-se a temperatura a 94 °C por 30 minutos.
Apés essa etapa, realizou-se a centrifugacdao a 13000 rpm por 6 minutos, e, em
seguida, o sobrenadante (DNA) foi transferido para um novo tubo tipo eppendorf de
1,5mL devidamente identificado e estocado a -20°C para posterior realizacdo de
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teste molecular.

5.5 PCR em Tempo real (QPCR)

As amostras de DNA extraidas, foram analisadas pela qPCR, tendo como
alvo o KDNA do subgénero (Viannia), que amplificam um fragmento de 138 pares de
base de DNA em termociclador modelo/ano 7500/2011 Applied Biosystems® (Figura
13), através do Software 7500 version 2.0.5 (Applied Biosystems®). A reacao teve
um volume final de 50ul, contendo 25uL de SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems®), 1uL de cada primer (kDNA 1f e KDNA 1r) na concentracdo de
5pmol/uL, 21uL de H,O Millig e 2uL do DNA da amostra. As reagdes e seus
resultados foram realizados e analisados conforme as descricdes de (PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2013).

Figura 13 - Termociclador modelo 7500/2011 Applied Biosystems®

Fonte: o autor, 2015.

5.6 Ensaios de infecciosidade através de xenodiagndésticos

Foram realizados ensaios de infeccicosidade com roedores naturalmente
infectados por Leishmania (Viannia) spp, utilizando-se fémeas de flebotomineos
oriundas de coldnia do CPgAM/Fiocruz, e, fémeas de flebotomineos oriundas de
capturas no campo.

Para a realizacdo dos ensaios de infecciosidade com fémeas oriundas da
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colénia do CPgAM/Fiocruz (Lutzomyia longipalpis), foram utilizados cinco roedores
silvestres e sinantropicos, pertencentes a duas espécies, (3 Nectomys squamipes e
2 Rattus rattus) infectados naturalmente com Leishmania (Viannia) spp. conforme
resultado de diagndstico de amostras analisadas por gPCR. Ja para realizacdo dos
ensaios com fémeas oriundas do campo (L. whitmani) foram utilizados 37 (trinta e
sete) roedores silvestres e sinantrépicos, pertencentes a cinco espécies diferentes, a
maioria com diagnostico prévio de infeccdo natural por Leishmania (Viannia) spp.

conforme resultado positivo de amostras analisadas por qPCR.

5.6.1 Xenodiagnéstico realizado em laboratério com exemplares de Lutzomyia

longipalpis, oriundos da colonia do CPgAM/Fiocruz

No momento das recapturas de roedores, e, na disponibilidade de
flebotomineos da colénia do CPqgAM/Fiocruz, verificou-se dentre os animais
recapturados, os que apresentaram resultado positivo na qPCR para deteccdo de
DNA de Leishmania (Viannia) spp. Estes roedores foram segregados,
acondicionados em microisoladores, e transportados ao NA-3 CPgAM/Fiocruz, onde
permaneceram até realizacdo do xenodiagndstico em seguida, foram transportados
ao campo, e liberados no ponto de sua recaptura na expedicdo seguinte. No
momento de realizacdo do xenodiagnéstico em laboratério, os animais foram
anestesiados, coletadas amostras de sangue e tecido, e, em seguida colocados em
gaiola contendo fémeas de L. longipalpis em jejum, onde permaneceram por 60
minutos. Apés, as fémeas foram segregadas em pools de 25 espécimes em potes
plasticos com gesso. Em intervalos que variaram de 7 a 10 dias da data de
realizacdo do xenodiagnostico, as fémeas que permaneceram vivas foram
dissecadas e os tubos digestivos analisados em microscépio Optico para pesquisa
direta de formas promastigotas do parasito. As fémeas dissecadas e néo dissecadas
foram colocadas em microtubos de fundo cénico, individualmente, para a extracao
do DNA e diagnostico molecular de infeccdo por Leishmania (Viannia) spp por
gPCR.
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5.6.2 Xenodiagnoéstico com flebotomineos capturados no campo

No momento das capturas e recapturas de roedores, e, na disponibilidade de
flebotomineos de campo, verificou-se dentre os animais recapturados, 0s que
apresentaram resultado positivo na qPCR para deteccdo de DNA de Leishmania
(Viannia) spp. Estes roedores foram anestesiados, coletadas amostras de sangue e
pele (fragmento de orelha), conforme descrito anteriormente, e submetidos ao
xenodiagnéstico por 60 minutos. ApOs a realizagcdo dos xenodiagndsticos, as
fémeas foram segregadas em alimentadas e n&do alimentadas, e em seguida,
armazenadas em tubo tipo eppendorf 1,5mL com etanol 70% para posterior
processamento.

As fémeas alimentadas durante o0s ensaios de infecciosidade,
xenodiagnésticos, foram identificadas quanto a taxonomia (YOUNG; DUNCAN,
1994), e, em seguida, foram utilizadas para avaliacdo da infecciosidade dos
roedores, e, as demais fémeas nao alimentadas, foram utilizadas posteriormente,

para afericdo do indice de infeccéo natural dos flebotomineos.

5.7 Avaliacdo da interrupcdo de exposicdo a transmisséao

No ultimo dia de capturas e recapturas, 01/08/2014, 13 animais pertencentes
a quatro espécies diferentes (5 Nectomys squamipes, 4 Necromys lasiurus, 3
Akodon arviculoides e 1 Rattus rattus) foram transportados para o biotério do
laboratério de Biosseguranca Animal nivel 3 (NA3), do CPgAM/Fiocruz. Esses
animais, tendo em vista resultado de diagnostico molecular positivo para Leishmania
(Viannia) spp, foram também utilizados para avaliacdo da interrup¢éo de exposicao
a transmissdo, e comparacdo com outros animais em condi¢cdes naturais de
transmisséo, também utilizados nesse estudo.

Durante o periodo de agosto/2014 a marco/2015, os animais permaneceram
na colénia do biotério NA3, sob condi¢bes padrdo de manutencdo, sem coletas de
amostras. Entre marg¢o/2015 e julho/2015, foram realizadas coletas de amostras
(fragmento de pele e sangue total) seguindo o protocolo de coleta anteriormente
descrito. Apds a coleta, foi extraido DNA das amostras e realizado teste molecular
por gPCR, todos esses procedimentos, conforme os descritos anteriormente. Em

seguida, foi realizado pareamento aleatdrio desses animais com outros do estudo
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sendo considerados similaridades em: espécie, idade, local de captura, tempo de
monitoramento, niumero de recapturas, a fim de avaliar os efeitos da interrupcéo de

exposicao a transmissao nesses roedores.

5.8 Andlise estatistica

Foi realizada uma analise descritiva para expor 0s resultados obtidos. A
apresentacdo das variaveis mensuradas foi feita através de tabelas incluindo
também o uso de algumas medidas descritivas. Para analise das variaveis
qualitativas foi utilizado uma abordagem com a analise univariada de cada uma das
variaveis independentes com a variavel resposta, a forca de associacao entre as
variaveis independentes e a variavel resposta foi expressa pela Razdo de Chances
“Odds Ratio — OR” com intervalo de confianca 95%. Para o calculo da Razédo de
Chances foi utilizado a regresséao logistica com abordagem das analises univariada.
Para analise das variaveis quantitativas foi utilizado o teste de Bartlett para testar a
suposicdo de homogeneidade das variaveis envolvidas no estudo aplicado em
seguida Anova quando observado o pressuposto de homogeneidade com o post hoc
o teste de Tukey, também foi utilizado o teste de Shapiro Wilk para testar a
suposicdo de normalidade das variaveis envolvidas e, para a analise comparativa
das variaveis foi utilizado o teste de Mann-Whitney. A analise comparativa entre as
variaveis gualitativas foi aplicado o teste qui-quadrado, e quando necessario Fisher.

Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

Para realizacdo deste trabalho obtivemos aprovacdo e Certificado da
Comissdo de Etica em Uso de Animais da Fundacdo Osvaldo Cruz (CEUA /
FIOCRUZ), sob n° 017/2011 (ANEXO A) segundo o protocolo intitulado: “Estudos
integrados para identificacdo de hospedeiros reservatérios e flebotomineos vetores
envolvidos no ciclo zoonotico das leishmanioses em area endémica de Pernambuco
e avaliagdo de novas abordagens para o diagndstico parasitologico rapido”, e,
Autorizacao para atividades com finalidade cientifica emitida pelo IBAMA (Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), n° 12749.
(ANEXO B)
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7 RESULTADOS

7.1 Identificacdo das espécies de roedores silvestres e sinantropicos que

compdem a fauna

Durante o periodo de maio de 2012 a agosto de 2014 foram realizadas 20
expedicdes ao campo com duracéo total de 124 (cento e vinte e quatro) dias, sendo
as expedicOes de periodicidade mensal com duracédo de trés a nove dias, e as areas
de captura/recapturas determinadas e condicionadas a acessibilidade dos locais nos
momento da expedi¢cdo. No total foram realizadas 1032 (mil e trinta e dois) coletas
com média diaria de 8,3 capturas/dia, destas, em 997 (novecentos e noventa e sete)
foram coletadas amostras para processamento (Tabela 1). Foram identificados 638
(seiscentos e trinta e oito) animais silvestres e sinantropicos pertencentes a onze
espécies diferentes, sendo 345 (trezentos e quarenta e cinco) machos e 293
(duzentos e noventa e trés) fémeas. As espécies Nectomys squamipes 38,3%
(245/638), Rattus rattus 23,2% (148/638) e Necromys lasiurus 13,3% (85/638),
(figuras 14, 15 e 16 respectivamente) foram as principais encontradas (Tabela 2).

As capturas ocorreram nas localidades de Engenho Raiz de Dentro e
Engenho Refrigério, zona rural do municipio de Amaraji em &reas correspondentes
ao Intradomicilio, Peridomicilio (at¢é 20 metros de distancia das casas) e
Extradomicilio (a partir de 20 metros de distancia das casas), em ecoOtopos
correspondentes ao intradomicilio no interior de casas (Casas), areas de plantacdes
no peridomicilio e extradomicilio (Plantacdes) e, em areas de remanscentes de Mata
Atlantica no extradomicilio (Mata) (Tabela 3). Rattus rattus e Didelphis albiventris
foram as Unicas espécies capturadas no intradomicilio.

Dos animais capturados, 35 (trinta e dois) ndo foram processados, sendo 32
marsupiais (21 Didelphis albiventris, seis Marmosa spp. e cinco Monodelphis
domestica domestica) devolvidos ao campo, por ndo possuirmos microisoladores
com dimensdo adequada para estes animais; dois Necromys lasiurus e um
Oxymycterus angulares morreram nas armadilhas ndo havendo possibilidade de
processa-los, os demais 603 (seiscentos e trés) exemplares foram processados
(Tabela 2).
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Tabela 1. Resultado das expedi¢cdes ao campo nas localidades do Engenho Raiz de Dentro e Engenho Refrigério, municipio de Amaraji — PE, durante o

periodo de maio/2012 a agosto/2014.

N° Animais

N° Animais

Médias diéarias

Expedicao Periodo Ano Dias capturados Recapturados Total Capturas Recapturas Total /dia
/dia /dia

1 22 a 28/ mai 2012 5 54 0 54 10,8 0,0 10,8
2 27 /juna01/jul 2012 5 36 11 47 7,2 2,2 9,4
3 28 /ago a 01/ set 2012 5 40 15 55 8,0 3,0 11,0
4 17 a 20/ out 2012 4 34 23 57 8,5 5,8 14,3
5 27 a 30/ Nov 2012 4 29 25 54 73 6.3 13,5
6 29 /jan a 06 / fev 2013 9 54 19 73 6,0 2,1 8,1
7 19a 26 / mar 2013 8 71 17 88 8,9 2,1 11,0
8 09a 17 /abr 2013 9 63 25 88 7,0 2,8 9,8
9 04al12/jun 2013 9 57 27 84 6,3 3,0 9,3
10 09a11/jul 2013 3 16 20 36 53 6,7 12,0
11 20a29/ago 2013 8 43 34 77 54 4,3 9,6
12 10a 19/ set 2013 8 27 39 66 34 4,9 8,3
13 08 a 18/ out 2013 7 34 27 61 4,9 3,9 8,7
14 19 a 28 / Nov 2013 8 28 36 64 35 4,5 8,0
15 10a19/dez 2013 8 10 27 37 1,3 34 4,6
16 21a30/jan 2014 8 10 22 32 1,3 2,8 4,0
17 27 a 28/ mar 2014 2 0 3 0,0 15 15
18 20 a 24/ mai 2014 5 17 25 34 1,6 5,0
19 01a05/jul 2014 5 9 10 19 1,8 2,0 3,8
20 29 /jula 01/ ago 2014 4 6 6 12 15 1,5 3,0

Total 124 638 394 1032 51 3,2 8,3

Fonte: o autor, 2015.



Figura 14- Roedor silvestre Nectomys squamipes.

Fonte: Marinho-Junior (2010).

Figura 15- Roedor sinantrépico Rattus rattus.

Fonte: Marinho-Janior (2010).

Figura 16. Roedor silvestre Necromys lasiurus.

Fonte: Marinho-Junior (2010).
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Tabela 2. Animais silvestres e sinantropicos capturados nas localidades dos Engenhos Raiz de
Dentro e Refrigério, Amaraji-PE, quanto ao sexo, no periodo de maio de 2012 a agosto de 2014,

Espécie 3 Q Total %
Nectomys squamipes 128 117 245 38,3
Rattus rattus 87 61 148 23,2
Necromys lasiurus 47 38 85 13,3
Oxymycterus angulares 28 22 50 7,8
Holochilus sciureus 17 23 40 6,3
Akodon arviculoides 19 13 32 50
Didelphis albiventris* 8 13 21 3,3
Marmosa sp* 4 2 6 0,9
Monodelphis domestica domestica * 3 2 5 0,8
Oryzomys subflavus 2 2 4 0,6
Olygoryzomys eliurus 2 0 2 0,3
Total 345 293 638 100,0

Fonte: o autor, 2015.
Nota:*Animais devolvidos ao campo

Tabela 3- Roedores silvestres e sinantropicos capturados e marcados nas localidades dos
Engenhos Raiz de Dentro e Refrigério, Amaraji-PE, por ec6topo, no periodo de maio de 2012 a
agosto de 2014.

Locais de captura

Espécie Total %
Casas Plantacfes Mata

Nectomys squamipes 0 216 29 245 38,3
Rattus rattus 43 90 15 148 23,2
Necromys lasiurus 0 70 13 83 13,3
Oxymycterus angulares 0 44 5 49 7,8
Holochilus sciureus 0 40 0 40 6,3
Akodon arviculoides 0 21 11 32 50
Oryzomys subflavus 0 3 1 4 0,6
Olygoryzomys eliurus 0 1 1 2 0,3

Total 43 485 75 603 100

Fonte: o autor, 2015.
Nota: *Animais devolvidos ao campo

Foram realizadas 394 (trezentos e noventa e quatro) recapturas de animais
silvestres e sinantropicos marcados, sendo 186 (cento e oitenta e seis) R1
(recaptura 1), 97 R2, 52 R3, 27 R4, dezoito R5, seis R6, trés R7, dois R8, dois R9 e
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um R10, conforme descrito na tabela 4. Observou-se que apenas exemplares da

espécie Nectomys squamipes foram recapturados a partir de R5.

Tabela 4- Roedores silvestres e sinantropicos capturados e recapturados nas localidades dos
Engenhos Raiz de Dentro e Refrigério, Amaraji-PE, por recapturas (R1-R10), no periodo de junho de
2012 a agosto de 2014,

Espécie N R1 R2 R3 R4 R5
Nectomys squamipes 245 106 74 41 23 18
Rattus rattus 148 30 4 2 - -
Necromys lasiurus 83 20 7 2 1 -
Oxymycterus angulares 49 14 5 4 2 -
Holochilus sciureus 40 13 6 2 1 -
Akodon arviculoides 32 3 1 1 - -
Oryzomys subflavus 4 - - - - -
Olygoryzomys eliurus 2 - - - - -

Total 603 186 97 52 27 18

Fonte: o autor, 2015.

Nota:

R6 — 6 Nectomys squamipes
R7 — 3 Nectomys squamipes
R8 — 2 Nectomys squamipes
R9 — 2 Nectomys squamipes
R10 — 1 Nectomys squamipes

7.2 Diagnéstico molecular por PCR em tempo real (QPCR)

A partir dos 603 roedores silvestres e sinantrépicos utilizados na pesquisa,
foram analisadas por gPCR para deteccdo de infeccdo natural por Leishmania
(Viannia) spp.,um total de 1768 amostras de DNA, sendo 983 (601 de capturas e
382 de recapturas) extraidas de sangue total, e, 785 (592 de capturas e 193 de
recapturas) de amostras de pele (fragmento da orelha), todas, obtidas dos 603
roedores silvestres e sinantrdpicos utilizados na pesquisa. Foi detectada, através da
gPCR (Figuras 14, 15 e 16), no periodo total estudado considerando recapturas,
infeccdo natural por Leishmania (Viannia) spp em 29,2 % (176/603) dos roedores.
Considerando as seis espécies mais abundantes na fauna de roedores, o resultado
apresentou significancia estatistica (p < 0,0001), indicando distribuicdo significativa

da infeccdo entre as espécies de roedores. Na comparacdo entre as espécies,
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verifica-se significancia estatistica em relacdo a comparacdo de infeccdo entre as
espécies Rattus rattus, Nectomys squamipes e Necromys lasiurus (p < 0,05)

conforme tabela 5. Nos graficos 1, 2 e 3 verificamos a prevaléncia e incidéncia da

infeccéo.
Figura 17 - Amplificacéo de amostras de DNA de sangue de roedores
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Fonte: o autor, 2015.

Figura 18 - Curva de Melt em qPCR de amostras de DNA de sangue de roedores.
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Fonte: o autor, 2015.



59

Figura 19 - Curva padrdo da qPCR de amostras de DNA de sangue de

roedores.
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Fonte: o autor, 2015.
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Tabela 5. Resultados dos testes moleculares (qPCR) de amostras DNA dos roedores silvestres e
sinantrépicos positivos das localidades de Engenho Raiz de Dentro e Engenho Refrigério, Amaraji-
PE, no periodo de maio de 2012 a agosto de 2014.

Negativo Positivo IC 95%

Espécies p-valor! p-valor?
N % N % Lower Higher

Rattus rattus 124 295 24 13,6 1,000

Nectomys squamipes 139 33,0 106 60,2 3,940 2412 6,644 0,0000

Necromys lasiurus 58 138 25 142 2,227 1,173 4,248 0,0144

Oxymycterus angulares 41 9,7 8 46 1,008 0,398 2,337 0,9855

Holochilus sciureus 30 71 10 57 1,722 0,720 3,911 0,2039

Akodon arviculoides 29 6,9 3 1,7 0534 0,121 1,666 0,3322

Total 421 69,8 176 29,2 < 0,0001

Fonte: o autor, 2015.



Grafico 1- Prevaléncia de infeccdo por Leishmania (Viannia) spp. nas diferentes espécies de
roedores silvestres e sinantropicos estudadas por més de diagndstico.
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Fonte: o autor, 2015.

Grafico 2. Prevaléncia da infeccdo por Leishmania (Viannia) spp. entre todas as espécies
de roedores silvestres e sinantrépicos estudadas, referentes as expedides realizadas no
periodo de maio/2012 a agosto/2014.
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Fonte: o autor, 2015.
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Grafico 3. Incidéncia da infeccdo por Leishmania (Viannia) spp. entre todas as
espécies de roedores silvestres e sinantropicos estudadas, por més, considerando
observacédo do primeiro més de infeccao.
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Fonte: o autor, 2015.

Considerando os ecoOtopos de captura comuns para todas as espécies,

excluindo o intradomicilio (apenas R. rattus foi encontrado nesse ec6topo), foram

analisados os ecétopos referentes a plantacdes e remanescentes de Mata Atlantica,

e, verificou-se significancia estatistica entre a espécie R. rattus, e as espécies N.

squamipes e N. lasiurus, com p-valor® e p-valor ? < 0,05 em ambas comparacdes, e

OR de 4,957 entre R. rattus e N. squamipes, e, OR de 2,802, comparando R. rattus

com N. lasiurus. (Tabela 6)

Tabela 6. Comparacdo da detecgdo de infec¢@o natural por Leishmania (Viannia) spp considerando
0s ecotopos plantagBes e mata, das diferentes espécies de roedores capturadas nas localidades de

Raiz de Dentro e Refrigério, Amaraji-PE, no periodo de maio/2012 a agosto/2014.

Espécie Negativo Positivo OR IC 95% p—valorl p—valor2
N % N % Lower Higher

Rattus rattus 91 235 14 8,4 1,000

Nectomys squamipes 139 358 106 639 4,957 2,752 9,526 0,0000

Necromys lasiurus 58 150 25 151 2,802 1,364 5,956 0,0058
Oxymycterus angulares 41 10,6 8 48 1,268 0,474 3,204 0,6216

Holochilus sciureus 30 7,7 10 6,0 2,167 0,854 5,366 0,0960

Akodon arviculoides 29 7,5 3 1,8 0,672 0,148 2,240 0,5541 < 0,0001

Fonte: o autor, 2015.
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Relacionando a localidade de captura e os resultados de infeccéo geral dos
roedores, os resultados apresentam que a infeccéo natural em roedores silvestres e
sinantropicos do Engenho Raiz de Dentro € 11,294 (OR) vezes maior que a infeccéo

no Engenho Refrigério, apresentando p-valor' e p-valor ? < 0,05. (Tabela 7)

Tabela 7. Comparacdo da deteccdo da infeccdo natural por Leishmania (Viannia) spp. entre as
localidades Raiz de Dentro e Refrigério, Amaraji-PE, no periodo de maio/2012 a agosto/2014.

. " 0

Local de Captura Negativo _ Positivo OR IC 95% p-valor' p-valor?
N % N % Lower Higher

REF 106 248 5 2,8 1,000

RD 321 752 171 97,2 11,294 4,994 32,425 <0,0001 <0,0001

Fonte: o autor, 2015.

Nota:

REF — Engenho Refrigério
RD — Engenho Raiz de Dentro

Analisando os diferentes ecotopos de captura com a infeccdo dos animais,
nao foi verificada diferenca significativa estatisticamente, estando a infec¢cao natural
distribuida de forma homogénea nos trés ecétopos, apresentando p-valor' e p-valor 2
> 0,05. (Tabela 8)

Tabela 8. Comparacdo da deteccdo da infec¢do natural por Leishmania (Viannia) spp. entre os
diferentes ecotopos de captura.

Ecétopo Negativo Positivo OR IC 95% p-valorl p—valor2
N % N % Lower Higher

INTRADOMICILIO 33 77 10 57 1,000 1,000

MATA 57 134 18 10,2 1,042 0,436 2,594 0,9271

PLANTA(;C)ES 337 78,9 148 84,1 1,449 0,720 3,171 0,3214 0,3461

Fonte: o autor, 2015.

Tendo em vista que no Intradomicilio apenas a espécie Rattus rattus foi
capturada e marcada, realizou-se comparacao entre a distribuicdo de infec¢do dessa
espécie nos trés ecotopos de capturas (Intradomicilio, Plantagdes e Mata Atlantica),
conforme tabela 9, bem como verificou-se a distribuicdo de infeccéo natural entre os
ecotopos Plantacbfes e Mata Atlantica apenas (Tabela 10). Nenhuma dessas
correlagcbes apresentou resultado estatisticamente significativo, sendo p>0,05, em

ambas analises.
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Tabela 9. Comparacdo da deteccdo da infeccdo natural por Leishmania (Viannia) spp. entre os
diferentes ecotopos de captura, apenas da espécie Rattus rattus.

) Negativo Positivo IC 95% N 5
Local — Ec6topo OR ] p-valor® p-valor
N % N % Lower Higher
INTRADOMICILIO 33 266 10 41,7 1,000
MATA 14 113 1 4,2 0,2357 0,0123 1,4127 0,1874
PLANTACOES 77 62,1 13 54,2 0,5571 0,2223 1,4246 0,2126 0.2716

Fonte: o autor, 2015.

Tabela 10. Comparacdo da deteccdo da infeccdo natural por Leishmania (Viannia) spp. entre os
ecotopos Plantacdes e Mata Atlantica.

Negativo Positivo IC 95% N 5
Local — Ec6topo OR ] p-valor® p-valor
N % N % Lower Higher
MATA 57 14,5 18 10,8 1,000
PLANTACOES 337 855 148 89,2 11,3907 0,8058 2,5052 0,2518 0,3106

Fonte: o autor, 2015.

Comparando os resultados de infeccédo natural por Leishmania (Viannia) spp.
das espécies de roedores em relacéo as localidades estudadas, a correlagéo

apresenta-se estatisticamente significativa, com p<0,05, (Tabela 11).

Tabela 11. Distribuigdo da infeccé@o natural por Leishmania (Viannia) spp. entre as espécies por
localidades (Refrigério e Raiz de Dentro).

REF RD
Espécies Negativo Positivo Negativo Positivo P-valor
N % N % N % N %

Rattus rattus 16 15,1 0 0,0 108 33,6 24 14,0
Nectomys squamipes 30 28,3 2 40,0 109 340 104 60,8
Necromys lasiurus 15 14,2 2 40,0 43 13,4 23 13,5
Oxymycterus angulares 15 14,2 1 20,0 26 8,1 7 4,1
Holochilus sciureus 0 0,0 0 0,0 30 9,4 10 59
Akodon arviculoides 25 23,6 0 0,0 4 1,3 3 1,8
Oryzomys subflavus 3 2,8 0 0,0 1 0,3 0 0,0
Olygoryzomys eliurus 2 19 0 0,0 0 0,0 0 0,0 < 0,0001

Fonte: o autor, 2015.

Nota:
REF — Engenho Refrigério
RD — Engenho Raiz de Dentro
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7.3 Sazonalidade de flebotomineos

No periodo de agosto/2013 a julho/2014, foram realizadas 9 expedi¢cdes com
duracdo de quatro dias para coleta de flebotomineos a fim de verificar a
sazonalidade destes na localidade Engenho Raiz de Dentro. Foram coletados no
total 1.168 exemplares, pertencentes a cinco espécies, sendo 598 machos e 570
fémeas, a distribuicdo por captura encontra-se na tabela 12 e gréfico 4. Lutzomyia
whitmani foi a principal espécie encontrada com correspondendo a 58,56%
(684/1168).

Considerando o resultado da coleta por ecétopos (intradomicilio, estdbulos e
galinheiros), Lutzomyia quinquefer foi a mais abundante no intradomicilio com
48,68% do total. J& nos abrigos de animais, galinheiros e estabulos, Lutzomyia
whitmani foi a principal espécie encontrada com 48,11% e 82,48% do total coletado

respectivamente. (Gréfico 5)

Tabela 12. Resultado da Sazonalidade de flebotomineos coletados na localidade de Raiz de Dentro —
Amaraji, durante o periodo de ago/2013 a jul/2014.

. walkeri
%

L. whitmani L. quinquefer
% N %

complexa L. evandroi
% N %

Més/coleta Total

ago/13 11 11,70% 55 58,51% 1,06% 22 23,40% 5,32% 94

set/13 22 4583% 16 33,33% 0,00% 10 20,83% 0,00% 48

nov/13 128 88,89% 3 2,08% 0,00% 13 9,03% 0,00% 144

jan/14 95 4524% 68 32,38% 0,00% 44 20,95% 1,43% 210

L
N
5
0
out/13 153 84,53% 17 9,39% 0,55% 10 552% O 0,00% 181
0
0
3
0

mar/14 75 51,72% 25 17,24% 0,00%0 45 31,03% 0,00% 145

mai/l4 110 47,21% 90 38,63% 0,000 18 7,73% 15 6,44% 233

jul/14 21 56,76% 4 10,81% 0,00% 12 32,43% 0 0,000 37

L.
N
1
0
1
0
dez/13 69 90,79% O 0,000 0 0,00% 7 921% 0,00% 76
0
0
0
0
2

Total 684 58,56% 278 23,80% 0,17% 181 15,50% 23 1,97% 1168

Fonte: o autor, 2015.



Gréfico 4 - Distribuicdo sazonal de flebotomineos coletados na localidade de Raiz de Dentro
— Amaraji, durante o periodo de ago/2013 a jul/2014
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Fonte: o autor, 2015.

Grafico 5. Distribuicdo das espécies de flebotomineos coletados por ec6topo de captura.
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Fonte: o autor, 2015.
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7.4 Ensaios de infecciosidade através de xenodiagndstico

Foram realizados 51 (cinquenta e um) xenodiagnosticos com roedores
silvestres e sinantrépicos naturalmente infectados sendo 44 xenodiagndsticos com
Nectomys squamipes, quatro com Rattus rattus, um com Necromys lasiurus, um com
Akodon arviculoides e, um com Oxymycterus angulares (Tabela 13). Desse total, 5
(trés Nectomys squamipes e dois Rattus rattus) foram realizados com fémeas de
Lutzomyia longipalpis oriundas de colonia, e, os demais, 46, realizados com fémeas
de Lutzomyia whitmani provenientes de capturas realizadas no campo.

Do total de xenodiagnosticos realizados, foram identificadas e contabilizadas
as fémeas de flebotomineos alimentadas. No total, 1929 fémeas se alimentaram em
roedores durante os xenodiagnoésticos sendo: 407 L. longipalpis (Tabela 14) e 1522
L. whitmani (Tabela 15).

Foi detectada infeccdo natural por Leishmania (Viannia) spp. em 72,58%
(1400/1929) do total de espécimes analisadas, sendo 1150 de Lutzomyia whitmani e
250 L. longipalpis. Considerando os ensaios apenas com utilizagcdo de fémeas de L.
longipalpis, foram 61,43% positivos para infec¢cao natural por Leishmania (Viannia)
spp., enquanto que para xenodiagnosticos com L. whitmani, foram 75,58% de
espécimes positivos.

Com relacdo as fémeas de flebotomineos ndo alimentadas durante os
xenodiagnésticos, utilizadas como controle da infec¢cdo natural, foram analisadas

280 fémeas e foi verificado 5,4% (15/280) de infeccao natural em flebotomineos.



67

Tabela 13. Resultado geral dos ensaios de infecciosidade, por xenodiagnéstico, realizados com roedores silvestres e sinantrépicos capturados na localidade
de Raiz de Dentro, Amaraji-PE no periodo de 2012-2014.

(continua)

DNA Sangue Roedor

DNA Flebotomineos alimentados

No Espécies Recaptura A Média CP
p P Data Xeno gPCR CP (fg/ulL) Flﬁ)%?glrﬁo pg;gso P(ézi/tlij\lljs Total

5 Nectomys squamipes R5 25/01/2014 Pos 83,06 L. whitmani 0 0,0% 0,0 12
12 Nectomys squamipes R2 12/12/2012 Pos 446,56 L. longipalpis 13 15,9% 50,3 82
16  Nectomys squamipes R4 03/12/2012 Pos 605,98 L. longipalpis 26 44,8% 295,1 58
40 Nectomys squamipes R9 14/12/2013 Neg 0 L. whitmani 1 9,1% 1,6 11
40  Nectomys squamipes R10 27/03/2014 Pos 39,28 L. whitmani 1 2,9% 2,2 35
40 Nectomys squamipes R10 X2 05/07/2014 Pos 5,67 L. whitmani 16 94,1% 2,3 17
185 Nectomys squamipes R1 07/03/2013 Neg 0 L. longipalpis 71 88,8% 10,2 80
187 Rattus rattus R1 18/02/2013 Pos 10,28 L. longipalpis 42 79,2% 110,5 53
188 Rattus rattus R1 05/03/2013 Pos 8,83 L. longipalpis 98 73,1% 23,4 134
221  Oxymycterus angulares R4 26/03/2014 Pos 74,36 L. whitmani 1 2,2% 2,8 45
272 Nectomys squamipes R4 16/10/2013 Neg 0 L. whitmani 6 60,0% 225 10
379  Nectomys squamipes R3 26/03/2014 Pos 46,21 L. whitmani 4 6,7% 29,8 60
379  Nectomys squamipes R3 X2 24/05/2014 Pos 20,57 L. whitmani 32 97,0% 15,5 33
387  Nectomys squamipes R3 20/11/2013 Neg 0 L. whitmani 2 7,7% 6,7 26
393 Nectomys squamipes R4 19/12/2013 Neg 0 L. whitmani 6 100,0% 119,7 6
393 Nectomys squamipes R5 28/03/2014 Pos 35,26 L. whitmani 6 33,3% 1,3 18
393 Nectomys squamipes R5 X2 05/07/2014 Pos 17,04 L. whitmani 20 80,0% 7,6 25
397 Nectomys squamipes R2 20/05/2014 Pos 9,83 L. whitmani 24 100,0% 65,3 24
398 Nectomys squamipes R1 04/07/2014 Pos 2,19 L. whitmani 15 100,0% 7,7 15
404  Nectomys squamipes R2 12/12/2013 Neg 0 L. whitmani 3 18,8% 117,7 16
404 Nectomys squamipes R3 29/01/2014 Pos 39,58 L. whitmani 3 13,6% 2,3 22
410 Nectomys squamipes R3 30/01/2014 Pos 29,29 L. whitmani 1 4,3% 15 23
421  Nectomys squamipes R4 18/12/2013 Neg 0 L. whitmani 0 0,0% 0,0 23
421  Nectomys squamipes R5 28/03/2014 Pos 45,16 L. whitmani 0 0,0% 0,0 18
432  Nectomys squamipes R2 30/01/2014 Pos 738,23 L. whitmani 8 18,6% 15,5 43
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Tabela 13. Resultado geral dos ensaios de infecciosidade, por xenodiagnéstico, realizados com roedores silvestres e sinantrépicos capturados na localidade
de Raiz de Dentro, Amaraji-PE no periodo de 2012-2014.

(continuacéo)

DNA Sangue Roedor

DNA Flebotomineos alimentados

N Especies RECHMIE paaxeno  qPCR P (fglul) LSRéCie pgzictil\:fo '\F/’I%%:EVE’Z Total
432 Nectomys squamipes R3 21/05/2014 Pos 7,35 L. whitmani 15 93,8% 7,6 16
432 Nectomys squamipes R4 03/07/2014 Pos 54,45 L. whitmani 19 100,0% 58,5 19
432 Nectomys squamipes R5 30/07/2014 Neg 0 L. whitmani 3 50,0% 15 6
443 Rattus rattus R1 30/01/2014 Pos 364,15 L. whitmani 18 100,0% 19,1 18
452 Nectomys squamipes R7 23/05/2014 Pos 1,46 L. whitmani 33 97,1% 501,0 34
452 Nectomys squamipes R8 04/07/2014 Pos 17,57 L. whitmani 1 100,0% 52,4 1
452 Nectomys squamipes R9 31/07/2014 ? 0,95 L. whitmani a7 97,9% 176,0 48
456 Nectomys squamipes R3 21/05/2014 Pos 11,69 L. whitmani 30 100,0% 154,9 30
501 Rattus rattus R2 22/01/2014 Pos 90,43 L. whitmani 13 92,9% 25,5 14
505 Nectomys squamipes R5 23/05/2014 Pos 15,06 L. whitmani 53 98,1% 192,1 54
524 Nectomys squamipes R1 17/10/2013 Pos 2,55 L. whitmani 4 100,0% 62,6 4
524 Nectomys squamipes R3 22/05/2014 Pos 5,44 L. whitmani 29 85,3% 9,8 34
567 Nectomys squamipes R3 20/05/2014 Pos 6,59 L. whitmani 31 91,2% 32,7 34
572 Akodon arviculoides R1 27/03/2014 Pos 25,09 L. whitmani 9 100,0% 19,2 9
573 Necromys lasiurus R1 28/01/2014 Pos 76,59 L. whitmani 17 68,0% 6,2 25
577 Nectomys squamipes R1 03/07/2014 Neg 0 L. whitmani 34 97,1% 75,9 35
607 Nectomys squamipes R2 29/07/2014 Pos 2,65 L. whitmani 29 87,9% 1,7 33
618 Nectomys squamipes 24/05/2014 Pos 12,85 L. whitmani 77 95,1% 421 81
618 Nectomys squamipes R1 03/07/2014 Pos 4,04 L. whitmani 92 100,0% 7,6 92
619 Nectomys squamipes 24/05/2014 Pos 18,06 L. whitmani 29 100,0% 17,2 29
623 Nectomys squamipes R2 01/08/2014 ? 0,72 L. whitmani 314 98,7% 85,7 318
633 Nectomys squamipes 30/07/2014 Pos 1,58 L. whitmani 9 100,0% 268,7 9
634 Nectomys squamipes 30/07/2014 Neg 0 L. whitmani 6 100,0% 15,4 6
635 Nectomys squamipes 31/07/2014 Neg 0 L. whitmani 69 100,0% 54,6 69
636 Nectomys squamipes 29/07/2014 Pos 234,62 L. whitmani 13 92,9% 11,7 14
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Tabela 13. Resultado geral dos ensaios de infecciosidade, por xenodiagnéstico, realizados com roedores silvestres e sinantropicos capturados na localidade

de Raiz de Dentro, Amaraji-PE no periodo de 2012-2014.

(concluséo)

DNA Sangue Roedor

DNA Flebotomineos alimentados

N° Espécies Recaptura Espécie gPCR Média CP
Data Xeno gPCR CP (fa/ul)  Hepsiomo positivo % P?leltllj\ll_())s Total
637 Nectomys squamipes - 29/07/2014 Neg 0 L. whitmani 7 87,5% 2.1 8
TOTAL 1400 72,58% 55,2 1929

Fonte: o autor, 2015.

Legenda:

CP - Carga Parasitaria

R3 X2 — Recaptura 3 - 2° Xenodiagndstico
R5 X2 — Recaptura 5 - 2° Xenodiagndstico
R10 X2- Recaptura 10 - 2° Xenodiagnéstico

Tabela 14. Resultado geral dos Ensaios de infecciosidade utilizando fémeas de Lutzomyia longipalpis, por xenodiagnostico, realizados com roedores
silvestres e sinantrépicos capturados na localidade de Raiz de Dentro, Amaraji-PE no periodo de 2012-2013.

DNA Sangue Roedor

DNA Flebotomineos alimentados

Média
N° Espeécies Recaptura Data Xeno gPCR P%:%féria Flisb%?gin?o pgsigi:\?o % POSCi:tFi)VOS Total
(fg/uL)
12 Nectomys squamipes R2 12/12/2012 Pos 446,56 L. longipalpis 13 15,9% 50,3 82
16 Nectomys squamipes R4 03/12/2012 Pos 605,98 L. longipalpis 26 44,8% 2951 58
185 Nectomys squamipes R1 07/03/2013 Neg 0 L. longipalpis 71 88,8% 10,2 80
187 Rattus rattus R1 18/02/2013 Pos 10,28 L. longipalpis 42 79,2% 110,5 53
188 Rattus rattus R1 05/03/2013 Pos 8,83 L. longipalpis 98 73,1% 23,4 134
TOTAL 250 61,43% 97,9 407

Fonte: o autor, 2015.
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Tabela 15. Resultado geral dos Ensaios de infecciosidade utilizando fémeas de Lutzomyia whitmani capturadas no campo, por xenodiagndstico, realizados
com roedores silvestres e sinantrépicos capturados na localidade de Raiz de Dentro, Amaraji-PE no periodo de 2013-2014.

(continua)

DNA Sangue Roedor

DNA Flebotomineos alimentados

N Especies Recapiura Data Xeno qPCR CP (fg/uL) FIEeZ%?cC)irﬁo pNO(i};iC\ZIE % ,\Fflggi;tz\ll_cc}z Total
5 Nectomys squamipes R5 25/01/2014 Pos 83,06 L. whitmani 0 0,0% 0,0 12
40 Nectomys squamipes R9 14/12/2013 Neg 0 L. whitmani 1 9,1% 1,6 11
40 Nectomys squamipes R10 27/03/2014 Pos 39,28 L. whitmani 1 2,9% 2,2 35
40 Nectomys squamipes R10x2  05/07/2014 Pos 5,67 L. whitmani 16 94,1% 2,3 17
221 gg‘gmgg:ms R4 26/03/2014 Pos 74,36 L. whitmani 1 2,2% 2,8 45
272 Nectomys squamipes R4 16/10/2013 Neg 0 L. whitmani 6 60,0% 22,5 10
379 Nectomys squamipes R3 26/03/2014 Pos 46,21 L. whitmani 4 6,7% 29,8 60
379 Nectomys squamipes R3 x2 24/05/2014 Pos 20,57 L. whitmani 32 97,0% 15,5 33
387 Nectomys squamipes R3 20/11/2013 Neg 0 L. whitmani 2 7,7% 6,7 26
393 Nectomys squamipes R4 19/12/2013 Neg 0 L. whitmani 6 100,0% 119,7 6
393 Nectomys squamipes R5 28/03/2014 Pos 35,26 L. whitmani 6 33,3% 1.3 18
393 Nectomys squamipes R5 x2 05/07/2014 Pos 17,04 L. whitmani 20 80,0% 7,6 25
397 Nectomys squamipes R2 20/05/2014 Pos 9,83 L. whitmani 24 100,0% 65,3 24
398 Nectomys squamipes R1 04/07/2014 Pos 2,19 L. whitmani 15 100,0% 7,7 15
404 Nectomys squamipes R2 12/12/2013 Neg 0 L. whitmani 3 18,8% 117,7 16
404 Nectomys squamipes R3 29/01/2014 Pos 39,58 L. whitmani 3 13,6% 2,3 22
410 Nectomys squamipes R3 30/01/2014 Pos 29,29 L. whitmani 1 4,3% 15 23
421 Nectomys squamipes R4 18/12/2013 Neg 0 L. whitmani 0 0,0% 0,0 23
421 Nectomys squamipes R5 28/03/2014 Pos 45,16 L. whitmani 0 0,0% 0,0 18
432 Nectomys squamipes R2 30/01/2014 Pos 738,23 L. whitmani 8 18,6% 15,5 43
432 Nectomys squamipes R3 21/05/2014 Pos 7,35 L. whitmani 15 93,8% 7,6 16
432 Nectomys squamipes R4 03/07/2014 Pos 54,45 L. whitmani 19 100,0% 58,5 19
432 Nectomys squamipes R5 30/07/2014 Neg 0 L. whitmani 3 50,0% 15 6
443 Rattus rattus R1 30/01/2014 Pos 364,15 L. whitmani 18 100,0% 19,1 18
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Tabela 15. Resultado geral dos Ensaios de infecciosidade utilizando fémeas de Lutzomyia whitmani capturadas no campo, por xenodiagndstico, realizados
com roedores silvestres e sinantropicos capturados na localidade de Raiz de Dentro, Amaraji-PE no periodo de 2013-2014. (concluséo)

DNA Sangue Roedor

DNA Flebotomineos alimentados

NO Espécies Recaptura 4PCR CP (fg/uL) FEZ%?girﬁo pNo?i:;iC\Z/E % % .}ZVLC(;}'; Total
452  Nectomys squamipes R7 23/05/2014 Pos 1,46 L. whitmani 33 97,1% 501,0 34
452  Nectomys squamipes R8 04/07/2014 Pos 17,57 L. whitmani 1 100,0% 52,4 1
452  Nectomys squamipes R9 31/07/2014 ? 0,95 L. whitmani 47 97,9% 176,0 48
456  Nectomys squamipes R3 21/05/2014 Pos 11,69 L. whitmani 30 100,0% 154,9 30
501 Rattus rattus R2 22/01/2014 Pos 90,43 L. whitmani 13 92,9% 25,5 14
505 Nectomys squamipes R5 23/05/2014 Pos 15,06 L. whitmani 53 98,1% 192,1 54
524  Nectomys squamipes R1 17/10/2013 Pos 2,55 L. whitmani 4 100,0% 62,6 4
524  Nectomys squamipes R3 22/05/2014 Pos 5,44 L. whitmani 29 85,3% 9,8 34
567 Nectomys squamipes R3 20/05/2014 Pos 6,59 L. whitmani 31 91,2% 32,7 34
572  Akodon arviculoides R1 27/03/2014 Pos 25,09 L. whitmani 9 100,0% 19,2 9
573  Necromys lasiurus R1 28/01/2014 Pos 76,59 L. whitmani 17 68,0% 6,2 25
577  Nectomys squamipes R1 03/07/2014 Neg 0 L. whitmani 34 97,1% 75,9 35
607 Nectomys squamipes R2 29/07/2014 Pos 2,65 L. whitmani 29 87,9% 1,7 33
618 Nectomys squamipes 24/05/2014 Pos 12,85 L. whitmani 77 95,1% 421 81
618 Nectomys squamipes R1 03/07/2014 Pos 4,04 L. whitmani 92 100,0% 7,6 92
619 Nectomys squamipes 24/05/2014 Pos 18,06 L. whitmani 29 100,0% 17,2 29
623 Nectomys squamipes R2 01/08/2014 ? 0,72 L. whitmani 314 98,7% 85,7 318
633 Nectomys squamipes 30/07/2014 Pos 1,58 L. whitmani 9 100,0% 268,7 9
634 Nectomys squamipes 30/07/2014 Neg 0 L. whitmani 6 100,0% 15,4 6
635 Nectomys squamipes 31/07/2014 Neg 0 L. whitmani 69 100,0% 54,6 69
636 Nectomys squamipes 29/07/2014 Pos 234,62 L. whitmani 13 92,9% 11,7 14
637  Nectomys squamipes 29/07/2014 Neg 0 L. whitmani 7 87,5% 2,1 8
TOTAL 1150 75,56% 50,5 1522

Fonte: o autor, 2015.
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Na andlise dos resultados de flebotomineos infectados nos xenodiagnésticos,
a probabilidade de L. whitmani ser infectado num ensaio, em relacéo a proporcéo de
flebotomineos positivos, foi positivamente associado com a quantidade média de
DNA do parasito detectado por gPCR nos flebotomineos testados (z = 17,6, P
<0,001). (de Spearman r = 0,303, p = 0,040) (Tabela 16, Gréfico 6).

Tabela 16. Andlise da proporcéo de L. whitmani positivos nos xenodiagndsticos

Odds Ratio Desvio padrao Z p-valor 95% Intervalo de confianga
Inxeno 1.026402 .0584508 17.56 0.000 .9118402 1.140963
Iposneg .8316986 .2015293 4.13 0.000 4367085 1.226689
cons -2.453827 .2511360 -9.77 0.000 -2.946045 -1.96161

Fonte: o autor, 2015.

Grafico 6. Proporgédo de L. whitmani positivos nos xenodiagndsticos
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Fonte: o autor, 2015.

Considerando a probabillidade de infeccdo de fémeas de L. whitmani nos
xenodiagndsticos com a carga parasitaria dos roedores no momento dos ensaios,

essa associagéo foi negativa (z=-15.62, P<0.001) (Tabela 17, Grafico 7).
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Tabela 17 - Andlise da associacao entre carga parasitaria dos roedores e fémeas de L. whitmani

infectadas no xenodiagnostico.

Odds Ratio Desvio padréo Z p-valor 95% Intervalo de confianga
Inload -1.060548 .0678751 -15.62 0.000 -1.19358 -.9275148
Iposneg 3.7478610 .2721677 13.77 0.000 3.214422 4.2813000
cons .5505331 1412710 3.90 0.000 .273647 .8274192

Fonte: o autor, 2015.

Grafico 7. Associagcao entre carga parasitaria dos roedores e fémeas de L.

whitmani infectadas no xenodiagnéstico
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Fonte: o autor, 2015.

Considerando a associacao entre a média (In) de carga de infeccdo em L.

whitmani, com o estado de carga (In) de infeccdo no sangue do animal no momento

da xenodiagndstico, foi negativa a associacdo com pouca correlacao (z = -2,32, P =

0,02). (Tabela 18 e Grafico 8).
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Tabela 18. Associacdo entre a média (In) de carga de infeccdo em L. whitmani, com o estado de
carga (In) de infec¢éo no sangue do animal no momento da xenodiagnostico.

Odds Ratio Desvio padréo Z p-valor 95% Intervalo de confianga
Inload -.414209 .1784986 -2.32  0.020 -.7640598 -.0643581
Iposneg 1.44846 .752539 1.92 0.054 -.0264889 2.92341
cons 2.627319 4682119 561 0.000 1.70964 3.544997

Fonte: o autor, 2015.

Grafico 8. Associacao entre a média (In) de carga de infecgdo em L. whitmani,
com o estado de carga (In) de infeccdo no sangue do animal no momento da

xenodiagndstico.
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Fonte: o autor, 2015.

Na analise dos ensaios

realizados com fémeas de L.

longipalpis a

probabilidade das fémeas infectarem-se nos xenodiagndstico foi negativamente

correlacionada com a média de parasitos (fg) detectados por gPCR (z = -2,19, p =
0,028). (Tabela 19). Nao houve associacdo entre flebotomineos infectados com a
carga de infeccao do animal (= -7,90, P <0,001). (Tabela 20)
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Tabela 19. Analise da propor¢cdo de L. longipalpis infectados nos xenodiagndsticos em relacdo a
média de parasitos (fg).

Odds Ratio Desvio padréo z p-valor 95% Intervalo de confianca
Inxeno .266185 1213586 -2.19  0.028 -.5040434 -.0283265
Iposneg -1.433798 4224539 -3.39 0.001 -2.261792 -.6058034
cons 2.70946 4597873 5.89 0.000 1.808293 3.610626

Fonte: o autor, 2015.

Tabela 20. Analise da proporgédo de L. longipalpis infectados nos xenodiagndsticos em relacdo a
carga de infeccdo no roedor.

Odds Ratio Desvio padréo z p-valor 95% Intervalo de confianca
Inload -.508031 .0643208 -7.90 0.000 -.6340974 -.3819645
Iposneg .1803261 4570846 0.39 0.693 -.7155432 1.076195
cons 2.065455 .3538299 584 0.000 1.371961 2.758949

Fonte: o autor, 2015.

Comparando os resultados dos xenodiagnosticos realizados com as
diferentes espécies de flebotomineos utilizadas (L. longipalpis e L. whitmani) em
associacdo com as espécies de roedores Nectomys squamipes e Rattus rattus, ndo
foi observada diferenca significativa com p-valor >0,05 em ambas analises. (Tabelas
21 e 22, Gréfico 9). Também néo foi verificada diferenca entre as médias de carga
parasitaria nos flebotomineos infectados em relacdo a espécie do roedor p-valor

>0,05 em ambas andlises. (Gréfico 10)

Tabela 21. Andlise da probabilidade Nectomys squamipes infectar flebotomineos (L. longipalpis ou L.
whitmani) nos xenodiagnosticos (z=0.01, P=0.994).

Odds Ratio Desvio padréo Z p-valor 95% Intervalo de confianca
Lfly 21.001733 .2135361 0.01 0.994 .6596362 1.521248
Inload 57449 .0216034 -14.74 0.000 .5336709 6184313
cons 11.15826 2.885193 9.33 0.000 6.722045 18.52217

Fonte: o autor, 2015.

Tabela 22. Andlise da probabilidade Rattus rattus infectar flebotomineos (L.
longipalpis ou L. whitmani) nos xenodiagndsticos (z=-0.84, P=0.399).

Odds Ratio Desvio padréo z p-valor 95% Intervalo de confianca
Lfly 2.0101147 .0551222 -0.84 0.399 2.32e-07 440.2871
Lnload 16.1155 38.49361 1.16 0.245 .1492993 1739.522
Cons .0046894 .0259878  -0.97 0.333 8.99e-08 244.532

Fonte: o autor, 2015.



Gréafico 9. Propabilidade de infeccdo de flebotomineos em xenos realizados
com Nectomys squamipes e Rattus rattus
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Fonte: o autor, 2015.

Grafico 10. Média das cargas parasitarias de flebotomineos infectados nos
xenodiagnésticos realizados com Nectomys squamipes (z=-1.29, P=0.196) e
Rattus rattus. (z=-0.17, P=0.866).
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Fonte: o autor, 2015.
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7.5 Avaliacdo da interrupcdo de exposi¢do a transmissdo em roedores

Entre marco/2015 e julho/2015, foram coletadas amostras sangue e pele de
13 animais pertencentes a quatro espécies diferentes (5 Nectomys squamipes, 4
Necromys lasiurus, 3 Akodon arviculoides e 1 Rattus rattus) para avaliacdo da
infeccdo por Leishmania (Viannia) spp., através da qPCR, e, para compara¢do com
resultados de infeccdo de roedores que permaneceram expostos a infec¢do. Todas
as amostras de pele dos animais foram negativas.

Analisando as médias das cargas parasitarias em sangue, verificou-se um
aumento significativo ao longo do tempo das cargas em roedores mantidos no
campo. No entanto houve uma diminui¢éao significativa em cargas com o tempo apos
os roedores serem translocados para o laboratorio (z = -4,18, p<0,001), em
comparagcdo com agueles que permaneceram no campo sob condi¢cbes de
exposi¢ao natural (z=-2.19, p=0.028).(Graficos 11 e 12)

Grafico 11. Evolugao das cargas parasitarias de roedores com exposicao
continua e com interrupcéo da exposicao a transmissao.
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Fonte: o autor, 2015.



Gréafico 12. Dispersdo das cargas parasitarias de roedores com
exposigdo continua e com interrupgéo da exposicédo a transmissao.
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Fonte: o autor, 2015.

Considerando os resultados a partir da 12 deteccdo de infeccdo nos animais,
foram observados desvios destas tendéncias médias entre os animais, embora, em

todos, tenha se verificado diminuicdo das cargas parasitarias. (Grafico 13)

Grafico 13. Evolucdo das cargas parasitarias dos roedores com interrupgédo da

transmissdo apos detecgdo da infeccdo por Leishmania (Viannia) spp.
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8 DISCUSSAO

Alguns estudos realizados em todo o mundo, tém demonstrado a importancia
de se identificar e caracterizar nas diferentes regides endémicas, os hospedeiros
reservatérios que participam dos ciclos de transmissdo das leishmanioses, fazendo
com que, em muitas regides, a prevaléncia da infeccdo, e, principalmente da
doenca, persista em populagbes (KAWA; SABROZA, 2002; MONTEIRO et al.,
2008). Essa persisténcia tem impulsonado grupos de pesquisa a investigar e tentar
elucidar quem séo os agentes etioldgicos, 0s vetores e reservatorios envolvidos nos
diversos ciclos de transmisséo para LTA.

No Brasil, grupos de pesquisa tem trabalhado com o objetivo de identificar
quais de fato sdo os reservatorios silvestres da L. (V.) braziliensis, no entanto nessa
incriminacao carece de resultados conclusivos. A diversidade de Leishmania spp. e
flebotomineos envolvidos nas diferentes areas endémicas, resulta numa grande
variedade de hospedeiros vertebrados naturalmente infectados envolvidos,
indicando diferencas nos padrfes de transmissédo no Brasil.

Obter conhecimentos aprofundados sobre a ecologia e epidemiologia das
leishmanioses sdo de suma importancia para o gerenciamento e planejamento de
controle da doenca. A pesquisa ecoepidemiolégica € um componente importante
para o combate contra a doenca. Varios achados ecopidemioldgicos e, incluindo
dados sobre a antropofilia e a infeccdo natural de flebotomineos com a mesma
espécie de Leishmania encontrada em pacientes sugere a incriminacdo catagorica
dessas espécies de flebotomineos como vetor (KILLICK-KENDRICK, 1990;
OSHAGHI et al. 2009b) .

Nossos achados em relacdo a fauna de roedores silvestres e sinantropicos
encontrada em Amaraji, Zona da Mata Sul de Pernambuco, evidenciam o importante
papel dos roedores na transmissao. Os resultados obtidos corroboram com outros
estudos realizados na regido, apresentando como principais espécies, N.
squamipes, R. rattus e N. lasiurus. Entretanto, em nosso estudo, destacamos o
aparecimento da espécie Oxymycterus angularis, sendo a quarta principal espécie
capturada, ndo evidenciada em estudos anteriores em Amaraji, Zona da Mata Sul
(BRANDAO-FILHO et al., 2003), e em estudos na Zona da Mata Norte de
Pernambuco (BRANDAO-FILHO et al., 2003; , LIMA et al., 2013; MARINHO-
JUNIOR, 2010).
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Além da diversidade na fauna roedores, foi verificada uma importante taxa de
infeccdo nas espécies N. squamipes e N. lasiurus, quando comparada a R. rattus,
indicando probabilidades maiores de encontrar infeccao nas espécies silvestres, em
relacdo a espécies sinantropicas. Esses achados corroboram com evidéncias
anteriores (ANDRADE, 2010; BRANDAO-FILHO et al., 2003; LIMA et al., 2013;
MARINHO-JUNIOR, 2010) que também apontaram os roedores silvestres como
provaveis reservatorios primarios, e, R. rattus, como provavel reservatorio
secundério. Por outro lado, Svobodova et al. (2003), avaliando a persisténcia
parasitaria de Leishmania tropica em R. rattus, em estudo realizado na Turquia,
verificou que, apos 24 meses de um inOculo experimental, essa espécie ainda era
infectiva aos flebotomineos. Gradoni et al. (1983), em estudo realizado na regido de
Tuscany na Italia, analisando a persisténcia parasitaria de R. rattus, evidenciou essa
persisténcia mesmo em baixas parasitemias de L. infantum.

Diversos estudos tém demonstrado a importancia do roedor sinantropico R.
rattus, como provavel hospedeiro reservatdério de espécies de Leishmania
(BRANDAO-FILHO, 2001; BRANDAO-FILHO et al., 1994, 2003; FERREIRA, et al.,
2015; HELHAZAR et al.,, 2013; LAINSON; SHAW, 1979; LIMA et al.,, 2013;
MARINHO-JUNIOR, 2010; VASCONCELLOS et al., 1994). Em estudo realizado na
regido urbana de Belo Horizonte-MG, Ferreira et al. (2015), verificou alto indice de
infeccdo desta espécie por Leishmania, além de detectar R. rattus co-infectado por
L. donovani e L. braziliensis. Na Zona da Mata Norte de Pernambuco, municipio de
Sdo Vicente Férrer, Lima et al. (2013) detectou co-infeccdo por Leishmania do
subgénero Viannia e L. (L.) chagasi em R. rattus, evidenciando sua importancia no
ciclo de transmissdo daquela regiao.

Os resultados obtidos neste estudo principalmente referentes a infeccao
natural, a infecciosidade, predominancia na fauna de roedores, reforcam que o0s
roedores silvestres das espécies N. squamipes e N. lasiurus, possivelmente atuem
como reservatérios primarios no ciclo de transmissdo, corroborando essas
evidéncias com outros estudos que também ja apontaram N. squamipes
(BRANDAO-FILHO et al., 2003; LIMA et al., 2013; MARINHO-JUNIOR, 2010;
PETERSON et al., 1988) e N. lasiurus (BRANDAO-FILHO et al., 2003; CARDOSO et
al., 2015; DE FREITAS et al., 2012; MARINHO-JUNIOR, 2010) como hospedeiros

reservatorios primarios de L.(V) braziliensis.
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Também encontrado com infeccdo natural, a espécie Hollochillus sciureus
pode ser apontada como potencial hospedeiro reservatorio participante do ciclo de
transmissdo da LTA. Estudos anteriores na Zona da Mata de Pernambuco
detectaram exemplares com infeccdo natural por Leishmania (Viannia) spp.
(BRANDAO-FILHO et al., 2003; LIMA et al., 2013; MARINHO-JUNIOR, 2010).
Embora outras espécies ndo tenham sido encontradas infectadas por Leishmania
em nosso estudo, ndo se descarta a participacdo dessas na transmissao, visto que,
exemplares do género Olygoryzomys (TELLERIA et al., 1999), bem como da
espécie Oryzmomys subflavus, possuem relatos de infeccédo natural por Leishmania
spp. em outras areas endémicas do Brasil (FORATINNI et al., 1973; LAINSON et al.,
1981; LAINSON; SHAW, 1989; OLIVEIRA, et al., 2005a).

Com relacdo aos espécimes do género Akodon, alguns estudos ja
descreveram exemplares deste género como infectados naturalmente por
Leishmania spp (BRANDAO-FILHO et al., 2003; FORATINNI et al., 1972), o que
indica uma provavel participacao de espécies desse género no ciclo de transmissao
da LTA. Quanto aos marsupiais pertencentes aos géneros Didelphis, Marmosa e
Monodelphis, embora tenham-se capturados poucos exemplares e, ndo tenhamos
realizado estudos com estes animais, ndo se descarta uma possivel participacao
destes no ciclo de transmissao, principalmente, relacionado ao ciclo peridomiciliar,
tendo em vista que outros estudos evidenciaram animais destes géneros infectados
naturalmente por L. (V.) braziliensis (BRANDAO-FILHO et al., 2003; LAINSON;
SHAW, 1973; LIMA et al., 2013; QUARESMA et al., 2011).

Destaca-se a relevante participacao na fauna, bem como, o importante indice
de infeccéo natural (16,3%) por Leishmania (Viannia) spp no roedor Oxymycterus
angularis, que aponta esta espécie silvestre como provavel hospedeiro reservatorio
envolvido no ciclo de transmissdo da LTA. Essa espécie possui distribuicdo pelo
extremo leste do Brasil sendo encontrada em Alagoas, Ceard e Pernambuco.
(MUSSER, CARLETON, 2005; PATTON et al.,, 2015). Relatos de infeccédo pelo
tripanossomatideo Trypanosoma cruzi foram descritos em Oxymycterus judex,
demonstrando que espécimes do mesmo género Oxymycterus, podem ser
reservatorios naturais de agentes causadores de doencas em humanos (OLIVEIRA
et. al, 2005b; PECANHA, 2015). Esse achado constitui primeiro relato de infeccao
por Leishmania (Viannia) spp. descrito em O. angularis na mesorregido da Zona da

Mata Sul de Pernambuco.
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Com relacdo ao indice de infeccédo natural apresentado nos roedores (29,2%),
importante destacar a técnica utilizada, a qPCR, que se trata de um método de
diagnéstico mais sensivel e especifico, tornando-se importante ferramenta para
realizacdo de estudos com reservatoérios, tendo em vista, que, em reservatorios, via
de regra, detectam-se baixas parasitemias (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2013).

Para comparar a confiabilidade de qPCR de amostras de sangue como
meétodo potencial de xenodiagndstico (potencial de transmissao para flebotomineos),
foi aplicado qPCR para kDNA extraido de amostras de sangue total periférico e
fémeas de L. whitmani alimentadas imediatamente apds alimentacdo no
xenodiagnostico. Os resultados indicam uma associagdo positiva significativa entre
0S equivalentes de parasitas por ml de sangue e por flebotomineo, embora com
fraca correlacdo. A deteccdo do parasita por gPCR do tecido da pele da orelha
provou ser de pouca sensibilidade neste estudo. Esses animais, como tipicos de
pequenos mamiferos hospedeiros naturalmente infectados com L. braziliensis, eram
assintomaticos. Isso difere da forma clinica de outros modelos animais, como na
leishmaniose visceral em cées, onde as cargas parasitarias em pele sao detectadas
para verificar o limiar de infecciosidade para flebotomineos (COURTENAY, 2014).
Em hospedeiros de L. tropica, a correlacdo foi melhor, mas ndo confiavel (VOLF et
al., 2003). Os resultados do presente estudo sugerem que gPCR pode ndo ser um
marcador alternativo viavel da infecciosidade em estudos de transmisséo utilizando
amostras de pele.

O xenodiagndstico realizado em dois hospedeiros com infeccdo natural (N.
squamipes e Rattus rattus) utilizando o vetor incriminado na regido L. whitmani
(BRANDAO-FILHO et al., 2003) e com L. longipalpis, confirmam que roedores
naturalmente infectados podem ser infecciosos para L. longipalpis. Os resultados
também sugerem que existe uma probabilidade semelhante para cada espécie de
um flebotomineo ser infectado por cada espécie de roedor, pelas médias estimadas
de cargas parasitarias no sangue e que a carga média de infeccdo das espécies de
flebotomineos sdo semelhantes.

Nossos resultados apontam que em futuros experimentos, animais devem ser
utilizados para infectar cada uma das espécies de vetores, 0 que neste estudo foi
limitante devido a falta uma colbnia de L. whitmani. Neste estudo, n&o obtivemos
roedores alimentados em ambos os vetores. L. whitmani coletados no campo,

enquanto que Lu longipalpis foram da colbnia estabelecida em nosso insetario no
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CPgAM/Fiocruz com exemplares coletadas em Passira, area endémica de
Pernambuco. A proporcdo de L. whitmani naturalmente infectados foi de 5,4%
(15/280), estimado em exemplares ndo alimentados dos xenodiagnosticos. Como ja
observado em outros estudos, a proporcdo de flebotomineos naturalmente
infectados é baixa, mesmo em areas de endemicidade de LTA (GALATI et al., 1996,
OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2006).

Avaliando a interrupcdo da exposicdo a transmisséo, obtivemos resultados
gue indicam que roedores naturalmente infectados tendem a diminuir a parasitemia
quando protegidos de nova exposi¢cao a transmisséo, diferentemente do observado
com roedores mantidos no campo que, provavelmente, ao se re-infectarem tendem
a manter niveis de parasitemia mais elevados. Estes dados indicam que estudos
laboratoriais envolvendo um udnico in6culo experimental podem ndo ser um bom
modelo para estudos com hospedeiros reservatorios de L.(Viannia) braziliensis.
Nossos achados diferem dos estudos de laboratério recentes que mostraram cura
espontanea (ANDRADE, 2010). Em contraste com esse estudo, ndo observamos
quaisquer lesdes clinicas nos 603 animais de campo, e, nos 13 roedores mantidos
em laboratério. Esses resultados corroboram com achados de Lainson e Shaw
(1992) e, com os achados de Lainson, Shaw e Povoa (1981) que apontam um
carater benigno da infeccdo em reservatorios.

Nestes casos, a infecciosidade do hospedeiro vertebrado ao vetor, portanto,
nao estaria ligada para a fase sintomatica da infec¢éo. Essa falta de correlacdo entre
os sintomas clinicos e infecciosidade para flebotomineos foi relatado anteriormente
para L. infantum em estudo com cdes em area endémica para leishmaniose visceral
na llha de Marajo, Pard& (COURTENAY et al., 2002). Em outra avaliagdo da
infectividade de L. infantum para P. perniciosus, verificou-se que era independente
da extensao dos sintomas no hospedeiro. Em um grupo assintomatico, trés de cinco
cdes foram infectivos para flebotomineos (COURTENAY et al., 2002). Esses
achados corroboram com nossos resultados, que indicam que ndo ha correlacédo
entre a carga parasitaria do roedor e a proporcao de infeccdo dos flebotomineos.

Cada vez mais tem-se verificado que técnicas moleculares baseadas em PCR
tém sido empregadas para incriminagdo de flebotomineos vetores (OSHAGHI et al.
2009a, 2009b, RASSI et al. 2009). Esta técnica altamente sensivel tem sido usado

para detectar Leishmania em flebotomineos em varias areas endémicas do mundo,
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como o Ird e a india (AZIZI et al., 2006; DE BRUIIN; BARKER, 1992; MUKHERJEE
et al., 1997; OSHAGHI et al., 2008, 2009a, 2009b; RASSI et al. 2006, 2007).

No que se refere a localidade, embora tenhamos realizados mais capturas
nas localidades do engenho Raiz de Dentro em relacdo a Refrigério, as analises
estatisticas apontam que em Raiz de Dentro a probabilidade de encontrar roedores
naturalmente infectados é aumentada em mais de 11 vezes pelo indice Odds Ratio
(=11,294). Esse resultado indica que Raiz de Dentro pode ser uma area “hot spot”
de transmissao.

Sabe-se que a deteccdo de infeccdo natural por Leishmania spp. em um
roedor € uma forte evidéncia para suspeitd-lo como um hospedeiro reservatorio,
porém isto ndo é suficiente para incrimina-lo. De acordo com Ashford (1996),
considera-se reservatério a espécie ou o conjunto de espécies que garantem a
circulacado de um determinado parasito na natureza dentro de um recorte de tempo e
espaco. Para se definir uma determinada espécie como reservatorio, € necessario
estabelecer também certos parametros, como a distribuicdo geografica do
hospedeiro e do parasito dentro da area de distribuicdo da espécie do hospedeiro, e
a dindmica populacional das espécies durante um recorte de tempo, necessitando
de estudos longitudinais para identificar os efeitos de um determinado parasito na
populacdo e/ou individuo, sua flutuacdo sazonal, e estabilidade da infeccdo e a
transmissibilidade.

A dificuldade de se estabelecer medidas efetivas de controle da LTA é,
sobretudo, resultado de uma complexa associacao desta endemia, relacionada com
as diferentes manifestacdes clinicas, as limitacdes da terapéutica existente e a
diversidade de vetores e reservatorios envolvidos nos ciclos de transmissédo, nas
diferentes regides estudadas. Essa dificuldade torna-se ainda mais clara, no que se
refere a LTA causada por L. (V.) braziliensis, espécie presente em todas as regifes
brasileiras, que tem apresentado a cada regido estudada distintos padrées de

transmissao.
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9 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

Os resultados indicam os roedores Nectomys squamipes e Necromys
lasiurus como provaveis hospedeiros reservatorios primarios do ciclo de
transmissao da LTA, bem como, Rattus rattus — roedor sinantropico —

como hospedeiro reservatério secundario do ciclo de transmissao da LTA;

A infeccdo natural por Leishmania (Viannia) spp. detectada na espécie
Oxymycterus angularis constitui primeiro relato de infeccdo nessa espécie,
indicando probabilidade desta atuar como hospedeiro reservatorio no ciclo

de transmissdo da LTA;

A deteccao de kDNA de Leishmania (Viannia) spp. nas amostras de DNA
dos espécimes dos flebotomineos analisadas por PCR em tempo real,
indicam que os roedores naturalmente infectados provavelmente atuam

como hospedeiros reservatorios no ciclo de transmisséo da LTA,;

Os resultados dos xenodiagdsticos confirmam que Lutzomyia longipalpis

como vetor permissivo a infecgéo por Leishmania (Viannia) braziliensis;

A localidade de Engenho Raiz de Dentro apresenta probabilidade 11,294
vezes maior de infeccdo em roedores quando comparada ao Engenho
Refrigério;

A continua exposi¢cao a transmissao contribui para a manutencao de niveis

de parasitemia em roedores.
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ANEXO A - Parecer Comité Etica em Uso com Animais — CEUA/FIOCRUZ-PE

Mirislerio Ja Soude
FIOCRUZ
Fundagio O Ido Cruz

Ceniro de Pesquisa Aggen Magalhaes

Comissdio de Etica no Uso de Animais
(CEUA/CPgAM)

Recife, 17 de outubro de 2011

Carta - Resposta

Projeto n® 17/2011

Ao pesquisador: SINVAL PINTO BRANDAO FILHO.

Informo que o projeto ESTUDOS INTEGRADOS PARA IDENTIF ICACAO DE
HOSPEDEIROS _RESERVATORIOS E FLEBOTOMINEOS VETORES
ENVOLVIDOS NO CICLO ZOONOTICO DAS LEISHMANIOSES EM AREA
ENDEMICA DE PERNAMBUCO E AVALIACAO DE NOVAS ABORDAGENS
PARA O DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO RAPIDO.”

proposto por V.S. foi aprovado pela CEUA/CPqAM em reunido do dia 28/07/2011,
seguindo, anexo o respectivo Certificado de Aprovagéo.

Cordialmente,

<o iﬂ’*>4—ﬁ

“Dr*_ Fridan Medeiros %um{o
Coordenadora/ CEUA/CPqAM.
Eridan M- Coutinho M. D, Ph.0

Pisqisadons Emirt & FRCRUL

Coondanacions da CEUNCPgM
Racie - Brag?

Aprovado ( X))

Av. Professor Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria - Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.670-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2600 Fax: (81) 3453-1911
www.cpgam.fiocruz.br
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Certificado d¢ Aprovacdo
Certificamos que o Projeto intitulado. “ESTUDOS INTEGRADOS

IFIC HOX *

protocolado sob o N° 17/2011, coordenado pelo (a) pesquisador ()
Sinval Pinto Branddo Filho esta de acordo com a Lei 11.784/2008 e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhaes! Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA-
CPgAM) em reuni&o 28/07/2011. Na presente versdo, este projeto esta
licenciado e tem validade até més de margo 2015,

Hamster adulto 100g
TOTAL 500

We certify that the project entitled *
ACA RESER

PARA O DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO RAPIDO™ (CEUA Protocol N°
17/2011), coordinated by SINVAL PINTO BRANDAO FWHO according to
the ethical principles in animal research adopted by the Brazilian law
11.794/2008 and so was approved by the Ethical Committee for Animal
Research of the Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes/ Fundagao
Oswaldo Cruz on july 28, 2011 In the present version this project Is
licensed and valid until march 2015.

Recife (PE, Brazil) october 17, 2011.
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Ferreira Marin ior, intitulado “Caracterizagdo da infecciosidade de
roedores silves sinantropicos como hospedeiros reservatorios envolvidos
no ciclo zoo da leishmaniose tegumentar associada a Leishmania
(Viannia) braziliensis®, sob minha orientacao, esta inserido no projeto maior que
studos integrados para identificagdo de hospedeiros

6gico rapido”, sob minha coordenagao,
mit¢ de Etica no Uso de Animais
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) sob ¢ nimero 017

Av. Protessor Moraes Rego. afn - Cidade Universttéria — Campus da UFPE
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Ministério do Meio Ambients - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 12749-3 Data da Emissdo: 09/08/2013 18:36 Data para Revalidagdo™: 08/09/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresenta¢io do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversano de sua emiss&o.

Dados do titular

Nome: Sinval Pinte Brandéo Filho CPF: 160.932.754-34

Titulo do Projeto: Eco-epidemiologia das leishmanioses na Zona da Mata de Pemambuco: incriminacdo de hospedeiros reservatdrios, vetores e

caracterizacdo do padrdo de transmissio.

Nome da Instituicdo - FIOCRUZ - FUNDAGAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0007-20

Cronograma de atividades

# Descricdo da atividade Inicio (més/ano) |[Fim (més/ano)
1 | Colonizagdo de Bolomys lasiurus, Nectomus squamipes, Gale a spixii e Rattus rattus 08/2007 08/2012
2 | Colonizagio de Lutzomyia migonei, Lutzomyia whitmani e Lutzemyia longipalpis 08/2007 0a/2012
3 | Realizacdo de ensaios de infecciosidade 08/2007 08/2012
4 | Coleta de pequenos roedores e flebotomineos 022011 08/2012

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o terntério nacional, que impliqguem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recurses e técnicas que se destinem ao estudo, a difusio ou & pesquisa, estio sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAQ exime o pesquisador titular € os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
5 |come do consentimento do responsavel pela area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do drgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de drea dentro dos limites de unidade de conservacio
federal cujo processo de regularizago fundidria encontra-se em curso

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrug3o Normativa IBAMA n® 154/2007 ou na Instrug3o Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportives. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou diddticas no dmbito do ensino superior.

A autorizagHo para envio ao exterior de material bioldgico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licen¢a para importacio ou exportacfo de flora e fauna - CITES e nfo CITES).

O titular de licenca ou autorizag3o e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacbes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

O titular de autorizacio ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violacio da legislacdo vigente, ou quando da inadequacio,
6 | omiss3o ou falsa descrigio de informacdes relevantes que subsidiaram a expedi¢fo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacdo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material bioldgico coletado apreendido nos termos da legislaco brasileira em vigor.

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislac3o que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccio e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informacdes em www.mma.gov.bricgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizacBo devera contactar a administraco da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedices, as condigBes para realizacfo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade

9 As atividades contempladas nesta autonizacdo NAD abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de

espécies ameacadas de exting3o, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotacio
Equipe
# Nome Fungio CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 | Francisco Gomes de Carvalho ?;‘:&%g;“p"”sm' pela 125.053.664-20 405657 SSP-CE Brasileira
2 | Gerlane Tavares de Souza Chioratto Médica Veterinaria 027.420.304-92 4881818 SSP-PE Brasileira
Locais onde as atividades de campo serfo executadas
[#] Municipio [ UF [Descricdo do local [Tipo
[1_]SAOQ VICENTE FERRER [PE [ Mundo Novo | Fora de UC Federal

Este documento (Autorizac&o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n®154/2007. Através do cadigo
de autenticacdo abaixo, qualguer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www . icmbio.gov bri/sisbio)

Cadigo de autenticagdo: 42246384 HHWI‘ ‘”"Hl”lm
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autonizacéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 12749-3 | Data da Emissédo: 09/08/2013 18:36 Data para Revalidagédo™: 08/09/2014
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo

Dados do titular

Nome: Sinval Pinto Brandao Filho CPF: 160.932.754-34

Titulo do Projeto: Eco-epidemiologia das leishmanicses na Zona da Mata de Pemambuco: incriminacdo de hospedeiros reservatérios, vetores e

caracterizacdo do padréo de transmissdo.

Nome da Instituig&o : FIOCRUZ - FUNDAGAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0007-20
2 |VICENCIA PE Imbu Fora de UC Federal
3 | AMARAJI PE Refrigério Fora de UC Federal
4 |PAUDALHO PE CIMNC Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1 [ Captura de animais silvestres in situ Rodentia, Lutzomyia
2 | Coletaftransporte de espécimes da fauna silvestre in situ Lutzomyia (*Qtde: 100)

Manutenc3o temporaria (até 24 meses) de invertebrados

3 L
silvestres em cativeiro

Lutzomyia

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservacio, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1 [ Amostras bioldgicas (Invertebrados Terrestres) Ectoparasita
2 | Método de captura/coleta (Inveriebrados Terrestres) Armadilha luminosa, Captura manual
3 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos) Armadilha tipo gaiola com atrac3o por iscas ("Box Trap/Tomahawk/Sherman’)

Destino do material bioldgico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
1 [FIOCRUZ - FUNDACAO OSWALDO CRUZ criadouro cientifico
2 |FIOCRUZ - FUNDACAO OSWALDO CRUZ Instituicdo de pesquisa

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio)

Cadigo de autenticagao: 42246384 “Hl‘l‘l‘ ‘l‘"“l”l‘l‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 12749-3 ‘ Data da Emissédo: 09/08/2013 18:36 Data para Revalidagédo™: 08/09/2014
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autonzacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatono de atividades a ser enviado por meie do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Sinval Pinto Brand&o Filho CPF: 160.932.754-34

Titulo do Projeto: Eco-epidemiologia das leishmanioses na Zona da Mata de Pemambuco: incriminacdo de hospedeiros reservatorios, vetores e

caracterizacao do padrdo de transmissdo.

Nome da Instituigso - FIOCRUZ - FUNDAGAO OSWALDO CRUZ | CNPJ: 33.781.055/0007-20

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrucdo Normativa n®154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato néo

contemplado na autorizacdio ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato deverd ser acompanhado da autoriza¢do ou da licen¢a permanente com a devida
anotacdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autonzacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucao Normativa n®154/2007. Através do cadigo
de autenticacfo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacdo: 42246384 HHWI‘ ‘l Il“lulm
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 12749-3 Data da Emissao: 09/08/2013 18:36 Data para Revalidacao™: 08/09/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissédo

Dados do titular

Nome: Sinval Pinto Brandéo Filho CPF: 160.932.754-34

Titulo do Projeto: Eco-epidemiologia das leishmanioses na Zona da Mata de Pemambuco: incriminagdo de hospedeiros reservatorios, vetores e

caracterizacdo do padrdo de transmisséo.

Nome da Instituigo : FIOCRUZ - FUNDACAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0007-20

* ldentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizac&o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticag&o abaixo, qualguer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacao: 42246384 HHWI‘ ‘”"Hl”l‘l‘
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