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RESUMO

As leishmanioses sado parasitoses de grande importdncia na saude
publica, causadas por diferentes espécies do género Leishmania, cuja
transmissao ocorre através da picada de fémeas de flebotomineos infectadas.
O objetivo do trabalho foi estudar os aspectos epidemiolégicos das
leishmanioses, relacionados aos flebotomineos no municipio de Pains, Centro
Oeste de Minas Gerais. Durante o periodo de maio de 2015 a abril de 2016,
foram realizadas coletas sistematizadas mensais de flebotomineos na area de
ocupagao urbana, utilizando armadilhas luminosas do tipo CDC, modelo HP,
em 20 pontos previamente estabelecidos junto a secretaria de saude do
municipio. Foi coletado um total de 12.728 flebotomineos, sendo 2.854 fémeas
e 9.874 machos, pertencentes a dez géneros e 20 espécies. Lutzomyia
longipalpis foi a mais abundante no estudo com 80% dos espécimes
encontrados. A deteccdo de DNA de Leishmania foi realizada através da PCR,
dirigida ao alvo ITS 1. Foi possivel detectar o DNA de Leishmania em nove
amostras, sendo: uma em Pintomyia monticola, Micropygomyia quinquefer,
Evandromyia cortelezzii, Expapillata firmatoi, duas em Lutzomyia renei e trés
em Lu. longipalpis. Para a identificacdo da fonte alimentar foi realizada a PCR
dirigida ao gene Cyt b. Foram encontradas 249 fémeas com vestigios de
sangue em seu abdémen e o sequenciamento de 142 espécimes identificaram
que elas se alimentaram em Bos taurus, Cairina moschata, Gallus gallus,
Homo sapiens, Rattus rattus e Sus scrofa. A fauna de flebotomineos se
mostrou bem distribuida por toda a area urbana, com abundancia de espécies
potenciais vetoras na area zona periférica, além de fémeas com DNA de
Leishmania. Foi possivel observar que o municipio apresenta caracteristicas
epidemiologicas necessarias para ocorréncia da transmissao e que suportam
ainda a possibilidade de expansdo das leishmanioses, apontando para
necessidade da implantacdo de medidas profilaticas adequadas a situagéo
local. Este trabalho foi valioso para um retorno do cenario atual da
epidemiologia das leishmanioses para o municipio, mostrando a importancia da
implementacdo de um programa de controle e vigilancia pelos 6rgaos

competentes, a fim de prevenir este agravo e promover a saude da populacao.

Palavras-chave: Epidemiologia, Flebotomineo, Leishmaniose



ABSTRACT

Leishmaniasis is a parasitic desease of great importance in public health,
caused by different species of the genus Leishmania, whose transmission
occurs through the bite of females of infected sand flies. The objective of this
study was to study the epidemiological aspects of leishmaniasis, related to
sandflies in the municipality of Pains, Central West of Minas Gerais. During the
period from May 2015 to April 2016 monthly collections of sand flies were
performed in the area of urban occupation using CDC light traps, HP model, in
20 points previously established together with the Municipal Health Department.
A total of 12,728 sand flies were collected, being 2,854 females and 9,874
males, belonging to ten genera and 20 species. Lutzomyia longipalpis was the
most abundant species in the study with 80% of the specimens found. Detection
of Leishmania DNA was performed using the PCR, directed to the ITS 1 target.
It was possible to detect the Leishmania DNA in nine samples, being: one
in Pinfomyia monticola, Micropygomyia quinquefer, Evandromyia cortelezzii,
Expapillata firmatoi, two in Lutzomyia renei and three in Lu. longipalpis. For the
identification of the food source, the Cyt b gene directed PCR was performed. A
total of 249 females with traces of blood in their abdomen were identified, and
the sequencing of 142 specimens identified that they were fed on Bos taurus,
Cairina moschata, Gallus gallus, Homo sapiens, Rattus rattus and Sus scrofa,
the latter species predominating as a food source. The sand flies fauna was
well distributed throughout the urban area, with an abundance of potential
vector species in the peripheral zone area, as well as females with Leishmania
DNA. It was possible to observe that the municipality has epidemiological
characteristics necessary for the occurrence of transmission and that also
support the possibility of leishmaniasis expansion, pointing to the need for the
implantation of prophylactic measures appropriate to the local situation. This
work was valuable for a return of the current scenario of the epidemiology of
leishmaniasis to the municipality, showing the importance of the implementation
of a program of control and surveillance by the competent organs, in order to

prevent this disease and promote the health of the population.

Key- words: Epidemiology, Phlebotomine, Leishmaniasis
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sao parasitoses de grande importancia na saude publica,
causadas por diferentes espécies de protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, do género Leishmania Ross, 1903, podendo acometer o ser
humano basicamente em duas formas clinicas, visceral e tegumentar. O modo de
transmissdo ocorre através da picada de fémeas de flebotomineos, dipteros
holometabolos pertencentes a familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae
(Lainson e Shaw, 2005; Brazil et al., 2015; Brasil, 2017).

O parasita se apresenta sob duas formas: a flagelada denominada
promastigota, encontrada em hospedeiros invertebrados e a amastigota encontrada
no interior de células do sistema monocitico fagocitario do hospedeiro vertebrado
(Lainson & Shaw, 1987; Gontijo & Carvalho, 2003).

A leishmaniose € uma das doencas mais negligenciadas no mundo, afetando
individuos economicamente desfavorecidos, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que
350 milhdes de pessoas vivam em areas de risco, com 1 a 1,5 milhées de casos
registrados a cada ano para as formas cuténeas e cerca de 500.000 casos para a
forma visceral (Desjeux, 2004; Alvar et al, 2012; WHO, 2015; Brazil, 2017).

1.1.1 Leishmaniose tegumentar

Segundo a OMS, a forma tegumentar das leishmanioses € a mais prevalente
no mundo, sendo registrada em 87 paises distribuidos por quatro continentes, Asia,
Africa, Europa e América. As manifestacdes clinicas podem ser diversas, e incluem
as formas cutanea localizada, disseminada, difusa e mucosa, sendo que nesta
ultima pode ocorrer destruicado do septo nasal e palato, resultando em mutilagdes e
transtornos psicossociais (Murray et al., 2005; Goto & Lindoso, 2010; Brasil,
2017;WHO, 2018).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) antes restrita a ambientes

florestais era considerada apenas uma zoonose de animais silvestres e
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acometia as pessoas quando as mesmas adentravam nestes ambientes.
Atualmente devido ao crescente desmatamento e o avango da urbanizagéo
para as areas florestais, o ciclo natural foi alterado, modificando o perfil da
doenca, principalmente a adaptacdao dos vetores, contribuindo assim para a
ocorréncia de novos casos (Lainson & Shaw, 2005; Pimenta et al., 2013; Brasil,
2017).

No Brasil existem sete espécies de Leishmania que manifestam a forma
tegumentar, sendo elas: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni,
Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) shawi e Leishmania (V.) lindenberg, sendo
que a maior parte dos casos de LTA tem sido atribuida a Le. braziliensis, tendo a
mesma, uma maior distribuicdo geografica (Gontijo & Carvalho, 2003; Lainson &
Shaw, 2005; Lainson, 2010, Brazil et al., 2015).

Diversas espécies de flebotomineos participam da transmissdo da LTA no
Brasil. Algumas sao incriminadas como vetoras de Le. braziliensis, como Nyssomyia
intermedia, Ny. whitmani, Ny. neivai e Migonemyia migonei. Outras espécies podem
estar envolvidas no ciclo de transmissao por terem sido encontradas naturalmente
infectadas, mas ainda nao foram comprovadas como vetoras (Gontijo & Carvalho,
2003; de Souza et al.,, 2006; Margonari et al., 2006, Rangel & Lainson, 2009;
Lainson, 2010, Brazil et al., 2015).

Com relacao aos reservatorios, destacam-se algumas espécies de animais
silvestres das ordens Rodentia, Didelphimorphia, Pilosa, Cingulata, Carnivora,
Primata e Chiroptera (Ashford, 1996; Gontijo & Carvalho, 2003; Roque & Jansen,
2014). Vale destacar a relevancia dos animais sinantrépicos, como o rato e o
gamba, por estarem préximos aos humanos tendo assim grande importancia no ciclo
da LTA (Brandao-Filho, et al., 2003). Alguns animais domésticos como os caes tém
sido encontrados parasitados com L. (V.) braziliensis (Madeira et al., 2005; Castro et
al., 2007; Brilhante et al., 2016), porém seu papel nao esta bem esclarecido no ciclo
da LTA. Alguns estudos indicam que nao sao bons reservatorios de L. (V.)
braziliensis (Madeira et al., 2005; Castro et al., 2007), sendo assim como os seres
humanos, hospedeiros acidentais. No entanto, no ambiente peridoméstico os caes
podem ter papel importante no perfil de transmissao intra e peridomiciliar, por

atuarem como atrativos para os vetores (Dantas-Torres, 2007).
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1.1.2 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) é causada nas Américas pela Le. infantum e
possui uma grande importancia na saude publica devido a sua ampla distribuicao e
alta letalidade, principalmente em criancas desnutridas e idosos. E uma doenca
crOnica grave, sistémica, caracterizada por febre de longa duracao, perda de peso,
anemia, dentre outras manifesta¢gdées. Quando nao tratada, pode evoluir para ébito
em mais de 90% dos casos (Maia-Elkhoury et al., 2008; Brasil, 2010).

A LV era uma zoonose de carater rural, mas recentemente, vem se
expandindo para areas urbanas de médio e grande porte, se tornando um crescente
problema de saude publica com grande expansao geografica (Maia-Elkhoury et al.,
2008; Brasil, 2010; Brasil, 2017).

A espécie de flebotomineo, Lutzomyia longipalpis € uma das principais
vetoras da Le. infanfum no Brasil (Deane, 1956; Lainson & Rangel, 2005). Conforme
estudos, outras espécies também estdo envolvidas na transmissdao em algumas
regides do pais na auséncia de Lu. longipalpis, como a espécie Lu. cruzi no estado
do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Santos et al., 1998) e Mg. migonei em
Pernambuco (Carvalho et al., 2010).

Na area urbana o cao doméstico é a principal reservatério para flebotomineos
(Ashford, 1996; Brasil, 2010). Ja no ambiente silvestre os reservatérios sao canideos
como Cerdocyon thous e Lycolopex vetulus (Deane & Deane, 1954; Grimaldi et al,,
1989), além de marsupiais como o Didelphis albiventris e Didelphis marsupialis,
entre outros (Sherlock et al., 1984; Lainson & Shaw, 1987; Grimaldi et al., 1989;
Roque & Jansen, 2014).

1.2 Vetores de Leishmania

Os flebotomineos sao insetos holometabolos, com quatro estagios de
desenvolvimento: ovo, larva (com quatro estadios), pupa e adulto (Brazil & Brazil,
2003). Sua distribuicdo geografica € ampla, ocorrendo em abundancia nas regides
tropicais e estdo presentes em ambientes silvestres, rurais e urbanos (Rangel &
Lainson, 2003; Sherlock, 2003).
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As formas larvais possuem aspecto vermiforme e os adultos, por sua vez,
apresentam porte pequeno, com cerca de 2 a 3 mm de comprimento, sao
amarelados ou castanhos, corpo piloso e pernas alongadas (Brazil & Brazil, 2003).

Os adultos permanecem em abrigos durante o dia, os quais podem ou néo,
estar associados aos criadouros naturais ou fontes alimentares (Brazil & Brazil,
2003). Costumam abrigarem-se em troncos de arvores, tocas de animais, folhas
caidas no solo, arbustos, frestas em rochas e cavernas (Galati et al., 2003). Também
sao encontrados invadindo abrigos de animais domésticos (currais, chiqueiros e
galinheiros) e nos domicilios, abrigando-se em locais escuros, fendas de paredes,
dentre outros ambientes, demonstrando que se encontram em processo de
adaptacao (Tolezano et al., 2001).

A hematofagia é realizada somente pelas fémeas que saem de seus abrigos
em busca de repasto sanguineo ao entardecer e durante a noite. Entretanto algumas
espécies apresentam registro desta atividade diurna, como Lu. wellcomei (Brazil &
Brazil, 2003; Sacks et al., 2008). O sangue ingerido & necessario para a maturagao
dos ovarios. Como fontes nutritivas, fémeas e machos, alimentam-se de seiva de
plantas e de solugdes acucaradas. As larvas dos flebotomineos sao terrestres e
seus criadouros compreendem locais com acumulo de matéria orgénica. Porém,
pouco se sabe sobre o criadouro natural, uma vez que seu encontro € raro (Brazil &
Brazil, 2003).

Os flebotomineos s&o hospedeiros de varios microorganismos, incluindo
agentes etiolégicos de doencas de importancia médica e veterinaria, como virus,
bactérias e protozoarios (Shaw et al., 2003; Sherlock, 2003). Varios géneros de
protozoarios tripanossomatideos sao encontrados parasitando este grupo de inseto,
dentre os quais Endotrypanum, Trypanosoma, Sauroleishmania e Leishmania.
Apenas este ultimo género é patogénico para o homem tendo como vetores os
flebotomineos, fato que da a esses insetos grande importancia na transmissao das
leishmanioses em varias regides do mundo, incluindo as Ameéricas (Young &
Duncan, 1994; Alvar et al., 2012, Brazil et al., 2015).

Ja foram descritas cerca de 1.000 espécies de flebotomineos em todo o
mundo, com maior abundancia encontrada na regidao Neotropical totalizando em
torno de 530 espécies, sendo no Brasil registradas 274 (Shimabukuro et al., 2011,

Andrade & Gurgel-Gongalves, 2015). Entre estas, pouco mais de 20 espécies sao
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consideradas comprovadas vetoras de Leishmania no Novo Mundo. Esse numero de
vetores é pequeno quando comparado ao numero de espécies € isso € devido a
varios fatores fisioldgicos e bioquimicos inerentes a ambos os insetos e parasitas.
Esses fatores interferem na sobrevivéncia dos parasitas no trato digestério do inseto,
sua multiplicacdo e transformacgdes que resultam no desenvolvimento de formas
infecciosas, influenciando na transmissdo ao hospedeiro vertebrado (Killick-
Kendrick, 1990; Galati, 2003).

Em Minas Gerais diversas espécies de flebotomineos ja foram encontradas
naturalmente infectadas por Leishmania ou tiveram seu DNA extraido desses
insetos. Dentre essas podemos destacar Lu. longipalpis (Saraiva et al., 2010;
Michalsky et al, 2011), principal vetora da Le. infantum no Brasil (Deane, 1956;
Lainson & Rangel, 2005). Com relagéo a Le. braziliensis, agente causador da LTA,
ja foram registradas as espécies Ny. intermedia, Ny. whitmani, Ny. neivai, Pintomyia
fischeri, Pi. pessoai, Psychodopygus lloydie Ps. hirsutus (Saraiva et al., 2010,
Saraiva et al., 2008, Rangel et al., 1985; Margonari et al, 2010; Quaresma et al,
2012). Além destas, outras espécies de flebotomineos, cujo papel epidemiolédgico
ainda nao esta claro, tem sido encontradas com Leishmania, tais como: Ev.
cortellezzi, Ev. sallesi, Ev. termitophila, Ev. lenti, Pi. monticola, entre outras
(Margonari, 2010, Saraiva et al., 2008, Saraiva et al. 2010, Carvalho et al. 2008).

Estas espécies também tém demonstrado consideravel grau de adaptacao ao
ambiente antropizado, além de comportamento antropofilico (Gomes & Neves, 1998;
Rangel et al., 1984; Gontijo et al., 2002; Oliveira et al., 2003; Andrade Filho et al.,
2007; Carvalho et al.,, 2008). O processo de urbanizacdo e toda modificacao
ambiental que vem ocorrendo tem afetado diretamente na adaptacdo dos
flebotomineos a este novo ambiente. Com isso, seu habito antropofilico aliado a
frequéncia no peri e intradomicilio, mostra que estdo cada vez mais proximos aos
humanos e reservatérios domeésticos, participando ativamente do ciclo de
transmissao (Forattini, 1976), tornando-se um fator epidemiolégico preocupante.
Com isso o conhecimento dos seus habitos e de seu papel na transmissdo das
leishmanioses € de grande importancia para a saude publica (Gontijo & Melo, 2004;
Almeida et al., 2010).
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1.3 Deteccao de Leishmania spp. em flebotomineos

Recentemente, as técnicas moleculares tém possibilitado bons resultados na
identificacdo das espécies de Leishmania spp. em flebotomineos naturalmente
infectados, por apresentar grande sensibilidade, ser relativamente rapida, além de
diferenciar as espécies utilizando pouca quantidade de DNA (Aransay et al., 2000;
Cabrera et al., 2002).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) desenvolvida por Saiki et al.
(1988) € uma técnica com a capacidade de produzir centenas de coépias de DNA,
podendo ser utilizadas em diversos estudos entomoldgicos e para variados alvos e
finalidades (Cabrera et al., 2002).

E importante ressaltar que a identificagdo da presenca de DNA de uma
determinada espécie de Leishmania em um flebotomineo por técnicas moleculares
nao significa que ela é vetora. Apés a fémea realizar o repasto em um animal
infectado, pode ser que a Leishmania nao realize seu ciclo no vetor, ndo levando a
infeccao adiante (Cabrera et al., 2002; Lainson & Shaw, 2005).

Além disso, para comprovar um flebotomineo como vetor deve-se atender a
varios critérios sugeridos por Killick-Kendrick (1990) e Ready (2013), como ser
antropofilico; a distribuicdo do vetor deve coincidir com a distribuicdo da doenga no
homem; suportar o desenvolvimento dos parasitos na auséncia de sangue no tubo
digestério; o parasito isolado do flebotomineo deve ser indistinguivel daqueles
isolados de casos humanos; demonstrar que o flebotomineo é essencial para manter
a transmissao com ou sem a participacao de outras espécies vetoras; demonstrar
que a incidéncia da doenca diminui significativamente com uma reducdo na
densidade do flebotomineo especifico; dentre outros.

Diversos alvos sao utilizados nas técnicas moleculares para a deteccao e
identificacdo de Leishmania em flebotomineos, como regides do kDNA dos
parasitos, subunidade menor do RNA ribosomal (SSU), a regiao intergénica 1 (ITS
1), dentre outras (Harris et al., 1998; Graca et al., 2012; Freitas-Lidani et al., 2014;
Régo et al.,, 2015). Esses alvos possuem diferentes graus de sensibilidade e
especificidade, sendo necessario o complemento com outras técnicas, como a RFLP

e/ou reagdes de sequenciamento de DNA para a identificacdo dos parasitos.
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Segundo Michalsky et al. (2002), a verificacdo da taxa de flebotomineos
naturalmente infectados em areas endémicas e a identificacdo correta da
Leishmania infectante em determinada espécie de flebotomineo, sdo de grande
importancia nos estudos epidemiologicos. Assim, as técnicas moleculares tém se
mostrado eficientes para conhecer o papel destas, na transmissdo do parasito em

determinada regiao (Paiva et al., 2007).

1.4 Estudo do repasto sanguineo das fémeas de flebotomineos

O estudo do repasto sanguineo das fémeas de flebotomineos é fundamental
para o conhecimento dos aspectos ecoldgicos e epidemioldgicos, contribuindo para
o conhecimento dos possiveis reservatérios e hospedeiros e consequentemente
para estratégias de controle (Haouas et al., 2007).

As técnicas moleculares tém mostrado resultados satisfatorios nos estudos de
repasto sanguineo nos flebotomineos (Michael et al., 2001; Kent & Norris, 2005;
Steuber et al., 2005; Sant'/Anna et al., 2008; Quaresma et al., 2012; Valinsky et al.,
2014, Sales et al., 2015, Carvalho et al.,, 2017). Os marcadores de genes
mitocondriais tem sido alguns dos alvos da PCR mais utilizados para a identificagcao
do sangue ingerido por insetos (Coulson et al., 1990; Kent & Norris et al., 2005;
Molaei et al., 2008). O gene mitocondrial do citocromo b (Cyt b), tem se mostrado
eficiente por ser uma regidao do genoma mitocondrial muito conservada, que nao
sofre recombinacao, além de possuir sequéncias de DNA completas de vertebrados
no banco de dados (Genbank) (Perkins & Schall, 2002).

Embora a amplificacdo correta do DNA dependa especialmente da selecao
apropriada de primers, o método de armazenamento da amostra e o processo de
extragcdo sao aspectos importantes, que contribuem para o sucesso do resultado
(Cabrera et al., 2002). Assim, a técnica de PCR aliada ao sequenciamento de DNA
tem auxiliado na identificacdo das fontes alimentares dos flebotomineos,
contribuindo para a compreensao do ciclo de transmissdo das leishmanioses e

auxiliando no estudo ecologico destes insetos.
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1.5 As leishmanioses nos centros urbanos

O Brasil enfrenta atualmente a expansao e urbanizacdo da LV com casos
humanos e caninos em varias cidades de grande e médio porte (Gontijo & Melo,
2004; Werneck, 2008; Goées et al, 2014; Ortiz & Anversa, 2015). Mudancgas
ambientais derivadas das agdes humanas, como o rapido processo de urbanizagao
mudaram a ecologia de algumas espécies de flebotomineos, e consequentemente a
eco-epidemiologia das leishmanioses, levando a um significativo impacto na
distribuicdo e nas taxas de mortalidade por LV (Aguilar et al., 1987; Marzochi &
Marzochi, 1994; Werneck, 2008; Oliveira et al., 2013).

Assim como a LV, a LT também vem se urbanizando, estando presente em
grandes cidades do Brasil como Campinas no estado de Sao Paulo, entre outros
municipios (Silva & Cunha, 2007; Benicio et al., 2015). Antes era restrita a animais
silvestres e transmitida acidentalmente aos trabalhadores de exploracao florestal,
abertura de estradas e mineracdo. A ocupacdo nao regulamentada das areas
florestais e destruicao dos habitats naturais consequentemente favoreceu o contato
direto entre humanos, vetores e reservatorios. Esta situacao associada ao habito
alimentar oportunista de algumas espécies de flebotomineos e sua facilidade de
adaptacao as condicbes do ambiente antropizado e a diferentes temperaturas, pode
ter contribuido para a urbanizacao das leishmanioses (Rangel & Vilela, 2008).

Pelo fato da urbanizacdo ser um fendmeno relativamente novo, pouco se
conhece sobre a epidemiologia das leishmanioses nos focos urbanos. As relagdes
entre os componentes da cadeia de transmissdo no cenario urbano parecem ser
bem mais complexas e variadas do que no rural (Gontijo & Melo, 2004). Portanto, &
de extrema relevancia o conhecimento da fauna de flebotomineos e das possiveis
espécies vetoras, ja que cada espécie apresenta sua peculiaridade biolégica e
ecolégica. Assim, o conhecimento da interacdo entre as mudancas ambientais
urbanas, reservatérios e flebotomineos vetores se faz necessario para projecdes de
estratégias apropriadas de medidas de controle das leishmanioses (Costa et al.,
1999; Carvalho et al., 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

Na regidao do Centro Oeste de Minas Gerais, mais precisamente na regiao de
Formiga, vem sendo observado o aumento no numero de casos humanos de LTA e
recentemente de LV (Figura 1). Segundo dados da Secretaria Municipal de Saude
(SMS, 2014), um inquérito canino realizado em Formiga nos locais onde
aconteceram os casos de LV, apresentou 19% de soropositividade (Menezes, 2014).
Esses fatos apontam para a necessidade de estudos sobre a epidemiologia das
leishmanioses na regiao, incluindo aspectos relacionados aos possiveis vetores e

reservatorios.

Figura 1. Situacao da leishmaniose visceral e da leishmaniose tegumentar americana
na regido de Formiga/MG, de 2008 a 2016
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Fonte: Meneses, 2014; DATASUS, 2018 (modificada)

Pains, municipio que faz parte da microrregiao de Formiga, apresenta todos os
fatores para a ocorréncia da doenca, inclusive o registro de um ébito por LV (Figura
1). A cidade nao apresenta um centro de zoonoses € nao possui estudos sobre a
doenca. De 2002 a 2019 foram notificados 24 casos autéctones de LTA e oito casos
de LV na zona urbana (Tabela 1).
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Tabela 1. Numero de casos de LT e LV no municipio Pains, MG, no periodo de 2002 a 2019

Ano de notificacao

Doenca/Ano 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2012 2013 2015 2019 Total

LT 1 3 1 0 5 1 1 7 4 1 0 0 0 24
LV 0 0 1 0 0 1 0 1 0 2 1 1 1 8
Total 1 3 2 0 5 2 1 8 4 3 1 1 1 32

Fonte: DATASUS, 2018; Secretaria de Saude de Pains, 2019

Em 2016 foi realizada uma pesquisa sorolégica amostral canina no municipio,
onde foi verificada a positividade de 8,2% dos caes para Leishmania (dados nao
publicados). Além disso, Pains € um dos principais municipios produtores de cal do
Brasil (Brasil, 2009; Brasil, 2015). Esta atividade gera um processo de
desmatamento alterando o ecossistema local, incluindo a fauna silvestre, fonte de
alimentacdo para os flebotomineos. Essa alteracdo no ambiente pode afetar a
ecologia de algumas espécies fazendo com que os flebotomineos procurem outras
fontes de alimentacao, possibilitando o aumento do contato destes insetos com caes
e humanos, acarretando na transmissao das leishmanioses (Patz et al., 2004; Saha
et al., 2011; Hausermann et al., 2012; Confalonieri et al., 2013; Rosario et al., 2016).

Diante dos fatores citados, faz-se necessario a realizagdo de estudos sobre os
flebotomineos, a fim de conhecer a fauna local, as espécies vetoras, as espécies de
Leishmania circulantes e seus reservatorios, com o intuito de elucidar aspectos
epidemiologicos que envolvem o ciclo das leishmanioses no municipio, visando

auxiliar no direcionamento das medidas de controle adequadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar os aspectos epidemiolégicos das leishmanioses, relacionados aos

flebotomineos no municipio de Pains, Centro Oeste de Minas Gerais.

3.2 Objetivos especificos:

1- Identificar a fauna de flebotomineos no municipio de Pains;

2- Detectar a presenca de DNA de Leishmania nas fémeas coletadas;

3- Identificar as espécies de Leishmania detectadas nos flebotomineos;

4- ldentificar a fonte alimentar das fémeas de flebotomineos com sinais de sangue
no abdémen;

5- Avaliar se as variaveis climaticas interferem na densidade populacional dos
flebotomineos;

6- ldentificar as provaveis areas criticas e a possivel situagdo do risco de

transmissdo no municipio com relacao as leishmanioses.
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4 METODOLOGIA

4.1 Area de estudo

O municipio de Pains faz parte da microrregiao de Formiga e esta localizado na
regiao Centro Oeste de Minas Gerais (Figura 2) a 230 km de Belo Horizonte. Possui
uma populagéo estimada de 8.270 habitantes (IBGE, 2018) e uma area territorial de
421,862 Km2 O municipio possui belas paisagens e conta com areas de alto
potencial espeleoldgico, tendo registro de mais de mil cavidades naturais (Figura 3)
(Muniz & Fernandes, 2013). Além disso, a area estudada sofre com os impactos
antropicos da mineragcao (Figura 4) e agricultura. O municipio € um dos grandes
produtores de cal de Minas Gerais (Brasil, 2009; Brasil, 2015). Essa atividade gera
um processo de degradagdo ambiental alterando o ecossistema local,
consequentemente acarretando na transmissao de doencgas para a populagédo, como
as leishmanioses, malaria, entre outras (Patz et al.,, 2004; Saha et al., 2011;
Hausermann et al., 2012; Confalonieri et al., 2013; Rosario et al., 2016). Em 2002 foi
notificado o primeiro caso humano de LT na zona urbana do municipio e até 2019,

foram notificados 24 casos autoéctones de LTA e oito casos de LV, com um 6bbito.

Figura 2. Localizacdo do municipio de Pains, Minas Gerais, Brasil
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Fonte: pt.wikipedia.org/wiki/Pains
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Figura 3. Panorama do municipio de Pains (A) e alguns pontos turisticos: Formacdes
rochosas (B,C); Gruta do Brega (D); Parque Dona Ziza (E,F,G); Pedra do calice (H)
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Fonte: pains.mg.gov.br
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Figura 4. Vista geral da mineracdo de cal no municipio de Pains

Fonte: Departamento Nacional de Produg¢ao Mineral, 2017

4.2 Estudo Entomolégico

4.2.1 Escolha dos domicilios

O trabalho de coletas sistematicas de flebotomineos teve inicio em maio de
2015, depois de uma avaliagado dos bairros que compéem o municipio de Pains. A
orientagéo na escolha dos locais de coleta dentro de cada bairro foi feita de acordo
com as informagdes fornecidas pela Secretaria de Saude de Pains baseado na
ocorréncia de casos caninos e humanos de leishmaniose. Além disso, os pontos
amostrais escolhidos apresentaram ambientes propicios ao encontro dos
flebotomineos. As casas estudadas possuiam quintais, presenca de pomares e
plantas ornamentais, presenca de animais domésticos como céaes, galinhas,

passaros, dentre outros.

4.2.2 Coletas sistematizadas

As coletas dos flebotomineos foram realizadas sob a licenga numero 15237-2
(Anexo 1), durante o periodo de maio de 2015 a abril de 2016, destinada ao estudo
da fauna de flebotomineos, deteccao do DNA de Leishmania e identificagao da fonte
alimentar. As armadilhas utilizadas neste tipo de coleta foram luminosas CDC,

modelo HP (Pugedo et al., 2005). Foram instaladas 20 armadilhas (Quadro 1), uma
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em cada residéncia escolhida, em diferentes bairros, tentando abranger ao maximo
a area do municipio (Figura 5). As mesmas ficaram expostas no peridomicilio das
casas e quando presente, em anexos como galinheiro e canil (Figura 6). As
armadilhas foram instaladas a um metro do solo e ficaram expostas durante dois

dias consecutivos mensais, totalizando 48 horas de esforgo amostral por armadilha.

Figura 5. Localizagdo das armadilhas utilizadas nas coletas no municipio de Pains/MG, no
periodo de maio de 2015 a abril de 2016
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Fonte: Elaborado por Felipe Régo
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Quadro 1. Caracterizagao ambiental e coordenada dos pontos de exposicdo das armadilhas luminosas (modelo HP) utilizadas nas coletas mensais
realizadas no municipio de Pains/MG, entre maio de 2015 e abril de 2016

Pontos Caracterizacao ambiental Latitude Longitude
Residéncia com presenca de cole¢do de 4gua (riacho), presenca de vegetacdo nativa e de cultivo, peridomicilio sem pavimento e presenca de

Ponto 1 |animais de criagdo (galinha e c3o). -20.377.612 | -45.650.425
Residéncia com presenca de formagdes rochosas no peridomicilio, vegetagdo de cultivo, peridomicilio sem pavimento e com a presenca de

Ponto 2 | animais de criagdo (galinha, cdo e coelho). -20.372.611 | -45.657.643
Residéncia com presenca de formagdes rochosas calcarias associada a areas de mata muito proximas ao peridomicilio (menos de 100 metros

Ponto 3 | de distancia), presenca de animais de criagdo (galinha, cdo e gado). -20.370.215 | -45.658.916
Residéncia com presenca de formacdes rochosas calcérias associada a areas de mata muito proximas ao peridomicilio (menos de 100 metros

Ponto 4 | de distancia) e presenga de cdo. -20.367.380 | -45.660.699
Residéncia com presenca de formacgdes rochosas calcérias associada a dreas de mata (menos de 100 metros de distdncia), presenca de

Ponto 5 | animais de criagdo (cdo e galinha). -20.366.197 | -45.661.644

Ponto 6 | Residéncia com peridomicilio sem pavimento e com a presenga de animais de criagdo (galinha e gato). -20.365.575 | -45.663.524

Ponto 7 | Comércio na area central com criagdo de frangos e galinheiro pavimentado. -20.366.901 | -45.662.769

Ponto 8 | Residéncia central, peridomicilio pequeno com arvores frutiferas, sem pavimento e sem animais de criagao. -20.371.622 | -45.660.498

Ponto 9 | Residéncia com peridomicilio sem pavimento e com a presenca de galinhas. -20.375.978 | -45.660.825
Residéncia com a presenca de formacgBes rochosas calcérias associadas as areas de mata muito proximas ao peridomicilio (menos de 50

Ponto 10 | metros de distancia), presenga de animais de criagdo (cdo e galinha). -20.378.446 | -45.658.618

Ponto 11 | Lote vago formado por grande pedreira, com a presenga de animais de criagdo (galinha, pato e cdo). -20.377.183 | -45.662.012
Fazenda com criagdo de animais (gado, galinha, porco, cdo); area proxima a formagdes rochosas calcarias associada com areas de mata

Ponto 12 | nativa. -20.363.216 | -45.669.044

Ponto 13 | Hospital do municipio, drea central, pequena area com plantio de bananeiras. -20.368.423 | -45.664.297

Ponto 14 | Residéncia com a presenga de um peridomicilio sem pavimento e com criagdo de galinha. -20.370.315 | -45.662.960
Residéncia com presenca de cole¢do de agua (riacho) proximo, presenca de vegetacdo nativa e de cultivo, peridomicilio sem pavimento e

Ponto 15 | presencga de animais de criagdo (galinha, cdo e gato). -20.371.188 | -45.664.996
Residéncia com presencga de colegdo de agua (riacho) proximo, presenca de vegetacdo nativa e de cultivo, peridomicilio sem pavimento e

Ponto 16 | presenca de animais de criagdo (galinha, cdo, gato, porco e gado). -20.366.635 | -45.666.919

Ponto 17 | Residéncia instalada ao fundo de um grande lote utilizado para criagdo de animais (galinha e cdo). -20.374.297 | -45.662.775
Fazenda com cria¢do de animais (gado, galinha, porco e cdo); area proxima as formac6es rochosas calcarias associadas com areas de mata

Ponto 18 | nativa. -20.373.542 | -45.669.965

Ponto 19 | Residéncia préxima a de area de cultivo de eucalipto, peridomicilio com a presenga de animais de criagdo (galinha, gado e cdo). -20.386.472 | -45.676.392
Residéncia com a presenca de formacdes rochosas calcérias associada a dreas de mata muito préximas ao peridomicilio (menos de 50 metros

Ponto 20 | de distancia), presenga de animais de criagdo (cdo e galinha). -20.384.663 | -45.674.521

Fonte: Elaborado por Gustavo Mayr
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Figura 6. Pontos de exposicdo mensal das armadilhas distribuidas no municipio de
Pains/MG durante o periodo de maio de 2015 a abril de 2016 (0s numeros correspondem
aos pontos descritos no quadro 1)

Fonte: Gustavo Mayr
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4.2.3 Processamento dos flebotomineos coletados

Os insetos coletados foram sacrificados em vapor de éter no campo.Apo6s o
recolhimento das armadilhas foram acondicionados a temperatura ambiente em
tubos de ensaio contendo alcool a 70%, rotulados e levados para o laboratério para
a realizagcdo da triagem e sexagem dos flebotomineos. Os machos foram
acondicionados a temperatura ambiente em microtubos contendo alcool a 70%,
posteriormente foram preparados e montados entre ldmina e laminula conforme
técnicas modificadas por Langeron (1949). Todos os espécimes coletados foram
identificados através de caracteristicas morfoldégicas seguindo a classificacao de
Galati (2003). As fémeas foram acondicionadas em solu¢cdo de DMSO (Dimethyl
Sulfoxide) a 6%, que tem acao de preservacao das células, evitando a morte celular.
Foram mantidas no freezer sob temperatura de -20°C, até o momento de dissecgao.
Foram separadas as fémeas alimentadas, aquelas que tinham vestigios de sangue
em seu abddébmen, das nao alimentadas. Ambas foram retiradas com agulha de
insulina estéril e colocadas sob lamina. Foram dissecadas retirando-se os trés
ultimos segmentos e a cabeca e montadas em berlese, que permite melhor
visualizagdo das estruturas internas para a identificagdo da espécie. O restante do

corpo foi acondicionado individualmente a seco em tubo de 1,5 ml estéril.

4.2.4 Preparagcao, montagem e identificagao dos flebotomineos

Todos os machos coletados e 172 fémeas do primeiro més de coleta foram
submetidos a técnica de preparagdo para a montagem. Essas fémeas foram
escolhidas aleatoriamente para conhecer melhor a fauna presente no municipio,
uma vez que nao se conhecia as espécies presentes. Ambos foram transferidos
para uma placa de Petri contendo hidroxido de potassio 10% por 3 horas. Em
seguida foram transferidos para outra placa contendo acido acético 10% por 15
minutos e posteriormente foram lavados em Agua do Tipo | por 15 min em trés
séries. Na ultima etapa foram colocados em uma placa contendo Lactofenol onde
permaneceram por 24 horas. Apds este processo foram montados entre lamina e
laminula utilizando o liquido de Berlese. Devido a semelhanga entre as fémeas do

género Brumptomyia as mesmas nao foram identificadas até o nivel de espécie.
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4.3 Dados climaticos

Os dados climaticos de umidade relativa do ar, pluviosidade e temperatura
meédia, referentes ao periodo de estudo, foram obtidos mensalmente no site do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). Os dados foram provenientes da
Estacao Meteoroldégica Convencional localizada no Municipio de Bambui, Minas

Gerais, localizada aproximadamente a 60 km de distancia de Pains.

4.4 Analise da fauna flebotominica

A similaridade da comunidade das espécies de flebotomineos entre os pontos
de coletas amostrados na regiao urbana do municipio de Pains foi determinada por
meio do Escalonamento Multidimensional Nao-Métrico (NMDS) baseado em uma
matriz de dissimilaridade calculada segundo o indice de Bray-Curtis para os dados
de abundancia relativa das espécies de flebotomineos e o indice de Jaccard para os
dados de presenca e auséncia das espécies.

Foi utilizada uma Analise Multivariada Permutacional nao paramétrica
(PERMANOVA) com 999 replicagdes ao longo da distancia de matrizes (Anderson,
2001) para testar diferenca na comunidade de espécies de flebotomineos entre os
diferentes pontos amostrados. Todas as analises foram realizadas utilizando o
pacote estatistico Vegan (Oksanen et al. 2010) do software R 3.2.4 (R Development
Core Team, 2010).

Para avaliar a influéncia das variaveis climaticas em relacdo ao numero de
flebotomineos coletados foi utilizado o teste estatistico ndao paramétrico qui-
quadrado. As diferencas foram consideradas significativas quando a probabilidade

(p) do erro foi inferior a 5% (p<0,05).

4.5 Mapeamento das areas de risco

Apoés a analise dos resultados epidemiolégicos foi realizado um mapa de risco
do municipio identificando as possiveis areas criticas com relagédo as leishmanioses.
A elaboracao do mapa de Densidade de Kernel foi realizado a partir da ferramenta
de Analise Espacial do software ArcGis 10.2 e os pontos de coleta foram

georreferenciados através do aparelho GPS.



36

A estimativa de Kernel é um método estatistico ndo paramétrico de
interpolacao exploratoria que gera uma superficie de densidade para a identificacao
de “areas quentes”, as quais possuem uma concentracao de eventos indicando de
alguma forma a aglomeracdo em uma distribuicdo espacial (Silverman, 1986;
Ministério da Saude, 2007). Esta analise foi utilizada para a identificacdo das areas
de risco do municipio levando em consideracdo a presengca de flebotomineos
infectados por Leishmania. Para sua confecgdo foi utilizado os dados dos
flebotomineos positivos para Leishmania pela técnica de PCR dirigida ao alvo ITS 1.

Para a analise conjunta dos dados foi acrescentado ao mapa a localizacao
das potenciais espécies vetoras encontradas no trabalho. Foi incluido também os
dados caninos de outro trabalho realizado no municipio em 2016 (dados néao
publicados) e os casos humanos de LT e LV adquiridos na Secretaria Municipal de
Saude e no SINAM. Cabe enfatizar que de 32 casos humanos notificados de 2002 a
2019 no municipio apenas 12 foram acrescentados ao mapa devido a falta de

dados.

46 Métodos moleculares para o estudo de Leishmania spp. nos

flebotomineos

4.6.1 Extracao do DNA das fémeas nao alimentadas

As fémeas coletadas, que nao apresentaram sinais de repasto sanguineo em seu
abdémen, foram dissecadas e identificadas como relatado anteriormente e seu
abdémen foi separado para a deteccao da infeccado por Leishmania spp.. pela
técnica de PCR. Elas foram agrupadas em pools de até 10 individuos, todas
pertencentes a mesma espécie, localidade e data de coleta para a realizacado da
extracao de DNA.

Para extrair o DNA foi utilizado o kit GentraPuregene (Qiagen, USA) seguindo as
instrucdes do fabricante. As fémeas foram maceradas em microtubo com auxilio do
pistilo e colocado 100 pL de solugao de lise celular para uma fémea ou 200 pL para
pool de até 10 fémeas. Em seguida foi adicionado 1 pL de proteinase K (para uma
fémea) ou 1,5 uL (para pool de até 10 fémeas) e misturadas por inversao, incubadas
a 55°C durante a noite. Pela manha foi adicionado 1 yL de RNAse (para uma fémea)

ou 1,5 yL (para pool de até 10 fémeas) e misturado por inversao. As amostras foram
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incubadas a 37°C por 30 minutos e em seguida, incubadas por 10 min no gelo. Foi
adicionado 100 uL de solucéo de precipitacao de proteinas, passado no vortex e na
centrifuga por 5 min para formacdo do pellet. Foram colocados 300 uL de
isopropanol em um microtubo estéril de 1,5 mL e adicionado o sobrenadante do
passo anterior vertendo cuidadosamente. Foi misturado 50 vezes por inversao e em
seguida centrifugada por 5 min a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado
cuidadosamente e os tubos foram invertidos contra um papel absorvente para a
secagem durante 60 min. Em seguida foi adicionado 300 uL de etanol 70% e
invertido varias vezes para lavar o pellet de DNA. Na proxima etapa foram
adicionados 30 uL de acetato de sodio 10% e levado ao freezer por 60 min. Apos
isso, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 14.000 rpm e descartado o
sobrenadante. Para a etapa de secagem, os tubos foram colocados no equipamento
speed vac (60 min. a 45°C), deixando o DNA completamente seco. Para a etapa
final, foram adicionados 30 uL de solugdo de hidratacdo de DNA e as amostras
foram incubadas a 65°C por 60 min. Logo apds, as amostras foram incubadas
durante a noite a temperatura ambiente e pela manha foram armazenadas no

freezer.

4.6.2 PCR dirigida ao alvo Internal Transcribed Spacer 1

ApoOs a extracao de DNA, foi realizada a técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase dirigida ao Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) do DNA ribossomal de
Leishmania para a deteccdo de DNA de Leishmania spp. nas fémeas de
flebotomineos coletadas. A técnica dirigida ao alvo ITS1 amplifica uma regido de 300
a 350 pares de  Dbases, utilizando  os iniciadores LITSR: 5
CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L5.8S: 5" TGATACCACTTATCGCACTT 3’ (El Tai et
al., 2000, Schonian et al., 2003). A reacao foi preparada para um volume final de
25uL contendo 5 yL de DNA da amostra, 2,5 pL da solugao tampéao 10x, 0,75 pL de
MgClI2 (50mM), 0,5 uL de dNTP mix a 10mM, 1,25 pL do iniciador LITSR a 10mM,
1,25 pl do iniciador L5.8S a 10mM, 0,25 uL de Taq DNA polimerase a 5U/ uL, 1,25
de DMSO e 12,25uL de H20 destilada estéril. Ap6s a preparagdo das amostras, a
reacao foi processada em termociclador automatico, utilizando o seguinte ciclo:
desnaturacao inicial a 95°C por 2 min, seguido de 35 repeticdes de: desnaturacéo a

95°C por 30 seg, anelamento a 53°C por 60 seg e extensao a 72°C por 60 seg. A
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extensao final foi a 72°C por 10 min. Em todas as reagdes de PCR foi incluido
controle branco utilizando agua destilada estéril e um dos controles positivos cepas
referéncia: Le. amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8), Le. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Le. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147).

A técnica de eletroforese em gel foi utilizada para visualizagdo dos produtos
amplificados provenientes da PCR, em exposicao a luz ultravioleta. Foi utilizado o
gel de agarose na concentracao de 2% corado com brometo de etidio e peso
molecular de tamanho padrao 100 pb (DNA Step Ladder). As amostras consideradas
positivas foram as que apresentaram banda de peso molecular correspondente ao
esperado de 300-350pb. Os produtos amplificados positivos na PCR-ITS1 foram
submetidos a técnica de sequenciamento para a identificacdo da espécie de
Leishmania.

As taxas de infeccao natural foram calculadas segundo o critério de taxa minima
de infec¢do, quando se tratava de pools de individuos de uma mesma espécie
(Paiva et al., 2007).

4.7 Métodos moleculares para o estudo da identificaciao do repasto sanguineo

das fémeas alimentadas

4.7.1 Extracao do DNA das fémeas alimentadas

As fémeas que apresentaram tragcos de sangue em seu abdémen foram
dissecadas retirando-se a cabegca e a terminalia (trés dudltimos segmentos
abdominais), montadas entre lamina e laminula em solucdo de Berlese e
identificadas de acordo com classificagcdo de Galati (2003). O restante do corpo foi
colocado a seco em tubo de 1,5 mL estéril individualmente, para realizacado de
extracido de DNA pelo kit QlAamp® BLOOD (Qiagen, USA) conforme especificagao

do fabricante.

Na extracdao ha uma grande chance de contaminagao humana devido ao gene
alvo utilizado. Com isso foi realizada a descontaminagédo da capela e de todos os
instrumentos utilizados com hipoclorito de sédio a 1%. Todos os materiais utilizados

como microtubos, ponteiras, etc. foram autoclavados e abertos dentro da capela. Os
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profissionais que realizaram a extragcado utilizaram jaleco, touca, mascara e duas
luvas para garantir a segurangca no experimento. A extracdo foi realizada
individualmente, ou seja, uma fémea em cada tubo e como controle interno em todas

as extragdes, foram utilizados flebotomineos machos de Lu. longipalpis.

Com o auxilio de agulha de insulina estéril, a fémea foi lavada em duas
solugdes. Primeiro foi introduzida em hipoclorito de s6dio a 2% e em seguida
transferida para um tubo contendo agua destilada estéril. Apds este procedimento foi
colocada em tubo seco e macerada com o auxilio do pistilo. Foram adicionados
200ul do buffer AL e 20ul de proteinase e foram vortexadas e incubadas a 56°C por
1 hora. Em seguida foi acrescentado 200 ul de etanol absoluto, vortexada, vertida na
coluna e centrifugada por 1 min a 8.000 rpm. Foi trocado o fundo da coluna,
adicionado 500 pl do buffer AW1 e centrifugado por 1 min a 8.000 rpm. O fundo da
coluna foi trocado, acrescentado 500 pl do buffer AW2 e centrifugado por 3 min a
14.000 rpm. A coluna foi inserida no microtubo permanente, foram adicionados 20 ul
do buffer AE no centro da coluna e apés 5 min foi centrifugada por 2 min a 8.000
rpm e acrescentado mais 20 ul do buffer EB na coluna. Apds 2 min de descanso foi
centrifugado durante 3 min a 8.000 rpm e logo apdés as amostras foram

armazenadas no freezer.

4.7.2 PCR dirigida ao gene do Citocromo b de vertebrados

A reacao de PCR foi realizada com base na amplificacdo de um fragmento de
359 pb do gene do citocromo b (Cyt b) dos vertebrados com os iniciadores cytb1: 5’ -
CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3’ e cytb2: 5- GCCCCTCAGAATGATATT
TGTCCTCA-3’, que amplificam um fragmento de 359pb. A reacao foi preparada para
um volume final de 25uL, contendo 5 uL de DNA da amostra, 2,5 pyL da solucao
tampao 10x, 0,75 pL de MgClI2 (50mM), 0,5 uL de dNTP mix a 10mM, 1,25 uL do
iniciador Cytb1 a 10mM, 1,25 pl do iniciador Cytb2 a 10mM, 0,10 yL de Tag DNA
polimerase a 5U/ yL, 1,25 de DMSO e 12,40uL de H20 destilada estéril. Apos a
preparacao das amostras, a reacao foi processada em termociclador automatico,

utilizando o seguinte ciclo: desnaturagao inicial a 95°C por 10 min, seguido de 35
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repeticdbes de desnaturacdo a 94°C por 30 seg, anelamento a 52°C por 30 seg,
extensao de 72°C por 45 seg e extenséo final a 72° C por 5 min.

Em todas as reagdes de PCR foi incluido como controle positivo DNA extraido
de bago do marsupial Didelphis albiventris e para controle negativo foi utilizado DNA

extraido de flebotomineo macho.

A técnica de eletroforese em gel, foi utilizada para visualizacdo dos produtos
amplificados provenientes da PCR, em exposicao a luz ultravioleta. Foi utilizado o
gel de agarose na concentracao de 2% corado com brometo de etidio e peso
molecular de 100 pb (DNA Step Ladder). As amostras consideradas positivas foram
as que apresentaram banda de peso molecular correspondente ao esperado de 359
pb. Os produtos amplificados positivos foram submetidos a técnica de

sequenciamento para a identificacao da espécie de vertebrado.

4.8 Sequenciamento, edicao e alinhamento das sequéncias

Apoés a realizacdo da PCR, todas as amostras que amplificaram tanto o Cyt b
quanto o ITS 1 foram submetidas a técnica de sequenciamento pela plataforma do
IRR, onde realizaram todo o processamento das amostras.

As analises das sequéncias foram feitas nos softwares Seqtrace (Stuky, 2012) e
MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016). O resultado das analises foi comparado com
sequéncias depositadas no banco de dados GenBank para avaliagao da identidade,
através do algoritmo Basic Local Alignment Search Tool - BLAST®. A identificacao
das espécies foi considerada quando as sequéncias exibidas apresentaram mais de
96% de identidade.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo da fauna de flebotomineos

No periodo de maio de 2015 a abril de 2016 foram coletados 12.728
flebotomineos em Pains, sendo 2.854 fémeas (22,42%) e 9.874 machos (77,58%)
(Tabela 2), pertencentes a dez géneros distribuidos em 20 espécies sendo elas
Brumptomyia brumpti (Larrousse, 1920), Brumptomyia cunhai (Mangabeira, 1942),
Evandromyia bourrouli (Barreto & Coutinho, 1941), Ev. cortelezzii (Bréthes, 1923),
Ev. edwardsi (Mangabeira, 1941), Ev. lenti (Mangabeira, 1938), Ev. teratodes
(Martins, Falcao & Silva, 1964), Ev. termitophila (Martins, Falcdo & Silva, 1964),
Expapillata firmatoi (Barretto, Martins & Pellegrino, 1956), Lutzomyia longipalpis
(Lutz & Neiva, 1912), Lu. renei (Martins, Falcdo & Silva, 1957), Micropygomyia
quinquefer (Dyar, 1929), Migonemyia migonei (Franca, 1920), Nyssomyia neivai
(Pinto, 1926), Ny. whitmani (Antunes & Coutinho, 1939), Pintomyia fischeri (Pinto,
1926), Pi. monticola (Costa Lima, 1932), Pi. pessoai (Coutinho & Barretto, 1940),
Psathyromyia lutziana (Costa Lima, 1932) e Sciopemyia sordellii (Shannon & Del
Ponte, 1927).



Tabela 2. Flebotomineos coletados com armadilha CDC no municipio de Pains/MG no
periodo de maio 2015 a abril de 2016

Flebotomineos

Numero de flebotomineos coletados

Macho Fémea Total %
Brumptomyia brumpti 14 - 14 0,10
Brumptomyia cunhai 9 - 9 0,07
Brumptomyia spp. - 15 15 0,12
Evandromyia bourrouli 6 - 6 0,05
Evandromyia cortelezzii 190 300 490 3,85
Evandromyia edwardsi 74 103 177 1,39
Evandromyia lenti 14 21 35 0,27
Evandromyia teratodes - 1 1 0,01
Evandromyia termitophila 4 11 15 0,12
Expapillata firmatoi 115 53 168 1,32
Lutzomyia longipalpis 8.623 1.590 10.213 80,24
Lutzomyia renei 259 321 580 4,56
Micropygomyia quinquefer 187 192 379 2,98
Migonemyia migonei 161 93 254 2,00
Nyssomyia neivai 11 6 17 0,14
Nyssomyia whitmani 112 84 196 1,54
Pintomyia fischeri 3 - 3 0,02
Pintomyia monticola 9 19 28 0,22
Pintomyia pessoai 66 31 97 0,76
Psathyromyia lutziana 1 2 3 0,02
Sciopemyia sordellii 16 12 28 0,22
Total 9.874 2.854 12.728 -
% 77.58 22.42 100 100

Fonte: Elaborado pela autora
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A espécie mais abundante foi Lu. longipalpis (80%), seguida por Lu. renei (5%),
Ev. cortelezzii (4%) e Mi. quinquefer (3%). As demais espécies somaram 8% dos

flebotomineos coletados (Grafico 1).

Grafico 1. Porcentagem das espécies de flebotomineos coletadas na area urbana do
municipio de Pains/MG no periodo de maio de 2015 a abril de 2016
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m [utzomyialongipalpis
m [utzomyia renei
B Micropygomyia quinquefer

m Outras especies

Fonte: Elaborado pela autora

O género Evandromyia compreendeu o maior numero de espécies (seis), em
relacdo aos dez géneros encontrados (Tabela 2).

De todas as fémeas coletadas 2.433 foram submetidas a deteccdo do DNA de
Leishmania, 249 ao estudo da fonte alimentar e 172 foram montadas para
identificacao.

O més de abril de 2016 apresentou a maior abundancia de espécimes
coletadas com 2.515, o que correspondeu a 19,75% do total dos flebotomineos
(Tabela 3), sendo que a espécie Lu. longipalpis foi o principal responsavel pelo pico
ocorrido neste més com 2.045 exemplares coletados (81,31%), sendo 1.564 no
ponto 12. O segundo més de maior numero de espécimes coletados foi o més de
dezembro de 2015 totalizando 1.376 (10,81%), também sendo Lu. longipalpis o
responsavel pelo pico. Ja o0 més com menor numero de flebotomineos coletados foi
em maio de 2015 com 251 (1,97%) individuos. Cabe destacar que Lu. longipalpis foi

a espécie mais abundante durante todos os meses de coleta (Tabela 3).



Tabela 3. Distribuicdo mensal dos flebotomineos coletados em Pains/MG no periodo de maio de 2015 a abril de 2016
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Flebotomineo/Més

mai/15 jun/15

jul/15 ago/15 set/15 out/15 nov/15 dez/15 jan/16 fev/16 mar/16 abr/16 Total

%

Brumptomyia brumpti - - 1 - 1 7 - - 4 - - 1 14 0,10
Brumptomyia cunhai - - - - - 8 1 - - - - - 9 0,07
Brumptomyia sp - 1 - - - 3 6 1 2 - - 2 15 0,12
Evandromyia bourrouli - - - - - 2 1 - - 2 1 - 6 0,05
Evandromyia cortelezzii 23 34 24 19 33 38 36 53 48 56 40 86 490 3,85
Evandromyia edwardsi 2 3 13 7 10 21 16 29 12 21 23 20 177 1,39
Evandromyia lenti - 1 - - - 2 5 11 6 3 5 2 35 0,27
Evandromyia teratodes - - - - - - - 1 - - - - 1 0,01
Evandromyia termitophila - - - 1 - - 1 3 7 1 1 1 15 0,12
Expapillata firmatoi 3 1 13 71 15 6 3 9 23 14 5 5 168 1,32
Lutzomyia longipalpis 182 620 816 869 1.115 963 327 1.123 765 674 714 2.045 10.213 80,24
Lutzomyia renei 9 42 25 37 70 35 80 35 30 54 28 135 580 4,56
Micropygomyia quinquefer 6 2 7 - - 8 42 79 21 79 69 66 379 2,98
Migonemyia migonei 5 2 8 31 27 25 22 9 33 23 19 50 254 2,00
Nyssomyia neivai 5 - 1 P - - 1 - 4 - - 4 17 0,14
Nyssomyia whitmani 11 13 24 37 6 7 4 7 8 6 3 70 196 1,54
Pintomyia fischeri - - - - - - 3 - - - - - 3 0,02
Pintomyia monticola 2 1 - 1 - 12 9 1 - - - 2 28 0,22
Pintomyia pessoai 1 2 1 - 6 30 13 10 8 6 2 18 97 0,76
Psathyromyia lutziana - - - - - 2 - - - 1 - - 3 0,02
Sciopemyia sordellii 2 2 1 - 1 1 - 5 - 3 5 8 28 0,22
Total 251 724 934 1.075 1.284 1.170 570 1376 971 943 915 2,515 12.728 -
% 1,97 5,69 7,34 8,45 10,09 9,19 448 10,81 7,63 7,41 7,19 19,75 100 100

Fonte: Elaborado pela autora
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Com relagdo aos parametros climaticos, as temperaturas médias variaram
entre 17,7°C a 24,8°C e a umidade relativa do ar entre 67% a 88%. A pluviosidade
apresentou uma maior variagado com a minima registrada no més de agosto de 2015
(1,3 mm?3®) e a maxima em janeiro de 2016 (397,1 mm?3). O teste qui-quadrado
calculado, mostrou que nao houve correlacdo entre as variaveis climaticas e a

abundancia dos flebotomineos (Grafico 2).

Grafico 2. Relacao das variaveis climaticas na abundancia das espécies de flebotomineos
coletadas em Pains/MG de maio de 2015 a abril de 2016
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Fonte: Elaborado pela autora

A tabela 4 apresenta os flebotomineos coletados em cada ponto. O ponto 12
apresentou maior numero de flebotomineos coletados (3.957), seguida do ponto 3
(2.257) enquanto o ponto 8 obteve o menor numero (6).

Quanto as espécies de flebotomineos, Lu. longipalpis foi a espécie mais
abundante, em praticamente todos os pontos. O ponto 13 foi o Unico que n&o foi

coletado esta espécie.
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Tabela 4. Total de flebotomineos coletados no municipio de Pains/MG no periodo de maio 2015 a abril de 2016, segundo os pontos de coleta

Flebotomineos/Ponto P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 Total %

Brumptomyia brumpti - - 3 - 6 - 1 - - - - - 1 - - 1 - 2 - - 14 0,1
Brumptomyia cunhai - - 2 - 3 - - - - - - 1 - - - - - 2 1 - 9 0,07
Brumptomyia spp. - - 5 1 - - - - - - 1 4 1 - 1 - - 2 - - 15 0,12
Evandromyia bourrouli - - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - 6 0,05
Evandromyia cortelezzii 8 26 45 8 35 40 10 2 8 10 67 56 6 2 9 25 46 36 5 46 490 3,85
Evandromyia edwadsi 8 15 7 15 22 1 2 - 1 2 91 7 - - - - 1 2 1 2 177 1,39
Evandromyia lenti - - 2 - 1 3 4 1 - - 3 6 1 - 1 - 2 6 2 3 35 0,27
Evandromyia teratodes - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - 1 0,01
Evandromyia termitophila 2 - 1 - - 1 - - - - - 2 - - - - 1 1 3 4 15 0,12
Expapillata firmatoi 92 2 13 4 17 2 2 - - 11 6 10 - - 1 6 - 1 - 1 168 1,32
Lutzomyia longipalpis 7 610 2.152 13 187 17 63 2 2 808 423 3.431 - 6 6 329 187 1.417 28 525 10.213 80,24
Lutzomyia renei - - 8 18 7 1 2 - - 162 67 284 - - - 8 1 1 - 21 580 4,56
Micropygomyia quinquefer 4 9 2 23 7 - - - 2 74 139 43 - - 3 3 1 7 1 61 379 2,98
Migonemyia migonei - - 9 - 50 - - - - 2 133 18 - - 1 1 - 24 - 16 254 2
Nyssomyia neivai - - - - - 1 - - - - 5 8 - - - - 1 1 - 1 17 0,14
Nyssomyia whitmani 1 2 5 1 26 1 - 1 1 1 62 54 1 - 3 6 6 17 1 7 196 1,54
Pintomyia fischeri - - - - - - - - - - 3 - - - - - - - - - 3 0,02
Pintomyia monticola - - - - 7 1 - - - - 1 12 - - 1 2 - 3 - 1 28 0,22
Pintomyia pessoai - 1 2 - 22 1 - - - - 48 15 - - 1 4 1 - 2 - 97 0,76
Psathyromyia lutziana - - - - 2 - - - - - - - - - - - - - 1 - 3 0,02
Sciopemyia sordellii - 1 - - 2 5 1 - - 1 - 6 - - - 2 - 4 2 4 28 0,22
Total 122 666 2.257 83 394 75 85 6 14 1.071 1.054 3957 10 8 27 387 247 1.526 47 692 12.728 -
% 0,95 5,23 17,73 o,65 3,1 0,559 0,67 0,05 0,12 8,41 8,29 31,08 0,07 0,06 0,22 3,04 1,94 11,99 0,4 544 100 100

Fonte: Elaborado pela autora
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O NMDS calculado com os dados de abundancia relativa das espécies de
flebotomineos e com os dados de presenca e auséncia das espécies entre os
diferentes pontos da area urbana de Pains, explicaram 96% e 77% da variacao dos
dados nos dois eixos, respectivamente. Os testes de permutacdo mostraram que
houve similaridade na abundancia relativa (A) e na ocorréncia (B) das espécies de
flebotomineos entre os diferentes pontos amostrados na area urbana de Pains
(PERMANOVA: F=0,332; R?=0,018; P=0,811 e F=0,720; R?=0,038; P=0,685,
respectivamente) (Figura 7).

Figura 7. Escalonamento multidimensional Nao Métrico (NMDS) a partir de uma matriz de
dissimilaridade calculada com os indices de Bray-Curtis (A) e Jaccard (B) utilizando os
valores de abundancia relativa e presenca e auséncia das espécies de flebotomineos entre
os diferentes pontos amostrados na area urbana de Pains/MG
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Fonte: Elaborado por Aldenise Campos

5.2 Detecgcao de DNA de Leishmania em fémeas de flebotomineos

As fémeas nao alimentadas foram destinadas a pesquisa de DNA de
Leishmania por meio das técnicas de biologia molecular. O total de 2.433 fémeas

foram analisadas individualmente ou em pools. Um total de sete pools foram
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positivos para Leishmania, sendo trés pools da espécie Lu. longipalpis, dois de Lu.
renei, um de Ev. cortelezzii e de Ex. firmatoi. A taxa de infeccao obtida para
Leishmania foi de 0,37% (Tabela 5).

Foram encontradas fémeas infectadas nos pontos 1, 2, 3, 11, 12, 16 e 18. A
espécie Lu. longipalpis foi detectada com Le. braziliensis e Le. infantum. Lutzomyia
renei, Ev. cortelezzii e Ex. firmatoi foram detectadas com Le. infantum. Ja a espécie
Mi. quinquefer foi detectada com Le. braziliensis e Pi. monticola nao foi possivel

identificar a espécie de Leishmania (Tabela 6).



Tabela 5. Fémeas de flebotomineos analisadas e taxa de infeccdo no municipio de Pains/MG no periodo de maio 2015 a abril de 2016

Flebotomineo

Fémeas utilizadas no estudo da

Positivas

Taxa de Infecgdo (%)

deteccdo do DNA de Leishmania Individual Pool

Brumptomyia spp. 12 - - -
Evandromyia cortelezzii 270 - 1 0,37
Evandromyia edwardsi 98 - - -
Evandromyia lenti 20 - - -
Evandromyia teratodes 1 - - -
Evandromyia termitophila 10 - - -
Expapillata firmatoi 58 - 1 1,72
Lutzomyia longipalpis 1.395 - 3 0,21
Lutzomyia renei 194 - 2 1,03
Micropygomyia quinquefer 173 1 - 0,58
Migonemyia migonei 78 - - -
Nyssomyia neivai 3 - - -
Nyssomyia whitmani 76 - - -
Pintomyia monticola 6 1 - 16,67
Pintomyia pessoai 26 - - -
Psathyromyia lutziana 2 - - -
Sciopemyia sordellii 11 - - -

Total 2.433 2 7 0,37

*0 pool foi considerado como uma amostra independente do nimero de fémeas contido no tubo

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 6. Deteccao de DNA e identificacdo de espécies de Leishmania nas fémeas de flebotomineos coletadas no municipio de Pains/MG no
periodo de maio 2015 a abril de 2016

Flebotomineo Ponto de coleta Leishmania braziliensis Leishmania infantum Leishmania sp.
Evandromyia cortelezzii 12 - 1 -
Expapillata firmatoi 16 - 1 -
Lutzomyia longipalpis 3 - 1 -
Lutzomyia longipalpis 12 1 - -
Lutzomyia longipalpis 18 1 - -
Lutzomyia renei 1 - 1 -
Lutzomyia renei 11 - 1 -
Micropygomyia quinquefer 2 1 - -
Pintomyia monticola 18 - -

Total - 3 5 1

Fonte: Elaborado pela autora
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5.3 Identificacao da fonte alimentar das fémeas de flebotomineos

No periodo do estudo, de maio de 2015 a abril de 2016 foram coletadas 249
fémeas alimentadas, pertencentes a sete géneros e oito espécies, sendo elas: Ev.
cortelezzii, Ex. firmatoi, Lu. longipalpis, Lu. renei, Mi. quinquefer, Mg. migonei, Ny.

whitmani e Pi. pessoai (Tabela 7).

Tabela 7. Fémeas de flebotomineos coletadas alimentadas no municipio de Pains/MG, no
periodo de maio de 2015 a abril de 2016

3 NiUmero de fémeas
Flebotomineo . %
alimentadas

Evandromyia cortelezzii 5 2
Expapillata firmatoi 4 2
Lutzomyia longipalpis 133 53
Lutzomyia renei 95 38
Micropygomyia quinquefer 2 1
Migonemyia migonei 4
Nyssomyia whitmani 2 1
Pintomyia pessoai 4

Total 249 100

Fonte: Elaborado pela autora

As espécies de fémeas alimentadas mais abundantes foram Lu. longipalpis
(563%), seguida de Lu. renei (38%) e as demais espécies somaram 9% (Tabela 7).

A amplificacdo de um fragmento que codifica uma sequéncia de 359 pb do
gene Cyt b, produziu o produto de amplificacdo esperado em 142 fémeas de

flebotomineos (57%), do total de 249 fémeas analisadas (Figura 8).
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Figura 8. Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio mostrando os produtos
amplificados da PCR do Cyt b a partir da extracdo de DNA das fémeas de flebotomineos
individuais coletadas na area urbana de Pains/MG

300 pb
200 pb
100 pb

Canaletas: PM — Peso molecular 100pb; 1 a 12 - Fémeas de flebotomineos coletadas com sinais de
sangue no abdémen; 13 — Macho de Lu. longipalpis (controle negativo interno); CN — Controle
negativo (reagentes da PCR sem DNA); CP — Controle positivo (DNA extraido de bago do marsupial
Didelphis albiventris).

O resultado do sequenciamento a partir da amplificacdo do gene do Cyt b
mostrou que as fémeas se alimentaram em seis hospedeiros vertebrados: Bos
taurus (boi) (1%), Cairina moschata (pato) (1%), Gallus gallus (galinha) (31%), Homo
sapiens (humano) (21%), Rattus rattus (rato) (1%) e Sus scrofa (porco) (45%)
(Gréafico 3).

Grafico 3. Porcentagem dos hospedeiros vertebrados identificados como fonte
alimentar para fémeas de flebotomineos coletadas no municipio de Pains/MG no periodo de
maio 2015 a abril de 2016

1% 19

W Bos taurus

B Cairina moschata

W Gallusgallus

W Homo sapiens
Rattusrattus

W Susscrofa

1%

Fonte: Elaborado pela autora
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Foram encontradas quatro espécies de flebotomineos com sinais de
ingurgitamento em Gallus gallus (Lu longipalpis, Lu. renei, Mg. migonei e Pi.
pessoai) e Homo sapiens (Lu. longipalpis, Lu. renei, Mi. quinquefer e Pi. pessoai),
trés em Sus scrofa (Ex. firmatoi, Lu. longipalpis e Lu. renei), duas em Bos taurus (Lu.
renei e Pi. pessoai) e uma em Cairina moschata (Lu. longipalpis) e Rattus rattus (Ev.
cortelezzii) (Tabela 8).

5.4 Mapeamento das areas de risco das leishmanioses

Apoés todas as analises realizadas foi confeccionado o mapa de risco das
leishmanioses no municipio. A figura 9 apresenta a distribuicdo de Lu. longipalpis
(principal vetor da Le. infantum) (A) e das espécies potenciais vetoras (espécies que
apresentaram individuos com DNA de Leishmania no estudo) (B). E possivel notar
que essas espécies possuem a mesma distribuicdo, estando dispersas por todo o
municipio, possuindo uma maior abundancia nos pontos limitrofes da zona urbana,
caracterizados como areas de transicao urbana/rural/silvestre. Em contrapartida, o
centro obteve um menor numero de flebotomineos coletados.

Na figura 10 podemos observar que os caes positivos de outro trabalho
realizado em Pains (dados nao publicados), estao distribuidos préximos aos pontos
onde foram encontradas fémeas infectadas por Leishmania spp. (Tabela 6). Os
casos humanos também se mostraram bem distribuidos pelo municipio, estando a
maioria préximos aos pontos onde apresentaram flebotomineos infectados. Ainda é
possivel visualizar no ponto 16 a associagado de casos humanos de LV com casos
caninos e a presenca da espécie Ex. firmatoi com DNA de Le. infantum.

Podemos observar as regibes prioritarias do municipio (destacadas em
laranja e vermelho) (Figura 10) para dar inicio ao programa de controle das
leishmanioses, pois sao locais mais vulneraveis para a transmissao segundo a
densidade de Kernel, devido a alta densidade de flebotomineos infectados. Além
disso, podemos observar nestas areas a presenca de caes infectados, abundancia
de potenciais vetoras e flebotomineos se alimentando em animais no peridomicilio
(Tabela 8).



Tabela 8. Fontes alimentares das fémeas coletadas no municipio de Pains/MG no periodo de maio 2015 a abril de 2016
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Flebotomineo

Total de
Total de identificacao
fémeas da fonte

alimentadas alimentar

Fontes alimentares

Bos taurus  Cairina moschata Gallus gallus Homo sapiens Rattus rattus  Sus scrofa
Evandromyia cortelezzii 5 1 - - - - 1% -
Expapillata firmatoi 4 - - - - - 17
Lutzomyia longipalpis 133 65 _ 2 1 33 3,5,7,10,11, 12,16,18 24 3,4,10, 11, 12,16,17,18 _ 6 12,16
Lutzomyia renei 95 69 22 - 7 1018 41012 - 56
Micropygomyia quinquefer 2 1 - - - 1% - -
Migonemyia migonei 4 - - 2° - - -
Nyssomyia whitmani 2 - - - - - - -
Pintomyia pessoai 4 3 1° - 1t 1t - -

Total 249 142 3 2 43 30 1 63

3,4,5,7,10,11,12,16,17,18

Numero dos pontos de coleta onde as armadilhas foram instaladas

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 9. Distribuicdo de Lutzomyia longipalpis e das espécies potenciais vetoras do municipio de Pains/MG

Total Lutzomyia longipalpis Potenciais vetores

@ o0-63 ® 28

@ o4-a @ 7-u
@ 2s-00 @ un
. 809 - 2152 . 72-148
. 2153 - 3431 . 148 - 405

Malha urbana - Pains Malha urbana - Pains

@ Numero dos pontos de coleta e a quantidade de espécimes coletados por ponto

Fonte: Elaborado por Felipe Régo
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Figura 10. Densidade de Kernel dos flebotomineos infectados, localizagdo das potenciais
espécies vetoras, dos casos de LV canina e casos humanos de LV e LTA do municipio de

Pains/MG

B Casos humanos de LTA

A Casos humanos de LV

[ ] Casos de LV canina
Flebotomineos potenciais vetores

@ 4-34

@ 35-10
. 102-373

. 374 - 1465
. 1466 - 3836

Malha urbana - Pains
Estimador de Densidade de Kernel
dos Flebotomineos infectados por
Leishmania spp.

Baixa

Alta

. =y p— I 1 Km

0 025 05 1
19g

Fonte: Elaborado por Felipe Régo (modificado)
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6 DISCUSSAO

6.1 A fauna flebotominica e sua infec¢ao por Leishmania

A fauna de flebotomineos encontrada na regido urbana de Pains foi diversa e
abundante com algumas espécies incriminadas na transmissao dos agentes
etiolégicos da LT (Mg. migonei, Ny. neivai e Ny. whitmani) e LV (Lu. longipalpis) e
outras que ainda precisam ter seu papel epidemiolégico esclarecido. Foi observada
também uma alta similaridade na comunidade de flebotomineos quando analisada a
abundancia relativa e a ocorréncia das espécies entre todos os pontos amostrados.
A similaridade encontrada na comunidade de flebotomineos entre os pontos de
coleta pode ser devido a semelhanca das caracteristicas ambientais entre os locais,
visto que eles possuem presengca de animais domeésticos e sinantropicos
(observacao de outros projetos em andamento), arvores frutiferas e acumulo de
matéria organica, ambientes favoraveis para a manutencao dos flebotomineos.

Os resultados das coletas sistematizadas mostram que os flebotomineos
estao bem distribuidos por toda a area urbana do municipio de Pains, e isso é
preocupante, uma vez que foi encontrada no presente estudo espécies de
flebotomineos com DNA de Leishmania, agente causador das leishmanioses, além
de fémeas alimentadas com sangue de varios hospedeiros, como boi, galinha, entre
outros. Neste caso, pode-se inferir que estes insetos estdo adaptados ao ambiente
antropizado e envolvidos com animais de criagcao, frequentemente encontrados nas
residéncias que compde a zona urbana do municipio de Pains, o qual esta ainda
representado por caracteristicas ruralizadas, que possivelmente estao contribuindo
para atracao e adaptacao dos flebotomineos.

A espécie Lu. longipalpis foi predominante durante todo o estudo sendo
encontrada infectada por Le. infantum e Le. braziliensis, corroborando com diversos
autores (da Silva et al., 1990; Gontijo et al., 1995; Monteiro et al., 2005; Barbosa et
al., 2006; Paiva et al., 2006; Dias et al., 2007; Paiva et al., 2010; Régo et al., 2015;
Sanguinette, 2015). Estes achados reforcam os inUmeros relatos da importancia
epidemiologica desta espécie principalmente na transmissdo de Le. infantum no
Brasil (Deane, 1956; Killick-Kendrick, 1990; Lainson & Shaw 1979, 1998). Apesar de
nao ser um vetor comprovado de Le. braziliensis, seu encontro com o DNA deste

parasito chama atengao para a possibilidade de envolvimento desta espécie no ciclo
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epidemioldgico da LTA no municipio de Pains. Ainda assim, nao se pode incrimina-la
como espécie vetora de Le. braziliensis, tendo em vista apenas achados
moleculares, e principalmente, pela presenca de uma das principais espécies
envolvidas no ciclo epidemiolégico da LTA, Ny. whitmani. Esta ultima espécie esta
distribuida em diversas regides do Brasil, principalmente em regides endémicas do
sudeste do pais, se mostrando adaptada a diversos ambientes, principalmente ao
peridomicilio (Luz et al, 2000; Camargo-Neves et al., 2002; Costa et al., 2007
Virgens et al., 2008, Brazil et al., 2015).

Foi possivel observar que Lu. longipalpis esteve presente em praticamente
todos os pontos de coleta. Apenas no ponto 13 (area central, ao lado do hospital
municipal) nao foi coletada esta espécie. Sua abundancia no peridomicilio comprova
sua adaptacado a este ambiente e em locais propicios encontrados nos pontos de
coleta, como a presenca de rochas calcarias, vegetacdo, acumulo de matéria
organica no solo que podem servir de abrigo e/ou criadouro, além da criacéo de
animais domésticos (galinha, porco, gado, entre outros) que servem de fonte
alimentar (Foratini 1960; Sherlock & Guitton, 1969; Guerra et al., 2004; Barata et al.,
2005; Macedo-Silva et al.,, 2014; Salomén et al.,, 2015). Seu comportamento
oportunista ja foi verificado por diversos autores e constitui um aspecto ecolégico de
grande relevancia (Morrison et al., 1993; Barata et al., 2005).

Além disso, foi possivel observar que o numero total de machos foi maior que
o de fémeas. Este achado, apesar de ndo muito relevante e conciso nos diversos
trabalhos faunisticos sobre estes insetos, corrobora com a maioria dos achados na
literatura, onde geralmente, a presenca de machos é predominante em relacéo as
fémeas (Loiola et al., 2007; Almeida et al., 2010). Esse fator ja foi observado e pode
ser explicado principalmente para a espécie Lu. longipalpis, pelo seu comportamento
em formar agregados (Leks), atraindo machos e fémeas ao local do hospedeiro com
o objetivo da fecundacao (Feliciangeli, 1987; Dye et al. 1991; Dias et al., 2007).
Outros autores também apontam que a armadilha luminosa pode atrair de maneiras
diferentes ambos os sexos, favorecendo a captura de machos, devido as fémeas
apos o repasto retornarem aos seus abrigos (Barretto, 1943; Aguiar et al., 1985).

No presente trabalho foram encontradas também espécies que nao sao
vetoras comprovadas de espécies de Leishmania, mas que tém sido relatadas com

DNA de Leishmania em diversos estudos. A espécie Lu. renei foi encontrada em
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abundancia em um estudo realizado nas cavernas de Pains (Campos et al., 2017) e
esta presente em diversos municipios de Minas Gerais (Barata et al., 2008; Régo et
al., 2015; Saraiva et al., 2015). Coelho e Falcao (1962) demonstraram em condi¢des
de laboratorio Lu. renei transmitindo Le. mexicana. Mais tarde, Coelho et al. (1967) e
Gontijo et al. (1987) também mostraram experimentalmente sua infecgdo por
Leishmania sp.. Em um estudo realizado no norte de Minas Gerais Régo et. al
(2015) a encontraram naturalmente infectada com DNA de Leishmania sp. e Le.
guyanensis, porém em nosso estudo ocorreu o primeiro relato desta espécie com
Le. infantum, sendo necessario mais estudos para ter seu papel epidemiolégico
esclarecido.

Outras espécies também foram encontradas com DNA de Leishmania.
Expapillata firmatoi e Ev. cortelezzii foram encontradas com Le. infantum
corroborando com outros trabalhos (Souza et al., 2003; Carvalho et al., 2008; Silva
et al., 2008; Diniz et al., 2014; Donalisio et al., 2017) e Mi. quinquefer com Le.
braziliensis (Paiva et al., 2010). Margonari et al. (2010) encontraram em Minas
Gerais, Pi. monticola com DNA de Le. braziliensis, porém em nosso estudo nao foi
possivel identificar a espécie de Leishmania presente, permanecendo sua
identificacao até género (Leishmania sp.).

Esses achados mostram a importancia dessas espécies no ponto de vista
epidemiologico, uma vez que vem sendo encontradas com certa frequéncia no
ambiente urbano. Apesar da presenca do DNA de Leishmania na fémea de
flebotomineo nao ser suficiente para incriminar uma espécie como vetora, € uma
condicdo que deve ser considerada, juntamente com o fato dela ser antropofilica.
Estes insetos provavelmente alimentaram-se em hospedeiros susceptiveis e embora
tenham sido encontrados infectados nao significa que sejam capazes de transmitir o
parasito aos seres humanos (Killick-Kendrick, 1990; Lainson & Shaw, 1988).

No trabalho foram encontradas também espécies de importancia médica
como Ny. whitmani, Ny. neivai e Mg. migonei. Apesar de neste estudo nao terem
sido encontradas infectadas, estdo envolvidas no ciclo de transmissdao das
leishmanioses em diversas regides das Américas (Camargo-Neves et al., 2002;
Souza et al., 2003; Pita-Pereira et al., 2005; Costa et al., 2007; Andrade-Filho et al,.
2007; Carvalho et al., 2008; Virgens et al., 2008; Saraiva et al., 2009; Margonari et
al., 2010; Saraiva et al., 2010, Carvalho et al., 2010; Salomon et al., 2010; Neitzke-
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Abreu et al., 2014; Moya et al., 2015; Brazil et al., 2015), ndo podendo descartar a
possibilidade de terem alguma importéncia epidemiolégica no municipio.

No estudo foram encontrados flebotomineos positivos para a presenca de
DNA de Le. infantum, Le. braziliensis e Leishmania sp., conferindo uma taxa de
infeccdo de 0,37%. Esta taxa esta de acordo com relatos da literatura onde as taxas
de infeccdo nas areas endémicas variam em torno de 0,2 a 2,0% (Rodriguez et al.,
1999; Luz et al., 2000; Miranda et al., 2002; Gontijo et al., 2005; Silva et al., 2007;
Michalsky et al., 2011).

A taxa de infeccao encontrada corrobora com o baixo numero de casos
humanos no municipio, porém esta é suficiente para a manutencéo da endemicidade
da infeccao (Miranda et al., 2002; Cardoso et al., 2009). Além disso, cabe destacar
que Lu. longipalpis, principal vetor de Le. infantum foi a espécie mais abundante
durante todo o estudo, além da presenca de importantes espécies, inclusive com
DNA de Leishmania spp. tornando-se um fator de risco.

Podemos hipotetizar que esta sua elevada abundancia com baixa infecgao
pode estar ligado a fatores genéticos e fisioldgicos. Diversos estudos tém
considerado que Lu. longipalpis € um complexo de espécies cripticas, tendo
variagdes genéticas dentro das populagbes, como diferengcas no numero de
manchas e sua localizagdo nos tergitos abdominais, além de alteragdes
comportamentais, moleculares, bioquimicas, entre outras, podendo influenciar na
sua capacidade vetorial (Mangabeira O., 1969; Ward et al., 1985; Hamilton et al.,
1996; Uribe, Sandra 1999; Lainson & Rangel, 2005). No presente trabalho foi
coletado Lu. longipalpis com uma mancha, porém este achado nao foi aprofundado,
sendo necessario mais estudos para avaliar se esta caracteristica pode influenciar
na capacidade vetorial da populacdo desta espécie encontrada em Pains. Além
desta caracteristica, foi observada uma elevada variagdo morfométrica dos machos
dessa espécie, sendo que alguns exemplares apresentavam tamanho bem menor
que o padrao para a espécie.

E importante citar também que este trabalho faz parte de um projeto maior
onde envolveu um estudo mais completo no municipio, incluindo o inquérito canino,
apresentando 8,2% de positividade para Le. infantum (dados nao publicados). O
inquérito canino e o levantamento da fauna flebotominica nas areas endémicas séo

de grande relevancia, uma vez que as taxas de prevaléncia canina altas e a
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presenca predominante de espécies vetoras, resultam em elevado risco de
transmissao para o homem (Vieira & Coelho, 1998).

Foi possivel observar que apesar das diferencas na abundancia dos
flebotomineos em cada ponto, eles estao distribuidos por todo o municipio, inclusive
as possiveis espécies vetoras. Apesar desta distribuicdo, a zona periférica foi onde
apresentou uma caracteristica epidemioldgica relevante. Este local possui uma
caracteristica peculiar que é a presenca de formacdes rochosas que circundam o
municipio, além de casas com caracteristicas rurais. Podemos inferir que € onde,
possivelmente, o ciclo de transmissao esteja ocorrendo, visto que as areas de maior
concentragdo de flebotomineos sdo as mesmas onde aconteceu a maioria dos
casos caninos € humanos da doenca.

A conservagao destas areas € de grande importancia, principalmente para
evitar a expansdo da doengca para os centros urbanos. Condigcbes ambientais
mudando rapidamente causadas pela urbanizacdo e desmatamento, principalmente
causado pela mineragao, altera o ecossistema local tendo uma grande influéncia na
populacdo de vetores, reservatérios e consequentemente na transmissao de
doencas (Bejarano et al., 2002; Takken et al., 2003; Patz et al., 2004).

6.2 Variaveis climaticas X Abundancia dos flebotomineos

A interferéncia de fatores climaticos sob a populagéo de flebotomineos tem
sido estudada por diversos autores. De acordo com a literatura, variaveis como
temperatura, umidade e pluviosidade, podem influenciar de modo variavel a
populacdo de flebotomineos. Rutledge & Ellenwood (1975) sugerem que a
sazonalidade dos flebotomineos esta relacionada com os padrdes de distribuicao
das chuvas que agem modificando as condigdes dos criadouros no solo.
Normalmente, estes insetos sdo encontrados em altas densidades durante os meses
guentes e umidos (Souza et al., 2002; Saraiva et al., 2015) ou em meses mais
secos, como observado por Zelédon e colaboradores (1984) em area da Costa Rica
e Galati et al. (1996) no estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. Nosso trabalho esta
em conformidade com estes estudos, onde todos os meses foram coletados
flebotomineos independente das variagbes de temperatura e umidade. Com isso,

nao foi encontrada correlagédo entre a densidade de flebotomineos e a temperatura,
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corroborando também com diversos estudos realizados em Minas Gerais (Barata et
al. 2004; Souza et al., 2004; Régo et al., 2015; Tanure, 2015).

Alguns aspectos devem ser levados em consideracao para obter uma boa
analise, um deles é o tempo de estudo. Para fazer uma analise ideal é necessario
realizar no minimo dois anos de coletas para comparar os resultados diminuindo-se
a margem de erros proporcionados por anos atipicos (Dias et al., 2007). Por isso, o
numero de coletas talvez nao tenha sido suficiente para correlacionar as relagbes de
temperatura, umidade e pluviosidade com o numero de individuos coletados.

Além disso, outros fatores ndo estudados poderiam explicar a variagdo na
quantidade de flebotomineos coletados em cada més, como a presenga de
hospedeiros, o tipo de vegetacao ou até mesmo dos microclimas caracteristicos de
cada local de coleta, que podem ter sofrido alteragdes durante os meses. Todos
estes fatores podem ter influenciado na distribuicdo da populagéo de flebotomineos
ao longo do ano. Também é importante ressaltar que os dados climaticos foram
obtidos de uma estacdo meteorolégica de outro municipio proximo e néao
exatamente nos pontos de coleta, podendo interferir na correlagao dos dados.

O més de abril de 2016 apresentou a maior abundancia de espécimes
coletadas seguida do més de dezembro de 2015. Esse fato pode ser devido aos
altos indices pluviométricos de meses anteriores a estes. Oliveira et al. (2003) ja
haviam feito observacdes semelhantes na zona urbana de Campo Grande,
coletando maior numero de flebotomineos em seguida aos meses que registraram
maiores volumes de chuva, o que foi mostrado também em outros estudos no
Ceara, Bahia e Minas Gerais (Deane, 1956; Sherlock e Guitton, 1969; Galati et al.,
1996; Barata et al., 2004; Monteiro et al., 2005, Machado et al., 2012). Acredita-se
também que o aumento da umidade relativa do ar apés periodos de chuva favoreca
o desenvolvimento das larvas dos flebotomineos, consequentemente aumentando
sua densidade (Forattini, 1973).

Além destes, outros fatores também podem estar envolvidos, visto que os
picos encontrados no nosso estudo foram representados por pontos individuais, que
elevaram o total de individuos coletados, principalmente em abril de 2016. Foi
possivel observar que o ponto 12 foi responsavel pela maior abundancia de
flebotomineos, principalmente de Lu. longipalpis. Ja os meses de maio € novembro

foram os meses de menor captura, podendo induzir que algum outro fator ambiental
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tenha influenciado na baixa abundancia dos flebotomineos. Cabe aqui destacar que
os habitat naturais dos flebotomineos caracterizam-se por possuirem uma pequena
variacdo na temperatura e umidade ja que os mesmos sao muito sensiveis a
dessecacao. Sendo assim, uma pequena variagcao dos fatores climaticos € suficiente
para alterar a dinamica de suas populag¢des (Dias et al., 2007).

Através das observacoes feitas podemos inferir que ocorreu um equilibrio no
numero de flebotomineos durante o ano com excecdo dos meses atipicos citados,
mostrando que os flebotomineos estdo bem adaptados ao peridomicilio e as
caracteristicas ambientais da regido. Cabe citar que diversos pontos eram cercados
por rochas calcarias e vegetagdao mantendo assim a umidade relativa do ar estavel
(Carvalho et al., 2013; Régo 2015), mesmo em meses mais secos garantindo o

sucesso dos flebotomineos, principalmente de Lu. longipalpis durante todo o ano.

6.3 Identificagao da fonte alimentar das fémeas de flebotomineos

Nos flebotomineos, a hematofagia € um habito exclusivo das fémeas, que
necessitam do sangue para a maturacao dos ovarios. O carater oportunista dos
flebotomineos no que diz respeito a alimentacdo sanguinea, revela uma grande
variedade de vertebrados que podem funcionar como fonte alimentar como
mamiferos, aves, répteis e anfibios (Ferreira, 1945; Dias et al., 2003).

O estudo do conteudo estomacal de flebotomineos é de grande significado
ecolégico e epidemiologico, porque permite descobrir a identidade dos hospedeiros
vertebrados, serve como subsidio para a indicacdo de potenciais reservatorios de
Leishmania e o papel que certos animais podem desempenhar em area de
transmissao destes parasitas norteando as atividades de controle e vigilancia
(Pereira et al., 2008; de Avila et al., 2018).

Diversos trabalhos tem demonstrado o sucesso de técnicas moleculares para
identificar as fontes alimentares dos flebotomineos. Porém, para o sucesso da
técnica existem passos importantes que devem ser levados em consideragcao para
obter éxito nos resultados (Carvalho et al., 2017). Precaugdes como garantir que o
processo de extracdo de DNA nas fémeas alimentadas seja estritamente livre de

contaminacdo € um ponto crucial, uma vez que o primer utilizado (Cyt b) tem a
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capacidade de identificar diversas espécies de vertebrados. Em todas as etapas os
cuidados foram redobrados como descrito na metodologia.

Varios estudos tém utilizado o gene Cyt b como alvo para a deteccao das
fontes alimentares em flebotomineos, apresentando taxas variaveis na identificacao
dos vertebrados (Abbasi et al., 2009; Quaresma et al., 2012 Soares et al., 2014). Em
nosso estudo, o uso da técnica molecular permitiu a identificagcdo da fonte alimentar
em 57% das fémeas consideradas ingurgitadas mostrando que a técnica foi
satisfatéria, uma vez que todas as identificacbes de vertebrados foram coerentes
com os pontos de coleta dos flebotomineos.

Um ponto importante, que pode explicar este percentual de identificacdo pode
ser devido ao volume de sangue ingerido pelas mesmas (Rogers et al., 2002) e o
tempo decorrido ap6s a conclusédo do repasto, como sugerido por Sant'/Anna et al.
(2008). Além disso, algumas fémeas poderiam estar com ovos e/ou pouca
quantidade de sangue em seu abddémen, o qual adquire uma coloragdo escura
assemelhando-se a sangue, e dessa forma foi separada na triagem como fémea
alimentada com sangue.

Estes fatos podem ser justificados a partir do grande niumero de amostras
negativas na PCR (43%), possivelmente devido a baixa quantidade de DNA extraido
do hospedeiro vertebrado (Rogers et al, 2002). A técnica funcionou
satisfatoriamente para as fémeas que tinham um grande volume de sangue no
abdémen. Esses resultados corroboram com os do estudo realizado por Carvalho et
al. (2017) em casa branca onde houve 47% de amostras negativas e conseguiram
identificar 53% das fontes alimentares utilizando a mesma técnica.

Como ja mencionado, em praticamente todos os pontos de exposicao das
armadilhas apresentavam pelo menos uma criagcdo de animal domeéstico, como
galinha, porco, boi, entre outros. A maioria das fémeas analisadas alimentaram-se
em Sus scrofa, seguida de Gallus gallus. Trabalhos realizados vém mostrando que
os flebotomineos tém ingerido sangue desses animais corroborando com nossos
estudos (Brazil et al., 1987; Silva et al., 2017; Gonzalez et al., 2018), sendo
necessarios estudos para conhecer melhor o seu papel na manutenc¢ao do ciclo das
leishmanioses. Diversos autores tém discutido sobre a criagdo de animais no
peridomicilio citando que os mesmos podem ser um fator de risco de transmissao

nestes ambientes, uma vez que as espécies vetoras podem ser atraidas pelos
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mesmos, podendo ainda alimentar-se em seres humanos (Corredor et al., 1989;
Castelldon & Domingos, 1990; Arias et al., 1996; Galati et al., 1996; Caldas et al.
2002; Moreira et al., 2003). Ja outros, sustentam a ideia que podem ser um fator de
protecao devido o flebotomineo nao precisar adentrar no intradomicilio para procurar
fontes alimentares (Alexander et al., 2002; Teodoro et al., 2007).

As espécies Lu. longipalpis e Lu. renei foram as que apresentaram o maior
numero de fémeas alimentadas e também foram as espécies mais coletadas durante
todo o estudo, mostrando que estao bem adaptadas ao ambiente peridomiciliar.

Lu. renei foi encontrada em abundancia se alimentando em Sus scrofa no
ponto 12. Cabe citar que proximo a este ponto possui um pareddo de rochas,
ambiente caracteristico desta espécie (Saraiva et al, 2015; Campos et al., 2017),
além de chiqueiro, demonstrando assim que Lu. renei é oportunista, alimentando-se
também em boi, galinha e humanos.

A espécie Lu. longipalpis em sua maioria foi encontrada alimentando-se em
Gallus gallus. Diversos estudos tém mostrado que esta espécie se alimenta
frequentemente em galinhas, sendo coletado em grande quantidade préximo a
galinheiros (Genaro et al., 1990; Barata et al., 2005; Missawa et al., 2008; Carvalho
et al.,2017). Apesar das galinhas nao atuarem como reservatérios mostram-se
importantes na manutencao e domiciliacao dos vetores, principalmente influenciando
na densidade deles no peridomicilio (Teodoro et al, 1993; de Avila et al, 2018).
Assim como em outros trabalhos foi possivel observar que Lu. longipalpis possui um
comportamento alimentar eclético e oportunista (Macedo-Silva et al.,, 2014;
Guimaraes-e-Silva et al., 2017; Fonteles et al. 2018), alimentando-se também em
porco, humano e pato.

Em nosso estudo nao houve a identificacdo de fontes alimentares em caes.
Segundo Paternina et al. (2016), os caes sao menos atraentes aos flebotomineos do
que a presencga de outros animais como o boi e porco, o que poderia explicar nossos
resultados.

A espécie Rattus rattus foi identificada como fonte alimentar em um individuo
da espécie Ev. cortelezzii. Sua presenca esta associada a entulhos, matéria
organica e criagao de animais, condigdes presentes em muitos pontos de coleta.
Esta espécie de roedor € comum ao ambiente urbano, sendo encontrado no

domicilio (Brandao-Filho et al.,2003; Quaresma et al., 2011), peridomicilio (Brandao-
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Filho et al., 2003; Ferreira et al., 2015) e em outros ambientes (Brandao-Filho et al.,
2003; Quaresma et al., 2011; Zanet et al., 2014; Ferreira et al., 2015). Devido a esta
adaptabilidade, esta espécie de rato pode ser o elo entre ciclos de transmissao
silvestre e peridoméstico da leishmaniose (Brandao-Filho et al., 2003; Andrade et al.,
2015). Apesar de ser suspeita de reservatorio para e Leishmania, tem sido
encontrado com diversas espécies destes protozoarios, inclusive Le. braziliensis e
Le. infantum (Alencar et al., 1960, Brandao-Filho et al., 2003, Oliveira et al., 2005;
Pereira, 2015).

Com base nos resultados podemos inferir que os animais presentes no
peridomicilio estdo desempenhando um importante papel como hospedeiros,
contribuindo para a manutencao dos flebotomineos neste ambiente. A espécie Lu.
longipalpis principal vetora de Le. infantum esta ocorrendo em abundancia no
ambiente peridomiciliar com a presenca do DNA de Leishmania spp., alimentando-
se em humanos e em diversos animais. Do mesmo modo, as espécies Ev.
cortelezzii, Ex. firmatoi, Lu. renei e Mi. quinquefer foram encontradas com DNA de
Leishmania spp. e alimentando-se de animais no peridomicilio, inclusive em

humanos.

6.4 Mapeamanento das areas criticas e a possivel situagcao do risco de

transmissao das leishmanioses no municipio de Pains

O municipio de Pains durante alguns anos vem sofrendo com um grande
impacto ambiental gerado pela urbanizagcado, mineragao e agricultura. Essas agbes
geram consequéncias ao ambiente refletindo na ecologia dos vetores e
consequentemente na incidéncia de doencas (Takken et al., 2003; Patz et al.,2004).

A estimativa de Kernel € uma técnica estatistica, de inferéncia espacial, nao
paramétrica, em que uma distribuicdo de pontos ou eventos & convertida em uma
“superficie continua de risco” (Silva, 2004). Esta técnica vem sendo utilizada em
diversos estudos, desempenhando um papel importante no contexto epidemioldgico
(Gatrell et al. 1996).

No mapa foi possivel visualizar que a maioria das espécies potenciais vetoras
estdo presentes nas zonas periféricas do municipio, podendo estar ligadas as areas

de vegetacao e formagdes rochosas presentes nesta zona de transicdo da area
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antropizada. Cabe enfatizar também que muitos pontos possuem ainda
caracteristica rural com a presenga de animais de criagdo e vegetacao, criando
assim um habitat ideal para os flebotomineos, tendo alimentacéo, abrigo e locais
para sua reproducdo. Dessa forma os insetos nao necessitam adentrar aos
domicilios, sugerindo uma adaptacdo maior ao peridomicilio, podendo ser
hipoteticamente outro fator relacionado ao niumero de casos humanos registrados.

Apesar da taxa de infeccdo no municipio ter sido relativamente baixa (0,37%),
nao quer dizer que o mesmo esta isento do risco de transmissao das leishmanioses.
Pelo contrario, nossos estudos sugerem que ha pelo menos duas espécies de
Leishmania circulantes no municipio, além da presenca de vetores e possiveis
hospedeiros e reservatérios. Apesar do elevado numero de Lu. longipalpis na area
ndo se observa uma relagcdo proporcional ao numero de casos de LV.
Provavelmente, isso se deve ao encontro de um baixo nimero de fémeas de Lu.
longipalpis infectadas, além de possiveis variagdes genéticas que podem influenciar
em sua capacidade vetorial.

Uma série histérica dos casos humanos de leishmaniose entre os anos de
2002 e 2019 demonstram que os casos de LTA sdo mais frequentes (24) quando
comparado com os casos de LV (8). Baseado nesse fato é possivel inferir que Lu.
longipalpis elou outras espécies encontradas com DNA de Le. braziliensis possam
estar envolvidas no ciclo de LTA. Além disso, podemos observar que na zona
periférica do municipio foram encontrados flebotomineos infectados por Leishmania
spp., além do registro de caes infectados, dando a entender que as leishmanioses
sd0 mais ocorrentes nestas areas limitrofes do ambiente urbano. E importante
salientar a expansao desta parasitose para a area mais central do municipio, onde
foram registrados casos humanos. Cabe chamar atencdo para a area de risco
representada em vermelho na figura 10, onde é possivel observar alta densidade de
flebotomineos infectados pelo estimador de Kernel, além da associagdo com caes
infectados e casos humanos de LV e LT.

Também é importante destacar que a infeccdo canina no municipio foi de
8,2%. Segundo o Ministério da saude areas com taxas de prevaléncia canina
superiores a 2% sao consideradas prioritarias para implantacdo das medidas de
controle, sendo recomendado o inquérito canino censitario anual (Brasil, 2014). O

cao é considerado o mais importante reservatério doméstico da LV por ser altamente
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susceptivel a infeccdo e por apresentar intenso parasitismo cutaneo e tem sido
responsabilizado pelo surgimento e manutencao de focos endémicos e epidémicos
da doencga nos grandes centros urbanos principalmente devido a seu convivio junto
ao homem (Dantas-Torres et al., 2006; Silva et al., 2001).

Os resultados mostram que o municipio de Pains apresenta todas as
caracteristicas necessarias para a expansao das leishmanioses, visceral e
tegumentar, apontando para necessidade da implantacdo de medidas profilaticas
adequadas a situacao local. Pela primeira vez, foram esclarecidos os provaveis
componentes epidemiologicos da transmissao no municipio e as areas criticas para
intervencao. As regides prioritarias destacadas em laranja e vermelha no mapa de
risco constituem areas ideais para o inicio do programa de controle das
leishmanioses no municipio, pois apontam quais s&o os locais mais vulneraveis para
a transmissdo das leishmanioses. Essas informagbdes foram valiosas para um
retorno do cenario atual da epidemiologia das leishmanioses para o municipio,
mostrando a importancia da implementacao de um programa de controle e vigilancia
pelos 6rgaos competentes, a fim de prevenir este agravo e promover a saude da

populacao.
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7 CONCLUSOES

Foi encontrada em Pains/MG uma fauna flebotominica com 20 espécies
pertencentes a dez géneros.

As espécies coletadas mostraram-se bem distribuidas entre os pontos
destacando o potencial risco de transmissao de Leishmania no ambiente
urbano, sendo os pontos criticos presentes principalmente na zona periférica
do municipio com a presenca de caes e flebotomineos infectados.

A espécie mais abundante foi Lu. longipalpis (80%) principal vetora de Le.
infantum causadora da LV.

As variaveis climaticas (temperatura, pluviosidade e umidade relativa do ar)
nao tiveram correlacao com o numero de flebotomineos coletados e como Lu.
longipalpis foi a espécie abundante em todos os meses, podemos dizer que a
transmissao esta sujeita a ocorrer em qualquer época do ano no municipio de
Pains.

A deteccdo de DNA de Le. infantum e Le. braziliensis em Lu. longipalpis
somado a abundancia de espécimes coletados no peridomicilio, sugere a
possivel participacdo desta espécie na veiculacao destes parasitos entre
hospedeiros vertebrados, mas € necessario cautela no envolvimento desta
espécie no ciclo de transmissado da LTA, tendo em vista apenas a deteccgao
de DNA do parasito e a presenca de espécies ja incriminadas neste ciclo no
municipio de Pains.

O encontro do DNA de Leishmania em flebotomineos que ainda nao sao
vetores comprovados como Ev. cortelezzii, Ex. firmatoi, Lu. renei, Mi.
quinquefer e Pi. monticola, indica a necessidade de estudos para elucidar o
seu envolvimento no ciclo de transmissao no municipio.

Além da espécie humana, as fémeas de flebotomineos se alimentaram em
outras cinco espécies (boi, porco, galinha, pato e rato) mostrando que os
flebotomineos estdo tendo um papel importante no peridomicilio, cada vez
mais adaptados ao ambiente antropizado, com oportunidades de alimentacgao
em animais de criagdo e aumentando as chances de contato com os seres

humanos, o que pode representar maior risco de transmissao.
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