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RESUMO

Neste trabalho foi realizado um estudo multidisciplinar sobre a leishmaniose tegumentar
relacionado ao parasito, aos hospedeiros e aos vetores na Reserva Indigena Xakriaba,
norte de Minas Gerais, Brasil. Uma amostra populacional das aldeias Imbaubas I e Il foi
caracterizada para a identificagcdo dos casos clinicos e assintomaticos. Os casos de LTA
provenientes das outras aldeias da Reserva Xakriabd também foram identificados.
Todos foram caracterizados quanto as variaveis demogréficas, infeccbes passadas,
presenca de co-morbidades, caracteristicas das lesdes e aspectos relacionados ao
tratamento. Além deste estudo com os humanos, foi desenvolvido um estudo para
verificar a infeccdo por Leishmania em pequenos mamiferos silvestres e caes
domésticos, estimando a propor¢cdo de infectados. As espécies de flebotomineos
vetores foram determinadas na é&rea. Por fim, foi realizado um estudo sobre a
variabilidade genética de Leishmania (Viannia) braziliensis proveniente de diferentes
hospedeiros vertebrados. A prevaléncia da doenca nas aldeias Imbaubas foi estimada
em 8,6%. A partir de 92 casos suspeitos foram detectados 87 casos de LTA em toda a
Reserva. Destes, 72 foram confirmados por algum exame parasitoldgico e/ou PCR. A
maioria dos pacientes (70,0%) eram portadores de lesdes atipicas, somente 27,6%
apresentaram Ulceras tipicas e 2 pacientes eram portadores tanto de Ulcera tipica
guanto de lesdes atipicas. Foram identificadas trés espécies de Leishmania circulando
entre os roedores, marsupiais e caes domésticos: L. braziliensis, L. infantum e L.
guyanensis. Um total de 1327 espécimes de flebotomineos foi obtido. As espécies mais
capturadas foram Lutzomyia longipalpis (756 exemplares — 57%) e Lu. intermedia (297
exemplares — 22%). Cabe ressaltar que foi coletado um numero consideravel de fémeas
de Lu. intermedia (244), principal vetor de LTA causada por L. braziliensis em Minas
Gerais. Foi verificada a presencga, em numero bastante reduzido (3 exemplares), de Lu.
whitmani, espécie considerada vetora em importantes focos de LTA no Brasil. O estudo
do polimorfismo genético de L. braziliensis mostrou que existem duas populacdes deste
parasito circulando entre os hospedeiros vertebrados. Uma forte associacdo foi
verificada entre as duas populacdes de L. braziliensis e o tipo de manifestacao clinica.
Os parasitos que apresentaram um perfil idéntico as cepas referéncia de L. braziliensis
estavam relacionados a lesbes do tipo Ulcera tipica, enquanto os parasitos que
apresentaram perfil variante parecem induzir lesdes atipicas. A chance de ter leséo
tipica € cerca de cinco vezes maior entre 0s pacientes portadores de parasitos com

perfil idéntico a L. braziliensis.
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ABSTRACT

A multidisciplinary study related to cutaneous leishmaniasis investigated the
parasites, the hosts and vectors in Xakriaba Indian Reservation, north of Minas
Gerais, Brazil. A sample population of the villages Imbauba | and Il was
characterized for the identification of clinical cases and asymptomatic individuals.
The cases of LTA from the other villages of the Reserve Xakriaba were also
identified. All were analyzed for demographic variables, past infections, presence of
comorbidities, lesion characteristics and aspects related to treatment. In addition to
this study with humans, a study was developed to verify the Leishmania infection in
small wild mammals and domestic dogs, estimating the proportion of infected. The
species of sandfly vectors were determined in the area. Finally, a study was
conducted on the genetic variability of Leishmania (Viannia) braziliensis from
different vertebrate hosts. The prevalence of the disease in Imbaubas villages was
estimated at 8.6%. Eigthy-seven cases of ACL were detected from 92 suspected
cases throughout the Reserve. Among the 87 diagnosed cases, 72 were confirmed
by a parasitological examination and/or PCR. Most patients (70.0%) had atypical
lesions, only 27.6% had typical ulcer and 2 patients had both typical ulcer and
atypical lesions. We identified three Leishmania species circulating among rodents,
marsupials and domestic dogs: L. braziliensis, L. infantum and L. guyanensis. A total
of 1,327 specimens of sandflies were obtained. The most captured species were
Lutzomyia longipalpis (756 copies - 57%) and Lu. intermedia (297 copies - 22%). It is
noteworthy that was collected a considerable number of females of Lu. intermedia
(244), the main vector of ACL caused by L. braziliensis in Minas Gerais. The
presence of Lu. whitmani was found in very small number (3 copies), this specie is
considered important vector in foci of leishmaniasis in Brazil..The study of genetic
polymorphism of L. braziliensis showed that there are two populations of this parasite
circulating among vertebrate hosts. A strong association was found between the two
populations of L. braziliensis and the type of clinical manifestation. The parasites that
showed a profile identical to reference strains of L. braziliensis were related to
injuries of the type typical ulcer, while the parasites that appear to induce variant
profile showed atypical lesions. The chance of having a typical lesion is about five

times higher among patients with parasites with identical profile to L. braziliensis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma zoonose causada por
parasitos do género Leishmania Ross 1903 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae),
transmitidos ao homem e outros mamiferos domésticos e silvestres pela picada de
fémeas de insetos dipteros conhecidos como flebotomineos (Psychodidae:
Phlebotominae). No novo mundo, a LTA pode ser causada por varias espécies de
Leishmania, sendo esta doenca caracterizada por apresentar uma heterogeneidade
epidemioldgica e clinica, que pode ser atribuida, além dos fatores do hospedeiro, a
diversidade de espécies do parasito e de seus vetores e hospedeiros vertebrados.

A LTA é endémica em mais de 70 paises e 0 numero global de casos vem
aumentando mundialmente desde a década passada. Este aumento pode ser
explicado em parte pela melhoria nos métodos de diagndstico e de notificacdo de
casos, mas também é resultado do controle inadequado de vetores e reservatorios,
do aumento de leishmaniose cutanea associada a infec¢des oportunistas (HIV/AIDS)
e 0 aumento de resisténcia dos parasitos a drogas anti-Leishmania (Reithinger et al.,
2007). Devido ao fato de muitas infeccfes serem assintomaticas ou erroneamente
diagnosticadas como outros agravos, o numero global de casos de leishmanioses
cutaneas é provavelmente subestimado. Nas Américas, a LTA distribui-se desde o
sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com excec¢do do Uruguai e do
Chile. No Brasil a LTA é encontrada em todos os estados e a analise de sua
evolucdo mostra uma expanséao geogréfica no inicio da década de 80, quando foram
registrados casos em 19 unidades federadas, e em 2003 todos os estados
registraram autoctonia (Brasil, 2006). Este processo de expansdo geografica vem
modificando a epidemiologia e os padrées de transmissédo da LTA, e atualmente sua
ocorréncia ndo mais se restringe a pessoas que entram em contato com matas e
animais silvestres, ocorrendo também em areas rurais desmatadas e regides
periurbanas (Camara Coelho et al., 2010; Kawa et al., 2010; Shimabukuro et al.,
2010; Bacha et al., 2011).

Até o0 momento, sete espécies do género Leishmania foram identificadas no
Brasil como causadoras de LTA. Seis espécies pertencem ao subgénero Viannia e
uma ao subgénero Leishmania. As espécies mais importantes sdo a Leishmania

(Viannia) braziliensis e a Leishmania (Leishmania) amazonensis, ambas de ampla
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distribuicdo no Brasil e a L. (V.) guyanensis, que ocorre na regido Norte. As outras
espécies, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenberg contribuem
para um numero menor de notificacbes e sdo restritas aos estados do Norte e
Nordeste (Lainson, 2010). Leishmania (Viannia) braziliensis é a espécie do
subgénero Viannia mais prevalente no Brasil, j& no subgénero Leishmania, L.
(Leishmania) amazonensis € primariamente observada na regido da floresta
amazobnica, no entanto, sua distribuicdo tem aumentado, com casos autoctones
sendo descritos na regiao sudeste. Casos de LTA causados por L. (L.) amazonensis
ja foram relatados em Séo Paulo (Medeiros et al. 2008), Rio de Janeiro (Azeredo-
Coutinho et al., 2007) e Minas Gerais (Gontijo, 2000). Porém, a grande maioria dos
casos de leishmanioses cutaneas no Brasil é causada principalmente por duas
espécies: L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis (Romero et al. 2001, 2009).

Desde a década de 80, as taxas de incidéncia da LTA em todo o pais vém
apresentando tendéncia de crescimento, com coeficientes de detec¢cdo que oscilam
entre 3,83 a 22,94 por 100.000 habitantes. Nos ultimos anos todas as unidades
federadas registraram casos autoctones da doenca. Em 1994 ocorreram casos
autoctones em 1.861 municipios, o que representa 36,9% dos municipios do pais e
em 2002 houve uma expansdo da doencga para 2.302 municipios (41,1%) (Brasil,
2006).

O maior numero de casos ocorre nas regides Nordeste e Norte (cerca de
36,9% e 36,2% respectivamente). As maiores taxas de incidéncia ocorrem na regiao
Norte (99,85/100.000 habitantes), seguida das regides Centro-Oeste (41,85/100.000
habitantes) e Nordeste (26,50/100.000 habitantes) (Brasil, 2006).

Devido a diversidade de espécies de Leishmania, diferentes reservatorios e
espécies vetoras, a LTA pode se manifestar sob diferentes formas clinico-
epidemioldgicas. As manifestacdes clinicas e o curso da infeccdo dependem de
fatores como a espécie de Leishmania envolvida, sua viruléncia e a relagdo com o
hospedeiro. Resumidamente, as diferentes formas clinicas da LTA podem ser
classificadas como: lesdes de pele ulceradas desenvolvidas no sitio da picada do
flebotomineo — leishmaniose cutédnea localizada (LCL); inflamacdo mucosa
destrutiva — leishmaniose mucosa (LM) e nddulos mudltiplos nao-ulcerados —
leishmaniose cutanea difusa (LCD) (Reithinger et al., 2007). Considerando as formas
de resposta do hospedeiro a partir do local da picada do vetor, a localizagdo das
lesGes e a evolucao clinica, Marzochi & Marzochi (1994) propdem uma classificacao

clinica da LTA, envolvendo as diferentes formas e apresentacdes da doenca e seus
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respectivos agentes etioldgicos. Estes autores consideram uma subdivisdo da
leishmaniose cutdnea em: forma cuténea localizada Unica, quando existe apenas
uma lesdo em forma de uUlcera bem delimitada com as bordas elevadas; forma
cutanea localizada multipla, quando sdo encontradas mais de uma Ulcera
localizadas num mesmo membro; forma cutanea disseminada, quando séao
encontradas Ulceras localizadas em diferentes partes do corpo e forma cutanea
difusa (caracterizada acima). Segundo Turetz et al., 2002, a leishmaniose
disseminada (LD) € caracterizada pela presenca de dez ou mais papulas
acneiformes e lesdes de pele ulceradas em pelo menos duas partes do corpo. Esta
forma clinica da LTA vem ocorrendo em areas endémicas e o numero de casos
registrados aumentou mais de 10 vezes nos ultimos anos (Turetz et al., 2002).

Além destas manifestacdes clinicas da LTA, alguns trabalhos (Lescure et al.,
2002; Guimaréaes et al., 2009; Baptista et al., 2009) relatam casos de leishmaniose
cutinea que ndo se enquadram em nenhuma das formas clinicas bem
caracterizadas da doenca, cuja denominacdo adotada tem sido LTA atipica. A
presenca de lesdes incomuns em vez da Ulcera tipica caracteriza esta forma na qual
0s pacientes podem ser portadores de lesdes verrucosas, crostosas, vegetativas e
lesbes lupdides. Guimaraes et al. (2009) demonstraram que a histopatologia das
lesdes atipicas é similar a observada na LTA classica e, a partir disso, concluiram
gue estas manifestacbes ndo sdo provocadas por uma ineficiéncia da resposta
imune do hospedeiro. As interacdes vetor/parasito/hospedeiro podem influenciar o
curso da infec¢do por Leishmania (Bates, 2008; Gomez et al., 2009) e, nos casos de
LTA atipica, diferencas intraespecificas entre amostras de Leishmania e a influéncia
de espécies dos vetores devem ser também consideradas. Devido a sintomatologia
nao especifica da LTA atipica, a sua identificacdo e diagnostico sdo mais dificeis e
requerem uma atencdo maior por parte do clinico e também a confirmacéo
diagndstica por métodos parasitoldgicos diretos. A identificacdo desta forma distinta
e emergente da leishmaniose cutanea é critica para que se consiga tratar
apropriadamente estes pacientes, visto que, em geral, eles tém uma resposta ruim
ao tratamento com antimonial. Por este motivo, alguns autores recomendam a
anfotericina B como droga de escolha para pacientes diagnosticados com LTA
atipica (Calvopina et al., 2005; Campos-Ponce et al., 2005; Guimarées et al., 2009).

Com relacdo ao prognostico das lesbes causadas por espécies de
Leishmania dermotropicas, existe uma tendéncia das lesdes cutaneas localizadas

(LCL) causadas por L. braziliensis, evoluirem para auto-cura dentro de 6 a 15
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meses, aproximadamente (David & Craft, 2009). A forma difusa (LCD), raramente
encontrada, é causada por L. amazonensis e caracterizada pela presenca de
nédulos nado-ulcerados distribuidos pelo corpo a partir do sitio inicial da infeccgéo.
Comparada com a LCL, a LCD € mais dificil de tratar e ndo progride para auto-cura
(Silveira et al, 2004). A leishmaniose mucosa est4 mais comumente associada a L.
braziliensis, portanto, salvo excecdes, a LM é principalmente encontrada na América
do Sul (Reithinger et al., 2007). Esta forma pode também ser causada por L.
panamensis, L. guyanensis, L. amazonensis e L. infantum (Aliaga et al, 2003). E
caracterizada pela habilidade do parasito de se disseminar (metastase) para tecidos
da mucosa oral e/ou nasal por vias linfaticas ou hematogénicas. Tipicamente, a LM
inicia-se com suave inflamacéo nasal seguida por ulceracdo da mucosa e perfuracao
do septo. Em alguns casos o palato, a laringe e a faringe podem ser afetados,
levando a um quadro de LM grave. Ao contrario da LC, a LM nunca evolui para cura
espontaneamente, apresenta dificuldades de responder ao tratamento e é
potencialmente fatal (Marsden, 1986; Goto & Lindoso, 2010).

22



Introducao

1.2 Transmissao, vetores e reservatorios

InfeccBes por Leishmania se originam através da picada de fémeas de insetos
da ordem Diptera (Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae) do género
Phlebotomus (na Europa, Africa e Asia) e Lutzomyia (do sudeste dos EUA ao norte
da Argentina) (Killick-Kendrick, 1999). A transmissdo da LTA nas Américas ainda
estd mais associada aos ambientes de matas e florestas. Contudo, nas ultimas
décadas a transmissdo vem ocorrendo também em &areas periurbanas, onde
vegetacOes de mata primaria tém sido substituidas por ocupacdes humanas de
forma desordenada. Neste contexto, a adaptacdo do principal vetor, Lutzomyia
intermedia, aos ambientes peridomiciliar e domiciliar tem sido observada, assim
como a presenca de humanos, cdes e outros animais infectados (Aguilar et al.,
1987; Marzochi e Marzochi, 1994; Baptista et al., 2009).

No Brasil, a transmissdo do agente causal de LTA envolve diferentes
espécies de flebotomineos em associacfes estreitas com parasitos e reservatorios,
compondo os elos de diversos ciclos de transmissdo que ocorrem no territério
nacional. Visto que as leishmanioses cutdneas sdo consideradas doencas
metaxénicas, causadas por parasitos multihospedeiros, interagindo em complexas
relacbes em diferentes ambientes, o conhecimento dos insetos vetores e dos
hospedeiros mamiferos envolvidos nos ciclos zoonéticos é fundamental para
conhecer a epidemiologia da LTA e estabelecer medidas de controle adequadas
para cada regido (Ashford, 2000; Rangel & Lainson, 2009).

Os focos de LTA no Brasil apresentam ampla variacdo ecoldgica.
Flebotomineos vetores podem ser encontrados em diferentes microhébitats umidos,
frescos e sombreados. Estes insetos costumam abrigar-se em troncos de arvores,
tocas de animais, folhas caidas no solo, copa das arvores e frestas em rochas
(Alexander et al. 1992, Azevedo et al. 1993). Com a destruicdo das matas nativas,
os habitats naturais destes insetos foram alterados, havendo entdo, uma restricao de
ambientes por eles utilizaveis. Desse modo, as espécies que de alguma forma
resistem as condicbes adversas conseguem explorar novos ambientes,
aproximando-se cada vez mais do peridomicilio (Lainson & Shaw, 1998). Embora a
transmissdo da maioria das espécies de Leishmania que causam leishmanioses
cutdneas seja zoonotica, modificacbes ambientais causadas pelo homem tém
contribuido para o estabelecimento da doenca em varios outros cenarios ecologicos,

incluindo povoados estabelecidos em areas adjacentes a florestas primarias, areas
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agricolas de larga escala e areas marginais de médias e grandes cidades (Desjeux,
2001).

Dados de observagfes epidemiologicas e/ou experimentais tém sugerido ou
incriminado algumas espécies de flebotomineos como transmissoras de LTA, em
associacdo com leishmanias dos subgéneros Viannia e Leishmania. Entretanto,
apenas algumas espécies tém sido consideradas como importantes vetores, com
base em evidéncias tais como grau de antropofilia, infeccdo natural por Leishmania
e distribuicdo espacial coincidente com a da doenca. Aproximadamente 30 espécies
ou subespécies de flebotomineos sédo vetores comprovados de parasitos do género
Leishmania. Além destas, mais de 40 espécies estdo provavelmente envolvidas no
ciclo de transmissdo (Rangel & Lainson, 2009). Flebotomineos, comumente, se
alimentam do sangue de varios hospedeiros, porém, com a perda da biodiversidade
de mamiferos devido ao desmatamento, praticas agricolas e urbanizacdo, a
transmissdo de Leishmania vem se acentuando, uma vez que 0s vetores Sao
obrigados a se alimentar mais em seres humanos e menos em reservatorios
sinantropicos (Campbell-Lendrum et al., 2000).

A principal espécie de flebotomineo vetora de LTA no Brasil € a Lutzomyia
(Nyssomyia) intermedia Lutz & Neiva (1912), cuja distribuicdo geografica envolve os
estados do Pard, Piaui, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte,
Bahia, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goids e Tocantins. E uma
espécie que ocorre em florestas e matas secundarias, sobretudo em &rea cujo
desmatamento vem modificando gradativamente o perfil ecol6gico, observado
claramente em areas de colonizagdo antiga. Em 1922, Lu. intermedia foi incriminada
como vetor potencial de L. braziliensis na cidade do Rio de Janeiro, e a partir entéo,
evidéncias epidemioldgicas acumuladas ao longo dos anos tém sugerido que esta
espécie é o principal transmissor do agente etioldgico de LTA em areas endémicas
no sudeste do Brasil (Rangel & Lainson, 2009). Os estudos apontam-na como 0
principal vetor em Sdo Paulo e Rio de Janeiro. Entretanto, nos estados de Minas
Gerais e Espirito Santo compartilha seu papel vetorial com Lu. whitmani (Mayrink et
al.,, 1979; Falqueto, 1995). Estudos em Mesquita, estado do Rio de Janeiro,
resultaram na coleta de Lu. intermedia sobre humanos e animais silvestres e
domésticos em uma variedade de habitats, incluindo interior de residéncias, o
extradomicilio (180 metros distante das residéncias) e a floresta (800 metros

distantes das residéncias) (Rangel et al., 1999).
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Quanto a sazonalidade de Lu. intermedia, Forattini (1973) assinala um
comportamento irregular desse flebotomineo, indicando maior densidade nos meses
frios do ano. Nos estudos de Rangel et al. (1990), no Rio de Janeiro, é registrada a
presenca da espécie durante todo o ano, ressaltando junho, agosto e outubro como
0s meses de maior densidade e estudos recentes de Souza et al. (2003) apontaram
que a populacédo de Lu. intermedia teve sua densidade maxima nos periodos mais
guentes do ano (Rangel & Lainson, 2009).

Alteracbes do meio ambiente, em varias regides do Brasil, vém modificando o
perfil epidemiolégico das leishmanioses, permitindo a invasdo de areas
peridomiciliares por mamiferos silvestres reservatérios de Leishmania, onde podem
ocorrer espécies de flebotomineos adaptadas ao ambiente modificado pelo homem.
A manutencéo da LTA nessas areas ecologicamente alteradas, na sua maioria areas
rurais na periferia de grandes cidades, indicam claramente a evolucdo de um ciclo
de transmisséo secundério ocorrendo no ambiente peridoméstico (Lainson & Shaw,
1998). Nesse modelo, encontra-se Lu. intermedia como transmissora de L.
braziliensis, e 0s caes e equinos estariam, possivelmente, participando como
reservatorios domésticos de um ciclo de transmissao domiciliar e/ou peridomiciliar
(Rangel et al., 1990). Recentemente, em uma area com casas construidas em uma
faixa intermediaria entre a comunidade e o residuo de Mata Atlantica, observou-se a
frequente visita de preguicas (Bradypus variegatus) que foram sugeridas como
reservatério primério de L. braziliensis (Pirmez at al., 1998).

E comum observar Lu. intermedia sendo atraida por uma variedade de
animais domeésticos, sendo esta espécie considerada altamente antropofilica e
abundante no interior das residéncias, bem como nos ambientes peridomiciliares,
inclusive em abrigos de animais domésticos (Rangel & Lainson, 2009).

Alguns autores apontam a Lu. (Nyssomyia) whitmani (Antunes & Coutinho,
1939) como o mais importante vetor da LTA no Brasil, tendo sido encontrada em um
grande numero de areas endémicas (Costa et al., 2007) e em associagdo com uma
ampla diversidade vegetacional. Inicialmente, dependente de areas de vegetagdo
primaria, mas podendo também ser coletada, em varios meses do ano, dentro das
residéncias, em areas cuja mata se encontra mais preservada (Forattini, 1960).
Todavia, o autor assinala criadouros desse flebotomineo no peridomicilio em
chiqueiros e em plantacfes de banana, o que €, sem duvida, prova de que a espécie
se cria em ambiente doméstico. Souza et al. (2001) registraram a presenca deste

flebotomineo em areas da floresta Atlantica e também em areas residenciais
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proximas a florestas. Os mesmos autores notaram que em areas recentemente
invadidas pelo homem Lu. whitmani coexiste com Lu. intermedia, predominando a
segunda espécie a medida que progride a alteracdo do meio ambiente (Rangel &
Lainson, 2009).

Em é&reas que sofreram alguma mudanca ambiental devido a atividades
humanas, € comum encontrar Lu. whitmani, sugerindo que esta espécie seja um
importante vetor de L. braziliensis nesses ambientes (Galati et al., 1996; Dorval et
al., 2009). As alteracbes na ecologia, em associacdo com mudancas climaticas,
provavelmente séo fatores importantes para a dispersao da LTA no Brasil nos anos
recentes (Shaw, 2007) e, a esse respeito, Lu. whitmani parece ser uma espécie que
se adapta rapidamente a novos ambientes, tais como &reas degradadas, em
associacdo com animais domeésticos e humanos no meio rural e areas periurbanas
(Costa et al., 2007; Shaw 2008). Utilizando analises através de modelagem do nicho
ecolégico na distribuicdo potencial dos vetores da LTA, um estudo conduzido por
Peterson e Shaw (2003) previu que com as mudancas climaticas, Lu. whitmani
continuara se adaptando a novas condicbes e eventualmente expandindo sua
distribuicdo ainda mais pelo territério brasileiro.

Recentemente, em estudos realizados em &reas de transmissdo de LTA, foi
observado habito antropofilico de Lu. intermedia e Lu. whitmani no peridomicilio e
em matas préximas as residéncias. No peridomicilio predomina a primeira espécie,
enquanto na mata, prevalece a segunda. Observacbes sobre a sazonalidade
revelaram a alta densidade de Lu. whitmani no inverno, inversamente ao que ocorre
com Lu. intermedia, que é abundante nos meses guentes do ano (Souza et al.,
2002). Estudos realizados em Minas Gerais evidenciaram o mesmo comportamento
de Lu. whitmani, enfatizando a tendéncia a domiciliacdo (Mayrink et al., 1979;
Passos et al., 1991).

Com relacdo a sazonalidade, pesquisas mais sistematicas na regido sudeste
demonstraram que a espécie pode estar presente em todos 0os meses do ano. Além
de evidéncias epidemioldgicas, o achado de infec¢cdes naturais por L. braziliensis
tem indicado a participacdo de Lu. whitmani na transmissdo da LTA (Gontijo et al.,
2005; Carvalho et al., 2008; Margonari et al., 2010; Paiva et al., 2010) . Dados da
literatura sugerem a participacdo de Lu. whitmani no ciclo de transmisséo de LTA em
Minas Gerais, no foco de Caratinga (Mayrink et al., 1979) e mais recentemente, o
encontro desta espécie infectada por uma Leishmania do subgénero Viannia em

uma regiao proxima a Belo Horizonte, MG, sugere que este flebotomineo possa ser
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o vetor da leishmaniose cutanea nesta area (Carvalho et al., 2008). Desta maneira,
esta espécie tem sido considerada vetor secundario da LTA em regifes endémicas
do estado onde pode ser, frequentemente, encontrada.

Lutzomyia migonei (Franc¢a, 1920) é considerada um vetor secundéario da LTA
em algumas regibes endémicas de Minas Gerais. Dados da literatura indicam que
esta espécie pode ser encontrada dentro da mata, em geral em areas com farta
vegetacdo, e em menor abundancia, em matas de formacdo secundéaria e em
capoeiras. Entretanto, € comum observar a espécie freqientando o domicilio e
abrigos de animais domésticos (Forattini, 1973; Araudjo Filho, 1979; Rangel et al.,
1986). Lu. migonei ja foi registrada em Minas Gerais onde casos de LTA estavam
ocorrendo (Alexander et al., 2002).

Outras espécies de flebotomineos que ocorrem na regido sudeste do Brasil,
incluindo Minas Gerais, ja foram encontradas infectadas por L. braziliensis. Porém,
ndo puderam ainda ser consideradas vetores comprovados, uma vez que €
necessario mais que o achado de uma fémea infectada para atestar sua capacidade
vetorial.

Um ndmero consideravel de hospedeiros mamiferos nao-humanos,
principalmente marsupiais, roedores, edentados e carnivoros, pode ser encontrado
infectado por alguma espécie de Leishmania, A identificacdo dos hospedeiros
vertebrados de espécies de Leishmania que causam leishmanioses cutaneas é
objeto de intensa investigacdo e poucos animais foram incontestavelmente
incriminados como reservatorios. De fato, os reservatorios naturais (isto €, primarios)
de L. braziliensis, o mais difundido agente etioldgico da LTA no Brasil, ndo sdo bem
conhecidos (Reithinger et al., 2007). Visto que o ciclo de transmissdo desta espécie
€ primariamente silvestre, frequentemente associado a penetracdo do homem em
florestas ou areas com alguma vegetacdo, existe uma forte suspeita de que
mamiferos silvestres possam ser o0s reservatérios naturais de L. braziliensis
(Grimaldi & Tesh, 1993; Gramiccia & Gradoni, 2005). O relato de pequenos roedores
e marsupiais infectados por L. braziliensis e o encontro de DNA do parasito nos
tecidos destes mamiferos sugere que eles possam estar envolvidos ha manutencéo
desta espécie em ambientes naturais (Brandao-Filho et al., 2003; Oliveira et al.,
2005b).

Outra discusséo relevante é sobre o recente processo de modificagdo do ciclo
epidemiologico da LTA. Com o estabelecimento da doenga em areas rurais e

urbanizadas, o ciclo de transmissdo nestes locais parece ser mantido com a
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participacdo de reservatérios sinantropicos ou até mesmo domesticos. Diversas
espécies da ordem Marsupiallia foram encontradas naturalmente infectadas nas
Ameéricas por espécies dermotropicas de Leishmania, como L. braziliensis em D.
albiventris, D. marsupialis, Marmosa sp. e Micoureus demerarae (Sherlock et al.,
1988; Alexander et al., 1998; Brandao-Filho et al., 2003); L. guyanensis em D.
marsupialis (Arias & Naiff, 1981; Arias et al., 1981; Lainson, 1981; Dedet et al., 1989)
e L. amazonensis em Philander opossum e Metachirus nudicaudatus (Lainson,
1981), Marmosa mexicana (Van Winsberghe et al., 2009), D. albiventris (Sherlock et
al., 1988), D. marsupialis e M. cinerea (Arias et al., 1981).

No Brasil, existem relatos de infeccdo natural por Leishmania spp. em
marsupiais (Didelphis spp.) em areas urbanas, porém seu papel na epidemiologia
das leishmanioses cutaneas ainda ndo € bem entendido. A presenca de Leishmania
spp. nestes animais tem sido observada em varias cidades como Amaraji,
Pernambuco (Branddo-Filho et al., 2003); Barra de Guarituba, Rio de Janeiro
(Cabrera et al.,, 2003); Manaus, Amazonas (Guerra et al., 2007); Belo Horizonte,
Minas Gerais (Schallig et al., 2007) e Bauru, Sdo Paulo (Santiago et al., 2007).
Segundo Cabrera e colaboradores (2003) a presenca de Didelphis marsupialis
constitui um importante fator de risco para a transmisséo da leishmaniose.

Além dos marsupiais, os roedores também sdo apontados como possiveis
reservatoérios de L. braziliensis. Em estudos realizados por Lainson e Shaw em area
endémica para leishmaniose cutdnea e mucosa no Mato Grosso, foram observados
esfregacos de lesGes de pele positivos para Leishmania provenientes dos roedores:
Oryzomys sp., O. capito, O. concolor, Neacomys spinosus, Nectomys squamipes. As
caracteristicas de comportamento dos parasitos em cultura e em hamster levaram-
nos a denominar a espécie como L. braziliensis sensu lato, indicando a existéncia de
um complexo de espécies (Lainson e Shaw, 1969; 1970).

Vérios isolados de Leishmania spp. foram obtidos de roedores., com relatos
destes animais naturalmente infectados em areas endémicas para LTA no Brasil.
Algumas espécies dos géneros Akodon, Oryzomys, Proechimys, Bolomys e Rattus
tém sido incriminadas como reservatérios naturais de Leishmania (Alencar et al.,
1960; Lainson & Shaw, 1968, 1970; Forattini et al., 1972; Lainson et al., 1981;
Magalhdes-Rocha et al., 1988; Vasconcelos et al., 1994; Brandao-Filho et al., 2003;
Oliveira et al., 2005).

Atualmente, com a possibilidade de detectar o DNA do parasito através de

métodos moleculares de diagndstico, outros roedores silvestres e sinantropicos
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foram encontrados naturalmente infectados por L. braziliensis em regides brasileiras:
R. rattus no Ceara (Vasconcelos et al., 1994), R. rattus, Necromys squamipes,
Bolomys lasiurus, Holochilus scieurus e A. arviculoides em Pernambuco (Brandao-
Filho et al.,, 2003) e O. subflavus e R. rattus em Minas Gerais (Oliveira et al.,
2005).No estudo de Brandéo-Filho e colaboradores (2003) foram isoladas amostras
de L. braziliensis do zimodema IOC/Z74 em roedores silvestres (B. lasiurus =
Necromys lasiurus) e sinantropicos (R. rattus) e o0 mesmo zimodema foi detectado
em infeccbes humanas da localidade, enfatizando a hipotese de que estes animais
sejam reservatorios primarios de L. braziliensis.

Estudos que integram observacfes ecoldgicas e parasitolégicas mostram que
informacdes sobre a dindmica das populacbes de mamiferos silvestres e
sinantrépicos sao essenciais para se compreender a transmissdo de Leishmania
entre os hospedeiros vertebrados que circulam em ambientes naturais e modificados
(Travi et al., 1998).

Existem evidéncias epidemiolégicas e experimentais que apontam os caes
como o0s principais hospedeiros reservatérios de L. (Leishmania) infantum em
ambientes urbanos (Dantas-Torres 2007). Porém, ndo existem achados
incontestaveis para considerar estes animais como reservatérios domeésticos de L.
braziliensis e outras espécies dermotrépicas. Contudo, parece haver uma tendéncia
em considerar os cdes como 0s principais reservatérios domésticos de L. braziliensis
(Falqueto et al., 1991; Reithinger and Davies, 1999; Davies et al., 2000; Reithinger et
al., 2000, 2003; Padilla et al., 2002; Gomes et al., 2007). Falqueto e colaboradores
(1986) realizaram um trabalho de busca de Leishmania spp. em hospedeiros
silvestres em area endémica no Espirito Santo, onde ndo conseguiram, naquele
momento, encontrar animais infectados pelo parasito. Estes autores, concluiram,
entdo, que havia possibilidade de um ciclo entre animais domeésticos e
flebotomineos com habitos peridomiciliares. Nas ultimas décadas, muitos relatos de
infeccdo natural de cdes por L. braziliensis ja foram descritos (Fenech 1997,
Reithinger and Davies, 1999; Gontijo et al., 2002; Madeira et al., 2003, 2006; Ryan
et al., 2003; Castro et al., 2007; Massunari et al., 2009), contudo a capacidade de
infectar flebotomineos parece ser baixa (Travi et al., 2006). Considerando que 0s
cdes domésticos ndo sejam os principais hospedeiros reservatérios dos agentes
etiologicos das leishmanioses cutaneas (Ashford 1996; Alvar et al., 2004; Desjeux,
2004; Gramiccia and Gradoni, 2005), quais mamiferos fariam este papel nos

ambientes rurais e urbanos? Esta € uma questdo que se encontra aberta para
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discussbes entre pesquisadores da area e que carece de estudos que possam
contribuir para sua elucidacéo.

A implicacdo de um hospedeiro como reservatoério é dificil devido ao contexto
epidemioldgico especifico de cada local e também porque depende de muitas
variaveis, como abundancia e distribuicdo do hospedeiro e o potencial de infectar o
vetor flebotomineo, fatores que sdo raramente investigados (Chaves et al, 2007).
Mesmo assim, varios estudos tém sido feitos para investigar o papel do cdo como
mantenedor do ciclo dos parasitos causadores da LTA em focos de transmissao
peridomésticos (Dias et al. 1977; Gontijo et al. 2002; Falqueto et al. 2003). Apesar
do encontro de animais naturalmente infectados por espécies dermotropicas de
Leishmania ndo existe um consenso quanto ao seu papel como reservatério do
parasito (Falqueto et al. 1991; Madeira et al. 2005). Em revisdo de mais de 90
estudos sobre a LTA em cées, Reithinger & Davies (1999) concluiram que existem
apenas evidéncias circunstanciais para suportar a hipétese de que os cées atuem
como reservatorios de L. braziliensis, sendo necessarios maiores estudos.

Segundo Dantas-Torres (2007), para L. braziliensis os cées sao
provavelmente hospedeiros incidentais e seu papel no ciclo zoonético de
transmissdo é, insignificante. Entretanto, existem situacfes onde ndo apenas 0S
caes, mas outros animais domeésticos e sinantropicos parecem ter um papel na
epidemiologia da LTA ndo atuando necessariamente como reservatérios da

infeccdo, mas atraindo os vetores para as habitacbes humanas.
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1.3 Complexidade da LTA: fatores determinados pelos hospedeiros e pelo

parasito (L. braziliensis)

No novo mundo, a espécie L. (V.) braziliensis, dentre as que causam LTA, é a
mais frequentemente encontrada parasitando o homem, causando neste hospedeiro,
lesbes que podem ser simples ou multiplas, com carater extensivo e tendéncia a
produzir metastases nasobucofaringeas (Lainson & Shaw, 1998). Em sua
epidemiologia primaria o ciclo de transmissdo de L. braziliensis € zoondtico,
envolvendo mamiferos silvestres em florestas virgens como descrito por Lainson et
al. (1994) na Amazobnia. Porém, as modificacdes dos ecotopos naturais pelo homem
induziram alteracbes na ecoepidemiologia da LTA com o surgimento de novas
situacdes epidemioldgicas. A devastacdo das areas de mata no sudeste brasileiro
propiciou o aparecimento de transmissdo peridoméstica da L. braziliensis, com a
invasdo do peri e intradomicilio por espécies vetoras silvestres, principalmente a L.
intermedia e L. whitmani (Grimaldi Jr. & Tesh, 1993; Marzochi & Marzochi, 1994).
Desta forma, L. braziliensis é a espécie causadora de LTA mais importante no
sudeste do Brasil.

Este parasito pode causar diferentes formas de leishmaniose cutanea,
contudo o envolvimento das mucosas é a complicacdo mais séria das infeccdes,
podendo ocorrer lesdes desfigurantes que, dependendo da gravidade e da area
afetada, comprometem o trato digesto-respiratério severamente. Na maioria das
areas endémicas, 1 a 10% de infeccBes cutaneas localizadas resultam na forma
mucosa um a cinco anos apoés a cura (Marsden, 1986).

Nos ultimos anos, as relacfes parasito-hospedeiro vém sendo intensivamente
investigadas, especialmente a resposta imune dos hospedeiros frente a infecgdes
por Leishmania spp. Este foco na imunidade reflete, em parte, o importante papel do
sistema imune na patogénese das leishmanioses cutaneas, contudo, este ndo é o
unico fator determinante do complexo painel clinico e epidemioldgico da LTA no
Brasil.

E importante mencionar que os fatores associados ao hospedeiro (méa
nutricdo, imunossupressao e “background” genético) influenciam marcadamente a
susceptibilidade do individuo ao parasito. Estudos comparativos que investigaram

diferentes grupos étnicos, nativos e imigrantes ou agrupamentos familiares
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(Castellucci et al., 2005) mostram que componentes genéticos humanos controlam a
susceptibilidade e resisténcia as leishmanias cutaneas.

Além dos fatores intrinsecos do hospedeiro vertebrado, tornou-se claro que a
saliva dos flebotomineos € crucial no estabelecimento da infec¢do e patogénese da
doenca (Sacks & Kamhawi, 2001). A saliva dos fleb6tomos é vasodilatadora,
aumenta o tamanho da lesdo e a carga parasitaria, mas também existem indicios de
que as proteinas presentes na saliva podem mudar a resposta imune do hospedeiro
para o tipo Th2 e mediar um efeito protetor (Belkaid et al., 2000). Este fenébmeno
pode explicar porque a susceptibilidade dos individuos com LC declina com a idade,
como observado em pessoas residentes em areas endémicas.

As manifestagbes clinicas da LTA e a resposta ao tratamento s&o
influenciadas, pelo menos em parte, pela espécie de Leishmania envolvida. A
contribuicdo do parasito para a variacdo das leishmanioses cutaneas tem sido
suportada ha anos. E sabido que a forma mucosa ocorre preferencialmente em
individuos infectados pela L. braziliensis bem como a forma difusa em pacientes
com L. amazonensis.

Estudos mais recentes demonstram uma correlacdo entre as variacoes
genéticas do parasito e as formas clinicas, como por exemplo, a observacdo de que
determinados zimodemas de L. infantum estdo associados a doenca cutéanea ou
visceral (Guerbouj et al., 2001; Schriefer et al., 2004). No entanto, outros trabalhos
(Schonian et al, 2000) ressaltam o papel complementar do hospedeiro e de outros
fatores na evolucdo clinica. De toda forma, a diversidade genética € a maior
vantagem do parasito, e parece que espécies de Leishmania diferem na sua
abordagem para modular a resposta imune do hospedeiro.

A diversidade observada dentro do subgénero L. (Viannia) é considerada alta
e em algumas regides esta acima do esperado (Rotureau et al., 2006; Nolder et al.,
2007). O conceito de que a reproducao de Leishmania € estritamente clonal tem sido
guestionado por varios relatos de ocorréncia de hibridos naturais, especialmente no
Novo Mundo. Com base em marcadores fenotipicos e genotipicos tem sido descritos
hibridos entre L. braziliensis e L. panamensis na Nicaragua (Belli et al., 1994), L.
braziliensis e L. guyanensis na Venezuela, Equador e Peru (Dujardin et al., 1995;
Delgado et al., 1997; Banuls et al., 1999). Em localidades onde espécies do
subgénero L. (Viannia) sdo simpatricas, a possivel emergéncia de hibridos infectivos
para humanos com potencial de gerar doenca severa deve ser considerada. Por

isso, abordagens mais eficazes estdo sendo cada vez mais pesquisadas para
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auxiliar no entendimento da complexa epidemiologia molecular e genética de
populacdes de L. (Viannia) e também para investigacbes mais profundas da
extensdo de trocas genéticas em populagdes experimentais e naturais.

Dentre os fatores responsaveis pela diversidade e complexidade de formas da
LTA, aqueles ligados ao parasito necessitam de maiores investigacées para que se
alcancem ponderagBes mais conclusivas. O estudo da variabilidade genética de
Leishmania € muito importante para esclarecer se existe associacao entre parasitos
geneticamente distintos com determinados fendtipos, tais como diferentes
manifestacbes clinicas da doenca, ou presenca de determinados parasitos em
reativacées e reinfecgbes. Além disso, o estudo de genética de populacbes de
parasitos provenientes de diferentes regides é de grande importancia para o
entendimento da epidemiologia da doenca. Por se tratar da principal espécie
causadora de LTA em Minas Gerais, a caracterizacdo genotipica de L. braziliensis é
essencial para um melhor conhecimento sobre os focos de transmissao nesta e em
outras regides. Portanto, um melhor entendimento da LTA requer abordagens
adicionais, especialmente investigacdes direcionadas ao parasito e na influéncia dos
fatores genéticos no progndstico clinico (Schriefer et al. 2009).

Entretanto, existe pouco conhecimento sobre a importancia da variabilidade
bioldgica intraespecifica de L. braziliensis na patogénese da infeccdo. Neste
contexto, epidemiologistas moleculares devem considerar marcadores neutros para
genotipagem de populagcbes naturais e dar énfase ao polimorfismo dos

determinantes de viruléncia (Dujardin et al., 2002).
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1.4 Diagndstico, tratamento e controle da LTA

O espectro clinico amplo das leishmanioses cutaneas dificulta um pouco o
diagnéstico tanto dos casos ativos quanto dos casos passados. O diagndstico
diferencial € extremamente importante por causa de outras doencas com
manifestacdes clinicas semelhantes tais como: micoses cutaneas, cancer de pele,
hanseniase e tuberculose, que sdo comuns na populacdo em geral.

O diagnostico da LTA é baseado na apresentacdo de clinica sugestiva
associada ao resultado positivo da Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM). O
diagnostico parasitologico continua sendo o padrdo ouro devido a sua alta
especificidade. A verificacdo microscopica de laminas contendo a impressdo de
material de biopsia de lesdo para a busca de formas amastigotas de Leishmania é o
método parasitologico direto de primeira linha recomendado pelo Ministério da
Saude no Brasil. Mas existem outros tais como: isolamento e cultivo do parasito em
meios artificiais e inoculacdo em animais experimentais (hamster) (Brasil, 2006).
Contudo, testes parasitologicos ndo sao frequentemente utilizados devido a
sensibilidade ser altamente variavel, dependente da quantidade e distribuicdo dos
parasitos nas amostras de bidpsias, do procedimento de coleta das amostras e da
habilidade técnica dos profissionais envolvidos.

Devido a falta de um método imunoldgico ou parasitolégico, com alta
sensibilidade e especificidade, muitos pesquisadores tém se dedicado a encontrar
um teste que melhore a qualidade do diagndstico da LTA. Nas ultimas décadas,
varias ferramentas moleculares tém sido desenvolvidas com o intuito de aumentar a
sensibilidade do diagnodstico. Diferentes abordagens tém sido empregadas,
especialmente a amplificacdo do DNA do parasito através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), a qual é especialmente (til em casos com baixa carga parasitaria
(como leishmaniose mucosa) (Reithinger & Dujardin, 2007). O diagndstico
parasitolégico molecular permite a identificagdo da espécie do parasito envolvido na
infeccdo, muito util para caracterizacdo dos novos focos de transmissédo e em areas
onde ocorre mais de uma espécie de Leishmania.

O diagnéstico sorologico é raramente utilizado em leishmanioses cutaneas
devido as baixas sensibilidade e especificidade e a impossibilidade de diferenciar
infeccbes passadas e presentes. O teste imunologico de hipersensibilidade tardia,
IDRM, apresenta altas sensibilidade e especificidade, além de facilidade de
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execucao, por isso é utilizado em areas endémicas onde ha caréncia de técnicos
bem treinados em realizar o diagnéstico parasitoléogico e ocasionalmente em
levantamentos epidemiol6gicos.

Desde a década de 40, os antimoniais pentavalentes permanecem como
drogas de primeira escolha no tratamento da LTA. No Brasil, o Ministério da Saude
distribui gratuitamente o Glucantime® na rede publica de saude, adotando o
esquema terapéutico preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude: 10 a 20
mg/Kg/dia por 20 a 30 dias consecutivos (Brasil, 2006).

Os antimoniais pentavalentes apresentam potencial de toxicidade cardiaca,
hepatica, pancreatica e renal, devendo ser utilizados com cautela e sob
monitoramento clinico e laboratorial, principalmente em pacientes com cardiopatia e
hepatopatia. Em pacientes que ndo respondem bem a terapia com antimoniais, em
nefropatas e em gestantes, a anfotericina B é a droga de primeira escolha para a
realizacdo do tratamento (Brasil, 2006).

A diversidade de agentes etiolégicos, reservatorios e vetores aliada ao
conhecimento ainda insuficiente sobre varios desses aspectos, tornam complexo o
controle da LTA. As estratégias de controle devem ser especificas, conforme a
situacao epidemioldgica de cada local. A identificacdo do agente etioldgico circulante
na area, o conhecimento das areas de transmissdo e dos habitos e atitudes que
favorecem a transmissdo, sao fatores importantes para definicdo de medidas
profilaticas adequadas para a reducdo da incidéncia da doenca. Além disso, as
medidas de prevengdo e de controle estdo diretamente relacionadas com o
diagndstico precoce e com o tratamento adequado dos pacientes, bem como a
reducdo do contato homem-vetor, com medidas de protecao individual, controle de

reservatorios e aplicacao de inseticida, quando possivel.
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1.5LTA e a TerraIndigena Xakriaba

Desde a metade do século passado, quando a doenca foi descrita em Minas
Gerais, tém sido registrados no estado, surtos de LTA relacionados com atividades
de desmatamento (Martins et al. 1956; Dias et al. 1977; Gontijo et al. 2002). A partir
da ultima década, porém, a epidemiologia da doenca tem sofrido altera¢des, sendo
descritos casos autdctones em areas periurbanas de cidades de médio e grande
porte (Passos et al. 1993; Carvalho et al. 2006; Silva et al. 2006) além das areas de
colonizacéo antiga (Gontijo et al. 1995).

A ocorréncia da LTA, assim como de outras doencas parasitarias endémicas,
tem sido relacionada a areas de pobreza e escassos recursos humanos e
econdbmicos para o0 seu controle e profilaxia. Entretanto, ndo existe um padrao de
transmissado, e cada foco possui particularidades que devem ser conhecidas para
que se estabelecam medidas profilaticas efetivas.

A ocorréncia de focos de leishmaniose cutanea em tribos indigenas no Brasil
tem sido pouco estudada. Os primeiros relatos sobre sua ocorréncia datam também
das décadas de 50-60 e referem-se a estudos em tribos do estado do Mato Grosso
(Forattini & dos Santos, 1956; De Carneri et al. 1963).

O estilo de vida dos povos indigenas e as condi¢cdes sociais a que estao
submetidos (ma nutricdo, falta de higiene e saneamento, convivio estreito com
animais no ambiente doméstico e pericomiciliar) favorecem a transmissdo de
parasitoses, entre elas, a LTA.

As condicBes sanitarias, de salde e habitacdo da comunidade indigena
Xakriaba, localizada no norte de Minas Gerais, ndo sdo satisfatérias. Elevada
prevaléncia de doencas endémicas como verminoses, altas taxas de incidéncia de
diarréia e doencas infecciosas de pele e acentuadas taxas de mortalidade infantil,
fazem parte do cotidiano deste povo.

Desde 2001 tém sido registrados casos autoctones de LTA na reserva
indigena Xakriaba. Somente em 2006 foram diagnosticados 48 casos entre o0s
habitantes da reserva (Brasil, 2007). Desde entdo, o numero de casos continua alto:
no periodo de 2001 a 2008 foram registrados 224 casos. Existe uma caréncia de
conhecimento relacionado a este foco de transmisséo, o que dificulta as acdes de
controle e, de fato, as Unicas medidas adotadas séo o diagndéstico e tratamento dos

casos humanos, que freqientemente séo realizados tardia e inadequadamente. Fica
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evidente, portanto, a necessidade de promover meios para esclarecer melhor a
situacdo epidemioldgica da LTA nesta regido, com a caracterizacdo das espécies de
Leishmania que circulam entre vetores, reservatérios e 0 homem e quais espécies
de flebotomienos vetores e potenciais hospedeiros reservatorios estdo presentes na

reserva.
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2 JUSTIFICATIVA

A importancia da LTA como problema de salude publica entre os indios da
reserva Xakriaba reside ndo apenas na sua elevada incidéncia, como também nos
transtornos que ela vem ocasionando a vida dos individuos afetados. Devido ao
risco da ocorréncia da forma mucosa, a qual pode produzir deformidades,
acarretando também implicacbes no campo psicolégico e social, a LTA merece
maior atencdo no campo de estudos das doencas endémicas que acometem a
populacao indigena Xakriaba..

N&o existe um conhecimento prévio sobre este foco de transmissdo, nem a
extensdo do problema, j& que nenhum estudo anterior sobre a epidemiologia da LTA
foi desenvolvido nesta area. A caracterizacdo das espécies de Leishmania que
circulam entre os diferentes hospedeiros, a identificacdo dos reservatdrios e das
espécies de vetores sdo de extrema relevancia para a definicdo de medidas de
controle adequadas.

Dessa forma, enfatiza-se a importancia de uma investigacao cientifica que
aborde os aspectos citados. Além disso, o estudo na reserva indigena Xakriaba é
especialmente interessante devido a possivel diversidade de reservatorios e
potenciais vetores, consequentemente favorecendo a circulacdo de varias espécies

e/ou populacdes de Leishmania na area.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo multidisciplinar sobre a leishmaniose tegumentar relacionados
ao parasito, aos hospedeiros e aos vetores na terra indigena Xakriaba, Minas

Gerais.

3.2 Objetivos Especificos

Caracterizar uma amostra populacional das aldeias Imbaubas | e Il situadas na
Reserva Indigena Xakriabd, identificando os casos clinicos e assintomaticos de LTA

através de um inquérito populacional.

Identificar casos clinicos de LTA provenientes de todas as aldeias da Reserva

Xakriaba no periodo de julho de 2008 a agosto de 2010.

Caracterizar os casos clinicos de LTA quanto as varidveis demograficas, infeccdes
passadas, presenca de co-morbidades, caracteristicas das lesbes e aspectos

relacionados ao tratamento.

Verificar a infeccdo por Leishmania nos animais silvestres e domésticos estimando a

proporcao de infectados.

Identificar (a)s espécie(s) de Leishmania que ocorre(m) nos casos humanos, nos

animais domeésticos e silvestres infectados.

Apresentar a distribuicdo espacial dos casos humanos com a presenca de espécies

de pequenos mamiferos e caes infectados.

Estudar a variabilidade genética de L. braziliensis proveniente de diferentes

hospedeiros vertebrados.

Determinar as espécies de flebotomineos da area de estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Area de estudo

A reserva indigena Xakriaba, demarcada pela FUNAI em 1979, esta
localizada no municipio de Sdo Jodo das Missdes (14°53’01”de latitude Sul e
44°05°26”de longitude Oeste), na regido norte do estado de Minas Gerais. Situado
na zona do alto Médio Sao Francisco, micro regido do Vale do Peruacu, limita-se
com 0s municipios de Miravania, Manga e Itacarambi (Figura 1). A regido € banhada
pelo rio Itacarambi e esta sujeita a um clima tropical mido de savanas com inverno
seco, em transicdo para um clima quente e seco, com chuvas de verdo. O tipo de
vegetacdo predominante é o cerrado com areas mescladas de caatinga ao centro-
oeste. Possui duas estacfes bem definidas durante o ano, a chuvosa que vai de
outubro a marco, e a estacao seca, de abril a setembro (IBGE, 2011) (Figura 2).

O municipio de S&o Jodo das MissBes possui uma populacdo de 11.715
habitantes, destes, 9.269 (79.13%) residem em zona rural (IBGE, 2011). A reserva

Xacriab& ocupa uma area de 530,74Km?, que corresponde a 78,07% da superficie

total do municipio e uma populacéo total estimada de 6.500 habitantes (IBGE, 2006,
FUNASA, 2007).

.

—

Fonte: IBGE, 2011.

Figura 1: Localizacdo do municipio de Sao Jodo das Missfes, onde est4 situada a Reserva
Indigena Xakriaba.
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Figura 2: Visdo geral da vegetacdo e das residéncias na Reserva Indigena Xakriaba. A -
durante a estagdo seca e B - na estacdo chuvosa.
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4.2 Procedimentos éticos

A participagdo no estudo foi condicionada a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido pelos participantes e/ou seus responsaveis legais,
no caso de criancas e menores de 18 anos. O trabalho foi realizado em
concordancia com a resolucéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude do Ministério
da Saude, que regulamenta a pesquisa em seres humanos, mediante aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos do Centro de Pesquisas René
Rachou e da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP, parecer 355/2008
— Anexo 1), autorizacdo para ingresso em terra indigena fornecida pela FUNAI
(149/CGEP/08 — Anexo 2) e aprovacao da pesquisa pela FUNASA.

Todos os casos de LTA diagnosticados na reserva pela equipe deste projeto
foram encaminhados para receber tratamento e acompanhamento adequados,
independente de terem sido incluidos na presente investigacao.

O estudo de reservatérios silvestres (pequenos mamiferos) foi autorizado pelo
IBAMA (12989-1 — Anexo 3) e dos cdes domeésticos foi submetido ao Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ (protocolo n® 71/09-1 — Anexo 4).
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4.3 Delineamento do estudo

Esta pesquisa foi conduzida em varias etapas. A primeira etapa consistiu na
realizacdo de um inquérito populacional nas duas aldeias (Imbaubas | e Imbaubas I1)
gue apresentavam o0 maior numero de casos de LTA dentro da reserva. Este
inquérito, realizado de junho a novembro de 2008, foi feito para estimar a
prevaléncia dos casos clinicos e dos assintomaticos de LTA, e para caracterizar a
populacdo exposta. Na mesma area onde foi feito o inquérito populacional, foram
dispostas armadilhas para captura de pequenos mamiferos no periodo de maio de
2008 a junho de 2009 e de flebotomineos, de julho de 2008 a margco de 2009. Um
inquérito canino, para a busca de caes infectados por Leishmania também foi
conduzido nas residéncias das duas aldeias citadas acima, de janeiro de 2009 a

fevereiro de 2010.

A etapa seguinte do trabalho foi o estudo detalhado dos casos clinicos de
LTA. A partir da presenca da equipe do projeto na Terra Xakriab4 a leishmaniose
passou a integrar as questfes de salde da comunidade. Houve a percepc¢éo de que
muitos casos ocorriam também em outras aldeias dentro da Terra Indigena. A
populacdo, os agentes de salde e a equipe do projeto comecaram a etapa de busca
ativa de pessoas com lesbes de pele sugestivas de leishmaniose cutanea. Esta
etapa ocorreu de junho de 2008 a agosto de 2010. A figura 3 descreve o0

delineamento do estudo.

43



Material e Métodos

Aldeias Imbautbas | q

Imbaubas I
Inquérito Populacional Coleta de pequenos
N = 164 mamiferos
N =97
Junho a novembro de 2008
Maio/2008 a Junho / 2009

Coleta de Coleta de amostras
Flebotomineos clinicas de caes
N =1.327 domésticos
N =98
Julho/2008 a Margo/2009 Janeiro/2009 a Fevereiro/2010

Figura 3: Delineamento do estudo na Reserva Indigena Xakriaba.
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4.4 Estudo dos humanos

4.4.1 Inquérito Populacional

Inicialmente foi realizado um estudo seccional de base populacional,
utilizando-se um inquérito em uma amostra representativa de duas aldeias da
reserva, consistindo de entrevistas individuais, exame clinico e diagndstico
laboratorial (reagcdo intradérmica de Montenegro, métodos parasitolégicos e
moleculares).

O inquérito populacional foi conduzido em duas aldeias do Pdlo Brejo Mata
Fome, Imbaubas | e Imbaubas Il, por concentrarem o maior nUmero de casos
humanos recentes e alta prevaléncia de cdes soropositivos na época do inicio do
estudo (Brasil, 2007).

A populacéo total das duas aldeias era de 438 habitantes. O inquérito foi
realizado em amostra representativa dessa populacdo (n=164). Para o célculo da
amostra considerou-se uma estimativa da prevaléncia da doenca na area de 3%,
nivel de significancia de 0,05, e precisdo da estimativa variando de 1 a 5%, e
populacdo elegivel (5 a 80 anos) de 318 habitantes. O tamanho da amostra
necessaria para o inquérito foi estimado em 149 individuos. Considerando-se a
possibilidade de perdas e recusas (5%), o estudo foi planejado para uma amostra de
170 pessoas.

A selecdo dos participantes do estudo se deu da seguinte forma: todas as
pessoas com idade entre cinco e oitenta anos, sorteadas aleatoriamente entre a
populacao das duas aldeias foram convocadas para a entrevista individual. Mediante
o conhecimento do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE — Anexo 5) os
sorteados foram convidados a participar do estudo, com excecdo de mulheres
gestantes e nutrizes. Todos que assinaram o TCLE participaram da entrevista
individual (Anexo 6) e foram convidados para realizagdo do exame clinico e
preenchimento de uma ficha com todas as informac¢des desta avaliacdo (Anexo 7),
IDRM e coleta de sangue. As pessoas que apresentaram quadro clinico suspeito de
LTA foram convocadas para realizacdo dos procedimentos de biopsia e/ou aspirado
de lesdo para o diagnostico parasitoldégico e molecular.
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4.4.2 Busca ativa de pacientes com LTA

Além dos casos de LTA detectados durante o inquérito populacional, foi
realizada a busca ativa de pessoas com lesdes suspeitas em toda a reserva
Xakriaba. Estas pessoas foram convocadas para a realizagdo dos mesmos
procedimentos feitos no inquérito: entrevista individual, exame clinico, IDRM e coleta
de sangue. No caso de permanéncia da suspeita clinica, os individuos foram
submetidos a realizagdo de biopsia e/ou aspirado para confirmacdo do diagndstico.
Os casos confirmados foram, como os pacientes do inquérito, encaminhados para

receber tratamento adequado.
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4.5 Diagnostico
4.5.1 Diagnostico Imunolégico

- Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM): foi realizada a IDRM nos individuos

selecionados para o inquérito populacional e em todos 0s casos suspeitos
provenientes da busca ativa. Foi utilizado o antigeno produzido pelo Centro de
Producado e Pesquisa de Imunobiologicos (CPPI), Piraquara, Parana. O antigeno de
Montenegro contém suspensao de L. amazonensis (cepa referéncia da OMS -
MHOM/BR/73/M2269), na concentragdo de 40ug/mL de nitrogénio protéico.
Inoculou-se 0,1 mL intradermicamente entre o terco médio e superior da face
anterior do antebraco esquerdo, preferencialmente. Os participantes foram
convocados para leitura do teste 48 horas apds a inoculacdo do antigeno. A
enduracdo foi aferida através de sua delimitacdo com caneta esferografica e
aposicdo em papel embebido em alcool (Sokal, 1975), onde entdo, o diametro foi
medido em milimetros. O teste foi considerado positivo quando o individuo
apresentou uma enduracgdo igual ou maior que 5 mm na &area onde o antigeno de
Leishmania foi inoculado (Figura 4); uma enduracdo menor que 5 mm significa que o

individuo foi ndo reator.

Figura 4: Aplicacdo do antigeno e afericdo de resultado da intradermorreacdo de
Montenegro, em paciente com teste positivo.
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4.5.2 Diagnostico Parasitolégico

- Coleta de aspirado e biopsia de lesdo: Anestesiou-se o local com lidocaina 2% sem

vasoconstritor, aplicada por infiltracdo exclusivamente no local onde foram
realizados o aspirado e a biopsia. A coleta do aspirado foi realizada com o sistema
de aspiracao a vacuo. A agulha do sistema foi introduzida na pele em angulo de 45
graus na borda da ulcera, em regido proxima ao local da biépsia com movimento
rotatério. ApGs o posicionamento da agulha, introduziu-se o tubo de vacuo (contendo
meio NNN e solugdo de PBS com 0,9% de antibidticos estreptomicina e penicilina)
até o fundo do canh&o do vacutainer do sistema de coleta, de forma que toda agulha
interna penetrasse no tubo. Foi retirado todo o conjunto de uma Unica vez, de modo
gue o material no interior da agulha fosse aspirado para o interior do tubo pelo vacuo
(Figura 5). O aspirado foi misturado a fase liquida do meio de cultura para que o
liguido alcance o meio sélido. Foram coletados, pelo menos, dois tubos de aspirado

para cada paciente, os quais foram identificados com o home, nimero e a data.

Figura 5: Realizacdo de aspirado em leséo tipo Ulcera tipica localizada na perna

direita (A) e leséo atipica tipo placa no tronco (B) de pacientes da Reserva Indigena
Xakriaba.

A biopsia da lesé&o foi realizada retirando-se um fragmento da borda com um
“punch” o qual foi depositado sobre um cartdo de papel filtro para retirar o excesso
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de sangue (Figura 6). Dividiu-se o fragmento em dois: o primeiro foi armazenado em
microtubo de 1,5 mL estéril contendo salina com antibidticos (estreptomicina
100pg/mL e penicilina 500U/mL) para posterior inoculacdo em meio de cultivo para
Leishmania. O segundo fragmento foi utilizado para impregnar duas ou trés laminas
para pesquisa de amastigotas através de microscopia Optica (diagnostico
parasitolégico direto). Em seguida, armazenou-se este fragmento em criotubos
contendo salina com antibidticos para serem utilizados como fonte de DNA em
procedimentos moleculares. Estes fragmentos foram mantidos a -20°C até sua
utilizacdo no Laboratorio de Leishmanioses, Centro de Pesquisas René Rachou /
FIOCRUZ, Belo Horizonte.

Figura 6: Realizagdo de biopsia em les&o tipo papula em braco de paciente da Reserva
Indigena Xakriaba.

- Exame direto de laminas: as laminas contendo a impressao dos fragmentos de

leséo foram fixadas com metanol e coradas pelo Giemsa, para a pesquisa de formas
amastigotas de Leishmania. As leituras foram realizadas em microscépio 6tico,
considerando-se positivos o0s resultados em que foram visualizadas formas

amastigotas do parasito.

- Isolamento do parasito _em meio de cultura: fragmentos de lesdo foram

armazenados em geladeira (4°C) durante 24 horas em solugdo salina com
antibiéticos (estreptomicina 100ug/mL e penicilina 500U/mL) e, em seguida
adicionados a tubos contendo meio de cultura NNN (Novy e Mc Nel, 1903; Nicolle,
1908) enriguecido com meio liquido Schneider, mantidos a 25° C + 1°C. O exame da

cultura foi realizado semanalmente e considerado positivo quando observou-se a

49



Material e Métodos
presenca de formas promastigotas de Leishmania. Quando n&o ocorreu 0
aparecimento de formas flageladas depois de seis semanas, a cultura foi
considerada negativa. As amostras isoladas foram criopreservadas e depositadas no
banco de cepas do Laboratorio de Leishmanioses do CPgRR, para posterior
caracterizacdo através de eletroforese de isoenzimas (MLEE — Multilocus Enzyme

Electrophoresis) e métodos moleculares.

- Diagnostico parasitolégico _molecular: A presenca do parasito também foi

investigada através da amplificacdo do DNA isolado diretamente dos fragmentos de
biopsia. Reacbes de PCR que amplificam um fragmento do gene hsp70 de
Leishmania foram utilizadas para detectar e identificar o parasito nestas amostras
(Garcia et al., 2004).
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4.6 Definicdes de caso

Caso suspeito: foram considerados casos suspeitos os individuos que
apresentavam feridas de pele sugestivas de leishmaniose cutanea. Por se tratar de
area endémica onde ocorrem lesdes tipicas (Ulcera cutanea, com fundo granuloso e
bordas infiltradas em moldura) e também feridas atipicas (nédulos, papulas, lesdes
verrucosas, lesées vegetantes) todos os individuos que apresentavam uma destas
feridas foram considerados casos suspeitos.

Caso clinico: aqueles individuos que apresentaram suspeita clinica (lesdo
tipica ou atipica) associada a pelo menos um exame (IDRM, parasitolégico ou
molecular) positivo.

Caso clinico confirmado parasitologicamente: individuos que apresentaram
lesdo suspeita e confirmacdo parasitolégica (exame de lamina por aposi¢cdo ou
cultura). Neste grupo, a PCR positiva também foi utilizada como método de
confirmacéo da presenca do parasito.

Caso clinico ndo confirmado parasitologicamente: individuos que
apresentaram leséo suspeita e IDRM positiva. Nestes casos ndo houve confirmacéo
parasitolégica.

Forma assintomatica: sdo considerados portadores da forma assintomatica,
os individuos que apresentaram IDRM positiva e auséncia de lesdes ou cicatrizes
caracteristicas de LTA.

N&ao infectados: aqueles individuos que ndo apresentam lesdes sugestivas de
LTA e IDRM negativa.
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4.7 Estudo dos hospedeiros silvestres e domésticos

Todos os procedimentos de captura e coleta de amostras dos animais foram
realizados de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotado

pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.7.1 Captura e coleta de amostras dos animais silvestres

Foram montados transectos para a distribuicdo das armadilhas de coleta,
seguindo a metodologia de campo padrdo para captura de pequenos mamiferos
(Lacher et al., 1989; Paglia et al., 1995; Fonseca, 1996). Foram definidas quatro
estacdes (trilhas) de coleta entre as casas das aldeias Imbaubas | e Il (Figura 7) e
21 casas selecionadas de forma a amostrar toda a area das duas aldeias. Em cada
trilha foram dispostas 30 armadilhas, duas em cada ponto de coleta distanciados
aproximadamente 20m um do outro. No peridomicilio de cada residéncia
selecionada foram expostas duas armadilhas, totalizando 42 armadilhas nas casas e
120 nas trilhas. As armadilhas do tipo Tomahock foram abastecidas com iscas
atrativas para mamiferos de pequeno porte (abacaxi e emulsdo Scott) e ficaram
expostas durante quatro dias e noites seguidos, sendo que a cada manha eram
trocadas as iscas e retirados os animais porventura coletados. As estacfes de
coleta foram estabelecidas de modo a amostrar os diferentes ambientes

relacionados aos padrdes de atividade humana.
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y u

Figura 7: Aspecto panormico das trilhas onde foram montadas as estagfes de captra de
pequenos mamiferos nas aldeias Imbaubas da Reserva Xakriaba. A — Trilha 1 de Imbaulbas
1, B — Trilha 2 de Imbaubas 2, C — Trilha 1 de Imbaubas 2 e D — Trilha 2 de Imbaubas 2.

Amostras de sangue, medula, pele de cauda, pele de orelha, baco e figado de
todos os pequenos mamiferos (roedores e marsupiais) capturados foram coletadas
para realizacdo de testes moleculares para deteccdo de Leishmania. Para a coleta
das amostras os animais foram sedados com acepromazina (Acepram - 0,05mg/Kg
de peso), para garantir a auséncia de dor e desconforto, e posteriormente
eutanasiados. A identificacdo das espécies foi feita analisando caracteres
morfolégicos e por comparacdo com exemplares depositados na Colecao de
Mastozoologia da UFMG.

Foram recolhidos todos os roedores e marsupiais capturados por armadilhas
expostas na area de estudo durante um ano, de maio de 2008 a junho de 2009.
Estes exemplares foram sacrificados para coleta de amostras clinicas e investigacao
da presenca de Leishmania em seus tecidos (Figura 8).
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Figura 8: Coleta de amostras clinicas de roedor capturado na Reserva Indigena Xakriaba.

4.7.2 Coleta das amostras e diagndstico dos animais domeésticos

Todos os cées residentes nos domicilios das aldeias Imbaubas | e Il foram
incluidos na populagéo de estudo de animais domeésticos.

Aliquotas de sangue periférico, nas veias cefalica ou jugular, foram coletadas
para realizacdo de diagnéstico sorolégico através da RIFI e ELISA. Todos os
animais amostrados foram examinados e posteriormente foram preenchidas as
fichas clinicas (Anexo 8). Daqueles animais que apresentaram lesdo de pele foi
coletado fragmento da ferida para o diagnéstico parasitolégico e molecular. Os cées
com resultado soroldgico positivo foram recolhidos pela equipe local responsavel

pelo controle de zoonoses para eutanasia.

- Eutanasia, necropsia e coleta de amostras biolégicas de cdes soropositivos: Apos

sedar e anestesiar o animal, foi realizada a puncdo de medula 6ssea na regido da
crista da tibia, e o material coletado foi inoculado imediatamente em meio de cultura
NNN/PBS 1x com antibiéticos (estreptomicina 100ug/mL e penicilina 500U/mL). Para
completar a eutanasia foram injetados 20 ml de solucdo de cloreto de potassio
saturada (20%) no momento da apnéia e, apOs confirmar o Obito, foram coletados
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dois fragmentos, de aproximadamente 1,0cm, de cada um dos tecidos (pele de
borda de orelha, borda de baco, figado e linfonodo mesentérico), sendo um para
exame parasitologico direto (impressdo em lamina) e outro para diagndstico por
técnicas moleculares. Em seguida coletou-se aspirado de linfonodo mesentérico ou

popliteo, para inoculacdo em meio de cultura.

- Diagndstico soroldgico da leishmaniose canina

A Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) foram realizados utilizando antigeno constituido por formas integras de
promastigotas de L. infantum, cepa MHOM/BR/1967/BH46, empregando protocolos
padronizados pelo Laboratério de Sorologia de Leishmania (UFMG), como descrito

abaixo:

Reacao de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI

Para a obtencao do titulo desejado, os soros a serem testados foram diluidos
na razao dois, a partir de 1:40, em solucdo tampéao fosfato (PBS) constituida de
850mg de NaCl (Merck, Alemanha), 132mg de NaHPO, (Merck, Alemanha), 15,6mg
de NaH,PO,4.H,O (Merck, Alemanha), dissolvidos em 100mL de 4gua destilada e pH
ajustado para 7.4.

Foram transferidos 25 uL desta solugao sobre cada regido demarcada de uma
lamina de vidro, na qual foi previamente fixado o antigeno, constituido por formas
integras de promastigotas de L. infantum, cepa MHOM/BR/1967/BH46,
rotineiramente utilizada pelo Laboratorio de Sorologia de Leishmania. As laminas
foram submetidas a incubagdo em camara umida por 30min em estufa a 37°C e, a
seguir foram lavadas com PBS e cobertas com a solucao tampao por 5min, seguido
de lavagem em &gua destilada e secagem sob ventilacdo artificial (Ventilador
Britania B20, Brasil). Em cada regido demarcada da Iamina foi acrescentado 25 pl do
conjugado diluido a seu titulo em PBS, com Tween 2% (v/v) (Tween® 20, Merck,
Alemanha), acrescido de Azul de Evans 1% (Evans Blue®, Sigma Aldrich Inc., EUA).
O conjugado, constituido por anti IgG de cdo, marcado com Isotiocianato de
Fluoresceina (Bethyl Lab. Inc., EUA) foi diluido na proporcdo de 1:1500. Apés a
adicao do conjugado foi realizada nova incubacao, lavagem com PBS e secagem. A

lamina foi entdo coberta com glicerina (Merck, Alemanha) tamponada e laminula, e a
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leitura foi realizada em microscépio de luz ultravioleta (Olympus BX 41®, Olympus
Optical Co., Japao). Para cada soro foi determinada a diluicdo reativa final, ou seja,
a maior diluicdo que apresentar reatividade. Todas as reagdes foram realizadas em
duplicata, e amostras de soros sabidamente positivos e negativos foram usados na

mesma lamina como controles da reacao.
Ensaio Imunoenzimatico - ELISA

A dosagem de IgG total foi determinada através da técnica de ELISA, de
acordo com VOLLER et al. (1979) com modificacBes. Os antigenos utilizados foram
obtidos a partir de formas promastigotas de L. infatum MHOM/BR/1967/BH46, apds
ruptura por ultrassom (Branson 1510°, Branson Ultrasonics Co., EUA) e
centrifugacéo (Centrifuga Excelsa Baby 11°, FANEM, Brasil) a 1360 x g por 10min. A
guantidade de proteina foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY et al. 1951),
e ajustada para 20ug/mL em PBS e armazenado em freezer a -20°C em aliquotas,

até o momento de uso.

As reacOes de ELISA foram realizadas em microplacas de polietileno (BD
Falcon, Becton, Dickison and Company, EUA) de 96 orificios e fundo plano, de
acordo com Silva & Cunha (2007). Cada orificio da placa foi sensibilizado com 2 ug
do antigeno diluido em 100 pyL de tampéo carbonato, constituido por 0,159% p/v de
Na,COj3 (Merck, Alemanha) e 0,293% p/v NAHCO3; (Merck, Alemanha), diluidos em
agua destilada. As placas foram incubadas a 4°C por 24h para sensibilizacdo. A
seguir, o excesso de antigeno foi removido com cinco lavagens sucessivas,
utilizando uma solucdo de 0,9% p/v NaCl e 0,05 mL v/v Tween® 20, diluidos em
agua destilada. Apés as lavagens, as placas foram secas por inversao sobre papel
absorvente, e foram adicionados 150 uL por orificio da solugédo de bloqueio de sitios
inespecificos, constituida por caseina 2% p/v (Sigma Aldrich, EUA) diluida em PBS
com pH ajustado para 7.6. Seguiu-se incubacdo a 37°C por 30min. Para retirar o
excesso de solucdo de bloqueio foram realizadas duas lavagens sucessivas, com
secagem das placas por inversdo sobre papel absorvente. Os soros a serem
testados foram diluidos em tampéao de incubacdo, composto de caseina 0,25% p/v e
0,05% Tween® 20 diluidos com PBS em pH 7.6, e foram aplicados 100 pL dessa
solucéo por orificio da placa, em duplicata. Seguem-se nova incubacéo a 37°C por
45min, e retirada de excesso da solugcdo por uma série de cinco lavagens. Apos a
secagem das placas, uma aliquota de 100 pL do conjugado diluido a seu titulo foi
acrescentada em cada orificio. Para a realizacdo da técnica de ELISA foi utilizado o
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conjugado anti-lgG de céo no titulo de 1/10000 marcado com Peroxidase VI (Bethyl
Lab. Inc., EUA Apds nova incubacao a 37°C por 45min, o excesso de conjugado foi
retirado por nova série de cinco lavagens. Apés as lavagens foi acrescentado em
cada orificio 100 yL de solugédo do substrato, composta por 10 mg de cromégeno
orthophenylenediamine (OPD, Sigma Aldrich, EUA) mais 4uL de H,O, 30v (Merck,
Alemanha) diluidos em 10 mL de solucéo tampéao do substrato, composta por 0,719
% p/v de Na,HPO,4 e 0,519% acido citrico (Merck, Alemanha) diluidos em agua
destilada. Ap6s a reacdo transcorrer por 10 min em temperatura ambiente e no
escuro, esta foi interrompida pela adicdo de 25 pyL de H,SO,4 4N (Merck, Alemanha)
por orificio. As reacdes foram lidas em leitor de ELISA (BioRad modelo 550, Brasil) a

495nm e os resultados expressos em valores de absorbancia.

Para cada placa, o ponto de corte ou “cut off’ foi estabelecido a partir da
média das leituras de absorbancia de oito soros de cées nao infectados procedentes

de regido ndo endémica para a doenga, mais duas vezes o desvio padrao.

4.8 Estudo dos flebotomineos

4.8.1 Métodos de captura

O estudo dos flebotomineos foi realizado com a colaboracdo dos
pesquisadores Dr. Edelberto Santos Dias e Dr. Ricardo Andrade Barata, do
Laboratdrio de Leishmanioses, Centro de Pesquisas René Rachou.

As capturas sistematicas foram realizadas com armadilhas luminosas do tipo
HP (Pugedo et al., 2005) durante o periodo de junho de 2008 a marco de 20009.
Vinte e uma armadilhas foram distribuidas no peridomicilio das residéncias
selecionadas para o estudo da populacdo humana e dos reservatérios. Todas as
armadilhas foram expostas das 18:00 as 8:00 horas da manha seguinte, durante
dois dias consecutivos em cada més. O acondicionamento dos espécimes
capturados nas armadilhas foi feito em tubos de hemodlise contendo alcool 70% (para

estudo da fauna) e DMSO 6% (para técnicas moleculares).

4.8.2 Preparacdo e montagem dos espécimes

Os flebotomineos foram preparados e montados entre lamina e laminula,
utilizando-se balsamo do Canada para os machos e liquido de Berlese para as
fémeas de acordo com a técnica de Langeron (1949), modificada. A utilizacdo do
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balsamo para montagem dos machos se justifica pela durabilidade da preparacéo,
enquanto o liquido de Berlese para fémeas possibilita o exame das estruturas
internas com maior nitidez, que é imprescindivel para as identificacBes. A
identificacdo dos exemplares foi feita de acordo com a classificacdo proposta por

Young & Duncan (1994).
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4.9 Métodos bioquimicos e moleculares para deteccdo e identificacdo de
Leishmania

4.9.1 Eletroforese de Multilocus Isoenzimas (MLEE - Multilocus Enzyme

Electrophoresis)

A identificacdo das promastigotas isoladas em cultura por MLEE foi realizada
pelo Servico de isolamento, cultivo e tipagem de Leishmania da Cole¢do de
Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC), de acordo com protocolo descrito
por Cupolillo et al. (1994). Foram utilizados 4 sistemas enzimaticos:

1. G6PDH - Glicose-6-fosfato-desidrogenase (Enzyme Comission Number 4.2.1.3)
2. 6PGDH - 6-fosfo-glico-desidrogenase (E.C. 1.1.1.43)

3. PGM - Fosfo-gluco-mutase (E.C. 1.4.1.9)

4. IDH - Isocitrato desidrogenase (E.C. 1.1.1.42)

4.9.2 PCR-RFLP do hsp70

Os genes codificadores de proteinas de choque térmico de 70kD de
Leishmania (hsp70) s@o arranjados in tandem, compreendendo uma familia de
genes cujas sequéncias codificadoras em diferentes organismos sdo altamente
conservadas (Folgueira et al., 2007). Aliquotas de 2,0 uL de DNA foram amplificadas
utilizando iniciadores que estendem um fragmento de 1300pb do hsp70. A reacao de
PCR foi preparada para um volume final de 25 uL utilizando 1,5 mM MgCl,, 200 uM
dNTP mix (New england), 5,0% DMSO (Invitrogen), 2,5 unidades de Tag DNA
polimerare platinum® (Invitrogen), 0,4 pmol de iniciador senso e 0,4 pmol de
iniciador anti-senso (IDT, prodimol). Os iniciadores utilizados foram: HSP70 for -
5GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3’ e HSP70 rev 'CCGCCCATGCTCTGGTACATC
3" (Garcia et al., 2004). A amplificacdo do DNA molde foi processada em
termociclador automatico de DNA (marca) alternando 35 ciclos de desnaturacdo a
94°C por 30 seqg, anelamento a 61°C por 1 min e extensdo a 72°C por 3 min.,
seguido por um passo de extensdo final a 72°C por 10 min. Os produtos da
amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 2% corado por brometo de
etideo (10 mg/ml). As amostras que apresentaram a banda especifica de 1300 pb
foram submetidas a digestdo utilizando a enzima Haelll para anélise dos

polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP). A reacdo de
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digestao foi preparada para um volume final de 15 ulL, contendo 1uL de Haelll (New
england) (10 U/uL), 1,5 uL de tampéo da enzima e 10,0 pL de produto de PCR. A
mistura foi incubada a 37°C por 2 horas. Os perfis de restricdo foram analisados em
gel de agarose 2% e comparados com o padréo obtido pela digestdo do produto de
PCR de cepas referéncia de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e L.
guyanensis (MHOM/BR/75/M4147).

4.9.3 PCR-RFLP do ITS1

Os iniciadores LITSR 5 CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L58S %
TGATACCACTTATCGCACTT 3’ (Schonian et al., 2003) amplificam um fragmento de
aproximadamente 350pb através da seguinte reacdo: solugdo tampdo 1x (200 mM
Tris-HCI pH8,4, 500 mM KCI), 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de mistura de dNTPs, 0,5
pmol do iniciador LITSR, 0,5 pmol do iniciador L5.8S, 1 U de Tag DNA polimerase
platinum® (Invitrogen), 2 yL de DNA molde em um volume final de 25 pL. A
amplificacdo foi realizada alternando 33 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 seg,
anelamento a 53 ° C por 1 min e extensdo a 72 ° C por 1 min em equipamento
termociclador automatico de DNA. A RFLP subsequente pode distinguir as seguintes
espécies: L. donovani, L. infantum, L. chagasi, L. aethiopica, L. tropica, L. major, L.
mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis e L. panamanensis. A
reacao de digestéo foi preparada para um volume final de 15 uL, contendo 1uL de
Haelll (10 U/uL), 1,5 uL de tampédo da enzima e 10,0 pL de produto de PCR. A
mistura foi incubada a 37°C por 2 horas, os perfis de restricdo analisados em gel de
agarose 2% e comparados com o padrdo obtido pela digestdo do produto de PCR

de cepas referéncia (indicadas no item anterior).
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4.10 Estudo da variabilidade genética de L. braziliensis proveniente de

diferentes hospedeiros vertebrados

As amostras provenientes de pacientes, de pequenos mamiferos e de cédes
infectadas por L. braziliensis foram utilizadas no estudo da variabilidade genética
desta espécie. Para avaliar a existéncia de polimorfismos no DNA de L. braziliensis,
métodos variados foram utilizados, principalmente baseados na analise de
polimorfismos de restricdo através de RFLP e sequenciamento. Os dados foram
analisados com o objetivo de elucidar a estrutura populacional do parasito na area
de estudo, bem como as relacdes existentes entre cepas provenientes de diferentes
hospedeiros.

- PCR-RFLP do hsp70: Ao contrario de outras regides do genoma (como ITS1) os

genes hsp70 codificam proteinas antigénicas importantes e, portanto, permitem
investigar a variabilidade genética de moléculas possivelmente envolvidas na
imunopatologia. As reacfes de digestdo dos produtos de PCR do hsp70 foram
realizadas utilizando a endonuclease de restricdo Haelll, conforme descrito no item
4.9.2.

- PCR-RFLP do Cpb: os genes que codificam a proteinase cisteina b estdo

presentes como multicopias de repeticdes in tandem no genoma de Leishmania. O
perfil gerado apds a digestdo do produto de PCR do Cpb distingue muito bem as
espécies L. braziliensis, L. guyanensis e L. peruviana. Os iniciadores Cpb FOR - 5’
TGTGCTATTCGAGGAGTTCAA 3’ e Cpb REV-5 TTACCCTCAGGAATCACTTTGT
3’ amplificam um fragmento de 1050 pb utilizando o seguinte protocolo: 3,0 mM
MgCl,, 200 uM dNTP mix (New england Biolabs), 1,25 unidades de Taqg platinum
DNA polimerare (Invitrogen), 0,4 pmol de cada iniciador (IDT, prodimol), 2 uL de
DNA molde completando para um volume final de 50 uL. A amplificacdo foi
processada em termociclador automético de DNA (Eppendorff) alternando 30 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 40 seg, anelamento a 53°C por 1 min e extenséo a 72°C
por 2 min., seguido por um passo de extensao final a 72°C por 8 min. Os produtos
da amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 2% corado pelo brometo de
etideo (10mg/mL). As amostras que apresentaram a banda especifica de 1050 pb
foram submetidas a digestdao utilizando a enzima Tagl para analise dos
polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP). A reacdo de

digestao foi preparada para um volume final de 15 uL, contendo 1 pL de Taqgl (New
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england Biolabs)(10 U/uL), 1,5 uL de tampé&o da enzima e 10,0 pL de produto de
PCR. A mistura foi incubada a 65°C por 2 horas. Os perfis de restricdo foram
analisados em gel de agarose 2% e comparados com o padrao obtido pela digestéao
do produto de PCR de cepas referéncia de Leishmania (descritas na secao 4.9.2).

- Sequenciamento do gene hsp70: o fragmento de 1300pb do gene hsp70 foi

sequenciado para identificar possiveis polimorfismos de base unica (SNPs) para
confirmacdo do diagndéstico especifico e analise da estrutura populacional de L.
braziliensis. As amostras a serem sequenciadas foram preparadas da seguinte
forma: os produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo com os iniciadores
HSP70for e HSP70rev foram purificados com o kit QIAquick PCR purification kit
(Qiagen) segundo instrugdes do fabricante. Em seguida foi preparada uma mistura
contendo 5,0 pL dos produtos purificados, 1 pmoL de cada iniciador, senso ou anti-
senso, em tubos separados, € 4 mL de ET kit para sequenciamento (DYEnamic™
ET Dye Terminator Kit - MegaBACE™, GE Healthcare) empregando o programa que
alterna 35 ciclos de 95° C por 20 seg e 61° C por 3 min. Apés a precipitacao dos
produtos da reacdo de sequenciamento utilizando acetato de amonio (1M) e etanol
absoluto (PA) as sequéncias foram determinadas pelo seqlenciador automatico de
DNA MegaBace 1000 e analisadas por meio do programa Clustal W e CAP3

implementados no pacote BioEdit Sequence Alignment Editor.
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4.11 Anélise Estatistica

As informacdes sobre os casos clinicos de LTA (identificacdo, caracterizacao
demografica, avaliacdo clinica e resultados dos testes laboratoriais) foram
registradas em fichas estruturadas, posteriormente codificadas e digitadas em banco
de dados, utilizando-se o programa Epi-Data. Foi feita dupla entrada de dados com
posterior correcao das divergéncias detectadas e verificagdo da consisténcia interna.
As analises foram realizadas utilizando o programa Stata v.10.

A descricdo dos casos clinicos foi realizada inicialmente através da frequéncia
das variaveis investigadas e tabelas cruzadas. Posteriormente, realizou-se a analise
univariada utilizando-se o qui-quadrado, teste t e calculo da odds relativa bruta para
comparacdes entre individuos com diagndstico parasitolégico confirmado e nao
confirmado, individuos com lesGes ulceradas classicas e lesdes atipicas, e
individuos com diferentes perfis de restricdo do fragmento do hsp70 de L.
braziliensis. As variaveis que apresentaram um p significativo na analise univariada
(utilizando-se nivel significancia de 0,20) foram selecionadas para compor modelos
multivariados. Utilizando a regresséo logistica com nivel de significancia de 5%,
foram calculadas as odds ajustadas para avaliar o efeito independente de cada uma
das variaveis investigadas nos diferentes desfechos observados (comprovacao
parasitoldgica, tipo de leséo e perfil de restricdo do hsp70 de L. braziliensis).
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5 RESULTADOS

5.1 Inquérito Populacional

A populagéo total das aldeias Imbaubas | e Imbaubas Il em 2008 era de 438
moradores, sendo 218 (49,8%) do sexo masculino e 220 (50,2%) do sexo feminino
(Brasil, 2007). Um total de 164 pessoas participou do inquérito populacional nas
duas aldeias, 65 do sexo masculino (39,6%) e 99 do sexo feminino (60,4%). Destes,
151 individuos realizaram todas as etapas do estudo: entrevista individual, exame
clinico, leitura da IDRM, coleta de amostras (sangue e biopsia, quando necessario).

Foram identificados 13 casos clinicos, o que representa uma prevaléncia de
8.6% (IC 95% = 4.9- 13.9). Trés casos nédo foram confirmados parasitologicamente,
mas apresentaram lesao e IDRM positiva. O denominador utilizado para o calculo da
taxa de prevaléncia foi o nUmero de pessoas que realizaram a leitura do teste de
Montenegro (n=151). Um caso apresentou IDRM negativa, contudo a PCR foi
positiva.

Vinte e nove individuos foram reativos para IDRM, porém nao apresentavam
lesbes suspeitas de LTA, sendo classificados como assintomaticos. Portanto, a
prevaléncia de casos assintomaticos foi igual a 19,2% (IC 95% = 13,5 — 26,1). A

tabela 1 apresenta o resumo dos resultados do inquérito populacional.

Tabela 1: Classificagdo dos individuos participantes do inquérito populacional
realizado no periodo de julho a novembro de 2008, nas aldeias Imbaubas | e Il
da Terra Indigena Xakriaba, Minas Gerais.

Categorias IDRM positiva | IDRM negativa Total
Caso clinico 12/151 (7,9%) | 1*/151 (0,7%) 13 (8,6%)
Assintomatico 29/151 (19,2%) 0 29 (19,2%)
N3o infectado 0 109 (72,2 %) | 109 (72,2%)

Total 41 (27,2%) 110 (72,8%) | 151 (100%)

® Individuo com PCR positiva.

A média de idade dos casos identificados no inquérito foi de 23,7 + 20,3

anos, com minimo de 7, maximo de 72 anos e mediana de 12 anos. Foram
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identificados 7 casos do sexo masculino e 6 do sexo feminino. Nao foi observada

associagao entre casos e sexo ou faixa etéria (p>0,05, tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo proporcional de casos de LTA por sexo e idade nas aldeias Imbaubas
| e Il, no periodo de junho a novembro de 2008.

Caso de LTA N&o Caso Total p
N(%) N(%)

Sexo
Masculino 7 (53,9) 56 (40,6) 63
Feminino 6 (46,2) 82 (59,4) 88 0,354
Faixa etaria
<20 anos 7 (53,9) 83 (60,1) 90
>20 anos

6 (46,1) 55 (39,9) 61
Total 13 138 151* 0,658

* fizeram leitura de IDRM

5.2 Busca ativa de pacientes com LTA

No periodo de junho de 2008 a agosto de 2010, foi realizada a busca ativa
de pessoas com lesdes sugestivas de LTA em toda a Reserva Xakriaba. Neste
periodo, foram identificados 79 individuos com lesédo suspeita de LTA (Ulcera tipica
ou lesdes atipicas). Destes, 74 apresentaram pelo menos um método diagndstico
(IDRM, parasitoldgico ou molecular) positivo e foram classificados como casos
clinicos. Um total de 87 casos foi diagnosticado no periodo do estudo (13 do

inquérito + 74 da busca ativa).
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5.3 Caracterizacdo dos casos clinicos

Para a maioria dos casos, houve confirmacdo da infeccdo através de
exames parasitologicos e/ou moleculares positivos, totalizando 72 casos clinicos
confirmados parasitologicamente e 15 casos clinicos sem confirmacao
parasitologica. E importante ressaltar que desses 15 casos com clinica sugestiva e
somente IDRM positiva, 6 ja tinham tido LTA no passado.

Entre os 87 casos clinicos, 45 (51,7%) eram do sexo masculino e 42
(48.3%) do sexo feminino (p=0,719), com idades entre 1 e 72 anos (média = 21,9 ;
mediana = 18 anos). Quando foi avaliada a presenca de lesdes e cicatriz, 65
(74,7%) individuos apresentaram somente ferida ativa e 22 (25,3%) eram portadores
de leséo e cicatriz. Cinquenta e dois pacientes (59,8%) apresentavam somente uma
leséo ativa, enquanto 35 (40,2%) apresentavam duas ou mais. A maioria dos casos
consistia de individuos portadores de lesGes atipicas 61 (70,0%), somente 24
(27,6%) apresentaram Ulceras tipicas e 2 pacientes eram portadores tanto de Ulcera
tipica quanto de lesdes atipicas (Figura 9).

Entre os 87 casos, 36,8% dos individuos relataram ser trabalhadores rurais,
33,3% eram estudantes e os demais eram aposentados ou pensionistas (1,09%),
donas de casa (6,9%), trabalhadores de nivel médio ou especializado (6,9%),
desempregados (1,1%) ou exerciam outras profissées (10,3%). Quanto a presenca
de co-morbidades, cinco casos eram também portadores de doenca de Chagas e

outros cinco eram hipertensos (sendo um também diabético).
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Figura 9: LesBes de pacientes portadores de feridas tipicas (A - C) e atipicas (D — 1) de LTA
residentes na Reserva Indigena Xakriaba. A, B e C representam lesdes tipicas: Ulcera
arredondada ou ovalada de base eritematosa, infiltrada e de consisténcia firme, fundo
avermelhado e com granulacdes e as bordas bem delimitadas e elevadas. As figuras D a |
representam lesbes atipicas de varios tipos: D - placa, E - lesGes vegetantes, F - placa
verrucosa, G e H - placas ulceradas e | — ppulas.

5.4 Diagnéstico de pacientes com LTA

Entre os 87 casos clinicos de LTA detectados na Reserva Xakriab4d no
periodo de 26 meses de estudo, 78 (89,7%) apresentaram resultado positivo para
IDRM e 5 foram negativos, totalizando 83 leituras. Entretanto os 4 pacientes que néo
realizaram a leitura, foram confirmados com algum exame direto ou indireto.

Fragmentos de lesdo de 80 individuos com clinica sugestiva de LTA foram
coletados para a realizacdo de diagndstico parasitolégico direto e molecular. Os
resultados de cada teste sdo apresentados na tabela 3.

Setenta laminas contendo esfregaco de fragmento de biopsia foram
examinadas ao microscépio o6ptico, sendo que 28 (40,0%) foram consideradas

negativas e 37 (52,9%) positivas, nas quais foi possivel a visualizacdo de formas
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amastigotas de Leishmania. Cinco laminas foram consideradas impréprias para
leitura, devido a baixa qualidade do esfregaco.

Um total de 77 tentativas de isolamento do parasito em meio de cultura a
partir de fragmento de lesbBes suspeitas de pacientes foi realizado durante este
estudo. Houve crescimento de formas promastigotas em 31 (40,3%) destes indculos,
os outros 46 (59,7%) foram considerados negativos, apdés acompanhamento das
culturas durante seis semanas e sem visualizacdo de promastigotas. Ja a cultura
dos aspirados de lesdo foi realizada a partir de amostras de 87 individuos, das
quais, 28 (32,2%) foram positivas e 59 (67,8%) negativas.

Fragmentos de biopsia provenientes de 75 pacientes foram pesquisados
quanto a presenca de DNA do parasito através da PCR, dos quais, 56 (74,7%)
apresentaram o produto de PCR esperado para o género Leishmania e 19 (25,3%)

foram negativos (tabela 3).

Tabela 3: Resultados dos métodos de diagnéstico realizados em 92 individuos com lesao
suspeita de LTA, residentes na Terra Indigena Xakriaba, no periodo de junho de 2008 a
agosto de 2010.

) _ o _ Positivos Negativos Sem resultado
Método diagndéstico Realizados

N° (%) N° (%) N° (%)
IDRM 88 78 (88,6) 8(9,1) 2(2,3)
Impresséo em lamina 70 37 (52,9) 28 (40,0) 5(7,1)
Cultura de aspirado 87 28 (32,2) 59(67,8) 0
Cultura de fragmento 77 31(40,3) 46 (59,7) 0
PCR 75 56 (74,7) 19 (25,3) 0

Entre os 87 casos confirmados, isso é, positivos em pelo menos um teste
(convencional ou PCR), 72 foram confirmados parasitologicamente e 15
apresentaram apenas a IDRM positiva. Para avaliar a capacidade de cada um dos
meétodos na identificacdo dos casos, os resultados dos testes foram comparados
entre aqueles pacientes que realizaram pelo menos um exame convencional e
também PCR a partir de fragmentos de lesdo (n=75). Os resultados sé&o

apresentados na tabela 4.

68



Resultados

Tabela 4: Comparacdo dos resultados dos testes diagnoésticos entre
parasitolégicos (cultura de aspirado e de fragmento de pele, leitura de impressao
de biopsia em lamina) e PCR de para confirmacéo da infeccdo por Leishmania.

Exames parasitolégicos PCR de fragmentos de leséo Total
convencionais Neg POS
Neg 7 (9,3%) 10 (13,3%) 17
Pos 12 (16,0%) 46 (61,3%) 58
Total 19 56 75

Cingquenta e oito (77,3%) pacientes foram positivos em pelo menos um teste
parasitolégico convencional, enquanto 56 (74,7%) foram positivos na PCR. A PCR
identificou 10 amostras negativas nos métodos convencionais, mas por outro lado,
0s convencionais identificaram 12 amostras negativas na PCR.

Entretanto, quando se compara cada um dos testes convencionais com a
PCR, observa-se que a propor¢cdo de casos identificados somente pela PCR é
sempre maior do que cada um dos testes convencionais (apesar da associacao
entre os testes convencionais identificar 12 casos que nao foram identificados pela
PCR) (tabela 5).
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Tabela 5: Comparagao entre resultados da PCR e cada um dos testes convencionais.

PCR x imprint (n=60) N° (%) p
Positivos em ambos 24 (40,0%)
Negativos em ambos 4 (6,7%)
Positivos s6 na PCR 22 (36,7%) 0,203W
Positivos s6 na lamina 10 (16,7%)

PCR x cultura fragmento (n=73)

Positivos em ambos 28 (38,4%)

Negativos em ambos 16 (21,9%)

Positivos s6 na PCR 28 (38,4%) 0,001
Positivos s6 na cultura 1(1,4%)

PCR x cultura aspirado (n=71)

Positivos em ambos 24 (33,8%)

Negativos em ambos 16 (22,5%)

Positivos s6 na PCR 29 (40,8%) 0,009"
Positivos so na cultura 2 (2,8%)

(1) Qui-quadrado

5.5 Identificacdo da espécie de Leishmania presente nos casos clinicos de LTA

Os parasitos isolados em cultura foram identificados pela PCR-RFLP do
hsp70 e algumas amostras foram também caracterizadas através de eletroforese de
isoenzimas (MLEE). Além disso, foi realizado o diagnostico através da PCR de
fragmentos de lesdo e todas as amostras positivas também foram submetidas a
identificacdo por PCR-RFLP do hsp70.

As doze amostras identificadas por MLEE no laboratério da Dra. Elisa
Cupollilo no 10C foram caracterizadas como L. braziliensis utilizando uma
combinacgao de quatro isoenzimas.

Quando o DNA extraido a partir dos parasitos isolados em cultura foi
submetido a PCR-RFLP do hsp70, o perfil de restricdo obtido para a maioria das
amostras foi diferente do esperado para L. braziliensis e também para as outras

espécies de Leishmania testadas (figura 10). Das 38 amostras testadas, uma (2,6%)
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apresentou resultado que corresponde a L. braziliensis (Lb) e 37 um perfil diferente
de L. braziliensis (#Lb).
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Figura 10: Resultado representativo do perfil da digestdo com Haelll do gene hsp70
amplificado a partir de DNA do parasito obtido das amostras isoladas em cultura. PM
— 100pb, La — cepa padrédo L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Lb — cepa padréo L.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Li - —cepa padrao L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) e Lg — cepa padrao L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147). 1 a
5 — amostras de DNA provenientes de promastigotas isoladas de lesdes dos
pacientes residentes na Terra Indigena Xakriaba, MG.

JA& a PCR-RFLP realizada a partir de DNA extraido diretamente dos
fragmentos de lesdes (55 amostras), resultou em 9 (16,3%) amostras com perfil
idéntico ao de L. braziliensis e 46 com perfil diferente de L. braziliensis (figura 11).
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Figura 11: Resultado representativo do perfil da digestdo com Haelll do gene hsp70
amplificado a partir de DNA extraido dos fragmentos de lesdo. PM — 100pb, La —
cepa padréo L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Lb — cepa padrdo L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), Li — cepa padrao L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Lg —
cepa padrdo L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147). 1 a 25 — amostras de DNA
provenientes de fragmentos de leses dos pacientes da Terra Indigena Xakriaba,
MG. As setas indicam as amostras que apresentaram o perfil de L. braziliensis. A a D
— produto de PCR do hsp70 antes da digestéo.

Entre as amostras que foram submetidas a PCR-RFLP a partir de DNA
extraido dos fragmentos de lesdes e de parasitos de cultura, 3 apresentaram lesbes
nas quais foram encontrados os dois perfis de parasitos (Lb e #Lb). Nestes
individuos, amostras submetidas a PCR-RFLP do hsp70 produziram um padrdo de
bandas diferente de L. braziliensis quando foi utilizado DNA extraido das
promastigotas isoladas em cultura e um padrdo idéntico de L. braziliensis quando
utilizou-se DNA extraido diretamente do fragmento de lesdo. Dois destes pacientes
apresentavam Ulceras tipicas e um deles era portador de uma lesé&o atipica.

O fragmento de 1300pb do hsp70 foi sequienciado para auxiliar na
identificacdo do parasito. Todas as sequéncias obtidas alinharam com a sequéncia
das cepas referéncia de L. braziliensis (L. braziliensis M2904 e M2903), porém
alguns polimorfismos de base foram detectados em alguns sitios (ver item 5.8).

A tabela 6 resume os resultados de identificagdo das amostras de

Leishmania provenientes dos pacientes com LTA.
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Tabela 6: Resultados da identificacdo das amostras provenientes de pacientes
com LTA residentes na Terra Indigena Xakriaba, MG.

Método de No. de amostras Padrao observado
identificagao avaliadas L. braziliensis | # L. braziliensis
MLEE
12 12 0
PCR-RFLP
39 1 37
hsp70 (cultura)
PCR-RFLP
_ _ 55 9 46
hsp70 (biopsia)

5.6 Caracterizacdo dos casos clinicos

Os 87 casos de LTA foram analisados quanto as variaveis demograficas,
infeccbes passadas, presenca de co-morbidades, caracteristicas das lesdes e
aspectos relacionados a tratamento, com o objetivo de avaliar quais variaveis estao

relacionadas com as diferentes caracteristicas dos casos.

Pacientes com confirmacdo parasitologica (n=72) e pacientes que tiveram
apenas a IDRM positiva (n=15) foram comparados em relacdo a todas as
caracteristicas investigadas: variaveis demogréficas, varidveis relacionadas a
infeccdes passadas (se ja teve LTA, abandono do tratamento, nimero e descricdo
das lesdes, tratamento caseiro, tempo de cicatrizacdo), presenca de co-morbidades,
e caracteristicas das lesdes atuais (tipo, nimero, aspecto, tamanho e fatores como
automedicacdo, infec¢do secundaria, tempo de lesdo). Foram observadas diferencas
nas propor¢cdes de pacientes entre os dois grupos (confirmados e néo confirmados),
utiizando o nivel de significAncia de 0,20 na andlise univariada. As variaveis
associadas a confirmacéo dos casos foram: nunca ter tido LTA, tipo de lesdo (Glcera
classica), ndo ter doenca de Chagas, presenca de lesdo ndo epitelizada,
caracteristica da lesdo sem bordas infiltradas, menor niumero de lesbes ativas e
maior didmetro da lesdo (Tabela 7). Ndo foram observadas diferengas significativas

na distribuicdo das frequéncias das demais variaveis investigadas.
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Tabela 7: Comparacdo entre casos confirmados e ndo confirmados parasitologicamente:
distribuicdo das varidveis selecionadas na andlise univariada*

Confirmados Nao
) confirmados OR bruta
Caracteristicas (n=72) p
(n=15) IC95%
N % N %
Variaveis categéricas™:
Jateve LTAT)
Sim 12 16,7 7 46,7 0,23 (0,07-0,75) 0,02
Nao 60 83,3 8 53,3
Ulcera classica®
Sim 23 32,9 1 6,7 6,85 (0,85-55,34) 0,06
Nao 47 67,1 14 93,3
Doenca de Chagas
Sim 3 4,2 2 13,3 0,28 (0,04-1,87) 0,20
Nao 69 95,8 13 86,7
Leséo epitelizada
Sim 31 43,1 9 69,2 0,34 (0,09-1,19) 0,08
Nao 41 56,9 4 30,8
Leséo epitelizada com bordas infiltrativas
Sim 8 11,1 4 30,8 0,28 (0,07-1,53) 0,08
Nao 64 88,9 9 69,2
Variaveis continuas:
Numero de lesbes ativas
Min-Max 1-9 1-13
X + DP 1,9+15 35+37 0,76 (0,60-0,96) 0,117?
M (1°Q/3°Q) 1(1/2) 2(1/5)
Diametro da lesdo (cm)
Min-Max 0,3-20,0 0,4-35
X + DP 28+28 15+1,.2 1,70 (0,83-3,44)  0,06®
M (1°Q/3°Q) 2,1(1,/3,2) 1,0 (0,7/2,5)

(1) Teste exato de Fisher

(2) Wilcoxon ranksum

(3) Teste t da varidvel normalizada (log)

(4) Excluidos 2 pacientes com ulceras classicas e lesGes atipicas
*excluidas as “ndo respostas”

™) presenca de cicatriz e relato de infeccdo no passado
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As variaveis que apresentaram nivel de significancia menor ou igual a 0,20

na andlise univariada foram selecionadas para a andlise multivariada, juntamente
com sexo e idade, por sua importancia na literatura. Apds ajustamento utilizando a
regressao logistica, a Unica variavel associada a confirmacéo parasitologica foi a co-
infeccdo com doenca de Chagas (OR=0,12, 1C95%=0,02-0,89). Pacientes com
doenca de Chagas tém menor chance de serem diagnosticados, através dos
métodos parasitologicos utilizados neste estudo, quando comparados aos pacientes
nao chagasicos. O ajustamento do modelo sugere também uma interacdo entre
tamanho da leséo e ja ter tido LTA, entretanto o pequeno namero de pacientes com

diagndstico parasitolégico negativo ndo permite conclusdes a respeito.

Para avaliar os fatores associados ao tipo de lesdo, pacientes com Ulcera
tipica e pacientes com feridas atipicas foram comparados quanto a todas as
caracteristicas investigadas. Essas comparacdoes foram feitas apenas para 0s
pacientes com confirmacdo parasitolégica, sendo excluidos 2 pacientes que

apresentavam lesdes tipicas e atipicas, totalizando portanto 70 pacientes.

Entre os casos confirmados, 23 (32,9%) apresentavam lesdes tipicas

enquanto 47 (67,1%) apresentavam lesdes atipicas.

As variaveis que se apresentaram associadas (p < 0,20) a leséo tipica na
analise univariada foram: se esta tratando por conta prépria (com remédio caseiro ou
comercial), didametro médio da lesdo, tamanho da enduracdo da IDRM, cultura
positiva e perfil de L braziliensis na PCR-RFLP do hsp70 (tabela 8).
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Tabela 8: Comparacdo entre casos de Ulceras tipicas e casos de lesdes atipicas:
distribuicdo das varidveis selecionadas na andlise univariada*

Ulcera tipica Les&o atipica
OR bruta
Caracteristicas (n=23) (n=47) p
N % N % 1IC95%
Usando remédio
comercial
Sim 16 76,2 24 55,8 2,5(0,79-8,17) 0.11®
Nao 5 23,8 19 44,2
Usando remédio caseiro
Sim 11 52,4 32 76,2  2,91(0,96-8,85) 0.05®
N&o 10 47,6 10 55,8
Diametro médio
<2cm 15 65,2 18 41,9
>2cm 8 34,8 25 58,1  0,38(0,13-1,10) 0,07?
Perfil do parasito
Perfil Lb 6 31,58 3 8,83
Perfil #Lb 13 68,42 31 91,17 4,.8(1,0-22,00  0,06"
Enduracao
Min-Max 5-14
X + DP 12,2+3,4 10,3+ 3,4 1,18 (0976-1,43) 0,08?
M (1°Q/3° Q) 12 (10-14) 10 (8-12)

@ Qui-quadrado
@ ttest

ApoOs 0 ajustamento utilizando a regressao logistica multivariada verificou-se

gue a Unica caracteristica independentemente associada ao tipo de lesdo Ulcera
classica foi o perfil do fragmento (Lb) (OR=4,8, 1C95%=1,0-22,0), confirmando os

resultados do modelo anterior. Ou seja, a chance de ter lesdo tipica € quase cinco

vezes maior entre 0s pacientes portadores de parasitos com perfil Lb no PCR-RFLP

do hsp70 do que entre quem tem perfil # Lb.
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Para avaliar se existe alguma associacédo entre o perfil do parasito obtido na
PCR-RFLP do hsp70, realizada diretamente em amostras de fragmento de leséo, e
as caracteristicas dos casos confirmados, os 9 pacientes com perfil idéntico ao L.

braziliensis foram comparadas aos 46 com perfil diferente de L. braziliensis.

A andlise univariada mostrou que ndo foi observada nenhuma associagédo
estatisticamente significativa entre o perfil do parasito e as caracteristicas
demograficas, presenca de co-morbidades ou presenca de casos de LTA na familia
(p>0,20).

A tabela 9 apresenta as caracteristicas associadas aos perfis, utilizando o
nivel de significancia de 0,20. Em relacdo as caracteristicas da lesdo atual,
observou-se que a proporcao de pessoas com perfil igual a L. braziliensis foi maior
entre aqueles que estavam tratando da ferida com remédios caseiros, enquanto o
perfil diferente de L. braziliensis esta associado aos casos que ndo estavam usando

remédios caseiros (p=0.04).

A proporcdo de pacientes com Ulcera tipica foi maior entre os que
apresentavam perfil Lb, enquanto a propor¢ao de pessoas com perfil #Lb foi maior

entre aqueles com leséo atipica.

O tempo médio de lesao foi maior (20,6 meses) entre aqueles pacientes que
apresentaram perfil Lb em comparagao aos que apresentaram perfil #Lb (8,2 meses)
(p=0,08).
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Tabela 9: Comparacédo entre casos com perfil de L. braziliensis e casos com perfil diferente:
distribuicdo das varidveis selecionadas na andlise univariada*

Caracteristicas Perfil Lb Perfil #Lb OR bruta P
(n=9) (n=46) 1C95%
N % N %
Usando remédio caseiro
Sim 5 55,6 8 20,0 5 (1,1-23,0) 0.04®
Nao 4 44,4 32 80,0

Usando remédio

comercial
Sim 8 100,0 24 58,5 - 0.04®
Nao 0 0 17 41,5

Tipo de leséo
Ulcera classica 6 66,7 13 29,6
Les&o atipica 3 33,3 31 70,5 4,8(1,0-22,00  0,06"

Tempo médio de lesdo

(meses)

Min-Max 1-72 <1-48

X + DP 20.6 + 23.5 8.2+96 1,1 (1,0-1,1) 0.08@
M (1°Q/3° Q) 12 (3-36) 4 (3-12)

@ Teste exato de Fisher
@ teste t, variavel normalizada

No modelo multivariado observou-se que a Unica varidvel que apresentou
alguma associacdo com o perfil de L. braziliensis, apds ajustamento pelas demais
variaveis, foi o tipo de lesédo (OR = 4.8, IC95% = 1,0-22,0). A chance de um caso
apresentar parasitos com o perfil de L. braziliensis é quase 5 vezes maior entre

gquem tem leséo tipica do que entre quem tem leséo atipica.
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5.7 Deteccao de Leishmania em pequenos mamiferos silvestres

Foram realizadas oito campanhas de captura de pequenos roedores e
marsupiais de maio de 2008 a junho de 2009. Um total de 97 espécimes foi
coletado, sendo 72 roedores e 25 marsupiais. Trés espécies de roedores
(Trychomys apereoides, Rhipidomys mastacalis e Rattus rattus) e trés de marsupiais
(Didelphis albiventris, Gracilinanus agilis e Marmosops incanus) representaram a
fauna dominante de pequenos mamiferos silvestres na area e no periodo do estudo.
A maioria dos exemplares foi capturada em armadilhas dispostas nas areas de
trilhas entre as casas e somente sete foram recolhidos no peridomicilio de

residéncias (tabela 10).

Tabela 10: Lista dos roedores e marsupiais capturados no peridomicilio e em trilhas
no periodo de maio de 2008 a junho de 2009 nas aldeias Imbaubas | e Il na Terra
Indigena Xakriaba, MG.

Numero de Capturados Capturados

Espécie
exemplares em casas em trilhas
Trychomys apereoides 64 1 63
Roedores Rhipidomys mastacalis 7 0 7
Rattus rattus 1 1 0
Didelphis albiventris 19 5 14
Marsupiais Gracilinanus agilis 4 0 4
Marmosops incanus 0
Total 6 97 7 90

O roedor Trychomys apereoides foi a espécie mais amostrada (67%) seguida
pelo marsupial Didelphis albiventris (19%). Rhipidomys mastacalis foi o segundo
roedor mais amostrado (7%). As outras espécies, Gracilinanus agilis, Marmosops
incanus e Rattus rattus, contribuiram com apenas 7% da fauna de pequenos

mamiferos capturada nas aldeias Imbaubas no periodo estudado (figura 12).
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Figura 12: Numero de exemplares de pequenos mamiferos por espécie e por
campanha capturados nas aldeias Imbaubas | e Il, Terra Indigena Xakriaba no periodo
de maio de 2008 a junho de 2009.

O mamifero mais amostrado no peridomicilio das casas foi Didelphis
albiventris, marsupial importante por sua aproximacdo comum a habitacbes
humanas, frequentemente relacionado a predacdo de aves domésticas,
especialmente galinhas. Além disso, dentre as espécies amostradas nas casas,

encontra-se um exemplar de Rattus rattus, o rato de telhado, que foi capturado em
uma casa de Imbaubas Il.

A tabela 11 mostra os resultados da deteccdo de Leishmania por PCR-RFLP
nos pequenos mamiferos capturados. Pelo menos um representante de cada
espécie foi encontrado positivo para o DNA de Leishmania. Dezesseis roedores e
oito marsupiais apresentaram resultado positivo na PCR do hsp70 em pelo menos
um tipo de amostra biolégica, o que representa 24,75% do total de 97 pequenos
mamiferos. Entre os positivos, 22 (91,67%) espécimes foram capturados nas trilhas

entre as casas e 2 (8,33%) foram recolhidos por armadilhas dispostas no
peridomicilio destas residéncias.
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Tabela 11: Resultados da PCR-RFLP do hsp 70 para deteccdo de DNA de Leishmania dos
pequenos mamiferos capturados na Reserva Indigena Xakriabd no periodo de maio de 2008

a junho de 20009.

PCR positivos

o Capturados hsp70 / total Identificacao especifica*
Espécie
(%) L. L. L.
Peridomicilio Trilhas | braziliensis guyanensis infantum
Trychomys apereoides | 64 (65,99%) 0/1 13/63 10 2 1
Rhipidomys mastacalis | 7 (7,21%) 0/0 217 0 0 2
Rattus rattus 1 (1,04%) 11 0/0 0 0 1
Didelphis albiventris 19 (19,58%) 1/5 3/14 4 0 0
Gracilinanus agilis 4 (4,12%) 0/0 Ya 3 0 0
Marmosops incanus 2 (2,06%) 0/0 Yo 0 1 0
217 22/90 17 3 4
Total 97 (100%)
24/97 24

* PCR-RFLP Haelll
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Trés espécies de Leishmania foram encontradas infectando os pequenos

mamiferos na regido das aldeias Imbaudbas | e Il. Na tabela 11, é possivel verificar

que 17 animais estavam infectados por L. braziliensis, 4 por L. infantum e 3 por L.

guyanensis.

Quando a analise dos resultados da PCR é feita em relacdo ao numero de

exemplares capturados por espécie pode ser observado que 100% dos exemplares

de R. rattus e de R. mastacalis, 75% e 50% dos exemplares de G. agilis e M.

incanus, respectivamente, foram positivos. Entretanto, deve ser considerado o

pequeno numero de animais coletado destas espécies. A figura 13 mostra um

grafico com as espécies de pequenos mamiferos e as porcentagens de infecgcéo

para as diferentes espécies de Leishmania.
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Figura 13: Proporcdo de pequenos mamiferos infectados por diferentes espécies de

Leishmania.
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T. apereoides foi 0 pequeno mamifero que apresentou o maior nimero de

individuos PCR-positivos com 13 exemplares infectados por Leishmania sp. Além

disso, foi a Unica espécie em que foram observadas infec¢des pelas trés espécies

de Leishmania detectadas nos seguintes tecidos: L. braziliensis em 9 amostras de

pele de cauda e 2 de figado e L. braziliensis, L. infantum e L. guyanensis em pele de

orelha (tabela 12 e figura 14).

O marsupial que apresentou maior indice de positividade na PCR foi D.

albiventris com 4 espécimes encontrados infectados por L. braziliensis em 3

amostras de pele de cauda e uma de baco (tabelas 11 e 12).
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Figura 14: Porcentagem de amostras clinicas positivas na PCR para Leishmania em relac&o

a espécie de pequenos mamiferos.
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A tabela 12 mostra a relacdo dos diferentes tecidos encontrados infectados

nos pequenos mamiferos, bem como as espécies de Leishmania identificadas em
cada um deles. A amostra clinica que apresentou o maior indice de positividade foi
pele de cauda, totalizando 15 (55,6%) amostras positivas. Além desta, seis amostras
de pele de orelha (22,2%), cinco de figado (18,5%) e uma de baco (3,7%)

apresentaram resultados positivos para DNA de Leishmania (tabela 12 e figura 14).

Tabela 12: Positividade da PCR-RFLP hsp 70 em amostras clinicas de pequenos
mamiferos capturados na Reserva Indigena Xakriaba, Minas Gerais, Brasil, no periodo de
maio de 2008 a fevereiro de 2010.

N° de amostras positivas Total
Espécie Baco Peledecauda Peledeorelha Figado
Trychomys apereoides 0 94 42bc 2° 15 (55,6%)
Rhipidomys mastacalis 0 0 0 2°¢ - 2(7,4%)
Rattus rattus 0 0 0 1°¢ - 1(3,7%)
Didelphis albiventris 12 3 0 0 4 (14,8%)
Gracilinanus agilis 0 3 12 0 4 (14,8%)
Marmosops incanus 0 0 1° 0 1 (3,7%)
Total 1(3,7%) 15(55,6%) 6(22,2%) 5(18,5%) 27

2 . braziliensis, L. guyanensis, © L. infantum

Trychomys apereoides foi a espécie que apresentou 0 maior nimero de
amostras positivas (55,6%) na PCR, seguido de Didelphis albiventris (14,8%) e

Gracilinanus agilis (14,8%).

A figura 15 mostra os perfis de bandas encontrados ap6s a PCR-RFLP do
hsp70 para amostras de DNA de cepas padréo de Leishmania e de representantes
de pequenos mamiferos infectados por L. braziliensis (PC 03), L. infantum (F 30) e

L. guyanensis (PO 25).
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PM 100 Lb PC 03 Li F 30 Lg PO 25 CN

—
' ‘
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I

Figura 15: Resultado representativo do perfil da digestdo com Haelll do gene hsp70
amplificado a partir de DNA extraido das amostras provenientes de pequenos mamiferos. PM
— 100pb, Lb — cepa padréo L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Li — cepa padréo L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) e Lg — cepa padréo L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147). PC 03 —
amostra de DNA proveniente de pele de cauda de um Didelphis albiventris, F 30 - DNA
proveniente de figado de Rhipidomys mastacalis, PO 25 — DNA extraido de pele de orelha de
Trychomys apereoides.

5.8 Detecc¢do de Leishmania em cdes domésticos

Todos os cédes domésticos encontrados nas casas das aldeias Imbaubas
nos meses de fevereiro e julho de 2009 e fevereiro de 2010 foram examinados
quanto a presenca de sinais clinicos de leishmaniose. Amostras de sangue de um
total de 98 cades foram coletadas para realizacdo de diagnoéstico soroldgico.
Dezesseis caes foram positivos na RIFI e 22 no ELISA sendo que oito cées (8,16%)
foram positivos em apenas um dos testes e 15 (15,30%) foram positivos na RIFI e
ELISA, totalizando 23 cées soropositivos (23,46%). Para a eutanasia foram
considerados apenas 0s cdes soropositivos para os dois métodos conforme
preconizado pelo Ministério da Saude.

A maioria dos cées estudados era assintomatica, 89 (90,8%) e somente 9
(9,2%) animais apresentavam pelo menos um sinal clinico de leishmaniose
tegumentar e/ou leishmaniose visceral canina, sendo classificados como
sintométicos.

Onze caes foram eutanasiados para realizacdo do diagnoéstico molecular,
nove (73%) destes apresentaram pelo menos uma amostra positiva para as reacdes

de PCR que amplificam genes de Leishmania (ITS1 ou hsp70).
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Foi possivel isolar promastigotas em cultura a partir da medula de dois caes.

A caracterizacdo isoenzimatica e a PCR-RFLP do hsp70 renderam resultados que
possibilitaram identificar estes parasitos como L. infantum. Desta forma, sete animais
estavam infectados somente por L. infantum e dois apresentaram infecgdo mista por
L. infantum e L. braziliensis. A tabela 13 resume o0s resultados da sorologia,
pesquisa de DNA de Leishmania e cultura de medula dos cdes domésticos das

aldeias Imbaubas.

Tabela 13: Resultados de testes sorolégicos, PCR-RFLP e cultura de medula dos caes
soropositivos provenientes das aldeias Imbaubas | e Il, Terra Indigena Xakriabas,
realizados em fevereiro e julho de 2009 e fevereiro de 2010.

Amostras Cultura
_ PCR | PCR .
Céo | Estado clinico | RIFI | ELISA clinicas PCR-RFLP |(medula
ITS1 | hsp70 . )
positivas 0ssea)
. . Pos Pos bago/ .
13 | Assintomatico Pos NR L. infantum Neg
(1/2560) | (0,427) pele orelha
P P .
20 | Assintomatico o° o Pos NR pele orelha L. infantum Neg
(1/1.280) | (0,615)
pele
. L. Pos Pos . .
23 | Assintomatico Pos NR orelha/figado/ L. infantum Neg
(1/320) | (0,360)
linfonodo
P P baco/pele orelha/
40 Sintomatico o oS Pos NR corp ) L. infantum Neg
(1/320) | (0,520) pele nariz
P P .
46 | Assintomatico o8 o8 Pos NR figado L. infantum Neg
(1/160) | (0,347)
p P ele de orelha/ L.
48 | Assintomético o8 oS NR Pos P L. braziliensis |
(1/160) | (0,257) bacgo infantum
. . P P baco/figado/ .
49 | Assintomatico o8 oS Pos NR -g L. infantum Neg
(17160) | (0,227) linfonodo
P P .
50 | Assintomético oS oS Pos NR figado/baco L. infantum Neg
(1/40) | (0,124)
) ) p p pele nariz/ o L.
78 | Assintomatico o8 o8 NR Pos ) L. braziliensis |
(1/160) | (0,819) linfonodo infantum

RIFI: positivo = 1:40; ELISA: positivo > 0,100.
NR: nao realizado

Um dos cdes que apresentavam infeccdo mista por L. braziliensis e L.
infantum, era portador de uma lesédo no focinho (figura 16). A partir de um pequeno
fragmento coletado desta ferida foi feita a extragcdo de DNA e a PCR-RFLP do hsp70
mostrou a infecgéo por L. braziliensis nesta amostra. Este cdo também apresentou
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infeccdo na medula por L. infantum, confirmada pelo isolamento de promastigotas a
partir da cultura deste tecido (tabela 13). O outro cao portador de infeccdo mista
apresentou promastigotas isoladas em cultura identificadas como L. infantum por
MLEE e PCR-RFLP. Porém, foi detectado DNA de L. braziliensis infectando pele

integra de orelha deste animal.

Figura 16: Cao portador de lesdo tegumentar na parte inferior do focinho, a partir de um
fragmento da qual foi detectado DNA de L. braziliensis.

5.9 Distribuicdo dos casos humanos de LTA e dos hospedeiros silvestres e

domésticos nas aldeias Imbaubas

A figura 17 mostra a distribuicdo de casos de LTA diagnosticados nas aldeias
Imbaubas | e Il durante o inquérito populacional. Os pequenos mamiferos e caes

domésticos infectados por Leishmania sp. também estdo representados no mapa.
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Figura 17: Distribuicdo dos casos de LTA e de pequenos mamiferos e caes infectados por Leishmania sp. nas aldeias Imbaubas | e I, Reserva
Indigena Xakriaba.
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5.10 Levantamento das espécies de flebotomineos nas aldeias Imbaubas | e |l

No periodo de julho de 2008 a marco de 2009 foram realizadas cinco
campanhas de coleta de flebotomineos no peridomicilio das mesmas residéncias
onde foram colocadas armadilhas para a captura dos pequenos mamiferos. Um
total de 1327 espécimes foi obtido. As espécies mais capturadas foram Lutzomyia
longipalpis (756 exemplares — 57%) e Lu. intermedia (297 exemplares — 22%). Cabe
ressaltar que foi coletado um numero consideravel de fémeas de Lu. intermedia
(244), principal vetor de LTA causada por L. braziliensis em Minas Gerais. Foi
verificada a presenca, em numero bastante reduzido (3 exemplares), de Lu.
whitmani, espécie considerada vetora em importantes focos de LTA no Brasil
(tabela 14).
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Tabela 14: Distribuicdo de flebotomineos capturados com armadilha luminosa HP,
segundo espécie e més de captura na Terra Indigena Xakriaba, MG.

Periodo
Espécies jul/os Sep/08 nov/08 jan/09 mar/09 N (%)
¢ 4 9 3 ? 3 ¢ 4 ¢ 4

Brumptomyia avellari 0 1 2 3 13 14 0 0 1 0 34 2.7
Lutzomyia capixaba 0 0 0 0 1 0 1 0 0.1
L. cortelezzii 0 0 0 0 0 0 0 1 0.3
L. goiana 0 2 6 2 16 19 2 0 1 1 49 3.7
L. intermedia 65 15 124 20 21 4 7 3 27 11| 297 | 224
L. ischnacantha 0 0 1 2 7 2 0 0 0 3 15 11
L. lenti 1 4 4 7 8 6 0 0 1 2 33 2.5
L. longipalpis 4 39 42 60 161 295 31 54 16 54| 756 | 57.0
L. migonei 1 5 1 7 5 1 1 0 1 23 1.8
L. peresi 1 0 0 0 1 2 0 1 0 0.6
L. quinquefer 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 0.1
L. renei 0 1 9 0 16 0 1 0 2 0 29 2.2
L. sallesi 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2 0.1
L. serrana 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 2 0.1
L. sordellii 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 0.1
L. termitophila 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 2 0.1
L. whitmani 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 3 0.2
Complexo cortelezzii 0 0 1 0 20 0 2 0 0 0 23 1.8
Lutzomyia spp. 1 0 0 6 15 5 0 1 11 2 41 3.1
Sub-total 73 67 193 108 281 356 49 62 62 76 |1.327
TOTAL 140 301 637 111 138 100

* Coletas realizadas no periodo de julho de 2008 a abril de 2009.

5.11 Estudo do polimorfismo genético de L. braziliensis

Os resultados da PCR-RFLP do hsp70 revelaram a existéncia de dois perfis
distintos de restricAo quando amostras de promastigotas isoladas de lesdes de
pacientes e fragmentos retirados da lesdo foram submetidas a digestdo com a
enzima Haelll (figuras 10 e 11). Estes perfis, ao serem comparados ao perfil de
restricdo da cepa referéncia de L. braziliensis, foram identificados como: a) perfil
tipico — apresenta o padrdo de bandas idéntico ao da referéncia, correspondente aos
fragmentos: 338, 307, 287 e 224 bp; b) perfil atipico — apresenta o perfil diferente
daquele encontrado para a cepa referéncia, correspondente aos fragmentos: 625,
307 e 224 bp. Todos os parasitos isolados em cultura apresentaram um padrao

atipico de digestdo da banda de 1300pb do hsp70, com excecdo de uma amostra.
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No entanto, a PCR-RFLP realizada a partir do DNA extraido diretamente dos
fragmentos retirados das lesGes revelou que algumas amostras possuiam o perfil
atipico verificado nos parasitos cultivados, outras, porém, apresentaram o padrédo
idéntico ao da cepa referéncia de L. braziliensis.

O sequenciamento do fragmento de 1300pb do gene hsp70 foi também
realizado para auxiliar no estudo do polimorfismo genético de L. braziliensis na area
de estudo. Os resultados mostraram que em alguns sitios da sequUéncia existem
polimorfismos de bases suficientes para separar dois grupos distintos do parasito.
As cepas referéncia (L. braziliensis M2904 e M2903), amostras 03 e 04
(provenientes de 2 marsupiais da Terra Indigena Xakriabd) e amostras de pacientes
com perfil Lb na PCR-RFLP do hsp70 formam um grupo. Ja as amostras isoladas de
pacientes que apresentam perfil #Lb formam outro grupo (tabela 15). Estes dois
grupos identificados através do sequenciamento estdo de acordo com os dois perfis
gerados na PCR-RFLP e podem ser explicados pela mutagdo na posicdo 904, que
extingue um sitio reconhecido pela enzima de restricdo (338pb + 287pb = 600pb).

Tabela 15: Resultados do seqiienciamento do gene hsp70 das amostras de L. braziliensis
mostrando os polimorfismos encontrados na posi¢do 904 que corresponde a um sitio de
restricdo da Haelll.

Cepa ou isolado Fragmentos na RFLP Base na posicéao
hsp70 (pb) 904
L. braziliensis MHOM/BR/75/M2904* 338, 307, 287, 224 G
L. braziliensis MHOM/BR/75/M2903 (566) | 338, 307, 287, 224 G
Isolado 03 338, 307, 287, 224 G
Isolado 04 338, 307, 287, 224 G
Isolado 56 625, 307, 224 A
Isolado 305% 625, 307, 224 A
Isolado 314% 625, 307, 224 A
Isolado 338%) 338, 307, 287, 224 G
Isolado 338? 625, 307, 224 A
Isolado 339? 625, 307, 224 A
Isolado 374? 338, 307, 287, 224 G

* gi|154339392|ref|XM_001562338.1| Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904
@ Amostras de pele de cauda de pequenos mamiferos.
@ |solados de cultura de pacientes Xakriabas.

® Amostra de fragmento de lesdo de paciente Xakriaba.
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O sequenciamento do fragmento do gene hsp70 também mostra que além do

polimorfismo na posigcdao 904, outros SNPs foram identificados nas amostras

provenientes da Reserva Xakriaba (tabela 16).
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Tabela 16: Resultados do seqiienciamento do gene hsp70 mostrando varios SNPs encontrados em diferentes posi¢cdes das amostras
de L. braziliensis.

Resultados

Perfildo | 706 | 796 |797 |800 |804 |[809 |[810 |904 | 1109 | 1120 | 1125 | 1138 | 1155 | 1156 | 1168 | 1724 | 1748 | 1751 | 1766
Amostra parasito |insT |delC |insT | G>A |C>T |G>C |G>C | G>A | A>T C>A |C>G | C>G | T>A | C>A [ C>T | T>A | G>A | G>A | A>T
na RFLP
hsp70
03? Lb X X X X
04° Lb NA X X X X NA NA NA NA
56° #Lb X X X X X
305°% #Lb X X X X X X X X
306° #Lb X X
3142 #Lb X X X X
a
338 Lbe#b | X X X # X
339° #Lb X X X X X
374% Lb X X

a- Posigéo 540 a 1820 da sequéncia da cepa referéncia de L. braziliensis

b- Posicdo 777 a 1206 da seqliéncia da cepa referéncia L. braziliensis

X — Mutacéo presente

# - Mutagéo presente em amostra de cultura e ausente em amostra de fragmento de lesédo
NA — néo avaliado
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A PCR-RFLP do Cpb realizada em amostras de DNA provenientes de promastigotas
isoladas em cultura a partir de fragmentos de lesdo de individuos com LTA apresentou um
padrdo de restricdo diferente do esperado para L. braziliensis e muito semelhante ao

controle utilizado de L. guyanensis (figura 18).

Figura 18: Resultado representativo do perfil da digestdo com Tagl do gene Cpb amplificado
a partir de DNA do parasito obtido das amostras isoladas em cultura. PM — 100pb, Lb — cepa
padrdo L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Lg - cepa padrdo L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147). 1 e 2 — amostras de L. braziliensis provenientes do banco de cepas
do Laboratério de Leishmanioses; 3 a 7 — amostras de DNA provenientes de promastigotas
isoladas de lesdes dos pacientes residentes na Terra Indigena Xakriaba, MG.

Portanto, os resultados da PCR-RFLP do hsp70, PCR-RFLP do Cpb e do
sequenciamento apontam para a possibilidade de haver duas populac¢des distintas de L.

braziliensis circulando entre os pacientes com LTA na reserva Xakriaba.
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6 DISCUSSAO

Na Reserva Indigena Xakriaba, localizada na regido do norte do estado Minas Gerais,
desenvolvemos um estudo multifatorial que avaliou alguns aspectos clinicos e
epidemioldgicos da LTA, endémica na regido.

O surgimento de focos de LTA tem aumentado expressivamente no Brasil e no estado
de Minas Gerais nos ultimos anos. Um numero crescente de casos vem acompanhando esta
expansdo geogréfica, levando ao registro de numeros recordes de notificacbes no estado.
Segundo dados do Ministério da Saude na década de 80 ocorriam casos autoctones da
doenca em 19 estados brasileiros, sendo que a partir de 2003 foi verificado o registro de
casos em todas as unidades federativas. A crescente adaptacdo dos vetores e de novos
reservatorios ao ambiente peridomiciliar e a multiplicidade de fatores envolvidos na
transmissao da doenca tem dificultado a implementacdo de medidas profilaticas nos focos
de LTA, o que tem contribuido para este quadro.

Na Reserva Indigena Xakriaba, tém sido registrados casos de leishmanioses
cutaneas desde 2001. A partir de entdo, um aumento consideravel na incidéncia da LTA vem
ocorrendo, com notificacdo de casos da doenca até o presente ano. As condi¢des sociais da
populacdo Xakriaba tais como precarias condi¢cdes sanitarias e de higiene, baixo nivel de
escolaridade e arrecadacéo financeira, pouco acesso a educacdo em saude associadas as
caracteristicas ambientais certamente contribuem para manter o nimero alto de casos de
LTA na area.

Este estudo descreve as caracteristicas epidemiolégicas deste foco de transmissao
de LTA, quanto aos hospedeiros humanos e ndo humanos infectados, a presenca de

flebotomineos vetores e as espécies de Leishmania que circulam na regiéo.
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6.1 A caracterizacdo dos portadores de LTA

Embora a LTA esteja ocorrendo na Terra Xakriabd ha pelo menos 10 anos nenhum
estudo anterior havia sido feito na area e, portanto informacdes sobre as caracteristicas da
doenca humana eram inexistentes. A partir das entrevistas individuais e das fichas clinicas
foram montados bancos de dados que foram analisados através dos cruzamentos de
iniUmeras variaveis, aplicando-se analises uni e multivariada.

Na primeira etapa do estudo, foi conduzido um inquérito populacional nas aldeias
Imbalbas da Terra Xakriaba, onde a prevaléncia da doenca foi estimada em 8,6%. Foi
verificado também que a prevaléncia da infecgdo assintomatica foi relativamente alta, em
torno de 20%. O registro de individuos com intradermorreacéo positiva, porém auséncia de
feridas sugestivas de infeccéo presente ou de cicatrizes caracteristicas de infeccdo passada,
tem sido observado em outras areas endémicas de LTA (Souza et al., 1992; Nunes et al.,
1995; Gontijo et al., 2005). A reacdo de Montenegro positiva em individuos residentes em
areas endémicas sem histéria pregressa da doenca e sem qualquer lesdo suspeita aponta
para a possibilidade de formas abortivas ou infeccbes assintomaticas. A presenca
permanente destes individuos em area de intensa transmissdo, onde ha o contato
intermitente com flebotomineos potencialmente infectados pode desencadear o surgimento
dessas formas ou mesmo a detecc¢ao de individuos falso-positivos. Em relagcéo a distribuicéo
por sexo, verificou-se que 51,7% dos casos oriundos do inquérito eram do sexo masculino e
48,3% do sexo feminino, porém esta diferenca néao foi estatisticamente significativa (p>0,05).

Os 87 casos de LTA diagnosticados durante o periodo de estudo foram analisados
qgquanto as variaveis demograficas, infeccbes passadas, presenca de co-morbidades,
caracteristicas das lesdes e aspectos relacionados ao tratamento, para avaliar a associacao
entre a doenca e as caracteristicas investigadas. Algumas caracteristicas dos casos
provenientes da busca ativa foram semelhantes aos achados do inquérito populacional,
como a distribuicdo equitativa de casos clinicos entre 0os sexos e por faixa etaria, sendo a
meédia das idades similar a encontrada no primeiro estudo (22,2 anos).

Classicamente, a LTA caracterizava-se como uma doenca relacionada as atividades
laborais, como incursdes nas florestas, o trabalho na lavoura e criagdo de animais com
maior incidéncia de casos em adultos do sexo masculino e de forma epidémica. Como este
padrédo nao foi o observado em nosso estudo, a presenca de casos igualmente distribuidos
entre os dois sexos e faixas etarias pode significar que a transmissdo na Terra Xakriaba

esteja ocorrendo, principalmente, no ambiente peridomiciliar desvinculada de uma atividade
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de trabalho especifica. Além disso, as caracteristicas ambientais do entorno das residéncias,

como a presenca de matas secundérias, favorecem a ocorréncia da transmissao.

Quanto as caracteristicas relacionadas as lesdes, foi verificado que aproximadamente
60% dos portadores de LTA apresentavam somente uma lesdo ativa enquanto 40,2% duas
ou mais. E dificil concluir se a presenca de mais de uma lesdo se deve a disseminacgéo
metastatica ou por mais de uma picada. Em areas endémicas, onde a pressdo de
transmissao € alta, provavelmente as mdultiplas lesées se devem ao segundo fator, como
sugerido por Gontijo e cols. (2002). A disseminacdo hematogénica e/ou linfatica geralmente
ocorre em trajeto linear determinando les6es do tipo esporotricdide ou linfangitico (Passos et
al, 2001).

Quanto ao aspecto clinico das lesdes, a maioria dos casos (70%) consistiu de
individuos com lesBes atipicas em vez da Ulcera franca comumente relatada em pacientes
com LTA causada pela Leishmania braziliensis. As feridas cutaneas atipicas observadas
foram papulas, placas, nodulos, vegetante, verrucosa e ulcero-crostosas. A classificacdo
clinico-dermatologica das lesdes leishmanioticas, embora bem definida pelo Manual de
Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar (Brasil, 2010), esta sujeita a interpretacdo pessoal
do examinador, podendo ocorrer algum grau de subjetividade. Por isso, neste estudo além
da transcricdo das informacdes constantes na ficha clinica, cada lesdo foi re-avaliada,
através do registro fotografico, por uma dupla de examinadoras, que incluia a infectologista
responsavel por acompanhar os pacientes. Assim, a classificacdo das feridas em ulcera
tipica e lesdes atipicas seguiu uma padronizacao adotada para este trabalho, levando-se em
consideracao as caracteristicas clinicas dos casos residentes neste foco de transmisséo.

Outros trabalhos relatam a ocorréncia de lesdes atipicas de leishmaniose cutanea
(Lescure et al., 2002; Convit et al., 2005; Baptista et al., 2009, Guimarédes et al., 2009),
porém, estas manifestacdes incomuns da LTA ocorrem em menor freqiéncia nestas areas,
ao contrario dos achados em nosso estudo. A titulo de comparagcdo, Guimaraes e cols.
(2009) observaram que apenas 2,5% dos pacientes estudados apresentaram lesfes atipicas
no municipio de Corte de Pedra, Bahia e Naiff e cols. (2009) observaram que 23,7%
evoluiram com lesdes atipicas no municipio de Rio Preto da Eva, no Amazonas. Outro
resultado interessante foi o encontro de trés pacientes portadores tanto de Ulceras tipicas
quanto de lesdes atipicas, sugerindo que a evolugéo clinica é bastante influenciada pelo

genatipo do parasito e ndo s6 pelo status clinico do hospedeiro.

Para avaliar os fatores associados ao tipo de lesdo, pacientes com Ulcera tipica e

pacientes com feridas atipicas foram comparados quanto a todas as caracteristicas
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investigadas. ApOs o ajustamento utilizando a regressao logistica multivariada verificou-se

gue a chance de ter leséo tipica é cerca de cinco vezes maior entre 0s pacientes portadores
de parasitos com perfil idéntico a L. braziliensis. Este resultado foi confirmado quando a
analise multivariada foi feita utilizando como variavel resposta o perfil do parasito obtido na
PCR-RFLP do hsp70. Portanto, em nosso estudo uma forte associacao foi verificada entre
duas variantes de L. braziliensis e o tipo de manifestacdo clinica. Os parasitos que
apresentaram um perfil idéntico as cepas referéncia de L. braziliensis estavam relacionados
a lesbes do tipo Ulcera tipica, enquanto os parasitos que apresentaram perfil variante

parecem induzir lesdes atipicas.

Existem poucos relatos sobre a associacdo entre variabilidade genética em
Leishmania e diversidade de manifestacdes clinicas. A variabilidade na apresentacéo clinica
da LTA com relacdo ao tipo, niumero, forma, tamanho e localizacdo das lesbes pode ser
explicada por diferencas na viruléncia dos parasitos e pela variagédo individual relacionada a
susceptibilidade do hospedeiro (Andrade-Narvaez et al., 2001). Schrieffer e cols. (2009)
estudaram a variabilidade genética de isolados de L. braziliensis provenientes de portadores
das formas cutanea e disseminada para testar a hipotese de que os polimorfismos de L.
braziliensis poderiam explicar estas diferentes manifestacdes. Eles observaram uma
associacdo entre genotipos distintos de L. braziliensis e as diferentes formas clinicas da
doenca (cutanea e disseminada). O estudo realizado por Baptista e cols. (2009) identificou
nove perfis genéticos a partir de 34 isolados provenientes de lesdes de pacientes com
les@es tipicas e atipicas. Porém, ao contrario dos nossos resultados, ndo houve associacao
entre os diferentes genétipos e as caracteristicas das lesdes. Entretanto, dois diferentes
gendtipos foram identificados em lesbes primarias e lesdes reativadas de um mesmo

paciente.

Considerando que a grande maioria das lesdes observadas na Reserva Xakriaba é
diferente da Ulcera classicamente descrita para os casos de LTA, uma reflexdo acerca da
classificacdo de lesdes em tipica e atipica se faz necessaria. Para a maior parte dos focos
de LTA causados por L. braziliensis estudados no Brasil, a “dlcera de Bauru” & relatada
como a manifestagéo clinica mais frequente. Contudo, este ndo foi o caso dos pacientes
deste estudo. A observacdo dos casos clinicos detectados na Reserva indica que, para este
foco, as lesbes mais comuns (ou mais freqientes) sado as diferentes da uUlcera franca e,
portanto, estas sédo as lesdes “tipicas” da regido. O que os achados deste trabalho sugerem
€ que as particularidades de cada foco devem ser levadas em consideracao, e nestes casos,

se a equipe de saude da area nao estiver atenta para estas “variagdes clinicas”, muitos
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casos de LTA poderdo passar despercebidos e, portanto, sem o devido diagndstico e

tratamento.

O encontro de diferentes tipos de lesbes causadas por variantes de L. braziliensis
enfatiza a importancia de aprofundar as investigagdes acerca desta associagao. Variacoes
inter e intra-especificas tém sido demonstradas para o género Leishmania e mais
especificamente para o subgénero Viannia (Schriefer et al., 2004; Nolder et al., 2007; Pereira
et al., 2009). No entanto, ndo se conhecem bem as consequéncias deste “novo” tipo de
interagdo parasito variante-hospedeiro. Até que ponto estas diferencas encontradas no
genadtipo do parasito poderiam influenciar na sua viruléncia e patogenicidade e, portanto no
prognostico da doenca e resposta ao tratamento? Seria necessaria uma abordagem
terapéutica diferenciada? Cepas variantes poderiam ser responsaveis por recidivas? Seriam
estes parasitos mais resistentes a quimioterapia? Estas sao questées que permanecem sem
conclusdes definitivas. Os resultados de nosso estudo apontam para a necessidade de
maiores investigacdes acerca desta fascinante area da pesquisa em doencas parasitarias
onde o conhecimento da estrutura da populacdo do parasito e sua interacdo com 0s

hospedeiros ajuda a compreender a doenca no homem.

A analise feita para comparar 0os grupos de pacientes com confirmacao parasitologica
(n=72) e sem confirmacdo parasitolégica (n=15) revelou que pacientes com doenca de
Chagas tém menor chance de serem diagnosticados, através dos métodos parasitolégicos
utilizados neste estudo, quando comparados aos pacientes ndo chagéasicos. A Terra
Xakriaba esta localizada em uma regido considerada endémica para doenca de Chagas e
segundo a Secretaria Municipal de Saude este € um problema antigo na comunidade
Xakriaba. Com a implementacao do programa de controle da doenca de Chagas ocorreu a
interrupcéo da transmissao e hoje sédo observados apenas casos cronicos. A presenca de
reacdes cruzadas entre Leishmania e T. cruzi em testes imunolégicos mostra que a infec¢ao
por um destes parasitos poderia desencadear uma resposta imune, pelo menos em parte,
protetora a presenca do outro. Assim, um estimulo prévio do hospedeiro por antigenos de T.
cruzi poderia estimular uma resposta imune mais efetiva destes individuos numa préxima
infeccdo, neste caso, por Leishmania, levando a uma reducdo na carga parasitaria nas
lesBes. Porém, ndo existem relatos na literatura acerca desta associagdo. Além disso, este
resultado deve ser visto com ressalva, devido ao pequeno numero de pacientes co-
infectados (n=5) e também porque esta variavel foi analisada a partir da resposta do
individuo a pergunta se ele € portador de algum outro agravo. A realizagdo de sorologia que

comprove a condi¢cdo de chagésico se faz necessaria para que possamos tirar maiores
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conclusdes relacionadas a associacdo entre a ndo confirmacao parasitoldgica e ser portador

de doenca de Chagas.
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6.2 A questao da identificacdo da LTA e da Leishmania

Durante o desenvolvimento do nosso estudo 92 individuos foram identificados como
casos suspeitos de LTA na Reserva Xakriaba e destes 87 foram classificados como casos
clinicos porque apresentaram pelo menos um método diagndstico positivo. Destes, 72 foram
considerados casos confirmados por métodos parasitologicos e/ou PCR e 15 foram
considerados casos, porém sem confirmacgéo parasitologica. O estudo detectou um nimero
alto de casos de LTA (94,6%) entre os suspeitos devido, principalmente, a associacdo de
varios meétodos de diagnostico. Porém, tdo importante quanto detectar os casos, é a
confirmacgéo da infeccéo através de um método direto. Neste trabalho, a cultura de amostras
clinicas provenientes da lesédo (fragmento de pele e aspirado) e o esfregaco em lamina
foram os métodos parasitoldgicos utilizados. Além destes, a PCR a partir de fragmento de
lesdo também foi considerada como meio de confirmacao da presenca do parasito. Segundo
Prina et al. (2007) o DNA de Leishmania é rapidamente degradado apds a morte das
amastigotas. Neste estudo, os autores afirmam que um resultado positivo da PCR permite
inferir a presenca de parasitos viaveis, e que, portanto, realmente a infeccéo esta presente.

Entre os 87 casos clinicos de LTA, 78 (90,7%) foram positivos no teste de
Montenegro. Este niumero alto de pacientes com IDRM positivo ja foi relatado em outros
trabalhos (Gontijo et al., 2002; Luz et al., 2009) indicando que este teste € bastante sensivel.
Contudo, a despeito da alta sensibilidade, a IDRM apresenta a desvantagem de néo
distinguir entre uma infeccdo atual e infeccdo passada como também existem relatos de
reacdo cruzada principalmente em individuos com doenca de Chagas e curados de
leishmaniose visceral (Shaw & Lainson, 1975). Para alguns autores estes fatos sé&o
agravantes, porém segundo as recomendacdes do Ministério da Saude (Brasil, 2010), em
area endémica se o individuo apresentar clinica sugestiva associada a IDRM ele pode ser
notificado como caso. Esta foi a conduta adotada também por Ampuero e cols. (2009).
Contudo a confirmagéo parasitologica deve ser realizada sempre que possivel.

Este estudo n&o intenciona validar testes diagndsticos, mas chama a atencao para a
importancia da associacao de varios métodos visando detectar um maior nimero de casos.
Entre os métodos parasitologicos diretos, a leitura de laminas contendo impressao de
fragmento de lesdo foi o que alcangou maior nimero de resultados positivos (52,9%) em
comparacado com a cultura de fragmento (40,3%) e de aspirado (32,2%). Levando-se em
consideracdo que os métodos de diagndstico direto séo técnicas relativamente simples

podendo ser realizadas em condi¢cdes de campo, e que as ferramentas moleculares podem
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ser executadas em laboratorios de referéncia, a associacdo de métodos poderia ser uma

solucao viavel para melhorar o diagndstico da LTA (Ampuero, 2009).

Um grande desafio para o estudo e validacdo de testes diagnosticos para
leishmanioses é a falta de um padrdo-ouro. A cultura de parasitos apresenta baixa
sensibilidade e, quando usada como padrdo-ouro, leva a uma baixa estimativa da
especificidade devido a um grande numero de falso-negativos. Nesse estudo, a PCR
diagnosticou 10 (34,4%) casos que ndo haviam sido detectados por exames convencionais.
Por outro lado, a PCR ndo € uma nova ferramenta que soluciona todas as limitacdes
relacionadas ao diagnostico, jA& que a associacdo entre 0s testes convencionais permitiu
identificar 12 casos que néo foram positivos na PCR. Entretanto, quando comparamos a
PCR separadamente com cada um dos métodos convencionais foi observada uma diferenca
significativa (p< 0,05) em relacdo as culturas de aspirado e fragmento de pele.

Estes resultados explicitam as dificuldades que podem ser encontradas no
diagnéstico definitivo da LTA e apontam para a importdncia do conhecimento das
manifestacdes clinicas predominantes em um determinado foco. A observacdo de aspectos
clinico-epidemiolégicos associada a utilizagdo de métodos laboratoriais mais especificos
eleva o indice de sucesso do diagnéstico da LTA. A busca por métodos mais sensiveis e
principalmente mais especificos tem sido alvo de pesquisa de varios grupos na tentativa de
melhorar o diagndstico. Neste contexto a PCR tem um lugar de destaque, pois é um método
gue tem se mostrado bastante sensivel, especifico, que pode ser utilizado com diferentes
amostras clinicas além de identificar a espécie de Leishmania presente no hospedeiro.

A capacidade da PCR em detectar DNA do parasito em amostras do hospedeiro é
dependente de varios fatores, entre eles o numero de cépias do gene alvo, a presenca de
polimorfismos nas seqUéncias complementares aos iniciadores e também a natureza da
amostra clinica. Embora no contexto do diagnéstico, a grande preocupacédo seja a detec¢ao
do parasito, existe uma demanda crescente para realizacdo do diagnostico especifico que
permita identificar as espécies infectantes, ja que o progndstico da doenga e a abordagem
terapéutica podem ser espécie-dependente (Croft et al., 2002; Arévalo et al., 2007). Isto,
geralmente, € mais relevante em estudos clinicos conduzidos em areas onde circulam
diferentes espécies de Leishmania, para os quais a identificagcdo da espécie é crucial
(Montalvo et al, 2010).

Ainda hoje, o padréo-ouro para a identificacdo de espécies de Leishmania é a
eletroforese de multilocus isoenzimas (MLEE) (Cupolillo et al., 1994; Bariuls et al., 2007).
Entretanto, as limitacdes da técnica, principalmente a necessidade de obtencéo de grande

guantidade de parasitos e de equipamentos apropriados, inviabilizam a sua aplicacdo em
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larga escala. Como alternativa, a PCR possibilita a investigacdo a partir de pequenas

guantidades de cultura e até mesmo de amostras clinicas. Varias ferramentas moleculares
de identificacdo de espécies utilizam tanto a PCR que amplifica fragmentos de DNA de uma
espécie ou grupo especifico, quanto combinam etapas de analises pos-PCR baseadas nos
polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLPs). Nesta ultima abordagem, o
padrao de bandas resultante da digestdo do produto de PCR com enzimas de restricao
indica qual espécie de Leishmania estéd presente na amostra (Marfurt et al., 2003; Volpini et
al., 2004; Rotureau et al., 2006; Gadisa et al., 2007; Reithinger and Dujardin, 2007).

Neste trabalho, a metodologia inicialmente utilizada para a identificacdo da espécie de
Leishmania responsavel pelos casos de LTA nos pacientes da Reserva Xakriaba foi a PCR-
RFLP do hsp70. No Novo Mundo, o gene codificador da proteina de choque térmico de
70KDa (hsp70) foi previamente utilizado como alvo para PCR-RFLP empregando a enzima
de restricdo Haelll (Garcia et al., 2004). Este ensaio permitiu a discriminacdo entre L.
lainsoni, L. amazonensis, L. infantum, e os complexos L. braziliensis/L. peruviana e
L.guyanensis/L. panamensis. Além disso, esta metodologia mostrou ser aplicavel em
amostras clinicas provenientes de pacientes da Bolivia e Colémbia (Garcia et al., 2007;
Montalvo Alvarez et al., 2010). Outro trabalho testou esta metodologia para identificacdo de
espécies do Velho Mundo e melhorou a resolucdo dentro de algumas do Novo Mundo.
Dessa forma, Montalvo et al. (2010) defendem a utilizacdo da PCR-RFLP do hsp70 como
uma ferramenta universal de identificacdo, aplicAvel para todas as espécies do género
Leishmania.

As promastigotas isoladas em culturas a partir de amostras de fragmentos e
aspirados de lesdes dos casos de LTA identificados entre a populacdo Xakriaba foram
utilizadas como fonte de DNA para a identificacdo especifica através da PCR-RFLP do
hsp70. Porém, o perfil de restricdo produzido foi diferente de todas as cepas referéncia de
Leishmania utilizadas como controles positivos, com excecdo de uma amostra que
apresentou o perfil idéntico ao de L. braziliensis. Ao utilizarmos o DNA extraido diretamente
dos fragmentos de leséo para a realizacédo da PCR-RFLP foram observadas 9 amostras com
perfil idéntico ao de L. braziliensis e 44 com o mesmo perfil atipico encontrado
anteriormente. Um estudo desenvolvido por da Silva e cols. (2010) que também utilizou a
PCR-RFLP do hsp70 para caracterizar varios isolados que representam a maioria das
espécies do subgénero L. (Viannia) que circulam no Brasil, relatou que apesar dos baixos
niveis de polimorfismo, é possivel agrupar os isolados de acordo com a posi¢céo taxonémica
inferida por MLEE. Porém, uma cepa de L. guyanensis produziu um padrdo na RFLP

diferente daquele descrito no trabalho de padronizacdo da técnica (Garcia et al., 2004). Os
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autores atribuiram esta diferenca ao fato de que as cepas analisadas em cada estudo eram

provenientes de diferentes regides geograficas. Apesar de se referir a uma espécie
diferente, o resultado de da Silva et al. (2010) se assemelha aos nossos achados, os quais
indicam que a espécie isolada de pacientes da Terra Xakriaba realmente se trata de L.
braziliensis, porém com algumas variagcbes na sequéncia do gene do hsp70. Essa
conclusdo partiu da comparacdo dos dois perfis de restricAo encontrados nos parasitos
deste estudo: duas bandas visualizadas nos géis de agarose sao encontradas em todas as
amostras (224pb e 307pb); j& as amostras que apresentaram um perfil atipico, perdem as
bandas de 287pb e 338pb, e revelam um fragmento maior de aproximadamente 625pb. Foi
realizada um analise in silico para mapeamento dos sitios para Haelll na sequéncia
amplificada da cepa referéncia de L. braziliensis. Foram identificados 11 sitios na seqiéncia,
gerando 7 fragmentos com menos de 60pb (dificeis de visualizar no gel de agarose) e 4
fragmentos maiores (224, 286, 307 e 338pb). Estes fragmentos seriam caracteristicos do
perfil tipico de digestdo de Lb. Nosso perfil atipico apresentava dois fragmentos semelhantes
307 e 224 pb e um terceiro de 625 pb, que seria resultado da auséncia de um sitio de
restricdo na posicdo 458 da sequéncia que quebraria este fragmento maior nos dois
esperados (338 e 287pb).

Para confirmar esta hipétese o préximo passo entdo foi sequenciar o fragmento do
hsp70 das amostras de L. braziliensis para concluir a identificacdo da espécie. A andlise do
sequenciamento mostrou que as sequéncias de DNA isolado de amostras clinicas dos casos
de LTA deste estudo alinharam com as sequiéncias de cepas referéncia de L. braziliensis,
com excecao de algumas posi¢cdes que apresentaram polimorfismos de base Unica (SNPs).
Foi possivel confirmar a presenca de uma mutacdo em um sitio de restricdo da enzima
Haelll, que corresponde a sequéncia CCGG. Assim, esta mutacdo correspondente a
substituicdo de uma base G por A, alteraria o0 sitio que deixaria de ser reconhecido pela
enzima de restricdo, passando a produzir um perfil de restricdo com uma banda adicional.

A partir do resultado inesperado na PCR-RFLP com as amostras de pacientes
Xakriabas e para auxiliar na identificacdo do agente etioloégico da LTA na area foi a MLEE.
Assim, alguns isolados provenientes de culturas de amostras clinicas foram enviados para o
Servico de isolamento, cultivo e tipagem de Leishmania da Colecdo de Leishmania do
Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC). Os resultados obtidos mostram que todos os isolados

analisados pertencem a espécie L. braziliensis.
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6.3 A presenca de outros hospedeiros de Leishmania

Um fator que limita o entendimento da epidemiologia da LTA € o conhecimento
escasso em relacdo aos reservatorios em diferentes regides endémicas. A diversidade de
espécies de Leishmania e de flebotomineos vetores leva a uma grande variedade de
hospedeiros vertebrados infectados, originando diferentes padrdes epidemiol6gicos no
Brasil. Os reservatorios naturais ndo sdo bem conhecidos, devido as dificuldades
relacionadas a captura de um numero suficiente de animais silvestres e sinantropicos e as
limitacdes de algumas técnicas utilizadas no isolamento e deteccéo dos parasitos.

Este trabalho investigou a participacdo de pequenos roedores, marsupiais e caes
domésticos no ciclo de transmissdo da LTA em uma area endémica que apresenta numeros
elevados de casos clinicos e assintomaticos. Diferentes métodos de detecc¢éo e identificacédo
de Leishmania ou de fragmentos de DNA do parasito foram realizados e nossos achados
apontam para a existéncia de mais de uma espécie de Leishmania parasitando diferentes
mamiferos.

Os resultados sugerem que L. braziliensis, L. infantum e L. guyanensis estdo
circulando entre diferentes mamiferos silvestres, sinantropicos e domeésticos presentes na
Reserva Xakriaba. Dentre estas espécies, L. braziliensis e L. infantum ja foram registradas
na regido sudeste do pais, porém a L. guyanensis tem sido reportada apenas nas regides
norte e nordeste. Lutzomyia umbratilis € a espécie até agora incriminada como responsavel
pela transmissdo deste parasito ao homem. Contudo, na area onde encontramos 0s
mamiferos infectados por L. guyanensis foram coletadas fémeas de flebotomineos da
espécie Lu. whitmani. De fato, a partir do isolamento L. guyanensis de Lu. whitmani na
Amazobnia, foi sugerido que esse flebotomineo seria o responsavel pela manutencdo da
enzootia entre animais silvestres (Arias & Freitas 1978; Lainson et al. 1979, 1981).

Além disso, a recente dispersdo de espécies como L. naiffi (Pratlong et al., 2002;
Kato et al., 2008), L. lainsoni (Tojal da Silva et al., 2006; Arevalo et al., 2007; van der Meide
et al., 2008) e L. shawi (Felinto de Brito et al., 2009) indica uma mudanca nos cenarios das
leishmanioses nas Américas. Estes achados sustentam a hipdtese de que outras espécies
poderiam se dispersar para regides geograficas onde ndo eram encontradas.

A espécie de mamifero de pequeno porte mais amostrada foi Trychomys apereoides,
um roedor conhecido popularmente na regido como rato rabudo. Estes animais vivem em
ambientes rochosos onde constroem ninhos permanentes ou em plantagdes. Sua
distribuicdo abrange toda a regido norte de Minas Gerais como também as regibes nordeste

e oeste do Estado (Ministério da Saude, 2002). T. apereoides também foi o pequeno
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mamifero que apresentou o maior numero de individuos infectados por Leishmania, sendo

gue dez estavam infectados por L. braziliensis, dois por L. guyanensis e um por L. infantum
(tabela 1). Além dos nossos achados, Oliveira et al. (2005) apontaram o encontro deste
roedor infectado por Leishmania do complexo mexicana em outra localidade do estado de
Minas Gerais.

A segunda espécie mais capturada foi Didelphis albiventris, que também foi o
segundo animal mais infectado por L. braziliensis na area. Este marsupial tem assumido
grande importancia nos focos de transmissdo de LTA no Brasil por ja ter sido encontrado
infectado por L. braziliensis (Alexander et al., 1998; Brand&o-Filho et al., 2003; Shallig et al.,
2007) e por L. guyanensis (Arias et al., 1981).

Em dois individuos positivos de Rhipidomys mastacalis, o segundo roedor mais
amostrado, foi identificada a L. infantum. Estes animais sdo arboricolas, de habitos noturnos,
solitarios e formam ninhos nas arvores e sob pedras, povoando todas as altitudes das
florestas, invadem ndo s6 as plantacées, como também residéncias rurais em busca de
alimentos. O género Rhipidomys tem sua distribuicdo ao longo de toda a regiao norte e
nordeste do Brasil e quase todo territério de Minas Gerais, com excecdo do sul e triangulo
(Ministério da Saude, 2002).

A maioria dos espécimes (93%) foi capturada nas armadilhas dispostas nas trilhas
entre as casas e somente sete animais foram capturados no peridomicilio de algumas
residéncias. Porém, estas trilhas estavam localizadas no entorno das residéncias indigenas
em areas frequentadas pelos moradores. O mamifero mais amostrado no peridomicilio foi D.
albiventris, marsupial que assume importancia devido ao habito de aproximar das habitacées
humanas, para a predacao de aves domésticas, especialmente galinhas. Apresenta habitos
crepusculares e noturnos, buscando abrigo em ocos de arvores, entre suas raizes ou
debaixo de troncos caidos (Reis et. al 2006). Quatro exemplares desta espécie estavam
infectados por L. braziliensis, sendo que um foi capturado no peridomicilio.

Dentre as espécies capturadas nas casas, encontra-se um exemplar de Rattus rattus,
o rato de telhado, que estava infectado por L. infantum. Este roedor, comumente encontrado
nas propriedades rurais e pequenas e medias cidades do interior de grande parte do Brasil,
ja foi encontrado infectado por L. braziliensis em relatos anteriores (Alexander et al., 1998;
Oliveira et al., 2005). Seu habito intradomiciliar permite um contato mais estreito com o
homem e isso tem sido um importante fator que associa a sua presenca com O
estabelecimento de diversos agravos a saude, porém, seu possivel papel como reservatorio

de Leishmania ainda é pouco estudado.
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No periodo de 2001 a 2008 foram registrados 224 casos de LTA e apenas dois de LV

na Terra Indigena Xakriab4. Estes dados contrastam com a elevada soroprevaléncia canina
observada em associacdo ao encontro de Leishmania infantum infectando estes animais.
Este fato tem grande relevancia pois levanta a possibilidade de ocorréncia de novos casos
humanos de LV na Terra Indigena.

A presenca de L. braziliensis nos céaes ficou restrita a dois animais que também
apresentaram infeccao por L. infantum configurando um interessante achado de infecgao
mista. Promastigotas foram isoladas de amostras de medula 60ssea dos dois cades e
identificadas por MLEE como L. infantum. Um destes animais apresentava lesao no focinho
causada por L. braziliensis, e o outro apresentou DNA de L. braziliensis na pele integra de
orelha.

Apesar da LTA ter sido originalmente associada a ambientes de florestas, o
desflorestamento e a urbanizagdo tém levado a adaptacdo do ciclo de transmissdo aos
ambientes peridomicilares (Reithinger and Davies, 1999). Em areas de LTA, tem se tornado
comum encontrar caes infectados (Santos et al., 2005), sugerindo que eles possam atuar
como reservatoérios de Leishmania. Evidéncias circunstanciais sugerindo que 0s cées sejam
reservatorios de espécies de Leishmania causadoras de LTA foram baseadas no fato de que
as cepas isoladas de humanos e de cées sao idénticas (Reithinger and Davies, 1999). No
Brasil, infec¢Bes naturais de caes domésticos por L. braziliensis tém sido documentadas em
focos de LTA localizados em areas rurais (Gontijo et al., 2002) e peri-urbanas (Falqueto et
al., 1986; Massunari et al., 2009). Considerando que uma das medidas de controle da LV no
Brasil é a eutanasia de caes soropositivos, a confirmacao da espécie infectante e o papel do
cdo como fonte de infeccdo para flebotomineos vetores tornam-se aspectos importantes. A
utilizacao de técnicas mais especificas e capazes de distinguir LV e LT sdo necessarias para
evitar a eliminacdo desnecesséaria de caes (Falqueto et al., 1986; Reithinget et al., 2003;
Ryan et al., 2003).

Em areas endémicas onde mais de uma espécie de Leishmania esta presente, a
caracterizacdo dos parasitos € muito importante para o conhecimento da histéria natural das
doencas. A metodologia empregada neste trabalho para deteccdo e identificacdo de
Leishmania em hospedeiros silvestres, sinantropicos e domésticos associou diferentes
técnicas com o objetivo de aumentar a chance de encontrar animais infectados. Um dos
meétodos utilizados, a PCR-RFLP do hsp70 foi empregada pela primeira vez em amostras
provenientes de mamiferos silvestres e mostrou ser bastante eficiente na detecgédo de DNA
de Leishmania, além de possibilitar a identificacdo das principais espécies deste parasito

gue ocorrem no Brasil.
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A Reserva Xakriaba é uma area de intensa transmissédo da LTA onde um grande

namero de casos humanos tem sido registrado nos ultimos anos. A presenca de um namero
significativo de roedores e marsupiais infectados por L. braziliensis corrobora com essa alta
taxa de transmissdo e sugere que estes animais sejam importantes na manutencdo do
parasito nesta area. Além disso, estes mamiferos parecem também ter um papel na
manutencao de outras espécies de Leishmania encontradas na area. Este estudo destaca a
diversidade epidemiolégica da LTA na reserva indigena e aponta para a gravidade da
situacao. O encontro de hospedeiros silvestres, sinantropicos e domésticos infectados por L.
braziliensis, L. infantum e L. guyanensis, indica a coexisténcia de ciclos estabelecidos destas
trés espécies na regido. Além disso, 0 convivio estreito da populacdo Xakriabd com os
hospedeiros mamiferos infectados por L. infantum enfatiza a possibilidade de ocorréncia de
casos humanos de LV, Vvisto que ja foi verificada a presenca da espécie vetora Lu.
longipalpis.

A andlise integrada dos resultados obtidos neste estudo e de outros, ainda em
andamento na Reserva Xakriaba, podera auxiliar na escolha de medidas de prevencao e

controle da transmissao das leishmanioses na area.
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6.4 O polimorfismo genético nos isolados de L. braziliensis

A variabilidade genética isolados de campo de L. braziliensis apresentada neste
trabalho foi observada através do perfil de restricdo do gene hsp70 de L. braziliensis
(mutacdo eliminando um sitio de reconhecimento da enxima e alterando o perfil), por
sequenciamento neste gene e também no gene Cpb. Assim, os resultados obtidos apontam
para a possibilidade de haver duas populagbes geneticamente distintas deste parasito
circulando entre os hospedeiros vertebrados infectados na reserva Xakriaba.

De fato, Tibayrenc (1998) acredita que exista uma grande diversidade genética em
muitas espécies de parasitos, sendo esta a principal estratégia evolutiva de adaptacédo dos
parasitos as variagbes ambientais e que, provavelmente, esta variabilidade genética tenha
um profundo impacto nas caracteristicas bioldgicas destes parasitos (Gontijo, 2000).

Parasitos do género Leishmania se multiplicam, predominantemente, por reproducao
clonal, embora existam evidéncias crescentes de que ocorra troca génica e recombinacéo
(Mauricio et al., 2006; Kuhls et al., 2008; Akopyants et al., 2009; Chargui et al., 2009). O
fluxo genético entre microrganismos provavelmente contribui para a diversidade fenotipica
em populacdes naturais, contudo, 0s mecanismos de recombinacdo genética em
protozodrios ndo sdo bem conhecidos. Um estudo de Akopyants e cols. (2009) demonstrou
gue Leishmania pode realizar troca genética durante o crescimento e desenvolvimento no
tubo digestivo do vetor flebotomineo e, entdo, transmitir progénies hibridas no estagio
infeccioso para mamiferos hospedeiros. A andlise destes descendentes hibridos poderia ser
atil para a clonagem posicional de genes que controlam caracteristicas como viruléncia,
tropismo tecidual e resisténcia as drogas. Infec¢cdes mistas por Leishmania podem ocorrer
em vetores e hospedeiros naturais e, em mamiferos reservatérios, podem se prolongar por
décadas, fornecendo amplas oportunidades de interacdes entre gendtipos distintos. A
presenca de hibridos entre espécies ou cepas, tem grandes implicacdes epidemioldgicas
relacionadas a dispersdo destes variantes ou até mesmo 0 surgimento de resisténcia a
drogas.

Poucos trabalhos sobre variabilidade genética intra-especifica em L. braziliensis foram
publicados (Nolder et al., 2007; Rougeron et al., 2008; Rougeron et al, 2009; Oddone et al.,
2009). Em um deles, Nolder e cols. (2007) caracterizaram isolados de L. (Viannia) de um
foco endémico para leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucosa (LM), onde foi
encontrada relativa diversidade genotipica e fenotipica, com 12 zimodemas e 20 gendtipos
de microssatélites. Além disso, 26 dos 59 isolados foram hibridos fenotipicos L.

braziliensis/L. peruviana que mostraram 7 genétipos diferentes de microssatélites. Em
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alguns pacientes com LM, os hibridos foram os Unicos organismos isolados, portanto podem

ser incluidos como agentes causadores potenciais da LM. Outro estudo avaliou 30 cepas de
L. braziliensis, 21 de L. guyanensis e 2 de L. peruviana. Todas as cepas, exceto duas de L.
guyanensis apresentaram genotipos individuais de microssatélites. Uma andlise baseada na
distancia genética identificou trés principais grupos. Todas as cepas de L. guyanensis,
exceto uma, foram agrupadas. Dois grupos consistiram de populacdes de L. braziliensis de
acordo com a origem geografica. As duas cepas de L. peruviana agruparam com as L.
braziliensis originarias do Peru e do estado brasileiro adjacente, Acre.

Estes relatos, assim como o0 nosso, chamam a atengdo para a utilizacdo de técnicas
que, além de identificar o parasito, sejam capazes de diferenciar populagdes geneticamente
distintas da mesma espécie. Esta identificacdo torna-se especialmente importante se
considerarmos a evidente mudanca nos cenarios das leishmanioses nas Américas, que tem
como um dos fatores o aumento das interacdes entre pessoas por forca das constantes
migracoes.

Com relacdo as duas populacdes de L. braziliensis identificadas neste estudo, ha
evidéncia de que uma delas (perfil #£Lb) foi predominantemente encontrada nos hospedeiros
humanos, enquanto que nos pequenos mamiferos e nos cdes a populacdo Lb foi mais
frequente. Aqui surgem perguntas acerca da dinamica de transmisséo entre os diferentes
hospedeiros vertebrados na Terra Xakriaba. Qual a fonte dos parasitos com perfil #Lb para
a infeccdo humana? Seria 0 homem uma fonte de infec¢cdo para o vetor e a transmissao
estaria ocorrendo diretamente homem — vetor — homem? De fato alguns autores chamam a
atencdo para a possivel mudanca no perfil de transmissédo da LTA em focos nas Américas
gue assumiria um carater antroponoético (Hubalek, 2003; Rotureau, 2006). Entretanto,
nossos resultados sao insuficientes para uma afirmacdo desta natureza. Devemos
considerar também que foram identificadas 17 amostras de L. braziliensis provenientes de
quatro espécies diferentes de mamiferos (uma de roedor, duas de marsupial e cao)
enquanto mais de 50 amostras foram analisadas dos hospedeiros humanos. Portanto, a
chance de se observar polimorfismos entre os isolados de humanos foi bem maior.

Uma constatacdo importante foi o grande numero de isolados contendo o gendtipo
#Lb, a partir de amostras clinicas inoculadas em cultura. Schonian et al., 2010 relataram que
mudancas no perfil da RFLP foram observadas durante passagens in vivo e in vitro dos
parasitos de Leishmania. De forma semelhante, a mutagdo no sitio de reconhecimento da
enzima de restricdo Haelll das amostras deste estudo poderia ter surgido durante a
utilizacdo de meios axénicos para crescer 0 parasito. Isto fica bastante evidente nos trés

pacientes que apresentavam os dois perfis, sendo na cultura diferente de L. braziliensis e no
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fragmento idéntico. No entanto, quando verificamos que existe também um ndmero

consideravel de parasitos com o genotipo #Lb observados nas amostras de fragmentos de
lesdo esta possibilidade foi descartada. Assim, a diversidade encontrada em isolados de L.
braziliensis provenientes da Reserva Xakriaba, parece estar realmente mais associada as
interacbes com os hospedeiros. Trabalhos empregando outras metodologias e também
outros alvos, tais como microssatélites, que ndo estdo sujeitos as pressfes da selecdo
natural do hospedeiro, para melhor caracterizar a variabilidade genética em L. braziliensis

isolados de hospedeiros humanos devem ser realizados.
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7 CONCLUSOES

A prevaléncia da doenca nas aldeias Imbaubas foi estimada em 8,6%, através do Inquério
Populacional realizado. Foi verificado também que a prevaléncia da infec¢do assintomatica

foi relativamente alta, em torno de 20%.

A partir de 92 casos suspeitos foram detectados 87 casos de LTA em toda a Reserva.

Destes, 72 foram confirmados por algum exame parasitoldgico e/ou PCR.

A maioria dos pacientes (70,0%) eram portadores de lesbes atipicas, somente 27,6%
apresentaram Ulceras tipicas e 2 pacientes eram portadores tanto de Ulcera tipica quanto de
lesdes atipicas. As feridas cutaneas atipicas observadas foram pdapulas, placas, nédulos,

vegetante, verrucosa e ulcero-crostosas.

Foram identificadas trés espécies de Leishmania circulando entre os roedores, marsupiais e
cdes domésticos presentes na Reserva Xakriaba: L. braziliensis, L. infantum e L.

guyanensis.

Um total de 1327 espécimes de flebotomineos foi obtido. As espécies mais capturadas
foram Lutzomyia longipalpis (756 exemplares — 57%) e Lu. intermedia (297 exemplares —
22%). Cabe ressaltar que foi coletado um nimero consideravel de fémeas de Lu. intermedia
(244), principal vetor de LTA causada por L. braziliensis em Minas Gerais. Foi verificada a
presenca, em numero bastante reduzido (3 exemplares), de Lu. whitmani, espécie

considerada vetora em importantes focos de LTA no Brasil.

O estudo do polimorfismo genético de L. braziliensis mostrou que existem duas populagdes
deste parasito circulando entre os hospedeiros vertebrados. Foi observada uma associacao

entre o genotipo destas duas populacdes e a manifestacéo clinica nos casos de LTA.

Uma forte associacao foi verificada entre as duas populagcbes de L. braziliensis e o tipo de
manifestacéo clinica. Os parasitos que apresentaram um perfil idéntico as cepas referéncia
de L. braziliensis estavam relacionados a lesdes do tipo Ulcera tipica, enquanto os parasitos
gue apresentaram perfil variante parecem induzir lesGes atipicas. A chance de ter leséo
tipica é cerca de cinco vezes maior entre 0s pacientes portadores de parasitos com perfil

idéntico a L. braziliensis.
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8.1 Anexo 1: MS/CNS/CONEP PARECER N.° 355/2008
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SEMIRDE PORS TORSELHD HACEOES TE SRUDE MO, TEL:EL 3315 E176 23 2k EE Yiie M

P

MINISTERID DA SAUDE
Conseiho Nacional de Saide
Comissio Nscions! de Etiea em Pegguisa - CONEP

PARAECER N* 355/2008
Registro CONEP: 14689 (Este n® deve ser ¢itado nas correspondincies relerentes » ests {irajelo)

CAAE - 0021.0,245.000-07 ) Procasso n® 25000.03737 2'2008-88
Projeto de Pesquisa: “Epidemiciogla da reishmanicoss tegumentar amenicana na resan i indfTgena
xacriabd, Minas Gerais, E:u.r-:;ﬂ "

Pasqulsador Responsavel: Célia Maria Fermeim Gontijo

Instituigdo: Cenlro de Pesquisa Rend Rachou - M3 / Fundacdo Oswaldo Cruz

CEF d# origem: Centro de pesquisa Rend Rachou / Fundacio Oswaido Cruz /CPgRR / FIOCRUZ
Area Temética Especlal: Populagies Indigenas

Fatrocinador: nio consta

Sumérlo geral do protocolo
' . O ettio de vida dos povoes indigenas & as condicdes sndals a que estdo = hretidos
favoracem a transmissSo de perasitoses, enire elms, a Leishmaniose Tegumentar .\mericana
(LTA}. Desde 2001 tém skio regsirados casos autdclones de LTA & somente em 2 106 foram
diagrostcados 46 casos entra 08 habRantes da reserva. NAO 5& conhece a ©aensdo do problema,
peis ndo existerm ostudos anteriores sobro @ LTA nz drea ¢ as Unicas medides d2 controle
adotadas sdo o diagndsiico dos casos suspolios e tratamente doa dosntss,
O projetc prophe estudar diferertes aspoctos da leishmanioss tegumentar relsdlonados 4
humana, aos vetores flebotomineos & 208 possivels reservatdnios na resarvi, Indigena
Xacriaba., Paralelaments 80 estudo da Infecplio humana, serd realizada captura d3 animals )
sitvestres, coieta de amostras bioldgicas de enimais domésticos & coleta de flebotoming os, para a i
detecgio e Identficacdo das ospécies de Lelshmania sp. '
O objethvo geral do projeto & estudar aspectos de keishmeniose tagumentar relat lonadgs &
ﬁiu-hgn humana, mmmll}uﬂtmmrm reservatorios, na reserva indigena Xacriaba,
inas Gorais. '

* Os objetivos eepeciicos sao: 1- identfionr o$ casos dinicos @ subolinicos de LT\ em ums

amostra populacional da reserve Xacriebd, ulliizando avaliagio dlinica, téonicas sonidgicas e
moleculeres; 2- Estimar a prevaléncia @ a inciddncia da doenga, da forma subclinica, de recidhvas ¢
reinfeccho ra populasdo; 3- 1dentificar fatores de risco para a doenga clinica e sudinica; < i
identificar bBiomercadores celulares & maleculares da resposta Imune de casos clinicos « e forma
subclinica de LTA, visando caracierizar possivels indicadorss de resistincia o suscapt billdade 2
infecqlio por Lefshmania; S- Detarminar as espéoios do flebotomineos e a(s) poseivel(ie) 1spécios)
vetora(s) na drea de estuco; 6- Estabelecer & futuagho sazonal das espécies de febctiminecs e
correlaciondla com varidveis blocimdtcas: 7- Eswdar o comporiamento das esodcles de
flabotominecs com relagio A endofiia, exofila ¢ praferdncia alimentar 8 Vesficar 1 Infecgac
natural por Lershmania spp. dos animeis domésticos, sivestres e dos flabotomineos capl srados; -
identificar a)s sspécie(s) de Lofchmonin que DCOTem nROS £asos humanss. nos animais
domasticos, silvestres o flsbotomineos infectados, utilizendo métodos miolecu wres; 10-
Comrelacionar a distribuiglo espacial dos casos humanos com a presenca de 98J4cies Oe
- flatotomineos veloras ¢ animais infoctados; 11- Estudar a varabllidade genética de L. £raziisnsis
da isoladeos provenientes dos diforentes hospedeiros; 12- Pesquisar a ocomdngia de esiruturacio
ganética populacional nes diferentes espécies de Didelphidae capturades na reserva i partr da
andiise de marcadores microssalélies e comparar os dados oblidos Bm SUbPOPUIACEes ¢ ivestres e
urbanas, .
A mewdologia informa que serd realizado um estudo seccional de base poiwiacional,
utilizando-se um Inquérto am uma amostra representativa ca POPulacio, consstings de irevisias
familiares, sxame clinico & dizgndstico leboratorial. Durante o periodo de coletas sen ret irado um
esiudo ceso-contole & 0 seguimento de uma amostra de casos (clinicos 8 subclinicos' & de nao
infectacos, para avaliaGio de f=tores de risco para infecyio e doenga.

I
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05 procedimentos a serem resleados 5300 1. entevistas famifisres: 2. exame clinico; 3.

ciagngstico laboratonal {readio intmdérmica de Monienegro, engaic imunoenzimalicc, mélodos
perasitologcos & molesulares), 4. esiudo caso-conirole 8 o seguimento de uma amostrs da 0asos
{elinicos o subclinicos) & de nic infestades, pare avaliacdo de fatores de risco pare infecglo e
doanga,
Os orivérios de inclusio da 1* Etapa sao: (1) selecdo doa domicilios: ragistro do rdmara ce
dormiclios do cada aldels, sdlculo do numero de domicllios & serem trabahados em oz da aldsia,
sende que a representacdo de cada alded serd proporciona 6o nimero de domicilios & jetentes &
s8iezd0 por amosiragem sistematica dos domiclllos participantes do estudo utilizenido-se os
croquis das midsies; (2) selegfo Cos paricipartes do estude: todas 28 pessoas com Kade enime
cines ¢ oitenia anos, nos domicilios selecionados seran elegivels para o estudo. Serdo excluidas
do wstudo muherss pestinies e nurizes; (3) todow 05 pericipantes da enfrevista sorio
convocados para realizagdo da IDRM, sorclogia B exame clinico. Os domicilios sslaciona dos serdo
assinaiados no mapa da ressva indigena disponivel ne FUNASA. Em caso do domicitu fechado,
esse sord subsitiido pelo vizinho mals prédima, & diveita, &squerda ou em frents, nessa ordem.
Caso o morador selecionado para o estudo esleja ausente do domiclio no momento da vieita, serd
agendada nova vieiig a case, Caso ¢ morador selecionado ndo concorde ou ndo possa pyticipar, &
cass sard substituida, utizando o8 meamos critérios descrilos para o domicilio techado.

Na 2* Etapa ¢3 casos clinicos & subclinicos confirmados e uma amaostra de paiticipantas
negativos Identificados durante o inquérito sesfio selecionados para avaliagio de fatores de risan
relacionados 4 doenga e infecgdo. Tambdm seriio intluidos no esiudo caso-controle os casos
progsdentes de outras aldeiss cu pdlos, identificades pelo sistama de sadade local Jurante o
parledo de colstas na drea que sord de 12 meses. :

Local de reslizagio :
Tratn-go de um ostudo em poputacdes indigenas & serd conduzido em duas aldeiz s do Pélo
Brejo Alta Forme {Embalba | ¢ Embalba L) por concentrarem o maior nimero de easos humanos
recentes o aitas prevaléncias de cdes soropositivos (MS/FUNASA, 2007).
' O municipio de 580 Jofo das Missles possul ums populac@o de 12.489 habitantas. A
reserva Xacriabé ocupa uma dren de 530, 74Km’, que comespondy a 78,07% da superiic e total do
municiple. E constitulda por 52 eldeins formando 5 pdlos base com populagio wtal es imada da
6.500 habitantes (IBGE, 2006, FUNASA, 2008), '
A reserva indigena iol selecionada para o estutdo dovide an grante Almers de ¢asos de
LTA ragistadog nos Oitimes anos, No periodo de 2001 a 2006 foram registrados 181 casus.
A amostra para © estudo serd de 220 sujeitos. .

Apresertacho do protocaio - '

A Foha de Fosio estd preenchida @ 0 protocolo devidamente instruido. O cuTticulo da
pesquisadora estda anoxado ao projeio. A planiiha de orgamento financeiro estd expl citada. ©
cronograma de atividedess estd desorite indicado para © periodo de 2 ands. O plano de ¢ hvulgagao
dos resultados esth dessrito no projeto.

Comantarias

E um projeto de, grande relevincia, pols 05 resultados poderfio trazer cortibuigbes
imporantes, jé@ qua as manifestagdes dinicas ¢ a senaibilidade do parastto &3 drogas podem variar
dependenco da espécie de Lélshmania como tembém das condigles imuncidgicas do he spedeire.
Messe contextn, diversos estudos tdm chamado a atengiio para a importincla dos pidrSes da
respogta imuna celular ¢ humoral no estabelecimento das diferenies manifestagies ©inicas da
LTA O eviudo de tais padries permitirh nlo apenas ldentficar possivels mecanismos & soctados
ag estabelecimenic de casos abvos © de formas subclinicas da LTA, mas também eleger
biomarcadores visando ceracterizer possivels indicadores de resisténcia e suscepiililidade &
nfecgao por Lelshmania. Por ser uma parastioss que apresenta grande diversidace ofinico-
Bpidemiclégica & constantes mudancas nos padrdes epidemioidgicos de transmissap, a LTA &
considerade uma doenga ds dific] controle. As estalégias parz 0 seu conUole o vem seF
2specificas, conforme a siuagho epidemiclogica de cada local @ regio. A detecglo de casos
suspeitos, a confirmagdo do diagnosiico @ atamento prococe, a identificacdo do agemte eticlégico
circulanta na area, © conhecimenio das dreas de trensmissic e dos hdbltos e atit:des que

alifr
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8.2 Anexo 2: MJ/FUNAI AUTORIZACAO PARA INGRESSO EM TERRA
INDIGENA N.° 149/CGEP/08
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g MINISTERIO DA JUSTICA 53%

FUNDACAO NACIONAL DO INDIO

AUTORIZAGCAO PARA INGRESSO EM TERRA INDIGENA l N°:/&/G ICGEP/08
IDENTIFICACAO
Nome: Célia Maria Ferreira Gontijo [Processo: n°.2098/08
Nacionalidade: brasileira | Identidade: RG n°.M-663908 SSP MG

Instituicdo/Entidade: Laboratério de Leishmanioses — Centro de Pesquisas René Rachou - FIOCRUZ
Patrocinador:

OBJETIVO DO INGRESSO

Desenvolver o projeto de pesquisa cientifica intitulada “Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana

na Terra Indigena Xakriaba, Minas Gerais, Brasil”.

EQUIPE DE TRABALHO

Nome Nacionalidade Identidade

Elizabeth Castro Morenoﬁtk*************************brasileira****************RG 867963 SSP MG
Patricia Flévia Quaresma**********k*****************brasileira*********ix***i**RG 11616996 SSP MG
Filipe Augusto Maximiano Madeira****x##xxxssx ks sk *hragileiro** <+ s+ kxx 4% %4+ *RG 11030749 SSP MG
Heitor Morais C“nha*******************************brasileiro****** ***********CRBio 44441,’04_]) MG
Luﬁana Amaral de Melo*****************************brasileim*****************RG 9117142 SSP MG
Edelberto Santos Dias*******************************bmileiro******************CRBiO 13446/4_[) MG
Ricardo Andrade Baram*****************************bmsﬂeiro******ﬁ***********CRBio 160154 MG
Adriano Pereira Paglia*i*****************************brasileim******************RG 2099566 SSP MG

Terra Indigena: Xakriaba ] Etnia: Xakriaba
Administra¢io Regional: Governador Valadares | Posto Indigena: Xakriaba
VIGENCIA DA AUTORIZAGCAO
Inicio: 12 de outubro de 2008 ITérmino: 12 de outubro de 2009
OBSERVACOES

* Remeter a4 Funai/Coordenagio Geral de Estudos e Pesquisas - CGEP, duas cépias da monografia, relatorios,
artigos, livros, gravacdes, imagens e outras produgdes oriundas do trabalho realizado.

* Esta autorizag¢do nio inclui cessio de uso de imagem e som de voz dos indios, nem acesso a conhecimentos
tradicionais associados a biodiversidade.

Autorizo:

Bp4silia, [)f de [setembro gle 2008.

i Wan L NAT *
Yo gats

da Funal
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8.3 Anexo 3: MMA/IBAMA/SISBIO LICENCA PERMANENTE PARA COLETA DE
MATERIAL ZOOLOGICO N.° 12989-1 DATA DE EMISSAO: 21/11/2007 17:46
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sisterna de Autorizacdo e Informacio em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

NOmero: 12989-1 | Data da Emissao: 21/11/2007 17:46
Dados do titular
Registro no lbama: 2055205 ‘ MNome: Adrnano Pereira Paglia CPF: 893.843.266-15
Nome da Instituigio : CONSERVATION INTERNACIONAL DO BRASIL CNPJ: 38.737.938/0001-61

Observacdes, ressalvas e condicionantes

A participacdo do(a) pesquisadoria) estrangeiro{a) nas atividades previstas nesta autorizagdo depende de autorizacfo expedida pelo Ministeno de Ciéncia e

1 Teecnolegia (CNPg/MCT);
Alicenca permanente nao e valida para:
a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameagadas de extingdo;
b) manutengéo de espécimes de fauna silvestre em cativeiro;

2 | c) recebimento ou envio de material biologico ao exterior; e
d) realizagdo de pesquisa em unidads de conservagdo faderal ou em cavema.
A restricdo prevista no item d ndo se aplica s categorias Reserva Particular do Patrimdnio Natural, Area de Relevante Interesse Ecoldgico e Area de Protecdo
Ambiental consfituidas por terras privadas;

3 O pesquisador titular da licenga permanents, guando acompanhado, devera registrar a expedicdo de campo no Sisbio e informar o nome & CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicéo, que constarfio no comprovante de registro de expedicéc para eventual apresentacdo a fiscalizagfo;

4 Esta licenga permanente nao exime o seu titular da necessidade de obter as anuencias previstas em oufros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responzdvel pela drea, plblica ou privada, onde serd realizada a atividade.

5 Esta licenga permanente nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportives ou para realizagao de atividades inerentes ao processo de licenciamento
ambiental de empreendimentos.

6 Esta autorizagao NAO exime o pesquizador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugao Normativa lbama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema
Wacional de Anilhamento de Aves Silvesires.

7 | O pesquisador titular da licenca permanents sera responzavel pelos atos dos membros da equipe (guando for o caso)

s O orgdoc gestor de unidade de conservagio estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenga permanente e das autorizagdes concedidas pelo lbama,
estabelecer outras condigdes para a realizagBo de pesquisa nessas unidades de conservagio.
O titular de licenga ou autorizagao & os membros da sua equipe deverao optar por metodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

9 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significative a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

10 o] titulgr da licenga permanente devers apresentar, anualments, relatério de atividades a ser enviade por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apds o aniversario de
emissao da licenca permanente.
O titular de autorizagdo ou de licenga permanente, assim come os membros de sua eguips, guando da violag@o da legislagdo vigente, ou quande da inadequacdo,

11 | omissdo ou falsa descrigio de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, poderd, mediante decisfo motivada, ter a autorizagdo ou licenga
suspensa ou revogada pelo lbama e o material biclogico coletado apreendido nos termos da legislac 8o brasileira em vigor.

12 A Ili_c:t_en ¢a permanente =erj valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisader com a instituicdo cientifica a qual ele estava vinculado por ocasido da
solicitago.

13 Este dos.urnento n#o dispensa a obtengio de autorizacdo de acesso ao componente do patriménio genético cu ao conhecimento tradicional associado nos termos da
legislacdo vigents.

14 As qtividades contempladas ne:sta autorizacdo NAQ abrangem espécies brasileiras anstante de listas oficiaie (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
especies ameacadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotacdo.

Taxons autorizados

# Hivel taxondmico Taxon(s)

1 |ORDEM Didelphimorphia, Rodentia, Lagomorpha

2

Destino do material biolagico coletado

#

Nome local destino [ Tipo Destino

1| UFMG - UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS [ colegdo

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrucdo Normativa Ibama n®154/2007. . Através

do
Iba

congode auentagio: arsars [ 111

codigo de autenticagdo abaixo, qualguer cidaddc pedera venficar a autenficidade ou regulandade deste documente, por meio da pagina do
ma/Sisbio na intemet (www.ibama.gov_brisisbio).

[ Pagina 1/2 |
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8.4 Anexo 4: MS/FIOCRUZ/VPPLR PTOTOCOLO N.° 32/10-3 CEUA
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Ministério da Satde

FIOCRUZ
ok PROTOCOLO No. 32/10-3

Vice-presidéncia de Pesquisa e
Laboratdrios de Referéncia

Comissao de Etica
no Uso de Animais

Titulo do projeto :
Estudo sobre a leishmaniose canina na reserva ndigena Xacniaba, Minas Gerass, Brasi.

Palavras Chave :

leishmaniose, cies, reservatono, diagndstico

Tempo de execucdo : 2 Ano(s)

Solicitante :

Nome : SHARA REGINA DA SILVA
Cargo : MEDICO VETERINARIO
Unidade : CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU Vinculo : Bolsista
Email : shara@cpqr fiocruz.br
Telefone(s): 3133407705 3133407758
Enderego para correspondéncia :
Rua : Augusto de Lima
Numero : 1715 Complemento : sala 235
Bairro : Baro Preto Cidade : BELO HORIZONTE UF : MG CEP : 30100002

Formagdo / Titulagio : MEDICA VETERINARIA MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE.

Responsavel pelo solicitante, na FIOCRUZ :

Nome : CELIA MARIA FERREIRA GONTIJO
Matricula Siape : 0484687
Unidade : CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU

Email : gontjo@cpqr.fiocruz.br
Cargo : PESQUISADOR EM SAUDE PUBLICA

Titulagdo : DOUTORADO - PARASITOLOGIA

Resumo do projeto / protocolo :

Sera realizado inquérito sorologico canine na reserva Indigena Xacriaba, municipio de Sio Jodo das Missdes, Minas

Gerais. Serdo coletadas amostras de sangue penfénco para sorologia para leishmaniose, pelas técnicas de ELISA e RIFI,

em todos os caes domicliados na localidade de Imbatbas. Os cies com resultados soropositivos serdo recolhidos e

eutanasiados. conforme instrugdes do Ministério da Salde. Desses animais serdo coletadas amostras para diagndstico

molecular (PCR) e parasitologico (direto & por cultura). Os parasitos isolados serdo caracterizados até nivel de espécie

pela técnica de isoenzimas. O nimero de cies a serem eutanasiados dependera do nimero de cies com resultados positivos

na sorologia, portanto, O NUMERO DE CAES A SEREM TRABALHADOS (QUANTIFICADOS NOS PROCEDIMENTOS) E APENAS UMA ESTIM
NAO SENDO UM NUMERO PRECISO.

Equipe participante :
SHARA REGINA DA SILVA Vinculo : Outros - Bolsista

Estudo sobre a leishmaniose canina na reserva indigena Xacriaba, Minas Gerais, Brasil
Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratirios de Referéncia - Fundag3o Oswaldo Cruz

Av. Brasi, 4036 - Prédio da Expans3o - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 38820121  e-maik ceva@focnz br

Pagna: 1
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8.5 Anexo 5: MS/FIOCRUZ/CPgRR ESTUDO: Epidemiologia da Leishmaniose
Tegumentar Americana na Reserva Indigena Xacriaba, Minas Gerais, Brasil —
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO VOLUNTARIO
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou

ESTUDO: Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana na Reserva
Indigena Xacriaba, Minas Gerais, Brasil.

Nome do voluntario:

1D:

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO VOLUNTARIO

Esta pesquisa tem como objetivo estudar aspectos da leishmaniose tegumentar
relacionados a doenga humana, aos possiveis reservatorios silvestres (roedores, gambas) e
domésticos (cdes) e aos insetos vetores na reserva indigena Xacriaba, utilizando exame
fisico e de sangue e sera desenvolvido sob a responsabilidade da Pesquisadora Dra. Célia
Maria Ferreira Gontijo.

A minha participagao sera restrita a uma entrevista individual e uma entrevista domiciliar,
a realizacao de teste intradérmico para diagnosticar leishmaniose tegumentar, a doacao de
sangue para realizacdo de testes de diagnostico e, quando houver lesdo caracteristica,
podera ser realizada a retirada de um pequeno fragmento para isolamento do agente
causador da doenca. Na entrevista serdo feitas perguntas com o objetivo de avaliar os
fatores de risco para doencga. Além disso, dou permissio para coleta de amostras
biolégicas de animais domésticos e de pequenos animais silvestres proximos da minha
residéncia.

Tenho conhecimento de que caso meu animal doméstico (cdo) apresente resultado
positivo nos exames sorolégicos ele sera recolhido e eutanasiado conforme as instrugoes
do Manual de Controle da Leishmaniose do Ministério da Saude.

Tenho conhecimento de que caso seja submetido ao tratamento para a leishmaniose
tegumentar serdo feitas fotografias para documentagao da evolugao do tratamento. Tenho
conhecimento de que as fotografias retiradas preservarao minha identidade.

Tenho conhecimento de que as informacdes fornecidas nas entrevistas e também os
resultados dos testes realizados a partir das amostras de sangue e pele de lesao cedidas por
mim serdo CONFIDENCIAIS e utilizados somente para esta pesquisa. Meu nome,
endereco ou qualquer informac¢do que possa me identificar nao aparecerdo, de nenhum
modo, em qualquer apresentagdo publica.
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Tenho consciéncia que a minha participacdio como voluntario nao me trara nenhum
beneficio ou privilégio e em hipdtese alguma prejudicardo a minha saide e bem-estar. Os
exames ¢ procedimentos aplicados serdo gratuitos e receberei atencdo médica adequada
em todos os momentos da pesquisa.

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

Poderei no momento em que desejar procurar a coordenadora da pesquisa para esclarecer
qualquer questao ou o médico responsavel pelo projeto.

Coordenadora da pesquisa: Dra. Célia Maria Ferreira Gontijo

Endereco: Centro de Pesquisas René Rachou, Avenida Augusto de Lima n°® 1715,
Bairro Barro Preto, Belo Horizonte, MG.

Teletone: (31) 3349 7755.

Médicos responsaveis:

Dr. Joaquim Edemilson Diniz. CRM: 37630
Endereco: Rua Januaria 530, Bairro JK, Manga, MG.
Telefone: (38) 3615 1585.

Dra. Janaina de Moura Freire. CRM: 28158
Endereco: Rua Marechal Jofre 231, apto 406, Bairro Grajat, Belo Horizonte, MG
Telefone: (31) 3327 2412

Eu li este consentimento e me foram dadas oportunidades para esclarecer minhas
davidas. Minha participacdo ¢ inteiramente voluntaria, portanto, concordo em participar e
assino abaixo em duas vias.

Local

Assinatura do voluntario

Assinatura do pesquisador responsavel

Data:  /  /
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8.6 Anexo 6: MS/FIOCRUZ/CPqRR MS/FUNASA/DSEI MG-ES
UFMG/ICB Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar na Reserva Indigena
Xacriaba, Minas Gerais - Entrevista Individual
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.—i 1 T‘-;‘ FUNASA
. L
|

[id ¥

Ministério da Saude
Fundacdo Nacional de Salde
DSEI MG-ES

Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Bioldgicas

Ministério da Saude
Fundacéo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar na Reserva Indigena Xacriaba, Minas Gerais
Sub-projeto: Estudo caso-controle para identificacao de fatores de risco para as formas clinica e
subclinica da LTA.

Entrevista Individual

Instrucdes

Explicar para o entrevistado os objetivos da pesquisa em leishmaniose e todo o procedimento a ser realizado
caso ele concorde em participar (exames médicos de 3 em 3 meses, entrevistas, coletas de sangue, biopsia da
ferida, intradermoreacéo e visita domiciliar). Explicar que além das pessoas que tem essa doenca, serdo
acompanhadas também algumas pessoas que ndo tem a doenca para verificar se eles vdo adoecer, ja que todos
estdo em uma regido onde a doenca é muito comum. As pessoas convocadas foram sorteadas entre todos que
moram na aldeia. Falar sobre a importancia do acompanhamento dos participantes selecionados, esclarecendo
gue sua participacdo ndo é obrigatoria, mas é importante. Informar que as informagdes prestadas ndo serdo
comentadas com outras pessoas e que o sangue ndo sera vendido. Explicar que os lideres ja foram informados

sobre todos os procedimentos e estdo de acordo com a pesquisa.

Identifica¢é@o do participante (ID): __

Data da entrevista: /[

Nome do entrevistador:

Resultado da abordagem ao entrevistado:

Entrevista realizada ( ) ndo realizada ()

Motivo da recusa:

Em caso de recusa, se possivel, identificar: Sex0:0( ) Fem 1( )Masc
Idade: ___ anos
Entrevista concluida: Sim ()

N&o () Se nao concluida, por qué?

Inicio da entrevista: Término: Duracao: min

Respondeu a entrevista:

1. I:IParticipante 2 I:IResponsével
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IDENTIFICACAO:

1. NimerodaCasa
2. Identificacéo (ID) __

Nome:
3. Aldeia onde mora:
4. Polo:
5.Sexo: 1 Masc 2 Fem
6. Data de nascimento: / /
7. ldade: (anos completos)
8. Vocé é indigena? 0 N&o 1 Sim
9. H4 quanto tempo mora nareserva? ______ (anos)

10. Onde morava anteriormente?

() sempre morou na reserva Nome da Aldeia (ou outro local)

11. O Sr(a) se considera:
1 branco 2 negro 3 moreno

12. Até que ano de escola o sr(a) estudou? (circular o Ultimo ano completo)

1 cursosuperior: 1 2 3 4 5 6

2 2°grau: 1 2 3

3 1°grau: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
4 néo estudou

13. Qual é a ocupacéo do Sr(a)?
1 trabalhador rural, vaqueiro
dona de casa

construcao civil

A W N

servigos de nivel médio ou especializado (comércio, funcionério da
prefeitura, agente de salde, técnico, professor)

aposentado ou pensionista

estudante

ndo tem trabalho

© N o o

outro:

Codificagao
(n&o preencher)

1 CASA
2D
3. ALDEIAL
4. POLO
5. SEXO
6. | |
DATANAS
7. IDADE

8. I:I INDIG
9. I:I TEMPRES

1o|:|

ONDMORAV

1. ] COR
2]

ESCOLARI

13.
ANOSESCOL
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14. A familia do Sr(a) recebe alguma ajuda do governo? Qual?

1 cesta basica
2 bolsa familia
3 bolsa escola
4 outro:

15. O sr (a) tem renda prépria?
1 Sim

2 As vezes

3 N&o

8 N&o aplicavel (criancas-estudantes)

16. Quantas pessoas contribuem com as despesas da casa?

17. Qual é a renda mensal da sua familia?

(1) menos de 1 salario minimo (até R$ 350,00)
(2) 1 a2 saléarios minimos (até R$700,00)

(3) até 6 salarios minimos (até R$ 2.100,00)

(4) mais de 6 salarios minimos (mais de R$ 2.100,00)

HABITOS PESSOAIS
O Sr (a) costuma sair da area da Reserva?
0 néo (Va para a questédo 21)

1 sim

18. Com que freqiiéncia Sr (a) sai da Reserva ?

1 diariamente

2 constantemente (toda semana, 2 a 3 vezes por més)
3 1 vez por més

4 raramente (menos de 1 vez por més)

8 NA

19. Para que o senhor sai da aldeia?

1 Receber

2 Fazer exames
3. Fazer compras
4 Outro:

14 |:| AJUDA

15. |:| RENDA

16.

QUANTCON

17. RENDAF

18. I:I FREQSAI

19. |:| PQSAI
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20. O Sr(a) fez alguma viagem este ano?

0 Sim

1 Ndo (Véa paraaquestdo 23)

21. Caso tenha ficado fora por mais de um més, identificar:

21a. onde ficou

21b. por quanto tempo ficou

22. Onde vocé geralmente dorme?
0 dentro de casa (cobmodo fechado)

1 lugar aberto

23. Geralmente, a partir das 18 horas onde vocé esta?
1 Dentro de casa

Do lado de fora da casa

Na mata

No trabalho

Na escola

N&o tem rotina

Em transito

Outro

o N o 0o A~ W N

24. Vocé tem contato com a mata?
0 N&o (Va para aquestdao 27)
1 Sim

25. Se sim, com que freqiiéncia?

1. . Diariamente ou quase diariamente (4 dias por semana ou mais)
2. Semanalmente (uma a 3 vezes na semana)
3. Ocasionalmente  (quinzenal, mensal, esporadicamente, sem rotina )

26. Para qué?

26a. Residéncia € proxima

26b. Usa como banheiro (fazer necessidades)

26¢. Tomar banho em rio, riacho

26d. Atividade extrativa (buscar lenha, cortar madeira, cagar, pescar)
26e Ir para escola

26f. Outro. Qual:

20.[ | viacem

21a|:| ONDEFIC
21b |:|

QUANTEMP

22,
ONDEDORM

23,
APOS18H

24
CONTMATA

25
FREQMATA

26a( )RESPROX
26b( )
COMOBANH

26c( )
BANHORIO

26d () EXTRATI
26e ( )IRESCOL
26f () OTOUTRO
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27. A que horas o Sr(a) costuma ir ou passar pela mata?
1( ) Apos anoitecer (18:00 as 7:00 da manha)

2 () Durante o dia (7:00 as 18:00)

3 ( ) Nao tem hora definida

28. O Sr(a) tem contato com a roga (plantagdo)?
0 () Nao (Va para aquestdao 31)
1( )Sim

29. Se sim, com que freqiiéncia?
1.( ) Diariamente
2.( ) Semanalmente  (uma ou mais vezes por semana )

3.( )Asvezes (menos de uma vez por semana, sem rotina )

30. O Sr(a) usa alguma coisa para se proteger dos mosquitos?
30a ( ) Mosquiteiro

30b () Repelente corporal
30c () Repelentes ambientais (aparelho elétrico, citronela, espiral, etc)

30d () Queima estrume

30e () Fecha as janelas ao entardecer
30f () Outros. Qual:

CONHECIMENTO SOBRE A DOENCA

31. O Sr(a) ja viu alguém com este tipo de ferida? Mostrar as fotos de LTA
0 N&o

1 Sim

32. Que doenca o Sr(a) acha que é essa?

33. O Sr(a) ja tinha ouvido falar em leishmaniose antes desta pesquisa?
1 Sim

2 Né&o (Va para questdo 32)

9 Né&o sabe

27.
HORAMATA

28.
CONTROCA

29.
FREQROCA

30a

MOSQUIT

30b REPELE
30c
RE B
30d|:1_;—rI

QUEIMA

30e JANELA
30f E

PROTECAO

31 I:I VIU

32[::]

CONHECID

33.
FALAR
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34. Onde Sr(a) ouviu falar (ou aprendeu) sobre essa doencga?

34a. ( ) agentes de saude

34b. () escola, curso

34c. () reuniBes na comunidade

34d. ( ) parente, vizinho, amigo

34e. ( ) pessoas que vem pesquisar a doenca na Reserva
34f. () cartaz, folheto

34g. () radio, televisdo

34h. () outro

35. O Sr(a) ja teve leishmaniose?

1 Sim

2 N&o

8 NA

9 NR, NS

36a. Alguém da sua casa ja teve leishmaniose? (além de vocé)
0 Nao

1. Sim

Identificar quem e época aproximada

37. Em sua opinido, a leishmaniose é um problema aqui na reserva?
1 Sim

2 N&o

8 NA

9 NS

38. Na sua opinido, o0 que vocé acha que acontece com uma pessoa com leishmaniose, se ndo
for tratada?

cura sozinho

a ferida aumenta, espalha pelo corpo

fica com a doenca o resto da vida

morre

outro:

NS
NR

© O O b~ W N P

34a

AGENT

34b

NAESCOLA

34c

34d

34e

PARI;E

PESQUISA

34f

CARTAZ

34g

||

RADIO

34h

APOUTRO

35. I:I JATEVE

36a
36b

i

38.

|:| ALGTEVE

QUANTTIV

[ ]

PROBLEMA

QUEACONT
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39a. Se alguém na sua casa tivesse uma ferida dessa o que vocé faria?

1( ) usaria um remédio caseiro. Qual:

2 () procuraria o posto de salide ou farmacia

3 ( ) procuraria o pajé

4 () pediria conselho a vizinho ou parentes

5( ) usaria primeiro um caseiro e depois procuraria 0 médico

SOBRE A TRANSMISSAO

40. Como vocé acha que essa doenga é transmitida?

401 através da picada do “mosquito”

40.2 pega do cachorro

40.3 passa diretamente de uma pessoa para outra
40.4 outro. Explicar:

41. O Sr(a) conhece o “mosquito” que transmite a leishmaniose?
0 N&o
1 Sim

42. O Sr(a) saberia apontar qual desses € o transmissor da leishmaniose?

| apresentar o mostruario, mesmo que o morador tenha dito que ndo conhece]

1 reconhece o flebotomineo
0 ndo reconhece V& para aquestdo 46
NS

43. Onde o Sr(a) ja viu esse “mosquito”?

1. dentro de casa
2. no quintal
no galinheiro

na casinha do cachorro

5. plantacéo

6. mata

8. NA

44. Sabe como fica a picada dele na pele? ( )NA

44a. () da calombo (como pernilongos)

44b. () queima, arde, doi
44c. () da pequenos pontinhos vermelhos

() NS, N&o lembra

39a |:| FARIA

40.
TRANSMIT

41
CONH

RECONHEC

43. I:I

VIUONDE

asa| ]

CALOMBO

44b I:I ARDE
44c I:I PONTOS
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45. O Sr(a) ja reparou como eles voam?
0 ndo sabe, nunca reparou ou descreve o voo de outros insetos
(como “ao redor das pessoas”, “em nuvem”, “ao redor da luz”
1 sabe descrever o véo dos flebotomineos (aos pulinhos, véos curtos)

8. NA

SOBRE RESERVATORIOS

46. Quais os bichos que vocés costumam ver por aqui, na mata ou perto da
sua casa?

a () ratos do mato, camundongo

b ( )ratazana

c( ) sarué

d( )moco

e ( ) preguica

f( )paca

g () cachorro do mato

h ( )tamandua

i( )gamba
j ( )rabudo
k ( )raposa
I ()outros:

47. Na sua casa tem ou ja teve cachorro?
0 N&o — Encerrar a entrevista
1 Sim

48. Algum cachorro da sua casa ja teve leishmaniose?

0 NS

1 N&o ou nunca fizeram exame

2 Sim

8 NA (nunca teve caes) (Finalizar a entrevista)

49. O cachorro foi sacrificado?
1. Sim 2 N&ao 0 NR 8 NA

50. Se néo, por qué?

45.( ) VOAM

46a( )RATOS
46b ( )RATAZA
46¢ () SARUE
46d () MOCO
46e () PREGUI
46f () PACA
469 ()
CACHOMAT
46h ()
TAMANDUA

46i () GAMBA
46j () RABUDO
46k () RAPOSA
461 () OUTBICH

47.
TEMCACHO

48.
CACHOTEV

49. I:ISACRIF

50 [::]

PQNAOSAC
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8.7 Anexo 7: MS/FIOCRUZ/CPgRR MS/FUNASA/DSEI MG-ES CEE UFMG/ICB
Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar na Reserva Indigena Xakriaba,
Minas Gerais - Ficha clinica
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Anexos

Universidade Federal de

Minas Gerais
Instituto de Ciéncias
Biologicas

Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar na Reserva Indigena Xakriaba, Minas Gerais

Ficha clinica

Data do exame: / /

Médico Responsavel:

DATEXAME
Identificacao:
1. Identificagdo (ID) ____

Nome:

MEDICO

2. Localidade (Aldeia/Polo) :

3.ldade:

4. Sexo: 1( ) Masc 2( )Fem
5. Peso: , Kg

6. Altura; , cm

7. Profissdo: ocupacao principal:

ocupacado secundaria:

Anamnese:

8. Doengas identificadas no exame clinico ou citadas pelo paciente

8.1 ( ) Tuberculose

8.2( ) Doenca de Chagas
8.3( ) Doenca venérea
8.4 ( ) Pneumonia

8.5 ( ) Hipertenséo arterial
8.6 () Diabetes

8.7 ( ) Varizes dos membros inferiores

8.8 () Alcoolismo (se bebe mais de 2 x na semana)

8.9 Outra:

8.10 ( ) N&o apresenta ou relata doengas

Coadificagéo
(n&o preencher)

ALDEIA
3IDADEC

4.SEXOC ___
5.PESO__ _ _,__
6.ALTURA
7a.PROFPR

7b. PROFSEC

8.1 TUBER
8.2 CHAGAS
8.3 VENER

8.4 PNEUMO
8.5 HIPER

8.6 DIAB

8.7 VARIZES
8.8ALCOOL __
8.9 OUTRAD

8.10 NAODOEN
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9a. Sinais e sintomas relatados pelo paciente:

Ha gto tempo Melhora com: WY

1( ) artralgia 9.1ASTRA ___
2( ) mialgia 9.2 MIA
3( ) inapeténcia 9.3 INAP
4( ) nduseas 9.4 NAU
5( ) vOmitos 9.5 VOM
6( ) plenitude gastrica 9.6 PLEN __
7( ) epigastralgia 9.7 EPIG
8( ) pirose 9.8 PIRO
9( ) dor abdominal: local 9.9DORAB__
10( ) prurido 9.10 PRURI____
11( )febre: _ °C 9.11FEBRE ___
12( ) fraqueza, cansaco 9.12FRAQ ___
13( ) cefaléia 9.13CEFA ____
14( ) tontura 9.14TON ___
15( ) palpitagéo 9.15 PALP ____
16( ) inso6nia 9.16INSO ____
17( ) nervosismo 9.17NERV ____
18( ) choque pitogénico 9.18 CHOQ ____
19( )edema 9.19EDEM ___
20( ) insuficiéncia renal aguda 9.20INSUR

21 ( ) dor no peito 9.21 DORPE ___
Exame clinico:
Temperatura axial: _ °C TEMP
Presséo arterial: mmHg PA ___ x
FC___ FC __
FP_ P
FR FR____
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Cabeca:
Orofaringe:
Nariz/Cavid.Nasal

Pescoco

Térax:
Axila: Linfonodos
Ap. Respiratério

Ap.Cardio-vascular
Abdome
Figado

Baco

Forca Muscular

Osso/Articulagéo

Pele

0( )néo

0( ) Normal
0( ) Normal
O0( ) Normal

0( ) Normal
0( ) Normal
0( ) Normal

0( ) Normal
0( ) Normal

0( ) Normal

0( ) Normal
0( ) Normal

0( ) Normal

1( )sim

1( ) Alterado
1( ) Alterado
1( ) Alterado

1( ) Alterado
1( ) Alterado

1( ) Alterado

1( ) Alterado
1( ) Alterado

1( ) Alterado

9c. Para que?

1( ) Alterado Especificar:
1( ) Alterado Especificar:
1( ) Alterado Especificar:

Especificar:

Especificar:

Especificar:

Especificar:
Especificar:

Especificar:

Especificar:

Especificar:

Especificar:

9b. O Sr(a) esta usando algum medicamento de uso continuo?

10. Verificar a presencga de acometimento linfatico (mesmo sem a presenca de leses)

10.1 Ganglios: 0( )néo 1( ) sim
10.2 local
10.3 Tamanho (cm)

10.4 Linfangite O( )ndo 1( )sim

10.5 local

ORO
NASAL

PESCO

AXILA
APRESP

APCARD

ABDOM
FIG

BACO

FORCA

0SSO

PELE

9b. MEDICCON

9c.
MEDICPAR

10.1 GAN
10.2 LOCGAN

10.3 TAMGAN

10.4 LINFA

105LOCLIN __
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11. O Sr(a) tem alguma ferida ativa?
0(
1( )sim

) ndo

Assinale o local na figura —

Localizagdo, numero, aspecto e tamanho das les6es

‘s IR 11. FERIATI

ativas (maior diametro em cm de cada les&o):

Local Ne° Diam. Aspecto

Cabeca/pescoco . ( ) Ulcera () Péapula () Nodulo () Placa
. () Lesdo vegetante () Lesdo verrucosa

Tronco . ( ) Ulcera () Péapula () Nodulo () Placa
. () Lesdo vegetante () Lesdo verrucosa

Abdome . ( ) Ulcera () Péapula () Nodulo () Placa
. () Lesdo vegetante () Lesdo verrucosa

Antebrago o ( ) Ulcera () Papula () Nédulo () Placa
o () Lesdo vegetante () Lesdo verrucosa

Braco o ( ) Ulcera () Papula () Nédulo () Placa
o () Lesdo vegetante () Lesdo verrucosa

Mao o ( ) Ulcera () Papula () Nédulo () Placa
o () Lesdo vegetante () Les@o verrucosa

Coxa o ( ) Ulcera () Papula () Nédulo () Placa
o () Lesdo vegetante () Lesdo verrucosa

Tibia o ( ) Ulcera () Papula () Nédulo () Placa
o () Lesdo vegetante () Lesdo verrucosa

Pés o ( ) Ulcera () Papula () Nédulo () Placa
o () Lesdo vegetante () Lesdo verrucosa
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13. Numero total de lesBes (ativas): 8( )NA 9( )NR

14. H4 quanto tempo o Sr (a) esta com essa ferida?

Aproximadamente (meses) 8( )NA 9( )NR

15. Onde o Sr acha que pegou essa ferida? 8( )NA 9( )NR

1( ) Domicilio 2( ) mata 3( )morro 4( )outro:

Se apresentar mais de uma leséo ativa:

16. Todas as lesdes apareceram ao mesmo tempo?

1( ) sim

2( )néo 16b. Quanto tempo depois apareceram as outras? ___ meses
0( ) Né&o sabe

8 () Nao aplicavel

17. A lesao esta: (se necessario, marcar mais de uma opgao)
17.1( ) Ativa, ulcerada

17.2 ( ) Parcialmente epitelizada

17.3 ( ) Epitelizada com bordas infiltradas e / ou descamativas

17.4 ( ) Ativaem placa

18. Como apareceu essa ferida ( ou cicatriz)

Anotar o histérico do aparecimento da leséo atual (ou da cicatriz).
Quando apareceu a primeira ferida. Se fez tratamento para leishmaniose. Se a ferida
fechou. Se apareceram outras, quando, etc

13. NUMATIV

14. meses

TEMPFERI

15. ONDPEG

16a.MESMTEMP

16b. TEMPOUT

17.1 ATIVULC
17.2 PARCEPIT
17.3 EPITE

17.4ATIVPLAC

18.
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Sobre alesdo antiga ou cicatriz (se ja tiver apresentado lesfes anteriormente)

19a. O Sr(a) tem alguma cicatriz de leishmaniose? 19a. CICATRIZ _____
0( )néo 1( )sim

19b. Local da cicatriz
() cabeca/ pescoco :_e':;';_. 19b. LOCCIC
) tronco
) abdomem Assinale o local na figura — - 1 ,] lI ;
) antibraco 6y .
) braco by | |

) mao o =3 U

N o o b~ WOON P
—~ N N~~~ o~

) coxa
) tibia
9( )pes
10 ( ) joelho

8

88 () NA (ndo tem cicatriz)

19c. Ha quanto tempo o sr tem essa cicatriz? meses 19¢c. TEMPCICA ____

19d. Na época em que apareceu a primeira ferida, o Sr fez o teste de pele (pRr)? | 19d- ADRM  __
1( )sim
0( )néao

8( ) Nao aplicavel 9( )Né&o sabe

20. Nessa época o Sr(a) tomou as injecdes para leishmaniose? (Glucantime) 20.AINJ

1( ) sim 0( )néo 8 ( ) Nao aplicavel 9( )Nao sabe

21. Quantas injecdes o Sr (a) tomou? 8 ( ) N&o aplicavel |[21AQTINJ

22. Na época, o rr. fez o tratamento completo para leishmaniose que o médico
receitou?

1( )sim 0( )néao 8 ( ) Nao aplicavel 0( )Na&o sabe 22.ATRAT
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23. Por que o sr abandonou o tratamento?
1( ) melhora clinica 23.APQABA
2 () falta do medicamento
3 ( ) dificuldades de acesso (locomocéo, distancia, disponibilidade, etc)
4 ( ) outro:
24a. Na época o Sr (a) chegou a usar algum remédio caseiro? 24a.ACASEl
1( ) sim 0( )néo 8 () Nao aplicavel 9( )Nao sabe
24b. Qual ?
1( ) agua de barbatiméo 241 BARBAL
2( )raspade pau 24.2 RASPAL  ____
3( ) folha curtida 243 FOLHAL __
4( ) imbumaroto (ameixa) 24.4 AMEIXA1 __
5( ) saputa, 245 SAPUTAL __
6( ) pau ferrinho 24.6 PAUFER1 __
7( ) ch&de raiz de embalba 24.7 IMBAUBAL ___
9( ) cabelo de nego 249 CABELO1 __
10( )imburana 24.10 IMBURAL __
11( )aroeira 24.11 AROEIRAL ____
12.0utro: 24.12 OUTRCAS1
24c. Na época em que teve essa ferida, o sr fez algum outro tipo de 24c OUTRTRAT __
tratamento?
1( )sim 0( )néo 8 ( ) N&o aplicavel 9( )Nao sabe

24d. Qual? 24d QUALTRAT
24e. Quando o Sr. parou de tomar as injecdes, o Sr voltou ao médico para ver |24e. RETORMED ___

se estava curado?

1( )sim
0( )néo
8 (  )Nao aplicavel 9 ( )Nao sabe
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24f. E o0 que o médico disse?
1( ) Que estava curado (a ferida fechou)
2 () Que ainda nao estava curado

0( ) N&o sabe
8 ( ) Nao aplicavel

24e.Vocé acha que cicatrizou?
0( )néo

1( )sim

2 () parcialmente

8 ( ) Nao se aplica

9 () Nao respondeu

24f . RESPMED

24e COMOCICA

Lesdo ativa atual (Em relagcéo a essa ferida que o Sr tem agora):

25a. Atualmente o Sr (s) esté tratando com algum remédio caseiro?

1( ) sim 0( )néo 8 () Nao aplicavel

25b. Qual ?

1( ) &gua de barbatimao
2( )raspade pau

3( ) folha curtida

4( ) imbumaroto (ameixa)
5( ) saputa,

6( ) pau ferrinho

7( ) cha de raiz de embauba
9( ) cabelo de nego

10( )imburana

11( )aroeira

12.0utro:

9( )Nao sabe

25a. TRATCASE

25.1 BARBA2
25.2 RASPA2

25.3 FOLHA2

25.4 AMEIXA2
255 SAPUTA2
25.6 PAUFER2
25.7 IMBAUBA2
25.9 CABELO2
25.10 IMBURA2

25.11 AROEIRA2

25.12 OUTRCAS2
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26. E remédio comprado em farmacia, o Sr (a) tem usado?

0( )néo 1( ) sim 8 ( ) Nao aplicavel

27a. Qual? Citar o nome:

27b. Formulagdo: ( ) topico ( ) injetavel ( ) comprimido ( ) oral

27c. Classe: () antibiotico ( ) antiinflamatério () antimicrobiano

28a. Para essa ferida, o Sr(a) tomou ja tomou alguma injecao?

0( )nédo-vaparaquestao 33 1( ) sim 8 ( ) Nao aplicavel

28b. Qual é o nome da inje¢céo?
1( ) glucantime

2 () anfotericina B

8 ( ) Nao se aplica

9 ( ) Nao sabe, ndo respondeu

29a. Quantas injecdes o Sr (a) ja tomou? 8 ( ) Nao aplicavel

29b. O Sr ainda esta tomando as injecdes?

1( ) sim 0( )néao 8 ( ) Nao aplicavel 9( )Nao respondeu

Se tiver abandonado o tratamento (n&o tiver tomado no minimo 20 injecdes):
30. Por que o sr abandonou o tratamento?
) melhora clinica

) falta do medicamento

) outro:

(
(
() dificuldades de acesso (locomogéo, distancia, disponibilidade, etc)
(
(

) N&o aplicavel

26.COMPFARM

27a. QUALREM

27b. FORMREM

27c. CLASREM

28a. NOVAINJ

28b. QUALINJ

29a. QTINJNOV

29b. AINDAINJ

30. BPQTRAT

144




Anexos

31. Ha quanto tempo o Sr(a) tomou a ultima dose?
meses

8 () Nao aplicavel

32. Resposta terapéutica ao ultimo tratamento que esta sendo feito:
1( ) cicatrizacdo total das lesbes (cura)
2 () cicatrizacado parcial das lesdes
3( )sem melhora
4 ( ) piora dalesdo
5( ) surgimento de novas lesdes
6 () resultado ignorado

8 ( ) Nao aplicavel

33. Concluséao do diagnostico clinico ATUAL:

0.( ) curado (cicatriz)

1.( ) quadro primério (caso novo, ou seja, caso ainda ndo tratado)
2. ( ) recidiva (lesdo no mesmo local da leséao anterior)

3. ( ) reinfecgdo (apresenta cicatriz e lesdo em outro local)

4. ( ) néao é caso clinico de LTA

5. ( ) indefinido (pode ser recidiva ou reinfecgéo)

31. ULTDOSE

32. RESPTRAT

33. DIAG

Assinatura do médico responsavel :
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8.8 Anexo 8: MS/FIOCRUZ/CPgRR/LALEI Ficha clinica caes
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”H | Ministerio da Saude

| Fundagéao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou
l Laboratdrio de Leishmanioses

Ficha clinica caes

Nome da localidade:

Anexos

CPqRR/FIOCRUZ

Casa:

Aldeia:
Nome do proprietério:

NUmero do animal:

Data da coleta:

1) Dados do animal

e Nome:

e Raca:

e Sexo macho () fémea ( )
e |dade:

e Pelagem:

e Marcador:

e Cao viajou nos ultimos seis meses?

2) Sintomatologia clinica
e Lesdo cutanea unica ()
e LesOes cutaneas multiplas ( )
e Lesdo mucosa ()
e Cicatrizes de lesé@o ()

e Semlesao ()

3) Amostras coletadas
Sangue periférico-veia cefalica ou jugular ( )
Bidpsia lesdo ( )

Aspirado leséo ( )
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Exame dermatoldgico — localizacdo e nimero de lesdes

Dorsal Ventral

Direito Esquerdo

EXAMES:
DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO:

Leitura de lamina de fragmento de lesé&o:

Cultura de fragmento de lesé&o:

Cultura de aspirado de leséo:

DIAGNOSTICO SOROLOGICO:

DIAGNOSTICO MOLECULAR:
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8.9 Anexo 9: Artigo publicado: Quaresma PF, Régo FD, Botelho HA, da Silva
SR, Moura Junior AJ, Teixeira Neto RG, Madeira FM, Carvalho MB, Paglia AP,
Melo MN, Gontijo CM. Wild, synanthropic and domestic hosts of Leishmania in
an endemic area of cutaneous leishmaniasis in Minas Gerais State, Brazil.
Trans R Soc Trop Med Hyg. 2011 Oct;105(10):579-85. Epub 2011 Sep 3. PubMed
PMID: 21890159.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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Domestic, synanthropic and wild hosts of Letshmania spp. parasites were studied in an area
endemic for American egumentary leishmanizsis (ATL), specifically in northern Minas
Cerais State, Brazil. Domestic dogs and small forest mammals are reservoar hosts for L
[ Letshmania) infantum. However, the role that these animals play in the transmission cycle
ofthe Leisfimania spp. that cause cutaneous leishmaniasis is not well known. This study eval-
uvated 72 rodents, 25 marsupials and 98 domestic dogs found in two villages of the Xakriaba

f:ﬂ'f:::;n Indigenous Territory, an area of intense ATL transmission. A total of 23 dogs (23.47%) were
Hiast ressrwoirs shown to ke positive according to at keast one test; 8 dogs{3.16%) tested positive in a single
Dozs serodogical test and 15 dogs (15.31%) tested positive by [FAT and ELISA. Eleven dogs were
Mix=d infection euthanised to alkow for molecular diagnosis, of which nine (81.8X) tested positive by PCR
FCR for Letshmanio in at least one tissue. Seven animals were infected only with L. (L.) tnfantum,
Brazil whilst two displayed a mixed infection of L. (L.} tnfantum and L. (V.) braziiiensts. lsoenzy-

matic characterisation identified L. (L.} infantum parasites isolated from the bone marnow of

twio dogs. Of the 97 small mammals captured, 24 tested positive for Leisimania by PCR. The

results showed that L (V) brazftensss, L. (L) tnfantem and L. (V) guyanensts are circulating

among wild and synanthropic mammals present in the Xakriabd Reserve, highlighting the
epideminlogical diversity of ATL in this region.

© 2011 Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, Published by Elsevier Lid.

All rights reserved.

1. Introduction

Leishmaniasis is a parasitic disease caused by proto-
zoa of the Leishmania genus, which are transmitted by
phlebotomine sand flies to different vertebrate hosts. The

* Cormesponding author.
E-mail oddress: patyquaresmad@cpgm. fiocruzbr (PF. Qaresmal.

primary reservoir hosts of Leishmania are wild mammals,
mainly rodents and canines. However, with the increased
domiciliation of the transmission cycle of leishmania-
sis, domestic and synanthropic animals have assumed an
important role in maintaining the parasite in transmission
areas.! In the Americas, more than 40 species of mam-
malzcan be carriers of L eishmaniz spp. parasites.? However,
only some of these animals function as reservoirs, acting as
sources of infection for phlebotomine sand fly vectors and

DO35-920%5 - s== front matter & 3011 Rowal Society of Tropical Medicine and Hygiene. Published by Elssvier Ltd. All nghis reserved.

doi: 101016 j trstmb 301 1.07.005
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thereby contributing to the establishment of Leishmania in
the area.

Identification of the vertebrate hosts for the Leishmania
species that cause cutanecus leishmaniasis (CL) is an
object of intense study, Few animals have been definitively
identified as reservoirs. In fact, the natural reservaoirs of L
[Viannia) braziliensis, the most widely spread aetiological
agent for American tegumentary leishmaniasis (ATL) in
Brazil, are not well known, Because the transmission cycle
of L. (V.) braziliensis is primarily forest-based and is fre-
quently associated with human penetration into forests or
regions of vegetation, there is a strong suspicion that wild
mammials could be the natural reservoirs for this species 34
Reports of small rodents and marsupials infected with L
{V.] braziliensis as well as identification of parasite DMNA in
the tissues of these mammals suggest that they may help
to maintain this species in the natural environment, >

Another relevant factor is the recent modification of
the epidemiological cycde of ATL With the disease now
established in rural and urbanised areas, the transmission
cycle in these places appears to be maintained through the
participation of synanthropic or even domestic reservoirs,
Epidemiological and experimental evidence indicates dogs
as the princpal reservoir hosts for L. (Leishmaniz) infan-
tum in urban settings.! However, it is unclear whether
these animals serve as domestic reservoirs for L (V)
braziliensis and other dermotropic species® ' There are
many reports of :lcnis found naturally infected with L
(v.) Braziliensis, '™ " but their capacity for phlebotomine
infection appears to be low."” Considering that domestic
dogs are not the grjm:i]:lal reservoir hosts of the aetiologi-
cal agents of O, 3™ 2 it remains to be determined which
mammals play this role in rural and urban areas.

This study investigated infection by Leishmania spp, in
domestic, wild and synanthropic animals in an area where
ATL is endemic, specifically in the Xakriabi Indigenous
Reserve in northern Minas Gerais State, Brazil.

2. Materials and methods
21. Area of study

The Xakriabi Indigenous Reserve is located in the
municipality of 53o Jodo das Misstes (latitude 14-5301
south and longitude 44-0526" west], in northern Minas
Gerais, Brazil. The reserve covers 78% of the entire munic-
ipality and has a population of 8380 inhabitants®* The
region predominantly displays Brazilian savannah (cer-
rado) vegetation mixed with areas of caatinga { scrubland),

Two villages within the Xakriabd Territory with the
greatest number of leishmaniasis cases were selected for
this study,

22, Wild and domestic animal capture and sample
collection

Traps were distributed across transects such that the
entire area was covered, and four trails were defined
between the houses for capturing small mammals (rodents
and marsupials) in selected villages. Thirty traps were
placed along each trail, two at each collection point. The

collection points were nearly 20 m apart from each other,
Twenty-one houses were also chosen and two traps were
placed around each one, Thus, a total of 42 traps around
houses and 120 traps along the trails were used in each
2 months during the 1 year of capture (May 2008 to June
2009}, The collection points were established so as to sam-
ple different habitats related to patterns of human activity,
The field method used was that of Lacher et al_?* Paglia
et al.2® and Fonseca et al. %

To perform molecular tests for Leishmania detection, all
collected mammals were euthanised and samples of blood,
bone marrow, tail skin, ear skin, spleen and liver were col-
lected from all of the small mammals captured. Species
identification was performed by analysing the morphologi-
cal characteristics of each animal and comparing them with
specimens deposited in the Mastozoology Collection of the
Federal University of Minas Gerais {UFMG) ( Belo Horizonte,
Brazil].

All domeestic dogs living in the selected villages were
included in the study. The animals were examined and
peripheral blood samples were collected for serological
diagnosis. Animals displaying one or more ulcers in their
hide had a fragment of a lesion collected for molecular diag-
nosis. Dogs testing positive for the disease were collected
and euthanised by the lecal team responsible for zoonosis
control,

After sedating and anesthetising seropositive animals,
the bone marrow was punctured in the region of the tibia
crossbow, The aspirated mesenteric or popliteal lymph
node was collected and inoculated into a culture medium
to isolate promastigotes of Leishmamnia, The following tis-
sue fragments were also collected for direct parasitological
examination and for melecular diagnosis; ear skin; spleen;
liver; and the mesenteric lymph node,

2.3. Serological diagnosis of canine leishmaniasis

IFAT and ELISA tests were performed using anti-
gen made from the promastigotes of L (L.} infantum
(MHOM/BR/ 1967/ BH46 strain) and following the protocols
of the Leishmania Serology Laboratory of the UFMG,

24. Detection and identification of Leishmania in clinical
samples from small mammals and demestic dogs

24.1. Porasite isolation in the culture medium

Five-hundred microlitres of aspirated bone marrow
from seropositive dogs was added to tubes containing
blood agar-enriched LT culture medium and was main-
tained at 25+ 1°C, Each culture was examined weekly and
was considered positive if promastigote forms of Leishma-
nia were observed, Isolated samples were cryopreserved
for subsequent characterisation by multilocus enzyme
electrophoresis (MLEE) and molecular methods, Identifi-
cation of the parasite by MLEE was performed by typing
processes at the Leishmania Collection of the Oswaldo Cruz
Institute [Brazil),

242 Molecular diagnosis

Presence of the parasite was also investigated by
amplifying DMA isolated directly from the tissue samples

151



Anexos

PF. Quoresma et al§ Transootions of the Foyal Society of Tropical Mediore ord Hygmene 105 [2011) 579- 5685 LEI

of small mammals and domestic dogs. Different targets of
Leishmania DMA, hsp70¥¥ and internal transcribed spacer
IT51,28 were used to detect and identify the parasite.

Amplification products were visualised in 2% agarose
gels stained with ethidium bromide, Samples that had the
specific 1300-bp hsp70band or 330-bpITS1 band were sub-
mitted for RFLP analysis using the Haelll enzyme,

Restriction profiles were analysed in 2% agarose
gel and were compared with the pattern obtained
when the PCR product was digested with the refer-
ence strains of L. (L) amozonensis (IFLA/BR/1967/PHE),
L (V) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2003), L. (L)
infantum (MHOM/BR/1974/PF75) or L (V) guyonensis
[MHOM/BR/ 197 5/ M4147 ),

3. Results

3.1. Detection of Leishmania in wild and symanthropic
small mammuls

Eight campaigns to capture small rodents and mar-
supials were performed between May 2008 and June
2009, A total of 97 specimens were collected, includ-
ing 72 rodents and 25 marsupials, Three rodent species
[Thrichomys apereoides, Rhipidomys mastacalis and Rattus
rattus) and three marsupial species (Didelphis albiventris,
Grocilinanus agilis and Marmosops incamus) comprised the
dominant fauna of small wild mammals in the area dur-
ing the period of study, Most of these specdmens fell into
traps placed in the trails between houses, Only seven were
captured in the peridomicile of the residences (Table 1).

Sixteen rodents and eight marsupials had positive PCR
results for ksp?0 in at least one biological sample, repre-
senting 24.74% of the 97 small mammals, Leishmania DNA
was detected in 15 tail skin, & ear skin, 5 liver and 1 spleen
sample. The species of Leishmania identified by the PCR-
RFLF of hsp70(Figure 1) were L. (V.) braziliensis( 17 animals),
L. (L) infarmtum (4 animals) and L. (V.) guyanensis (3 ani-
mials). Table 2 shows the relationship between tissues with
parasites and the mammal species infected,

3.2 Detection of Leishmania in domestic dogs

All domestic dogs found in the houses of the villages
were examined for the presence of clinical signs of leishma-
niasis, Blood samples from a total of 98 dogs were collected
for serological diagnosis, Eight dogs (8,16%) were positive

Figure 1. Profile of Hoelll digestion of the hspfl gene of Leiskmarda spp.
The gene was amplified from DNA extracted from small mammal samples.
KM 100 bp marker; La: L (L Jamoz onensis { IFLATBR[ 1 9G7TPHE); Lb: strain
pattern L (Vignnia) brozilisests (MHOMBR] 197 5/M2803); Li- strain pat-
berm L [l ) inforstzam { MHIOMTER 19747 PPTS | and Lg: strain pattern L (V)
puvonenss (MHOMBE/19757M4147). 01, 02 and 03 indicate DNA sam-
pl=s take=n From the tail skin of a hdelplis albiventris, the ear skin of a
Thrichomys apereoides and the liver of a Rikpidomys moestocalis.

by a single serological test and 15 (15.31%) were positive
by IFAT and ELISA. Only dogs positive by both serological
methods were considered for euthanasia according to the
Brazilian Health Ministry. However, only 11 were found at
the moment of the catch for euthanasia,

Approximately 90% of the sampled dogs were asymp-
tomatic (89 individuals);, only nine dogs (9.2%) had at least
one clinical sign of canine CL and/or canine visceral leish-
maniasis{ VL] and were classified as symptomatic,

Of the 11 dogs euthanised for molecular diagnosis, nine
[81.8%) had at least one positive sample by PCR in which
Leishmania genes(IT51 and) or hsp70) were amplified. Leish-
mania samples were isolated from the bone marrow of bwo
dogs and were identified as L. (L.} infartum by MLEE and
PCR-RFLP of hspf0. Overall, seven animals were infected
only with L. (L.} infantum, whilst two animals had a mixed
infection of L (L.} infortum and L (V.) braziliensis. Results
for the domestic dogs are shown in Table 2,

4. Discussion

One factor limiting the understanding of the epidemi-
ology of ATL is a lack of knowledge about reservoirs in
different endemic regions, The diversity of Leishmania spp,
and of phlebotomine vectors leads to a great variety of
infected vertebrate hosts causing different epidemiologi-
cal patterns in Brazil. Matural reservoirs are not well known
because of the difficulty in capturing a significant number

Table 1
Small mammals captursd in the Xakrizha Indigenous Reserve (Minas Gerais State, Brazil) and the results of PCR-EFLP of kspd D to detect Lashmanda [INA
Species Captured (%] Positive hsp?l PCR total Huelll PCR-RFLP
Peridamicile Trails L broziliensis L puyoremsis L infantum
Thrichomys apersoides E4{G5.08] | 13063 (1] 2 1
Risipidomys mastocalis Ti722} o a7 i} o 2
Rt tus rotius 11103} (1) oia ] ] 1
[d=iplis albfeentris 19{ 1858 15 4 | ] [i]
Grocilinorus agiles 4i4.12] o 34 E! ] 1]
Marmosops incanus 2{2106] o 12 i} | 0
Total 97 (100} a7 22190 17 k| 4
2497 24
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Table 2
Domestic, synanthropic and wild bosts of Leistmaorda captared in the Xakriabd Indigenous Reserve (Minas Gerais State, Brazil)] between May 2008 and
Febmaary 2010
Species Samples Tatal no. of animals
P - - . imbscted
Spleen Tail skim Ear skin Liver Lymph node Enout skin
Careis famdfiaris 5 1] GAE 4 r F ]
Thrichomys aperenides a Oa dabr I o a 13
Marmosops incanus 0 0 1b 0 o Q 1
[hdelpiis albrventris 11 o ] i] o 1] 4
Riipidomys mrstoralis a i} o xr o a 2
Graoiinonus opilis 1] = 12 1] o a 3
Fattus rontus 1] 1] ] I o 1] 1
Total no. of infected tissues G 15 11 g 3 2 13
AL brozifismsis.
® L puyamemsis.
=L infomstmm.

of wild animals and because of the limitations of some of
the technigues used for isolating and detecting the par-
asites. This study investigated the role of small rodents,
marsupials and domestic dogs in the ATL transmission
cycle in an endemic area with a high prevalence of clini-
cal (8.6%) and asymptomatic cases (19.2%) (P F. Quaresma,
unpublished data) using different methods to detect and
identify Leishmania. Leishmania (V. ) braziliensis, L. (L. ) infan-
tum and L. (V.) guyanensis were found circulating among
different wild, synanthropic and domestic animals present
in the Xakriabi Reserve, Among these species, L. (V)
braziliensis and L. (L.} infantum have already been reported
in this area, but L. (V.) suyanensis has previously only been
found in the north and northeast regions of the country,

The present research suggests that a forest cycle exists
for L. (V.) puyanensis in the Xakriabd Reserve. Lutzomyia
umbratilis is the species responsible for this parasite trans-
mission to humans, which was previously found in the
north and northeast regions of Brazil % However, Lu.
whitmani females have been collected in the area where
the mammals were found (P.F. Quaresma, unpublished
data). Based on the isolation of L. (V.) guyanensis from Lu.
whitmani in Amazdnia, it has been suggested that this phle-
botomine is responsible for maintaining enzoosis among
wild animals 3-33

An estimated 60 and 42 species of small mammals
live in the Brazilian savannah (cerrado and caatinga ®
respectively. These animals can occupy the transitional
areas between biomes (ie. the Ecological Tension Zones,
or ecotones) that generally have characteristics of both
biomes.* The caatinga is hahitat to at least ten marsu-
pial species, with the most abundant being Monodelphis
domestica, [, albiventris and Micoureus demerarae, It is also
habitat to approximately 30 rodent species, induding T.
gperedides, Wiedomys pyrrhorkinus, Caradomys subflavus,
Migoryzomys nigripes, Necromys lasiurus, Kerodon rupestris
and Phyllomys l[omarum ?* The small mammal fauna of the
cerrado is varied and the species commonly found are
Akodon cursor, Bolomys lasiurus, C. subflavus, T. aperesides,
0. albiventris and G. agilis. 34

The most ubiquitous small mammal species was T,
aperenides, known regionally as the long-tailed rat. These
animals live on plantations or in rocky habitats where they
construct permanent nests, They are found throughouwt

northern Minas Gerais State as well as in the northeast
and west regions of the state, Thrichomys aperecides was
the small mammal with the highest number of specimens
infected with Leishmania. Ten specimens of T. aperecides
were infected with L (V.) braziliensis, two with L. (V]
guyanensis and one with L. (L) infartum (Table 1), Oliveira
et al.? previously identified T. apereoides infected with a
Leishmania parasite of the L. mexicana complex elsewhere
in Minas Gerais. The second most captured species was
. albiveniris, which also was the second most infected by
L (V.) breziliensis. This marsupial is very important in the
process of ATL transmission in Brazil since it was previ-
ously found to be infected by L. (V) braziliensis*~ ! and
L (V.) guyanensisz.™ Leishmania (L) infantum was identified
in two positive specdmens of R mastacelis, the second
most captured rodent. These animals are arboreal, with
nocturnal and solitary habits, They give birth in trees and
on rocks, inhabiting all altitudes of the forests, and invade
not only farms but also rural houses in search of food. The
genus Rhipidomys is distributed throughout northern and
northeast Brazil and across nearly all of Minas Gerais, with
the exception of the south and the western areas,

Most specimens({93%) were captured in the traps placed
in the trails between the houses. Only seven animals were
captured in the peridomicile of residences. However, the
trails were located around indigenous dwellings in areas
frequented by the residents. The most common mammal
captured in the peridomicile area was D. albiventris, an
important marsupial because of its habit of approaching
human habitations to prey on domestic birds, especially
hens, Dideiphis albiventris appears at dusk and at night,
seeking shelter in tree hollows, between tree roots and
beneath fallen tree trunks4? Four specimens of this species
were infected with L. (V. ) braziliensis, with only one of these
having been captured in the peridomicile,

Among the species captured in the houses, one individ-
ual of B rattus, the roof rat, was infected by L (L.} infantum,
There are previous reports>= of L. (V.) braziliensiz infection
in this rodent, which is commonly found in rural proper-
ties and in small and mid-sized cities in the interior of most
of Brazil. Its intradomiciliary habit keeps it in close con-
tact with humans, which is an important factor in linking
its presence with the establishment of various health com-
plaints. However, the possible role of . rattus as a reservoir
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for Leishmania has so far been little studied, The spedes of
mammals infected by Leishmania in this area can also be
found in many other leishmaniasis-endemic areas of Brazil
aswell asothers countries of Latin America, Thus, this study
could contribute to clarifying leishmaniasis epidemiclogy
in general, but especially in regions of occurrence of these
mammals species.

Between 2001 and 2008, 224 cases of ATL and only two
cases of VL were recorded in Xakriaba Territory, These data
differ from the high levels of canine seroprevalence and L.
[L.) infantum infections ocbserved in the animals detected
in this area. This fact is significant since it raises the possi-
bility of cocurrence of new human cases of VL in this area.
The presence of L. (V.) braziliensis in dogs was restricted to
two animals who were also infected with L. (L.) infantum,
making for an interesting case of mixed infection. Pro-
mastigotes isolated in the bone marrow samples of these
dogs were identified as L (L) infantum by MLEE, One of
these animals had a lesion on its snout caused by L. (V)
braziliensis and the other had L (V. braziliensis DMA in skin
taken from its ear.

Although ATL was originally associated with forest
habitats, deforestation and urbanisation have led to the
adaptation of its transmission cycle to peridomiciliary
environments, ' In ATL-endemic areas, itis common to find
infected dogs.*® suggesting that they may act as reservoirs
for Leishmania. [dentihcation of identical strains of Leishma-
nig in humans and dogs provides circumstantial evidence
that dogs can be reservoirs for the ATL-causing species of
Leishmania.'? In Brazil, natural infections of domestic dogs
by L. (V.] braziliensis have been documented in ATL foci in
rural® and peri-urban areas.""* Given that one measure
of VL control used in Brazil is the euthanasia of seropositive
dogs, confirming the Leishmania species and the role of the
dog as an infection source for the phlebotomine vectors
are important issues, Use of specific techniques that can
distinguish between VL and ATL is i.Tanratjw to avoiding
the unnecessary culling of dogs.'>18

In endemic areas where more than one species of
Leishmamnia is present, characterising the parasite is very
important to understanding the natural history of the dis-
ease. The method employved in this study to detect and
identify Leishmaniz in wild, synanthropic and domestic
hosts incorporated different techniques in an effort to
increase the chance of finding infected animals, PCR-RFLP
of hsp70 was used for the first time in samples from wild
mammals, although it has already been used for identify-
ing Leishmania spp, associated with human leishmaniasis
and for culture promastigote species typing,# - This tech-
nigue was very efficient in detecting Leishmania DMNA and
enabled the identification of the main species of this par-
asite found in Brazil. It is important to mention that this
meethod is capable of distinguishing L. (V. ) guyanensis and L,
{V.] shawi, which belongs to the suyanensis group and the
latter occurs in the south of the Amazon 34

The Xakriabi Reserve is an area of intense ATL transmis-
sion where a large number of human cases have recently
been recorded. The presence of a significant number of
rodents and marsupials infected with L. (V.) braziliensis cor-
relateswith this high rate of transmission and suggests that
these animals are important in maintaining the parasite in

this area, In addition, these mammals also appear to play
a role in maintaining other species of Leishmamnia found in
this region. Some important criteria are needed to incrim-
inate a mammal as a Leishmania reservoir host, including:
(i) overlap between geographical and temporal distribu-
tion of vectors and hosts; (ii) survival of the reservoir host
long enough to guarantee disease transmission; (iii) infec-
tion prevalence rates higher than 205 among hosts; (iv]
maintenance of the parasite in skin lesions or blood (at
quantities large enough to infect the vector easily); and (v)
presence of the same Leishmania spp. in the reservoir and
in humans* However, the finding of infected small mam-
mals is an important factor suggesting the role of these
animals as possible reservoirs of Leishmania spp.. even if
more criteria should be studied. This study highlights the
epidemiological diversity of ATL in the indigenous reserve
and underscores the sericusness of the situation, Finding
wild, synanthropic and domestic hosts infected by L. (V]
braziliensis, L. (L) infamtum and L. (V.) guyanensis indicates a
coexistence of the established cycles of these three species
in the region, Moreover, the dlose cohabitation of the Xakri-
abi population with host mammals infected by L (L)
infamtum emphasises the possibility of there being human
WL cases, since the presence of the vector species Lu. longi-
palpis has already been verified (P.F. Quaresma, unpub-
lished data). Integrated analysis of the results cbtained in
this and other studies currently underway in the Xakri-
ab3 Reserve may help in choosing measures to prevent and
control the transmission of leishmaniasis in the area,
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