FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS AGGEU MAGALHAES
MESTRADO ACADEMICO EM SAUDE PUBLICA

Vanessa Cristina Fitipaldi Veloso Guimaraes

Avaliagcao da infeccéo natural de flebotomineos (Diptera:
Psychodidae) por Leishmania spp. no Municipio de Sao

Vicente Férrer, Pernambuco

RECIFE
2011



Vanessa Cristina Fitipaldi Veloso Guimaraes

Avaliacao da infeccédo natural de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) por Leishmania

spp. no Municipio de S&o Vicente Férrer, Pernambuco

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado
Académico em Saude Publica do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacao
Oswaldo Cruz para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias.

Orientador: Sinval Pinto Brand&o Filho
Co-orientador: Eduardo Henrique Gomes Rodrigues

Recife
2011



Catalogacao na fonte: Biblioteca do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes

G963a Guimardes, Vanessa Cristina Fitipaldi Veloso.
Avaliacdo da infeccdo natural de flebotomineos
(Diptera: Psychodidae) por Leishmania spp. no
Municipio de Sao Vicente Férrer, Pernambuco /
Vanessa Cristina Fitipaldi Veloso Guimardes. - Recife:
s.n, 2011.
79 p. : ilus., tab.

Dissertagdo (Mestrado Académico em Salde
Publica) - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Fundagdo Oswaldo Cruz.

Orientador: Sinval Pinto Branddo Filho; co-
orientador: Eduardo Henrique Gomes Rodrigues.

1. Leishmaniose - epidemiologia. 2. Leishmania —
parasitologia. 3. Phlebotomus - parasitologia. 4.
Vetores de doencas. 5. Reacdo em cadeia da polimerase.
I. Branddo Filho, Sinval Pinto. Il. Rodrigues, Eduardo
Henrique Gomes. I11. Titulo.

CDU 616.993.161




Vanessa Cristina Fitipaldi Veloso Guimaraes

Avaliacdo da infeccéo natural de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) por Leishmania

spp. no Municipio de S&o Vicente Férrer, Pernambuco

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado
Académico em Saude Publica do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo
Oswaldo Cruz para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias.

Aprovadaem: [/ |/

BANCA EXAMINADORA

Dr. Sinval Pinto Brandao Filho

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM/Fiocruz)

Dr. Fabio Lopes de Melo
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM/Fiocruz)

Dra. Maria de Fatima Freire de Melo Ximenes
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN)



A minha querida mée Auxiliadora, espelho para construcéo
de minha vida.
Ao meu esposo Washington e ao meu filho Caio, que séo a

minha forga.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por permitir a realizacdo de mais uma conquista.

A minha familia, alicerce de minha vida, por todo amor, forca e incentivo.

Ao Dr. Sinval P. Brandao Filho, meu orientador, por me permitir entrar no “mundo”
dos flebotomineos e pela confianga demonstrada desde a iniciacdo cientifica.

Ao Dr. Eduardo Henrique Gomes Rodrigues, meu co-orientador, pelos ensinamentos e
estimulo, imprescindiveis para conclusao deste trabalho.

A Dra. Milena de Paiva Cavalcanti, pelo exemplo profissional, pela simplicidade e por
estar sempre disposta a ajudar.

A Dra. Maria Edileuza F. de Brito, pelas importantes consideracdes e disposicdo em
ajudar.

A Dra. Silvia Carvalho, pela amizade e troca de experiéncias e ideias durante todo o
trabalho.

A Pietra Lemos Costa e Fernando José da Silva, pela amizade, paciéncia e incansavel
disposicao durante o trabalho de campo.

A Kyldman Thais, Kamila Gaudéncio, Isabele Freitas e Ana Waléria, pela amizade,
pelo apoio nos momentos mais dificeis e pela alegria, que deixou tudo mais fécil.

Aos demais colegas do grupo leishmanioses: Jinior, Fabia, Suénia, Edeneide e Ericka
que indiretamente contribuiram para a realizacéo deste trabalho.

Aos Srs. Assis Nunes e Hailton Santos pela presteza na sala de identificacdo e no
NAS.

Aos colegas de turma do mestrado, pela amizade e convivio durante o curso.

Ao grupo “Chagas”, pelo apoio e convivéncia saudavel no dia a dia no laboratério de
Imunoparasitologia.

A George Diniz, pela anélise estatistica.

Aos moradores de Mundo Novo, por permitirem a realizacdo deste estudo e pela
receptividade durante o trabalho de campo.

Ao Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM/Fiocruz) por disponibilizar a
infra-estrutura necessaria para o desenvolvimento do projeto.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo

suporte financeiro.



“A percepcao do desconhecido ¢ a mais fascinante das experiéncias. O homem que nao tem
. . 7 : 2
os olhos abertos para o misterioso passara pela vida sem ver nada”.

Albert Einstein



GUIMARAES, Vanessa Cristina Fitipaldi Veloso. Avaliacdo da infeccdo natural de
flebotomineos (Diptera: Psychodidae) por Leishmania spp. no Municipio de Sdo Vicente
Ferrer, Pernambuco. 2011. Dissertacdo (Mestrado Académico em Salde Publica) — Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo Cruz, Recife, 2011.

RESUMO

Nas Ultimas décadas, tem se observado uma consideravel expansdo geogréfica das
leishmanioses em todas as regides do Brasil. Em Pernambuco, Sdo Vicente Férrer localizado
na Zona da Mata Norte do Estado, se destaca pela ocorréncia de ambas as formas da doenga.
De 1999 a 2010 foram registrados 157 casos autdctones de leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e 15 de leishmaniose visceral americana (LVA). Este estudo objetivou
avaliar a infeccdo natural de flebotomineos por Leishmania spp. As capturas foram realizadas
no periodo entre setembro de 2009 e setembro de 2010, com armadilhas luminosas tipo CDC,
entre 18:00h e 6:00h, durante quatro noites consecutivas de cada més, dispostas em diferentes
ecotopos: no intradomicilio, peridomicilio e resquicios de mata priméaria. Adicionalmente,
foram realizadas capturas com capturador manual de Castro com o auxilio da armadilha de
Shannon. Os espécimes capturados foram identificados de acordo com a classificacdo
proposta por Young & Duncan (1994). Foram formados grupos contendo 10 fémeas
separadas por espécie, para extracao e deteccdo de DNA do parasito através de dois sistemas
de PCR, sendo um especifico para o complexo Leishmania braziliensis (subgénero Viannia) e
0 outro para complexo donovani (Leishmania infantum). Foram capturados 13.872
flebotomineos pertencentes a 20 espécies. L. migonei foi a espécie mais abundante, com 9.964
exemplares (71%) da fauna, a qual estava presente em todos os ecotopos investigados, com
predominancia no intradomicilio e peridomicilio. Nos resquicios de mata, as espécies mais
frequentes foram L. complexa (65%) e L. sordellii (20,8%). As taxas de infeccdo natural
encontradas foram: L. migonei (2,1%), L. complexa (0,5%), L. sordellii (5,1%) e L. walkeri
(50%), sendo todas para a Leishmania (Viannia) spp. Os dados demonstram uma importante
circulagdo deste parasito em Sdo Vicente Férrer, inclusive em espécies que nunca foram
encontrados naturalmente infectados por Leishmania, como L. sordellii e L. walkeri,
revelando a necessidade de estudos que esclarecam o real papel destas espécies na
epidemiologia da LTA. A infeccdo natural de L. migonei, aliada a significativa taxa de
infeccdo obtida e a sua predominéncia na area de estudo, sugere a participacdo desta espécie
no ciclo zoondtico da LTA. A infeccdo natural de L. complexa reforca a hipoOtese da
participacao da espécie no ciclo enzodtico da LTA na Zona da Mata Norte de Pernambuco.

Palavras chave: 1. Leishmaniose - epidemiologia. 2. Leishmania — parasitologia. 3.
Phlebotomus - parasitologia. 4. Vetores de doencas. 5. Reacdo em cadeia da polimerase.
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ABSTRACT

In the latest decades, has been observed a considerable geographic distribution of
leishmaniasis in all regions of Brazil. Sdo Vicente Ferrer, located in the northern Zona da
Mata of Pernambuco State, is distinguished for occurrence of both manifestations of the
disease. From 1999 to 2010, 157 autochthonous cases of American Cutaneous Leishmaniais
(ACL) and 15 of American Visceral Leishmaniasis (VL) have been registered. The objective
of this study was to evaluate the phlebotominae natural infection by Leishmania spp. The
collected were carried from September 2009 to September 2010 with Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) light traps, from 6:00 pm to 6:00 am, during four successive
nights distributed inside houses, peridomicile areas and forest patches. Additionally, were
carried collections with Castro catcher and through Shannon trap. The specimens were
identified according the classification proposed by Young & Duncan (1994). Pools containing
10 females separated by species were submitted to DNA extraction and detection of parasite
by two differents systems of PCR, one specific for the Leishmania braziliensis complex
(subgenus Viannia) and other for donovani complex (Leishmania infantum). A total of 13.872
sand flies belonging the twenty species were captured, with predominance of L. migonei,
which presented 9,964 specimens (71%), being founded in all investigated ecotopes, with
predominance inside houses and peridomicile areas. In the forest patches, the species more
frequent were L. complexa (65%) and L. sordellii (20,8%). The rates of natural infection by
Leishmania (Viannia) spp. were: L. migonei (2,1%), L. complexa (0,5%), L. sordellii (5,1%)
and L. walkeri (50%). This study evidence the important circulation of the parasite in Sdo
Vicente Férrer Municipality, including in species that were never founded naturally infected
by Leishmania, such as L. sordellii and L. walkeri, revealing the need of more studies that can
elucidate the real role of these species in the LTA epidemiology. The natural infection of L.
migonei, associated to the significant infection rate that was obtained and its predominance in
the study area, suggest its participation in the LTA zoonotic cycle. The natural infection of L.
complexa strengthens the hypothesis of the participation of this specie in the LTA enzootic
cycle at Zona da Mata Norte of Pernambuco State.

Keywords: 1. Leishmaniasis - epidemiology. 2. Leishmania — parasitology. 3. Phlebotomus -
parasitology. 4. Vectors of diseases. 5. Polymerase chain reaction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios digenéticos da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (ROSS, 1903). Nas Américas,
sdo transmitidas entre os animais e 0 homem pela picada das fémeas de diversas espécies de
flebotomineos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) pertencentes ao género Lutzomyia
(MARZOCHI, 1992; SHAW et al., 1987; YOUNG; DUNCAN, 1994).

No Novo Mundo, apresentam-se sob duas formas clinicas distintas: a leishmaniose
tegumentar americana (LTA), que acomete pele e mucosas, e a leishmaniose visceral
americana (LVA), que causa comprometimento de 6rgdos internos, especialmente o figado e
0 baco. A importancia das leishmanioses reside ndo somente na sua alta incidéncia e ampla
distribuicdo geografica, mas também na possibilidade de assumir formas graves, com altas
taxas de mortalidade nos casos nédo tratados de LV A e alta morbidade nos casos de LTA, que
podem causar desde infecgdes inaparentes, oligossitométicas até lesdes destrutivas e
desfigurantes, constituindo-se em um importante problema de salde publica (GONTNO;
CARVALHO, 2003; MARZOCHI, 1992).

No Brasil, os principais agentes etiologicos da LTA e LVA sdo, respectivamente,
Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) infantum (sinonimia de
Leishmania chagasi). Varias especies de flebotomineos tém sido incriminadas na transmissdo
da LTA, incluindo Lutzomyia whitmani, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia migonei,
Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia complexa (MARCONDES, 2001). Com relacdo a LVA, a
principal espécie associada a transmissdo € Lutzomyia longipalpis (LAINSON; RANGEL,
2005).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que as leishmanioses ocorram em 88
paises de quatro continentes, sendo distribuidas em 16 paises desenvolvidos e 72 paises em
desenvolvimento (DUJARDIN, 2006), com cerca de 12 milhdes de pessoas infectadas, 350
milhdes expostas ao risco de infeccdo, e aproximadamente, dois milhes de novos casos por
ano com 59 mil ébitos. Encontram-se, inclusive, entre as endemias consideradas prioritarias
no mundo (Figura 1) (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011).
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Figura 1- Distribuicdo dos casos das leishmanioses no mundo.
Nota: [ Casos de leishmaniose tegumentar

[ Casos de leishmaniose visceral
Fonte: Organizacdo Mundial de Saude (2011).

Nas Ultimas décadas, tem se observado uma considerdvel expansdo geografica das
leishmanioses em todas as regides do Brasil, de maneira que ocorrem em praticamente todos
os Estados, sendo a média anual de 35 mil novos casos de LTA e quatro mil de LVA,
revelando modificacbes nos seus perfis epidemioldgicos. Este processo vem sendo
relacionado a questdes ambientais e sociais, incluindo o desflorestamento e a urbanizagédo
(ASHFORD, 2000; DESJEUX, 2004).

A ocorréncia da LTA era intimamente relacionada aos ambientes silvestres com areas
de vegetacdo primaria (LAINSON, 1988). Mudancas ambientais decorrentes da ocupacdo de
areas florestais permitiram o estabelecimento de um duplo perfil epidemiolégico, expresso
pela manutencdo de areas de colonizacdo antiga e o surgimento de novos focos (LAINSON;
SHAW, 1998).

A LVA, inicialmente, era considerada uma doenca de ambientes rurais, de transmissdo
peridomiciliar (DEANE; DEANE, 1955). Atualmente, o acelerado processo de urbanizacao,
associada a vulnerabilidade social e a persisténcia de condi¢des inadequadas de vida,
propiciam a elevada frequéncia de casos em areas urbanas em diversas regifes do pais
(COSTA et al., 1990; DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006a; LUZ et al., 2001;
SILVA et al., 2001), sendo evidente a correlacdo entre a condicdo socioeconémica da
populacéo e a doenca (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; DESJEUX, 2004).

O continuo crescimento antropico vivenciado nas areas urbanas nos ultimos anos é
responsavel por apresentar profundas alteracbes no meio ambiente, revelando expressivas

reducdes no espaco ecoldgico do vetor, acompanhado pelo gradativo aumento da populagdo
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de baixa renda, onde a falta de saneamento bésico e as mas condi¢Bes contribuem, por
consequéncia, para a composicdo da fauna de flebotomineos presente em maior densidade e
de forma endémica sob estas condi¢des (TOLEZANO et al., 2001). Além disso, outros fatores
devem estar envolvidos, em especial o potencial de transmissdo decorrente da densidade
vetorial e a taxa de infecgcdo dos vetores, além da vulnerabilidade das pessoas suscetiveis ao
desenvolvimento da doenca (MARESCA et al., 2009; MONTEIRO et al., 2005).

Estes cenérios propiciam a adaptacdo de vetores a novos ambientes, em associa¢do
com 0s animais domésticos e reservatorios silvestres e sinantropicos e, consequentemente, a
conjuncao destes fatores contribui para aumentar a distribuicdo e incidéncia das leishmanioses
no pais (COSTA et al., 2007).

1.2 Aspectos historicos

Nas Américas, a LTA é conhecida desde a época pré-colombiana (400 a 900 d.C.),
através de ceramicas peruanas e equatorianas, que documentam em potes Mochica e Huaco,
faces humanas com mutilagbes do nariz e dos labios, semelhantes as provocadas pela
leishmaniose mucocutanea (BRUCKER; GENTILINI, 1987).

No Brasil, a natureza das lesGes cutaneas e nasofaringeas so foi confirmada, em 1909,
por Lindenberg, que encontrou formas de Leishmania, idénticas a Leishmania tropica do
Velho Mundo, em lesdes cutaneas de individuos que trabalhavam nas matas do interior do
Estado de Séo Paulo. Gaspar Vianna, por considerar o parasito diferente da Leishmania.
tropica, o batizou de Leishmania braziliensis (SILVEIRA et al., 2002).

A comprovacdo de que a transmissdo das leishmanioses ocorria através da picada dos
flebotomineos foi realizada no Velho Mundo em 1921, mas apenas um ano ap6s, Henrique
Aragdo (1922) atribui a uma espécie de flebotomineo a transmissdo de LTA ocorrente na
cidade do Rio de Janeiro. Este pesquisador relacionou a macica presenca de Lutzomyia
intermedia a ocorréncia de LTA por Leishmania braziliensis em area endémica, conseguindo
reproduzir lesdo experimental em focinho de céo a partir da inoculacdo destes insetos
macerados (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; RANGEL; LAINSON, 2003). Em 1940,
em estudo no Estado de S&o Paulo, foram encontradas infec¢des naturais de promastigotas em

Lutzomyia. migonei, Lutzomyia. whitmani e Lutzomyia pessoai (PESSOA; PESTANA, 1940).
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A primeira observacdo dos parasitos da forma visceral ocorreu no final do século X1X
em 1855 por Cunningham, na india. Em 1903, William Leishman identificou formas
amastigotas em esfregacos de fragmento de baco de um soldado inglés morto pela febre Dum-
Dum, contraida em Calcuta, india. Simultaneamente, Charles Donovan estudando este mesmo
parasito o descreve como inédito. No entanto, Ross, com base nos achados anteriores,
relaciona o “Calazar” ao novo parasito, nomeando—0 como Leishmania donovani, criando o
género Leishmania (GENARO, 2005).

No Continente Americano, a primeira descricdo da LV A foi realizada por Migone, em
1913, quando relatou um caso no Paraguai de paciente proveniente do Estado de Mato
Grosso, Brasil, detectando o parasito em sangue periférico (LAINSON; SHAW, 1998).
Porém, apenas em 1934, Henrique Penna observou amastigotas de Leishmania em cortes
histologicos de figado de pessoas mortas supostamente por febre amarela (LAINSON;
RANGEL, 2003; 2005).

1.3 Etiologia

As Leishmanias séo parasitos digenéticos, que pertencem a ordem Kinetoplastida e
familia Trypanosomatidae, sendo agrupadas e classificadas em dois subgéneros: (Leishmania)
(ROSS, 1903) e (Viannia) (LAINSON; SHAW, 1987), sendo esta classificacdo baseada no
desenvolvimento do parasito no inseto vetor. As espécies pertencentes ao subgénero
Leishmania desenvolvem-se na porcdo média e anterior do intestino do vetor (secdo
Suprapylaria), ja as espécies do subgénero Viannia, desenvolvem-se tanto nas partes anterior
e média, como também no intestino posterior, na regiao do piloro (secdo Peripylaria).

Apresentam dois estagios no seu ciclo de vida: a forma promastigota com motilidade
flagelar, que vive no trato digestivo dos flebotomineos, e a forma amastigota, ndo movel, que
resiste dentro de macrofagos de hospedeiros vertebrados (CUPOLILLO et al., 2000;
GRIMALDI JR. et al., 1991).

No Velho Mundo cinco espécies sdo agentes das leishmanioses em humanos:
Leishmania (L.) major, Leishmania (L.) tropica, Leishmania (L.) aethiopica, Leishmania (L.)
donovani e Leishmania (L.) infantum, sendo as trés primeiras causadoras da leishmaniose
cutanea e as duas ultimas agentes da forma visceral (ASHFORD; BATES, 1998; SHAW,
2007).
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No Novo Mundo, sdo conhecidas varias espécies patogénicas de Leishmania,
ocorrendo no Brasil, sete espécies sdo causadoras da LTA: Leishmania (V.) braziliensis,
Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania
(V.) shawi, Leishmania (L.) amazonensis (LAINSON; SHAW, 1998) e Leishmania (V.)
lindenbergi (SILVEIRA et al., 2002).

Relatos da autoctonia da LTA no Novo Mundo baseiam-se nas observagdes das faces
deformadas dos “huacos”, que sdo imagens humanas originarias de populagdes moches dos
Andes e Peru (400 a 900 a.C.), e as lesdes atuais observadas nos pacientes com leishmaniose
mucosa, uma caracterizacdo da existéncia da doenga antes da invasdo espanhola
(ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; LAINSON; SHAW, 1998).

A origem do agente etioldgico da forma visceral no Continente Americano causa
opiniBes divergentes entre pesquisadores hd varios anos. A doenca tem sido atribuida por
muitos autores a L. chagasi, para o agente etioldgico da LVA nas Américas, diferenciando-o
da L. infantum, prépria da regido mediterranea (DESJEUX, 1992; LAINSON et al., 1987).
Alguns afirmam que L. infantum descrita por Nicolle (1908) e L. chagasi descrita por Cunha e
Chagas (1937) séo idénticas e que foram importadas para o continente durante as invasfes
portuguesas e espanholas (KILLICK-KENDRICK, 1985, RIOUX et al., 1990), outros
acreditam que L. chagasi ja estava presente no Continente Americano antes da colonizacéo
Européia (LAINSON; RANGEL, 2005).

Baseados em estudos bioquimicos e moleculares, alguns autores consideram L.
chagasi e L. infantum como espécies indistintas (DANTAS-TORRES, 2006; MAURICIO et
al., 1999), outros pesquisadores as consideram como subespécies (LAINSON; RANGEL,
2005). Mauricio, Stothard e Miles (2000), afirmam que os resultados destes estudos sao
irrefutaveis e evidenciam que L. infantum, e L. chagasi, devem ser consideradas sinénimos,

tendo prioridade a nomenclatura mais antiga.

1.4 Hospedeiros reservatorios

No Novo Mundo, mais de 40 espécies de mamiferos sdo conhecidamente hospedeiros
de Leishmania spp., com diferentes ciclos de transmissdo. Pequenos mamiferos (roedores e

marsupiais) sdo considerados reservatérios da LTA, enquanto que o0 homem e alguns animais
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domésticos como cées e equinos, sdo considerados hospedeiros acidentais (ASHFORD, 1996;
LAINSON; SHAW, 1987).

O real papel dos cées no ciclo de transmissdao da LTA permanece incerto. A alta
prevaléncia da infeccdo destes animais de areas endémicas, a relacdo proxima entre casos
humanos e caninos e a identidade de parasitos infectando ambos, sugere o possivel
envolvimento destes animais como reservatérios (AGUILAR et al., 1989; CASTRO et al.,
2007; FALQUETO et al., 1986, 1991). Estas caracteristicas compartilhadas entre cdes e
humanos infectados podem implicar que os cdes talvez exercam um papel na transmissao da
doenca ou que eles sdo tdo susceptiveis a infecgdo quanto os humanos, sem uma implicacéo
fundamental na transmissdo (PADILLA et al., 2002).

Com relacdo a LVA, o cdo doméstico (Canis familiaris) é o principal reservatorio
urbano de L. infantum por viver proximo ao homem, ser atrativo para os flebotomineos,
apresentar taxas de infeccdo significativas e, em geral, ser infectivo para o vetor (ALENCAR,
1959; MILES et al., 1999). No ambiente silvestre, 0s reservatorios sao as raposas (Dusicyon
vetulus e Cerdocyon thous) como o principal reservatério do parasito (ALENCAR, 1956;
DEANE, 1958). Marsupiais didelfideos e roedores (Nectomys squamipes e Rattus rattus)
foram encontrados naturalmente infectados no Brasil e na Venezuela (BARATA et al., 2005;
DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006b; TRAVI et al., 1998), sugerindo o possivel

envolvimento destes animais no ciclo de transmisséo da doenca.

1.5 Flebotomineos como vetores das leishmanioses

Os flebotomineos sdo dipteros que pertencem a familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, estdo agrupados nos géneros: Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius no
Velho Mundo e Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya, no Novo Mundo (YOUNG; DUNCAN,
1994). Na subfamilia Phlebotominae, os géneros Phlebotomus e Lutzomyia sdo os que
apresentam importancia medica, pela ampla distribuicdo geogréfica e pela capacidade de
transmitir Leishmania.

Sé&o conhecidas mais de 800 espécies destes insetos no mundo e estima-se que 81 delas
sdo capazes de transmitir o parasito (KILLICK-KENDRICK, 1990). Algumas espécies além
de transmitirem Leishmania, sdo hospedeiras de cerca de 150 microorganismos, como

tripanossomatideos, virus e bactérias (SHAW et al., 2003).



Guimardes,V.C.F.V. Avaliacdo da infeccéo natural... 21

Os flebotomineos s&o insetos holometabolos, as larvas desenvolvem-se e alimentam-se
de matéria organica depositada no solo, enquanto os adultos de ambos 0s sexos, se alimentam
de acUcares de plantas. Somente as fémeas adultas sdo hemat6fagas, sendo o alimento
importante para maturacdo dos ovos. Possuem habitos crepusculares e noturnos para realizar a
hematofagia, embora possuam também habitos matutinos e vespertinos no interior das matas
(FORATTINI, 1973).

Quanto a preferéncia alimentar, algumas espécies sdo consideradas ecléticas. L.
longipalpis € o melhor exemplo, pois tem a capacidade de picar o homem, o cdo, as aves e
outros animais com bastante avidez no mesmo eco6topo. Outras espécies com caracteristicas
alimentares similares sdo: L. intermedia, L. migonei e L. fischeri que, em ambientes
antropicos, adaptam-se aos abrigos de animais, invadindo os domicilios para sugar 0 homem
(BRAZIL et al.,, 1991; RANGEL et al., 1986). A preferéncia alimentar pode variar em
diferentes populagdes de uma mesma espécie. L. whitmani, por exemplo, é zoofilica na regido
amazonica, todavia é antropofilica no Nordeste e Sudeste do pais (AZEVEDO; RANGEL,
QUEIROZ, 1990; BRAZIL; MORTON; WARD, 1991).

Das 476 espécies de flebotomineos encontradas nas Américas, aproximadamente 40
estdo envolvidas na transmissdo das leishmanioses. Destas, algumas s&o comprovadamente
vetoras, baseando-se nas caracteristicas antropofilicas, na identificacdo da infecgdo natural e
na distribuicdo espacial e sazonal em associacdo com o registro de casos humanos. Outras
espécies sao incriminadas por evidéncias epidemioldgicas, acrescidas ou ndo da infeccao
natural pelos parasitos (KILLICK-KENDRICK, 1990).

Vaérias espécies de flebotomineos tém sido incriminadas na transmissdo da LTA no
Brasil, ressaltando-se como principais transmissores L. intermedia, L. migonei, L. whitmani,
L. umbratilis, L. wellcomei, e L. flaviscutellata (RANGEL; LAINSON, 2003). O encontro de
infeccdo natural de L. neivai (PITA-PEREIRA et al., 2009) e L. fischeri (ROCHA et al.,
2010), reforcaram a suspeita de participacdo destas espécies na veiculacdo de Leishmania (V.)
braziliensis e, consequentemente, da transmisséo da LTA.

Com relacdo a LVA, a principal espécie associada a transmissdo no Brasil, é L.
longipalpis, que apresenta distribuicdo abrangente e coincidente com os focos da doenca,
habito alimentar eclético, antropofilico, e com comprovacdo de infeccdo natural e
experimental (LAINSON; RANGEL, 2003; 2005). Recentemente, a importancia da espécie L.
cruzi como vetor da leishmaniose visceral foi registrada na regido de Corumba, Mato Grosso
do Sul (PITA-PEREIRA et al., 2008; SANTOS et al., 1998, 2003).
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O papel vetorial de outras espécies em areas endémicas também ¢é discutido,
principalmente onde a presenca do vetor classico ndo é confirmada, como no Rio de Janeiro e
em Pernambuco, em que L. migonei apresenta evidéncias como vetor (CARVALHO et al.,
2007, 2010; SOUZA et al., 2003), e L. forattinii no Mato Grosso do Sul (PITA-PEREIRA et
al., 2008), espécie presente em ambiente domiciliar, e que apresenta estreito grau de
parentesco com L. cruzi e L. Longipalpis (GALATI et al., 1997).

A capacidade de um flebotomineo atuar como um vetor € determinada pelo sucesso do
parasito no interior do tubo digestivo do inseto, que depende de sua habilidade em superar as
barreiras existentes no intestino médio do flebotomineo, tais como, resistir a agdo de enzimas
digestivas, sua capacidade em atravessar a membrana peritrofica, assim como de adesdo as
células epiteliais do intestino médio. Por outro lado, o desempenho de determinadas espécies
de flebotomineos em relacdo a sua incriminacdo como vetor, implica ndo apenas na sua
habilidade de completar a metaciclogénese do parasito, mas também de ser capaz de realizar a
sua transmisséo (KILLICK-KENDRICK, 1990).

1.6 Caracteristicas clinicas

As leishmanioses apresentam-se sob formas clinicas distintas, dependendo da espécie
de Leishmania envolvida e da resposta imunolégica do hospedeiro (LAINSON; SHAW,
1998).

A LTA ¢é uma doenca de evolucdo crénica que se manifesta por lesdes cutaneas e
mucosas, com lesdo ocorrendo no local da picada do inseto vetor. As manifestacdes clinicas
sdo diversas e incluem a forma cutdnea localizada, a mais frequente, com lesdo Unica; a
disseminada, que se caracteriza pela presenca de varias lesdes distribuidas em diversas regides
do corpo; a difusa, em que as lesdes se apresentam de forma nodular, e a forma mucocuténea
em que pode ocorrer a destruicdo do septo nasal e boca, resultando em deformidades severas
(MURRAY, et al., 2005; PERSON; SOUSA, 1996).

A leishmaniose cutdnea pode estar associada a qualquer uma das espécies
dermotrdpicas. Entretanto, enquanto Leishmania (V.) braziliensis é conhecida pela sua
capacidade de disseminagdo para mucosas, a Leishmania (V.) guyanensis pode gerar lesdes
cutdneas multiplas e as infecgdes por Leishmania (L.) amazonensis, podem se caracterizar

como difusas ou serem responsaveis por formas mucosas (BARRAL et al., 1991).
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A LVA é uma doenca considerada severa devido a gravidade das manifestacdes
clinicas e a alta letalidade. O periodo de incubacdo da doenca pode variar de meses a anos,
durante o qual o parasito se dissemina pelo corpo (OLIVA et al., 2006). A forma classica
caracteriza-se por sinais e sintomas de doenca crénica persistente, incluindo febre recorrente,
fadiga e perda de peso; a invasdo das células sanguineas e do sistema reticulo-endotelial
acarreta hepatoesplenomegalia e linfadenopatia (CHAPPUIS et al., 2007; MANNA et al.,
2006). Porém, o surgimento da doenca e sua evolucdo sdo consequéncias de um complexo de

interacdes entre o0 parasito e a resposta imune do hospedeiro (MANNA et al., 2006).

1.7 Ciclo bioldgico de Leishmania spp.

Durante o repasto sanguineo no hospedeiro infectado, a fémea de flebotomineo ingere
macrofagos parasitados por formas amastigotas e no tubo digestivo do inseto vetor, os
macrofagos se rompem e liberam as amastigotas que, em seguida, se diferenciam em formas
promastigotas prociclicas. Com a desintegracdo da matriz peritréfica (MP), os parasitos
aderem-se ao epitélio do intestino posterior ou médio onde continuam a se dividir
rapidamente. A MP é uma camada acelular secretada por células que revestem o epitélio
intestinal de um grande ndmero de insetos hemat6fagos. Atribui-se o escape das
promastigotas do saco formado pela MP, a quitinases liberadas pelo préprio parasito
(SCHLEIN et al., 1990). Tanto 0 ndo escape da matriz, quanto a ndo adesdo a parede do
epitélio faz com que os parasitos sejam eliminados ao fim da digestdo do sangue pelo inseto.
Esta adesdo das promastigotas ao epitélio do tubo digestivo do flebotomineo é proporcionada
pelo lipofosfoglicano (LPG) (PIMENTA et al., 1994; SACKS et al., 1984; SARAIVA et al.,
1995).

As formas promastigotas aderidas sofrem diferenciacdo (metaciclogénese) que
promove uma modificacdo estrutural no LPG, o que permite aos parasitos se soltarem do
epitélio. As promastigotas metaciclicas (infectantes) migram para a regido da valvula
estomodeal (cardia) promovendo a destruicdo da mesma. A destrui¢do da valvula faz com que
0 inseto ao tentar sugar o sangue de um vertebrado durante a picada, regurgite uma parte do
conteddo intestinal, carreando os parasitos presentes na por¢cdo anterior do tubo digestivo
infectando o hospedeiro vertebrado (SCHLEIN et al., 1992). No hospedeiro, as formas

promastigotas sdo endocitadas pelos macréfagos e transformam-se nas formas amastigotas,
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capazes de multiplicarem-se no meio acido encontrado no vacuolo digestivo das células
fagocitarias (CHANG; BRAY, 1985). As amastigotas se multiplicam por divisdo binaria, até
provocarem o rompimento da célula. Os parasitos livres sdo entdo fagocitados por novos
macrofagos, e disseminados pelo organismo (ASHFORD, 2000). Dependendo da espécie do
parasito envolvido, provocard lesGes que caracterizam a leishmaniose tegumentar ou a

leishmaniose visceral (Figura 2).

Figura 2- Ciclo biolégico de Leishmania spp.
Nota: VL- Leishmaniose visceral CL- Leishmaniose tegumentar
Fonte: Organizacdo Mundial de Salde, 2010.

1.8 Epidemiologia das leishmanioses no Brasil e em Pernambuco

No Brasil, a LTA apresenta ampla distribuicdo geografica com registro de casos em
todas as regides do pais com diferentes perfis epidemioldgicos. Apesar da subnotificacdo, no
ano de 2008 foram registrados 26 mil novos casos e um coeficiente de detecgdo médio de 10,5
casos por 100.000 habitantes. Ocorre em ambos 0s sexos e em todas as faixas etarias, com
predominancia entre 0os maiores de 10 anos, representando 90% dos casos e 0 sexo masculino
com prevaléncia em torno de 73% (LEISHMANIOSE..., 2010).

As regides Norte e Nordeste concentram mais de 70% do total de casos notificados no
Brasil (Gréfico 1).
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Gréfico 1- Distribuigdo dos casos de LTA notificados no Brasil por regido,
durante o periodo de 2001 a 2010.
Fonte: Sistema de Informagdo Nacional de Agravos de Notificagdo (2011).

A incidéncia da LTA na regido Nordeste é verificada tanto nas areas com resquicios de
Mata Atlantica, como em areas com predominancia de mata secundaria e diversos tipos de
plantacdes, propicias a colonizacdo dos flebotomineos e mamiferos silvestres e sinantropicos,
mas também em regiGes desmatadas, com adaptacdo de vetores e reservatorios a ambientes
modificados, com transmisséo peridomiciliar (MARZOCHI, 1992).

A LTA associada a Leishmania (V.) braziliensis apresentou nos ultimos anos um
processo de expansdo em todas as regibes do Brasil, tanto nas areas endémicas, como
incidéncia em novas areas, inclusive na periferia de grandes cidades do pais, como Manaus,
Rio de Janeiro e Belo Horizonte, constituindo um importante problema de saude publica
(BRANDAO-FILHO et al., 1994, 1999; GRIMALDI JR; TESH, 1993; MARZOCHI, 1992,
MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).

No Estado de Pernambuco, a LTA incide em todas as regides, sendo que 62,4% dos
casos humanos ocorrem na Zona da Mata (BRANDAO-FILHO et al., 1999, 2003). Nos
ultimos anos, tem se observado uma importante expansao espacial da doenga, com o aumento
do nimero de casos nos municipios do Sertdo (PERNAMBUCO, 2002).

Estudo relacionado a epidemiologia da LTA no Municipio de Amaraji, Zona da Mata
Sul, incriminou L. whitmani como o vetor, devido a sua densidade, antropofilia e adaptacao a
ambientes antrdpicos, além do registro de infeccdo natural da espécie por Leishmania (V.)
braziliensis, coincidente com os isolamentos obtidos de lesGes de pacientes e de amostras de
animais silvestres e sinantrépicos (BRANDAO-FILHO et al., 2001), sendo esta a principal
espécie de Leishmania associada & LTA (BRANDAO-FILHO et al., 1999; 2003; BRITO et
al., 2009). Andrade et al. (2005) relataram a ocorréncia de surto da doenca em centro militar

no Municipio de Paudalho, Zona da Mata Norte do Estado, e sugeriram L. complexa como
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possivel vetor da doenca, devido ao encontro de infeccdo natural da espécie por promastigotas
e a sua predominancia em resquicios de mata primaria, onde eram realizados os treinamentos.

Outro surto foi observado na localidade de trés ladeiras, Municipio de lgarassu, com
32 casos notificados no ano de 2010. Levantamento entomoldgico realizado na década de 80
ja sugeria o risco de infecgdo para a populacdo devido a maior frequéncia de L. whitmani,
representando (98,4%) da fauna (LUCENA, OLIVEIRA, LEAL, 1984).

Recentemente, no Municipio de Vicéncia foram registrados 62 casos de LTA
(SISTEMA DE INFORMACAO NACIONAL DE AGRAVOS DE NOTIFICACAOQ, 2010).
Araljo (2010), em estudo na localidade, demonstraram a predomindncia de L. whitmani,
espécie amplamente distribuida no pais e comprovadamente vetor de Leishmania (V.)
braziliensis, revelando a necessidade de estudos que esclarecam o papel desta espécie na
epidemiologia da LTA neste municipio.

Com relagdo a LVA, em 2008 foram registrados casos autoctones em 20 unidades
federadas de quatro regifes do Brasil. Apesar de o maior nimero de casos se concentrarem no
nordeste, ao se analisar a série histdrica observa-se uma reducdo dos casos nesta regido, que
passou de 83% (4.029/4.858) do total de confirmados em 2000, para 45% (1.739/3.852) em
2008. A doenca vem se expandindo, de forma gradativa, para ‘as regides Norte, Sudeste e
Centro-Oeste, que passaram de 17% (829/4.858) do total de casos em 2000, para 48%
(1.863/3.852) em 2008 (Gréafico 2) (LEISHMANIOSE..., 2010). Apresenta incidéncia em
todas as faixas etarias, acometendo em sua maioria criancas menores de 10 anos, havendo a
ocorréncia de altas taxas também no grupo de adultos jovens (SILVA et al., 2001).

Fatores como crescimento populacional, desordenado processo de urbanizagédo e o
intenso fluxo migratério contribuiram para modificar a propagagdo da doenga, de forma que
esta tem sido relatada em importantes centros urbanos (COSTA et al., 1990; DANTAS-
TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006b; OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2006; SILVA et al.,
2001).
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Gréfico 2- Casos notificados de LV A por regido, durante o periodo de 2000 a 2008.
Fonte: Sistema de Informacéo Nacional de Agravos de Notificagéo (2010).

A doenca tem sido observada no Nordeste do Brasil desde a década de 30 (DEANE;
DEANE, 1962), sendo o primeiro relato no Estado de Pernambuco em 1934 com casos
humanos esporadicos (ARRUDA et al., 1949). Desde entdo, houve uma expansdo geografica
da LVA no territério pernambucano, onde no periodo entre 1990 e 2001, o numero de
municipios que haviam notificado um ou mais casos da doenca praticamente aumentou cinco
vezes, elevando-se de 28 para 144 municipios, de forma que, atualmente a LVA apresenta
incidéncia em todo estado (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006a), inclusive em
areas onde ndo se verificava notificagdes de casos autoctones (BRANDAO-FILHO; SHAW,
1994).

Os casos de LVA em Pernambuco concentram-se nos municipios do Sertdo,
merecendo destaque Petrolina e Salgueiro. Ndo menos importantes, Caruaru, Altinho,
Surubim, Sdo Caitano e Riacho das Almas, localizados no Agreste do estado, apresentam
namero significativos de casos, assim como Itamaraca na Regido Metropolitana do Recife e
Goiana, na Zona da Mata (DANTAS-TORRES; BRANDAO FILHO, 2005).

O padrdo epidemioldgico da LVA em Pernambuco possui semelhanca com o de outros
estados do pais, nos quais o aumento da incidéncia em areas urbanas esta relacionado a
pressdo antropica sobre o meio ambiente (AGUIAR et al., 2003; CESSE et al., 2001;
DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2005; SILVA; VASCONCELOS, 2003), como no
municipio de Petrolina, em que a expansdo da LV A esta associada ao processo de ruraliza¢do
das areas periurbanas (CESSE et al., 2001).
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Em Pernambuco, h& escassez de trabalhos dedicados ao estudo de L. longipalpis,
particularmente quanto a sua distribuicdo geogréafica e sazonal. Estudo entomoldgico
realizado no Municipio de Séo Vicente Férrer ndo demonstrou a presenca desta espécie. Desta
forma, o predominio de L. migonei e sua antropofilia sugeriram sua possivel participacdo no
ciclo da LVA (CARVALHO et al., 2007). Além disso, o primeiro achado de infecgdo natural
desta espécie por Leishmania (L.) infantum apoiou fortemente a sua identificagdo como
espécie vetor da LVA neste municipio (CARVALHO et al., 2010).

S@o Vicente Férrer apresenta incidéncia de ambas as formas de leishmanioses,
inclusive com um importante nimero de casos de leishmaniose visceral canina (CARVALHO
et al., 2007; DANTAS-TORRES et al., 2009; SILVA; BRAGA, 2008). No periodo entre 1999
e 2010 foram confirmados 157 casos autoctones de LTA e 15 de LVA, sendo seis deles na

localidade de Mundo Novo, area selecionada para o estudo.

1.9 Diagndstico de infeccdo natural de flebotomineos por Leishmania spp.

O método classico utilizado para identificagdo do parasito no intestino do
flebotomineo tem sido a disseccdo do trato digestivo, seguido do exame microscopio direto.
Neste caso, a positividade das amostras deve ser confirmada posteriormente com o isolamento
do parasito em meio de cultura, que é frequentemente susceptivel a contaminacdo, ou através
de inoculacdo em animais de laboratério (hamster). Esta confirmacdo é essencial, uma vez
que os flebotomineos podem também albergar algumas espécies de Trypanosoma e
Endotrypanum, que passam por um estagio de promastigota indistinguivel de Leishmania
spp., dificultando o diagnostico microscopio pela semelhanca (RODRIGUEZ et al., 1994;
TESH; MODI, 1984). Um fator limitante para esta técnica é a dificuldade de processar grande
numero de espécimes capturados nas areas de elevada transmissibilidade (ARANSAY et al.,
2000; PEREZ et al., 2007), uma vez que o procedimento é laborioso e exige experiéncia e
pericia técnica do profissional.

Outra metodologia consiste no uso de anticorpos monoclonais espécie-especificos, em
ensaios imunoenzimaticos, para a identificacdo da espécie de Leishmania presente no vetor
que permite a avaliacdo de um grande numero de exemplares (ADINI et al., 1998).

Métodos moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido

frequentemente utilizados em estudos para detecgdo de infec¢do natural e tém aumentado a
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sensibilidade e especificidade da identificacdo de Leishmania spp., independente do nimero,
estagio e localizacdo do parasito no vetor (PEREZ et al., 1994). Além de possibilitar maior
rapidez na analise de uma grande amostragem (BARKER, 1989; MICHALSKY et al., 2002),
a técnica permite trabalhar com insetos mantidos a seco, congelados ou conservados em
etanol, sem interferir no desempenho da reacdo (PAIVA et al., 2007).

Como métodos adicionais para caracterizacdo molecular das espécies de Leishmania
encontradas no vetor sdo utilizados as andlises de polimorfismos de tamanho dos fragmentos
de restricdo (RFLP), hibridizacdo com sondas especificas para subgénero, complexo ou
espécie, realizacdo de um segundo ensaio de PCR com iniciadores espécie-especificos e
sequenciamento (GARCIA et al., 2007; JORQUERA et al., 2005; MARTIN-SANCHEZ et
al., 2006; PITA-PEREIRA et al., 2005).

Em pesquisas recentes tem sido utilizada também a PCR em tempo real, uma técnica
capaz de promover a quantificacdo da carga parasitaria e 0 monitoramento, em tempo real, do
produto amplificado para diferentes anélises como em estudos de infecgdo natural e interacéo
parasito-hospedeiro (GOMEZ- SALADIN et al., 2005; RANASINGHE et al., 2008).

1.10 Estratégias de controle

A ocorréncia de varias espécies de Leishmania, o continuo aumento das infeccdes
causadas por esses parasitos e as diferentes situacdes epidemiolégicas encontradas, tanto em
regides de colonizacdo recente, quanto antiga, com tendéncia a urbanizacdo, vem impondo
novos desafios para as estratégias de controle das leishmanioses no Brasil (COSTA, 2005).

Atualmente, as estratégias de controle sdo centradas no diagndstico e tratamento
precoce dos casos humanos, na reducdo da populacdo de flebotomineos, em atividades de
educacdo em salde e na eutanasia dos cdes para LVA, devendo ser estas acles integradas
para serem efetivas (COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990; EVANS, et al., 1992).

Em virtude das caracteristicas epidemioldgicas peculiares da LTA, as estratégias de
controle devem ser flexiveis e distintas, adequadas a cada regido ou foco particular. A
diversidade de agentes etiologicos, hospedeiros, vetores e de caracteristicas ecologicas,
aliadas ao conhecimento ainda insuficiente sobre varios destes aspectos, evidencia a
complexidade do controle (COSTA, 2005; GONTIJO; CARVALHO, 2003; REBELO et al.,

2006). Estas perspectivas em areas florestais sdo ainda mais dificeis, em funcdo da mesma
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comportar-se como uma zoonose, sendo o homem apenas hospedeiro acidental. Neste
cenario, os conhecimentos da biologia e da preferéncia alimentar das varias espécies de
flebotomineos podem contribuir para a prevencdo da infeccdo. Outra possibilidade seria o
desenvolvimento de vacinas e a utilizacdo dos cuidados de protecdo individuais (COSTA,
2005; MARTINS, 2002).

O Ministéerio da Saude reconhece que a estratégia de controle da LV A instituida no
pais ainda é pouco efetiva (BRASIL, 2007), o que pode estar contribuindo para 0 aumento da
importancia da LVA como doencga parasitaria emergente (TESH, 1995). Os principais fatores
relacionados ao insucesso das medidas de controle sdo: a falta de padronizagdo dos métodos
de diagndstico da infecgdo humana e canina; a discordancia entre os estudos que avaliam o
impacto da eliminacdo de cdes soropositivos na prevaléncia da infeccdo humana; a
demonstracdo de que outros reservatorios podem ser fontes de infec¢do de L. infantum, como
0s canideos silvestres e 0s marsupiais; e a escassez de estudos sobre o impacto das acdes de
controle dirigidas contra os vetores (COSTA; VIEIRA, 2001; GONTIJO; MELO, 2004).

Nesse contexto, estudos recentes sobre a dindmica de transmissdo da LVA enfatizam
duas variaveis a serem consideradas nos programas de controle: a variacdo sazonal da
populacdo de flebotomineos e o nuimero de cées infectados (MARESCA et al., 2009;
MONTEIRO et al., 2005). Dessa forma, o controle do vetor pode entdo representar uma
solucdo menos onerosa e pratica, como uma medida preventiva eficaz para um significativo
namero de focos de leishmaniose. Portanto, o entendimento das interacfes entre as mudancas
do meio ambiente e o comportamento dos flebotomineos vetores, constituem um pré-requisito
fundamental para o desenvolvimento de acBes apropriadas de prevencdo e estratégias de
controle (GONTHO; MELO, 2004).

Uma melhor definicdo das areas prioritarias de controle da LVA, assim como a
implantacdo de um sistema de monitoramento das atividades dirigidas para o controle e
vigilancia epidemioldgica da doenga, permitiria a avaliacdo dos programas nas diversas
regides do pais e, consequentemente, atingiria melhores resultados (COSTA; VIEIRA, 2001;
DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006b).
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2 JUSTIFICATIVA

A incidéncia das leishmanioses tem sido registrada em todas as regides do Estado de
Pernambuco, onde se verifica uma expansdo progressiva nos ultimos vinte anos. Diante da
persisténcia e do aumento do nimero de casos, estas zoonoses vem causando um grande
impacto na saude publica. Apesar disso, ainda existem grandes lacunas na epidemiologia
destas endemias, como em relacdo as populacGes de flebotomineos e identificacdo de vetores
envolvidos na transmissdo. O diagndstico da infeccdo natural de flebotomineos representa um
dos critérios para a incriminacdo de uma especie como vetor do parasito. No entanto, 0s
métodos classicos utilizados para este fim, aléem de serem extremamente laboriosos e exigirem
tempo consideravel para a confirmacdo dos resultados, apresentam baixa sensibilidade. Neste
sentido, métodos de biologia molecular tém permitido o diagndstico da infecgdo natural com
maior sensibilidade contribuindo para a melhor compreensao das relacfes existentes entre 0s
vetores e 0s parasitos na natureza, uma vez que 0s registros de infeccdo natural de
flebotomineos em seus diversos ecétopos ainda sdo escassos, sugerindo novos estudos para o
entendimento da epidemiologia das diferentes formas da doenca. Neste cenario, a
identificacdo da infeccdo natural pode contribuir como um indicador da intensidade da
transmissdo em é&reas endémicas, associada com a distribuicdo e abundancia dos
flebotomineos envolvidos, permitindo estabelecer medidas de controle mais efetivas para o

controle dos vetores.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Quais as espécies de flebotomineos naturalmente infe ctadas por Leishmania ssp. nos
ecotopos intradomiciliares, peridomiciliares e silvestres no Municipio de Sdo Vicente Férrer,

Pernambuco?
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a infeccdo natural de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) por Leishmania

spp. no Municipio de Sdo Vicente Férrer, Pernambuco.

4.2 Objetivos Especificos

a) Identificar as espécies de flebotomineos envolvidas em &rea de ocorréncia de casos de
LTA e LVA;
b) Verificar a taxa de infeccdo natural por Leishmania spp. em flebotomineos;

c) Caracterizar a sazonalidade da fauna de flebotomineos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Desenho do estudo

Estudo observacional do tipo descritivo como forma de avaliar a infeccdo natural de

flebotomineos por Leishmania spp. no Municipio de Sdo Vicente Férrer, Pernambuco.

5.2 Area de estudo

O estudo foi realizado no Municipio de Sao Vicente Férrer, situado na Zona da Mata
Norte de Pernambuco (Figura 3), limitrofe com a mesorregido Agreste, a 130,5 Km de
distancia da capital, Recife. O municipio possui 110.489 Km? e estd localizado nas
coordenadas geograficas 07°35°28”" S; 35°29°29’” O, a uma altitude de 419m do nivel do
mar. Limita-se ao norte com o Municipio de Macaparana, ao sul com Machados, ao leste com
Vicéncia e a oeste com Orob6 e o Estado da Paraiba. As vias de acesso séo atraves da BR-
232/408; PE-90/089 (AGENCIA ESTADUAL DE PLANEJAMENTO E PESQUISAS DE
PERNAMBUCO, 2010).

O clima é quente e umido, com temperatura média de 23°C, sendo a vegetacdo
formada por floresta subcaducifélia. A agricultura é composta predominantemente pelo
cultivo da banana, o que lhe tornou conhecido como “terra da banana”. Outras culturas
exploradas sd@o a mandioca, fava e cana-de-aclcar. Na pecuaria predominam a criacdo de
aves e bovinos, com producio de derivados do leite, ovos e mel de abelha. (AGENCIA
ESTADUAL DE PLANEJAMENTO E PESQUISAS DE PERNAMBUCO, 2010).

A taxa de urbanizaco é de 64,9% e a densidade demografica de 150,22 hab/km?, com
média de moradores por domicilio de 3,91. A populacao residente é de 16.598 habitantes, dos

quais 10.773 residem na zona urbana e 5.825 na zona rural (IBGE, 2010).
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Figura 3- Localizagdo da area de estudo no Estado de Pernambuco.
Fonte: Carvalho (2005).

5.3 Captura dos flebotomineos

A localidade de Mundo Novo estd localizada na zona rural do municipio e foi
selecionada de acordo com a ocorréncia de casos humanos de LTA e casos humanos e caninos
de LVA. Nesta area, tem ocorrido a substituicdo da vegetacdo primaria por plantacdes de
banana, sendo observado um perfil favoravel a transmissdo domiciliar e/ou peridomiciliar,
devido a grande proximidade entre os domicilios e anexos aos remanescentes de Mata
Atlantica (Figuras 4, 5 e 6).

As coletas foram realizadas com armadilhas luminosas tipo CDC (Figura 7), no
periodo de setembro de 2009 a setembro de 2010, das 18 as 6h, durante quatro noites
consecutivas de cada més. As armadilhas foram dispostas a 1,5m do solo nos seguintes
ecotopos (Figura 8):

Ecdtopo (E1): galinheiro distante 10 metros da casa 1 e a 153m da mata;

Ecotopo (E2): galinheiro a uma distancia de 13m da casa 1 e a 150 m da mata;

Ecotopo (E3): galinheiro a uma distancia de 6 metros da casa 2;

Ecotopo (E4): galinheiro a uma distancia de 25 metros da casa 2;

Ecotopo (E5): sala da casa 3;

Ecotopo (E6): galinheiro e chiqueiro com cabras a uma distancia de 5 metros da casa 3;
Ecotopo (E7): galinheiro a uma distancia de 50 metros da casa 4;

Ecotopo (E8): chiqueiro a uma distancia de 5 metros da casa 4;
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Ecdtopo (E9): galinheiro distante 5 metros da casa 5 e a 200m da mata.
Ecdtopo (E10): resquicios de Mata Atlantica.

Figura 4- Domicilio na localidade de Mundo Novo, Municipio de S&o Vicente Férrer,
Pernambuco.
Fonte: Guimaraes (2010a).

Figura 5- Resquicios de mata primaria na localidade de Mundo Novo, Municipio de
Séo Vicente, Férrer, Pernambuco.
Fonte: Guimaraes (2010b).
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Figura 6- Mapa dos pontos de captura de flebotomineos por ecétopo.
Fonte: Silva e Matoso (2011).
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Figura 7- Armadilha luminosa CDC.
Fonte: Guimaraes (2010c).

Figura 8- Distribui¢do das armadilhas CDC nos diferentes ec6topos.
Fonte: Guimar&es (2010d).
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Adicionalmente, foram realizadas capturas manuais com capturador de Castro, com

auxilio da armadilha de Shannon no horério das 19h as 20h (Figura 9).

Figura 9- Captura com armadilha de Shannon.
Nota: 1. Armadilha de Shannon; 2. Captura manual com capturador de Castro.
Fonte: Guimardes (2010e).

5.4 Processamento e acondicionamento dos flebotomineos capturados

Todos os espécimes machos coletados foram acondicionados em tubos contendo
alcool 70% e transportados para a sala de identificacdo de flebotomineos do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM/Fiocruz) para preparagdo, montagem e identificacao.
Inicialmente os insetos foram imersos em solucédo de hidroxido de potassio a 10% por 3 horas.
Em seguida, transferidos para solucéo de acido acético a 10% por 20 minutos, seguida por trés
lavagens de 15 minutos cada em agua destilada. Apds esta sequéncia, os insetos foram
imersos por 24h no lactofenol, montados entre ldmina e laminula em solucdo Berlese e
identificados de acordo com a classificacdo proposta por Young & Duncan (1994).

As fémeas de flebotomineos vivas foram dissecadas no laboratério montado no ponto
de apoio na area de estudo. Parte das fémeas foi identificada e formados grupos de 5 ou 10
exemplares separados por espécie e mantidos a -70°C para posterior realizacdo de extracao e
purificacdo de DNA. As demais foram preparadas e montadas como 0s machos para a

identificacdo dos espécimes.
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5.5 Pesquisa de infecgdo natural de flebotominoes por Leishmania spp.

5.5.1 Dissecgédo

A disseccdo foi realizada de acordo com metodologia previamente descrita por
Lainson (1997). As fémeas foram dissecadas em uma gota de solucdo salina esteéril, tratada
com antibiotico (200 Ul de penicilina e 2,0 mg/mL de estreptomicina) e o tubo digestivo foi
separado e examinado entre [amina e laminula sob microscopia 6ptica, aumento de 400x, para
verificar a presenca de formas flageladas de Leishmania spp. A cabeca e os trés altimos

segmentos do abddmen das fémeas foram preservados para posterior identificacdo da espécie.

5.5.2 Extracdo e purificacdo de DNA

A extracdo e purificacdo de DNA foi realizada com o Kit Illutra™ tissue & cells
genomicPrep Mini Spin, com algumas modificagdes.

Os insetos foram macerados, ainda secos, em tubos de propileno com capacidade para
1,5mL. Em seguida, foi adicionado 1mL de PBS, sendo o macerado centrifugado a 6.000 rpm
por 2 minutos. Apds descarte do sobrenadante, foram adicionados 100uL de solucdo de lise
tipo 1 as amostras e incubadas a 56° C por 1h. Subsequentemente, foram adicionados 10uL de
proteinase K (30mg/mL), seguida de uma segunda incubagdo a 70°C por 10 minutos, e uma
centrifugacdo a 12.000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo de mesma capacidade anterior, onde foi adicionado etanol gelado a 100%, num volume
igual ao dobro do sobrenadante recuperado. O material foi conservado a —20 °C por um
periodo de 18h. Apds este intervalo, o material foi novamente centrifugado a 6.600 rpm por 5
minutos e o precipitado seco em temperatura ambiente e ressuspenso em 50uL de solugéo de
eluicdo devidamente pré-aquecida a 70°C e estocado a - 20°C. A concentragdo e 0 grau de
pureza de todas as amostras de DNA foram quantificados através de leitura em

espectrofotdbmetro (Ultrospec 3000, Pharmacia Biotec).
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5.5.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A deteccdo de DNA foi realizada através da técnica de PCR, utilizando-se como alvo
minicirculos do kDNA, a partir de iniciadores especificos para o complexo Leishmania
braziliensis (subgénero Viannia): LEIB1 (5 -GGGGTTGGTGTAATATAGTGG- 3°) ¢
LEIB2 (5’- CTAATTGTGCACGGGGAGG- 3’) (DE BRUIJN; BARKER, 1992).

A PCR foi realizada em um volume final de 25uL contendo Tris-HCI 10mM, KCI
50mM, gelatina 0,1mg/ml, MgCl, 1,5mM, dNTP 0,2mM, 25pmoles de cada um dos
iniciadores, 2,5 U de Tag DNA polimerase e 2uL da amostra a ser analisada. O DNA foi
submetido a amplificacdo em um termociclador (Mastercycler gradient, Eppendorf), sendo a
programacéo constituida de 35 ciclos: 94°C (1 min), 65°C (1 min) e 72 (1 min), precedidos de
uma desnaturacao inicial de 5 minutos a 94°C.

O outro sistema empregado utiliza como alvo a regido conservada do minicirculo do
KDNA especifico para o complexo donovani (Leishmania infantum e Leishmania donovani),
utilizando os iniciadores especificos Linfl 23F (5°-TCCCAAACTTTTCTGGTCCT-3’) e
Linfl 154R (5’-TTACACCAACCCCCAGTTTC-3’) (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009).

A PCR foi realizada em um volume final de 25uL de uma solucéo contendo Tris-HCI
10 mM, KCI 50 mM, MgCl; 1,5 mM, gelatina 0,1mg/mL, 0,2 mM de cada dNTP, 5 pmoles
de cada um dos iniciadores, 2.5U de Taq DNA polimerase e 2L da amostra a ser analisada.
A amplificacdo constituiu-se em 35 ciclos 94°C (30s), 67°C (1 min), 72°C (30s) precedidos
de uma desnaturacdo inicial de 94°C durante 5 minutos.

Em cada reacdo foi incluido um controle negativo (sem DNA) e controles positivos:
DNA purificado da cepa de referéncia de Leishmania (V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903) e de Leishmania (L.) infantum (MHOM/BR/1974/PP75), cuja

concentracdo foi de 1ng/pL.
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5.5.4 Andlise dos produtos da PCR

Foram utilizados dez ul dos produtos de PCR para realizacdo da eletroforese em gel de
agarose a 1,0% para o alvo de DNA que amplifica um fragmento de 750 pb banda diagnostica
referente a Leishmania (Viannia) spp., e gel de agarose a 1,5% para o alvo de DNA que
amplifica um fragmento de 132 pb, cuja banda diagndstica refere-se a Leishmania infantum.
Foi utilizado o tampdo de corrida TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM) e brometo de
etideo a 10pg/mL como corante. Os produtos amplificados foram visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta e fotografados com um sistema de documentacdo (Gel

Logic 100 Imagem System Kodak®).

5.6 Taxa de infeccdo natural

Considerando o agrupamento de espécimes, a taxa minima de infeccdo natural (TMI)
foi estimada atribuindo-se o critério de que pelo menos um dos exemplares estava infectado,
como descrito por Paiva et al. (2007), que corresponde ao nimero de grupos positivos (x)
100/ namero total de insetos.

5.7 Dados meteoroldgicos

Os dados climaticos sobre temperatura e indice pluviométrico, referentes ao periodo

de estudo, foram obtidos junto ao Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP).
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5.8 Analise estatistica

Para a analise comparativa entre flebotomineos machos e fémeas e a distribuicdo nos
ecotopos, foi utilizado o teste Qui-quadrado de proporcdes. Para a comparacdo das taxas de
infeccdo natural foi utilizado o teste Exato de Fisher.

Para verificar a associacdo entre os parametros climéaticos e a curva sazonal de
flebotomineos foram utilizados os coeficientes de Pearson e Spearman.

A anélise e o processamento estatistico dos dados obtidos foram realizados através dos
Softwares Excel 2000 e o Rv2.10.0. Todas as conclusdes foram realizadas numa margem de

significancia de 5%.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo possui autorizacao para captura de flebotomineos fornecido pelo IBAMA
(Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) para o programa
intitulado: Eco-epidemiologia das leishmanioses na Zona da Mata Norte de Pernambuco,
Brasil: incriminacdo de hospedeiros reservatorios, vetores e caracterizacdo do padrdo de

transmissdo (Anexo A).
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7 RESULTADOS

7.1 Captura de flebotomineos

Foi capturado um total de 13.872 flebotomineos, sendo 7.627 machos (55%) e 6.245
(45%) fémeas, pertencentes a 20 espécies. A propor¢cdo dos machos sobre as fémeas foi
estatisticamente significante (p<0,0001).

L. migonei foi a espécie predominante com 71,8% (9.964) espécimes, L. complexa
com 17,6% (2.447) espécimes e L. sordellii com 6,11% (848) foram a segunda e terceira
espécies mais abundantes, respectivamente. As demais espécies apresentaram taxa de captura
inferior a 1% (Tabela 1).

Tabela 1- Distribuicdo por sexo do total de espécies de flebotomineos capturados em Mundo Novo, Municipio
de Sdo Vicente Férrer, no periodo de setembro de 2009 a setembro de 2010.

Espécies Q 3 Total

n % n % n %

Lutzomyia migonei 3596 57,5 6368 83,5 9964 71,8
Lutzomyia complexa 1742 27,9 705 9,25 2447 17,6
Lutzomyia sordellii 551 8,82 297 3,9 848 6,11
Lutzomyia evandroi 53 0,85 65 0,86 118 0,85
Lutzomyia naftalekatzi 53 0,85 55 0,72 108 0,78
Lutzomyia tupynambai 77 1,23 4 0,05 81 0,59
Lutzomyia shannoni 34 0,54 29 0,39 63 0,45
Lutzomyia capixaba 32 0,51 24 0,31 56 0,4
Lutzomyia walkeri 30 0,48 19 0,25 49 0,35
Lutzomyia ayrozai 28 0,45 16 0,2 44 0,31
Lutzomyia whitmani 11 0,18 22 0,29 33 0,23
Lutzomyia quinquefer 11 0,18 8 0,1 17 0,12

Lutzomyia choti 15 0,24 0 0,00 15 0,1
Lutzomyia furcata 8 0,12 4 0,05 12 0,08
Lutzomyia fischeri 0 0,00 5 0,06 5 0,03
Lutzomyia brasiliensis 2 0,03 3 0,04 5 0,03
Lutzomyia viannamartinsi 1 0,01 2 0,02 3 0,02
Lutzomyia abonnenci 1 0,01 1 0,01 2 0,01
Lutzomyia goiana 1 0,01 0 0,00 1 <0,01
Lutzomyia oswaldoi 1 0,01 0 0,00 1 <0,01
Total 6.245 100 7.627 100 13.872 100
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A distribuicdo das espécies por ecotopos revelou a predominancia de flebotomineos no
peridomicilio com 10.057 espéciemes (72,5%), seguido dos resquicios de mata com 3.690
(26,6%) e do intradomicilio com 125 especimes (0,9%), com significancia estatistica
(p<0,0001).

L. migonei apresentou predomindncia no intradomicilio (86,4%) e nos abrigos de
animais no peridomicilio (97%). Nos resquicios de Mata Atlantica, a espécie representou
apenas 3% da fauna e foi observada uma importante diversidade de espécies, sendo as mais
frequentes L. complexa (65%) e L. sordellii (20,8%). As demais espécies representaram
14,2% (Tabela 2).

Tabela 2- Espécies de flebotomineos capturadas nos diferentes ecotopos na localidade de Mundo Novo,
Municipio de S&o Vicente Férrer, no periodo de setembro de 2009 a setembro de 2010.

Ecdtopos
Intradomicilio Peridomicilio Mata

Espécies n % n % n %
Lutzomyia migonei 108 86,4 9746 97 110 3
Lutzomyia complexa 3 2,4 49 0,48 2395 65
Lutzomyia sordellii 3 2,4 75 0,74 770 20,8
Lutzomyia evandroi 11 8,8 97 0,96 10 0,27
Lutzomyia naftalekatzi 0 0,0 33 0,32 75 2
Lutzomyia tupynambai 0 0,0 1 <0,01 80 2,2
Lutzomyia shannoni 0 0,0 5 0,05 58 1,57
Lutzomyia capixaba 0 0,0 1 <0,01 55 1,5
Lutzomyia walkeri 0 0,0 0 0,00 49 1,32
Lutzomyia ayrozai 0 0,0 0 0,00 44 1,2
Lutzomyia whitmani 0 0,0 33 0,32 0 0,0
Lutzomyia quinquefer 0 0,0 13 0,13 4 0,1
Lutzomyia choti 0 0,0 0 0,00 15 0,4
Lutzomyia furcata 0 0,0 0 0,00 12 0,32
Lutzomyia fischeri 0 0,0 0 0,00 5 0,13
Lutzomyia brasiliensis 0 0,0 4 0,03 1 0,02
Lutzomyia viannamartinsi 0 0,0 0 0,00 3 0,08
Lutzomyia abonnenci 0 0,0 0 0,00 2 0,05
Lutzomyia goiana 0 0,0 0 0,00 1 0,02
Lutzomyia oswaldoi 0 0,0 0 0,00 1 0,02

Total 125 100 10.057 100 3.690 100
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Com relagdo aos flebotomineos capturados em armadilha de Shannon com auxilio de
capturador de Castro, apenas a espécie L. migonei foi coletada, num total de 13 fémeas e 44
machos, em duas capturas realizadas.

Considerando a sazonalidade dos flebotomineos, observou-se trés picos de captura nos
meses de fevereiro, maio e setembro de 2010. O padrdo da curva sazonal é delineado,
majoritariamente por L. migonei, Unica espécie capturada em todos os meses do estudo.
Analisando o padrdo apresentado pelas espécies L. complexa e L. sordellii, as mais frequentes
nos resquicios de mata, observa-se que a primeira apresentou maior densidade no més de
mar¢o/2010, enquanto que a segunda apresentou pico no més de abril/2010. A densidade
destas espécies no decorrer do ano apresentou algumas semelhangas, como nos meses de
outubro/2009 e julho/2010, e grande divergéncia nos meses de janeiro a maio/2010, quando

exibiram alternancia no pico de densidade de suas populacdes (Gréafico 3).
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Gréfico 3- Percentual de flebotomineos capturados mensamente na localidade de Mundo Novo,
Municipio de Sdo Vicente Férrer, no periodo de setembro de 2009 a setembro de 2010.
Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: * N&o houve captura na mata
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A ocorréncia de maior nimero de flebotomineos coincidiu com os periodos antes e
apos as chuvas (Gréafico 4). A densidade populacional das espécies de flebotomineos foi
comparada com os parametros climaticos: temperatura média e pluviosidade, que variaram
entre 23,3°C e 28,3°C e 6,60mm® e 417,60mm?, respectivamente. As analises de correlacio
entre o numero total de flebotomineos capturados, a media de temperatura mensal (Ipearson =
0,13; p= 0,6764; rhospearman = 0,05; p= 0,8775) e a pluviosidade (Ipearson = 0,02; p= 0,9463;

rhOspearman = 0,37; p= 0,2166) ndo foram estatisticamente significativas (Figura 10).
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Gréfico 4- Percentual de flebotomineos capturados mensalmente na localidade de Mundo Novo,
Municipio de Séo Vicente Férrer, em comparagdo com 0s parametros climaticos de temperatura e
pluviosidade, no periodo de setembro de 2009 a setembro de 2010.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 10- Correlagdo negativa entre o total de flebtomineos capturados, a temperatura e a pluviosidade.
Fonte: Guimardes (2011f).
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7.2 Infeccdo natural de flebotomineos por Leishmania spp.

7.2.1 Dissecgédo

Foram dissecados 114 espécimes capturados nos diferentes ecotopos e nenhum deles

apresentou formas flageladas de Leishmania spp (Tabela 3).

Tabela 3- Espécies de flebotomineos dissecadas por ecotopos na localidade de Mundo Novo, Municipio de Sédo
Vicente Férrer, no periodo de setembro de 2009 a setembro de 2010.

Espécies Intradomicilio Peridomicilio Mata Total

Lutzomyia migonei 2 102 105
Lutzomyia shannoni 2 2
Lutzomyia sordellii
Lutzomyia naftalekatzi
Lutzomyia furcata
Lutzomyia tupynambai
Lutzomyia brasiliensis

Noooooo
oloRrFRPFRPNO R
N e

1
0
0
0
1
0

Total 106

7.2.2 Deteccdo molecular utilizando PCR

A avaliacédo da sensibilidade dos sistemas de PCR revelou limites de deteccdo para
Leishmania (Viannia) spp. e Leishmania infantum de 10fg/uL e 1fg/uL, respectivamente
(Figuras 11 e 12).

Foram analisadas 4.440 fémeas de flebotomineos pertencentes a 12 espécies, para
deteccdo do DNA de Leishmania por PCR, sendo formados 443 grupos constituidos por 10
exemplares e dois grupos (um de L. evandroi e um de L. sordellii) com cinco exemplares,
correspondendo aos diferentes ecotopos (Tabela 4).

A infeccdo natural por Leishmania (Viannia) spp. foi observada em oito grupos, sendo
quatro de L. migonei, dois de L. sordellii, um de L. complexa e um de L. walkeri (Figura 13).

Nenhum grupo apresentou positividade para Leishmania infantum (Figura 14).
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M 1 2 3 4 5 6 7

750pb

Figura 11- Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo, mostrando bandas especificas
para Leishmania (V.) braziliensis com limite de detec¢do de 10fg de DNA padrao.

Nota: M (Marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb, Invitrogen) (2072, 1500, 600, 100pb), linhas 1 a 7
(concentracdes de DNA: 10ng, 100pg, 10 pg, 1 pg, 100fg, 10fg/ pl).

M 1 2 3 456 7

132pb

Figura 12- Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado pelo brometo de etideo, mostrando bandas especificas
para Leishmania infantum com limite de deteccdo de 1fg de DNA padréo.

Nota: M (Marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb, Invitrogen) (2072, 1500, 600, 100pb), linhas 1 a 7
(concentracfes de DNA: 100pg, 10 pg, 1 pg, 100fg, 10fg e 1fg/ ul).
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Tabela 4- Total de grupos de flebotomineos separados por espécie e ecotopo avalisados pela PCR na localidade
de Mundo Novo, Municipio de Sao Vicente Férrer.

Ecotopos
Espécies Intradomicilio  Peridomicilio  Mata Total de grupos avaliados

Lutzomyia complexa 0 0 204 204
Lutzomyia migonei 4 178 2 184
Lutzomyia sordellii 0 1 37 38
Lutzomyia naftalekatzi 0 0 4 4
Lutzomyia capixaba 0 0 3 3
Lutzomyia tupynambai 0 0 3 3
Lutzomyia evandroi 0 1 1 2
Lutzomyia walkeri 0 0 2 2
Lutzomyia choti 0 0 2 2
Lutzomyia whitmani 0 1 0 1
Lutzomyia shannoni 0 0 1 1
Lutzomyia abonnenci 0 0 1 1

Total 4 181 260 445

Figura 13- Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo, mostrando produto de PCR de
amostras de Lutzomyia migonei amplificado a partir de iniciadores especificos para o complexo braziliensis
(subgénero Viannia).

Nota: M (Marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb, Invitrogen) (2072, 1500, 600, 100pb), controle
negativo (C”, controle positivo (C* 1ng/ul), amostras de DNA de flebotomineos positivas (3, 6 e 9). O produto
de amplificacdo do fragmento de 750 pb encontra-se indicado por seta.
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cC c1 2 3 4 5 6 7

132pb

Figura 14- Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado pelo brometo de etideo das amostras de DNA de
flebotomineos submetidos & amplificagdo por iniciadores especificos para o complexo donovani (Leishmania
infantum).

Nota: M (marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb, Invitrogen) (2072, 1500, 600, 100pb), controle
negativo (C”, controle positivo (C* 1ng/ul), amostras de DNA de flebotomineos negativas (1-7). O produto de
amplificacdo do fragmento de 132 pb encontra-se indicado por seta.

A ocorréncia de flebotomineos infectados concentrou-se em trés ecotopos: no
galinheiro localizado na casa 2, que apresentou dois grupos de L. migonei positivos, no
galinheiro localizado na casa 4 também com dois grupos de L. migonei, e nos resquicios de
mata com dois grupos de L. sordellii, um de L. complexa e um de L. walkeri.

As taxas de infeccdo natural obtidas foram: L. migonei (2,1%), L. sordellii (5,2%), L.
complexa (0,5%) e L. walkeri (50%) (Tabela 5). Ndo houve diferenca estatistica quando
foram comparadas as taxas de infec¢do entre as espécies L. migonei x L. sordellii (p=0,2733),
L. migonei x L. complexa (p=0,1946) e L. sordellii x L. complexa (p=0,0651). Considerando
um unico flebotomineo infectado em cada grupo positivo, observou-se uma taxa minima de

infeccdo natural para a area de estudo de 0,18%.

Tabela 5- Taxas de infeccdo natural por espécie de flebotomineo capturados na localidade de
Mundo Novo, Municipio de Sdo Vicente Férrer.

Espécies Total de grupos avaliados  grupos positivos ~ Taxa de infeccdo natural (%)

L. migonei 184 4 2,1
L. sordellii 38 2 5,2
L. complexa 204 1 0,5
L. walkeri 2 1 50
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8 DISCUSSAO

A correta identificacdo das espécies de vetores que ocorrem em uma area endémica
para leishmanioses, bem como a estimativa das taxas de infeccdo natural pelas diferentes
espécies de Leishmania, auxiliam a compreensdo da epidemiologia da doencga e também na
adocdo de medidas de prevencdo e controle. Neste cenario, estudos tém sido conduzidos em
diversas areas endémicas através da disseccdo de flebotomineos e identificacdo do parasito in
situ, ou atraves da aplicacdo de técnicas moleculares para a deteccdo do DNA de Leishmania
spp. (CARVALHO et al., 2008; PEREZ et al., 1994; SILVA; GRUNEWALD, 1999).

Embora a dissec¢cdo do tubo digestivo de flebotomineos seja 0 método classico para
diagnosticar a infeccao natural em areas endémicas, o processo é laborioso e requer extrema
habilidade técnica. Além disso, em casos onde a presenca de parasitos € escassa, este
procedimento pode fornecer resultados falso-negativos, revelando taxas de infeccdo bem mais
baixas do que a realidade. Alternativamente, ferramentas moleculares vém substituindo a
disseccdo, por permitir a deteccdo de DNA de um Unico parasito (PITA-PEREIRA et al.,
2005) e representar um método de diagnoéstico mais sensivel do que a dissec¢do seguida de
microscopia (NASCIMENTO et al., 2007).

Numerosos estudos tém revelado as dificuldades envolvidas na deteccdo de
Leishmania através do método de dissec¢cdo, mostrando geralmente taxas de infeccdo abaixo
de 1% para distintas areas endémicas no Brasil e também em outros paises da América do Sul
(GALATI et al., 1996; LUZ et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 1999).

Em estudo desenvolvido no Parand, Neitzke et al. (2008) analisaram 2.487 exemplares
e verificaram uma infeccdo de 0,04% por flagelados através da disseccdo. Estudo similar foi
realizado por Queiroz et al. (1994) no Ceara, onde foi registrada uma taxa de infeccdo de
0,42% (44/10.612). Silva e Griinewald (1999) no Rio Grande do Sul encontraram trés fémeas
infectadas entre as 920 dissecadas, revelando uma positividade de 0,6%. No presente estudo,
ndo foi encontrada nenhuma forma flagelada nas fémeas dissecadas, o que é corroborado por
outros autores em diferentes areas de estudo (CASTRO et al., 2005; FEITOSA;
CASTELLON, 2004; SILVA; GOMES, 2001; SCODRO et al., 2008).

Em Pernambuco, apesar da elevada endemicidade das leishmanioses, estudos sobre a
investigacdo da taxa de infeccdo de flebotomineos por Leishmania spp. sdo escassos. O
primeiro isolamento e identificagdo de Leishmania (V.) braziliensis em flebotomineos foi

realizado por Brand&do-Filho et al. (2003) no Municipio de Amaraji, Zona da Mata Sul, que
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encontrou um exemplar de L. whitmani infectado de um total de 5.626 dissecados, sendo
esta a Unica espécie incriminada até o0 momento como vetor da LTA no Estado. Mesmo com 0
avanco de novos ensaios para a deteccdo da infeccdo natural em flebotomineos, apenas um
estudo foi realizado na Zona da Mata Norte de Pernambuco, utilizando a PCR como
ferramenta molecular para a busca de flebotomineos naturalmente infectados (CARVALHO
et al., 2010), regido onde ha incidéncia de ambas as formas de leishmanioses.

Um achado importante do presente estudo para o entendimento da epidemiologia da
LTA em Pernambuco, foi a deteccdo da infeccdo de L. migonei por Leishmania (Viannia)
spp., através da técnica de PCR, uma vez que nenhum relato até entdo havia sido descrito. A
primeira evidéncia sobre a infeccdo de L. migonei foi verificada no Estado de Séo Paulo,
guando esta espécie foi encontrada infectada por flagelados, possivelmente Leishmania (V.)
braziliensis (PESSOA; COUTINHO, 1949). Mais recentemente, relatos de infeccdo natural
foram observados no Ceara (AZEVEDO; RANGEL; QUEIROZ, 1990; AZEVEDO;
RANGEL, 1991; QUEIROZ et al., 1991) e no Rio de Janeiro, onde a espécie pode esta
atuando como vetor secundario (PITA-PEREIRA et al., 2005). Além disso, L. migonei
apresenta importancia epidemioldgica crescente como vetor de Leishmania (V.) braziliensis,
sendo a sua prevaléncia em localidades de ocorréncia de LTA frequentemente mencionadas
(ANDRADE-FILHO; BRAZIL, 2009; SILVA; GRUNEWALD, 1999; TEODORO et al.,
1993).

S&o raros os estudos que estimam a taxa de infeccdo natural desta espécie por PCR.
Pita-Pereira et al. (2005) no Estado do Rio de Janeiro, utilizando ensaio de PCR multiplex
seguido de hibridizacdo, demonstraram uma positividade de 60% para Leishmania (Viannia)
spp., sendo bastante superior a relatada no presente estudo. No entanto, deve-se considerar o
numero bastante limitado de grupos testados por estes autores.

O encontro de infeccdo natural de L. complexa evidencia a importancia da espécie na
regido da Zona da Mata Norte do Estado e reforca as hipéteses levantadas por Branddo-Filho
et al. (2001) e Andrade et al. (2005), em estudos realizados no Municipio de Paudalho, onde
observaram evidéncias de infeccdo natural através de formas flageladas em microscopia e
sugeriram o envolvimento de L. complexa na manutenc¢éo do ciclo enzodtico da LTA, por sua
predominancia nos resquicios de mata primaria aliada a seu comportamento antropofilico.
Soma-se a isto o fato da espécie ser considerada como um dos principais vetores de
Leishmania (V.) braziliensis na regido Amazoénica, com registro de infeccdo natural e
isolamento do parasito em quatro espécimes na regido de Paragominas, Estado do Para
(SOUZA et al., 1996).
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Com relagdo a L. sordellii e L. walkeri, ndo se pode sugerir o envolvimento destas
espécies na epidemiologia da LTA em S&o Vicente Férrer, uma vez que este constitui o
primeiro relato de infeccdo natural. Este achado indica a presenca do parasito, sem determinar
a capacidade de metaciclogénese de Leishmania (Viannia) spp. e a capacidade vetorial das
espécies. Desta forma, mesmo diante da taxa de infec¢do significativa obtida, deve-se
considerar o pequeno nimero de grupos analisados de L. walkeri, 0 que ndo permite realizar
maiores inferéncias.

A ocorréncia de L. sordellii é verificada em todas as regides do pais (RANGEL;
LAINSON, 2003), sendo relatada em anexos de animais domésticos (galinheiros, chiqueiros e
currais), domicilios, troncos de arvores, fendas de rochas e grutas de diferentes areas do Brasil
(BRANDAO-FILHO et al., 2011; CARVALHO et al., 2007; GALLATI et al., 1996, 1997).
L. walkeri possui uma ampla distribui¢do geografica e tem preferéncia por habitats florestais,
como tronco e oco de arvores (RANGEL; LAINSON, 2003). Estudos sobre a distribuicdo
destas espécies, contudo, ndo estdo associados a aspectos comportamentais consistentes que
as incriminem na transmissdo da doenca.

Em relacdo a LVA, é importante ressaltar que em Sdo Vicente Férrer, até o ano de
2003, 14 casos autoctones da doenca foram notificados. Nos anos seguintes, um caso foi
notificado no primeiro semestre de 2009. Durante o periodo de estudo ndo ocorreu nenhum
registro da doenca e nenhum flebotomineo analisado estava infectado por Leishmania (L.)
infantum.

Apesar de ndo ter sido verificada a infeccdo natural de L. migonei por Leishmania (L.)
infantum neste estudo, a participacdo desta espécie no ciclo de transmissdo da LVA tem sido
sugerida em é&reas, as quais, L. longipalpis ndo tem sido relatada. Souza et al. (2003) em
estudo conduzido no Rio de Janeiro, ndo observaram a presenca de L. longipalpis em seis
areas de ocorréncia de casos autoctones de LVA. Nesta ocasido, 0s autores sugeriram a
importancia epidemioldgica de L. migonei na transmissdo da doenca.

Aspectos epidemioldgicos desta espécie também foram estudados na Argentina, em
area de transmissao da doenca, na qual foi relatada a sua elevada densidade associada a casos
humanos e caninos no ambiente peridomiciliar (SALOMON et al., 2009). Estudo prévio
realizado em S&o Vicente Ferrer demonstrou a predominancia de L. migonei na fauna local,
como em habitacOes e abrigos de animais no peridomicilio, sendo apontada como possivel
transmissora do parasito (CARVALHO et al., 2007). Posteriormente, o encontro de infeccédo
natural reforcou as evidéncias da sua participacdo no ciclo epidemioldgico da LV A nesta area
(CARVALHO, et al., 2010). De acordo com os critérios do Manual de Controle do Ministério
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da Saude, o Municipio de Séo Vicente Férrer estd classificado como &rea de transmissdo
esporédica de LVA, o que poderia justificar a auséncia de infecgdo natural por Leishmania
(L.) infantum nos flebotomineos analisados durante este estudo.

Utilizando a PCR para detec¢édo da infeccdo natural, foi possivel estabelecer uma taxa
de infecgdo minima de 0,18% para Leishmania (Viannia) spp. De fato, as taxas de infec¢do de
flebotomineos por Leishmania sdo frequentemente baixas, mesmo em areas de elevada
endemicidade (MARINHO et al., 2008; MIRANDA et al., 2002; TRAVI, et al., 1998).
Jorquera et al. (2005) e Feliciangeli et al. (1994) relataram taxas de infeccdo de 1,3% e 1,1%,
respectivamente, em diferentes areas na Venezuela, Acardi et al. (2010) na Argentina de
0.47%, Perez et al., (1994) de 1,1% no Peru, e Kato et al. (2005) de 3,3% no Equador. No
Brasil, a estimativa de taxas de infeccdo séo de 0,4% na Bahia e no Maranhdao (MIRANDA et
al., 2002; OLIVEIRA-PEREIRA, et al., 2006), 0,7% no Mato Grosso (MISSAWA et al.,
2010), 0,9% em Minas Gerais (CARVALHO et al., 2008), 2%, 1,1% e 0,3% nos Municipios
do Rio de Janeiro, Corumbé e Porto Alegre, respectivamente (PITA-PEREIRA et al., 2005,
2008, 2009). Desta forma, a taxa de infeccdo minima obtida neste estudo mostrou-se
préximas as relatadas nas Américas.

E importante ressaltar que o fato da ocorréncia de infeccdo natural ndo é suficiente
para afirmar a participagdo de uma espécie como vetor no ciclo de transmissdo das
leishmanioses. Como estabelecido por Killick-Kendrick (1990), para se definir que uma
espécie de flebotomineo é vetor de uma determinada espécie de Leishmania, é preciso que a
espécie seja abundante no foco de leishmaniose, ser antropofilica, apresentar o
desenvolvimento do parasito no intestino na auséncia de sangue e o parasito isolado do inseto
deve ser indistinguivel daqueles isolados de casos humanos.

Considerando a descricdo da fauna de flebotomineos, aspectos interessantes do
presente estudo foram as mudancas observadas na populacdo e na distribuicdo geografica de
algumas espécies de flebotomineos em S&o Vicente Feérrer. Carvalho et al. (2007)
descreveram uma diversidade de 17 espécies nesta area. No presente estudo, foram relatadas
20 espécies, onde se observa o primeiro relato de L. ayrozai, L. goiana e L. viannamartinsi.
Apenas L. schreiberi, que estava presente no levantamento anterior, ndo foi coletada durante
este estudo. Assinala-se ainda a presenca de L. shannoni, L. naftalekatzi, L. tupynambai, L.
brasiliensis e L. capixaba no ambiente peridomiciliar, o que ndo foi relatado anteriormente.
Embora com registro esporadico, a presenca destas espécies aparentemente raras neste
ecotopo, reflete claramente a consequéncia das alteracbes ambientais ocorridas na area de

estudo.
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Com relacdo a incidéncia de flebotomineos nos ecétopos estudados, obteve-se maior
namero de exemplares capturados no peridomicilio. Camargo-Neves et al. (2001) consideram
a necessidade de analisar a densidade vetorial e correlaciona-la com os aspectos ambientais do
peridomicilio, tais como presenca de vegetacéo, raizes, troncos de arvores e matéria organica
no solo, representando possiveis abrigos e criadouros para o vetor. Em Séo Vicente Feérrer, é
notoria a relagdo existente entre a densidade de flebotomineos e a presenca de animais
domeésticos no peridomicilio, assim como a proximidade com os resquicios de mata primaria,
que tém sido progressivamente substituidos por plantaces de banana.

A predominancia de L. migonei no intra e peridomicilio e a sua presenca constante
durante o periodo de estudo, revelam a adaptacdo da espécie ao ambiente antropico. Tal
comportamento tem sido observado em outras regides do pais, tais como em Sao Paulo, no
Parana e em Minas Gerais (CAMARGO-NEVES et al., 2002; MASSAFERA et al., 2005;
SARAIVA et al., 2006; TEODORO et al., 1993). Aguiar, Vilela e Lima (1987), destacam a
capacidade de adaptacdo da espécie aos ambientes que sofreram intensa modificacdo, além do
seu alto grau de antropofilia e da sua baixa ocorréncia em ambientes silvestres. Sendo esta
caracteristica corroborada com o presente estudo, em que L. migonei representou apenas 3%
da fauna neste ecotopo.

Nos resquicios de mata, destacou-se a predominancia de L. complexa, espécie que
possui distribuicdo consideravel em Pernambuco, sendo relatada também na capital, Recife,
em Paudalho (Zona da Mata Norte) e Amaraji (Zona da Mata Sul) (ANDRADE et al., 2005;
BALBINO et al, 2005; DANTAS-TORRES et al., 2010). Em concordancia com o presente
estudo, Brandao-Filho et al. (1998) relatam a preferéncia da espécie por habitats florestais e a
sua relacdo com o ciclo enzodtico da LTA. A espécie possui também uma ampla distribuicéo
geografica no Estado do Paré e ao Sul do Rio Amazonas, incluindo a Ilha de Marajo6 (Souza et
al., 1996), sendo altamente antropofilica, preferindo se alimentar de sangue humano ao de
caes e galinhas (CAMPBELL-LENDRUM et al., 1999).

A curva sazonal da fauna de flebotomineos, representada principalmente por L.
migonei, demostrou uma distribuicdo irregular, em que o aumento da densidade populacional
ocorreu no periodo que antecedia ou sucedia as chuvas. Semelhante relato foi descrito por
Gomes et al. (2003) ao estudar a populacdo de L. umbratilis na Amazodnia. No entanto, estes
dados contradizem outros autores, que apontam para a maior ocorréncia de flebotomineos
durante as estacdes chuvosas (BARATA et al., 2004; GALATI et al., 1997; SALOMON et
al., 2002).
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De acordo com Ximenes et al. (2006), o padrdo de variacdo sazonal das espécies de
flebotomineos sofre influéncia de diversos fatores abioticos, e o perfil deste também depende
da espécie e da area geografica em que o estudo é realizado. Assim, devido a variacdo dos
fatores climaticos ao longo do tempo, uma mesma espécie pode apresentar diferentes padrdes
sazonais em uma mesma area geogréfica.

A correlacdo entre o numero total de espécimes capturados e as variagfes climéticas,
demostrou que a temperatura e a pluviosidade ndo influenciaram na populacdo de
flebotomineos, assim como observado por Dias et al. (2007) e Souza et al. (2004) em Minas
Gerais, e por Missawa e Dias (2007) no Mato Grosso. A influéncia de fatores climéticos na
densidade de vetores pode variar e apresentar maior ou menor importancia a depender da
regido analisada. Estudo realizado em Minas Gerais por Barata et al. (2004) indicou uma
correlacdo significativa entre o nimero de flebotomineos capturados, a pluviosidade e a
umidade, enquanto a temperatura ndo teve efeito significativo sobre a dindmica destes insetos.
Ja Marcondes et al. (2001), em estudo realizado no Parana, relataram influéncia significativa
da pluviosidade na densidade dos vetores.

Em Sédo Vicente Férrer, a ocorréncia de casos das leishmanioses pode estar associada a
L. migonei, espécie possivelmente associada ao ciclo zoonético da LVA, e a L. complexa,
espécie possivelmente envolvida no ciclo enzo6tico da LTA, como sugerido por Carvalho et
al (2007). No entanto, os resultados encontrados na analise de infeccdo natural do presente
estudo, apontam a possibilidade de eventos mais complexos. As evidencias encontradas
sugerem que L. migonei pode estar envolvida também na transmissdo de Leishmania
(Viannia) spp., indicando a necessidade de estudos que reforcem esta hipotese.

Outro aspecto relevante observado no presente estudo foi a circulagdo de Leishmania
(Viannia) spp. nos resquicios de mata primaria em espécies de flebotomineos que, até entdo,
ndo tinham sido encontrados naturalmente infectados por Leishmania, como L. sordellii e L.
walkeri. Estes achados revelam a necessidade de estudos que esclarecam o real papel destas
espécies na epidemiologia da LTA.

Em Pernambuco, a LTA € associada predominantemente a Leishmania (V.)
braziliensis (BRANDAO-FILHO et al., 1999, 2003; BRITO et al., 2009). Neste contexto,
baseando-se no alto grau de antropofilia de L. migonei, no registro de casos autoctones de
LTA e na abundancia e distribuicdo desta espécie coincidente com a area de ocorréncia da
doencga, pode-se sugerir sua participacdo no ciclo de transmissdo da LTA em Sdo Vicente

Férrer, podendo estd associada ao ciclo zoondtico da doenca. Além disso, o0 achado de
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infeccdo natural de L. complexa, associada a sua predominante presenca em resquicios de
mata priméria, evidenciam um possivel envolvimento no ciclo enzodtico da LTA.
Considerando que cada area possui particularidades relacionadas ao ambiente,
espeécies de vetores e parasitos, o presente estudo fornece dados que sugerem a participacédo de
espécies no ciclo de transmissdo da LTA em S&o Vicente Férrer e contribui com a
identificacdo do periodo em que podera haver maior risco de transmissdo, auxiliando nas

medidas de prevencéo e controle das leishmanioses.
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9 CONCLUSOES

a) A infeccédo natural de L. migonei por Leishmania (Viannia) spp., aliada a significativa taxa
de infeccdo obtida e a sua predominancia na area de estudo, sugerem a participacdo desta

espécie no ciclo zoondtico da LTA;

b) O registro de infeccdo natural de L. complexa reforca as hipdteses da participacdo desta

espécie no ciclo enzootico da LTA na Zona da Mata Norte de Pernambuco;

c) O primeiro relato de infec¢cdo natural de L. sordellii e L. walkeri por Leishmania (Viannia)
spp., evidencia a importancia de novos estudos que esclarecam a possivel participacdo

destas espécies na epidemiologia da LTA;

d) A curva sazonal dos flebotomineos teve picos de ocorréncia nos meses de fevereiro, maio e

setembro, que podem representar o periodo de maior risco de infeccdo para a populacéo;
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ANEXO A - Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacéo e Informag&o em Biediversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica
Numero: 12749-2 Data da Emissao: 13/12/2010 12:29

Dados do titular

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

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

caracterizacdo do padrio de fransmisséo.

Nome da Instituigo : FIDCRUZ - FUNDAGAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.761.055/0007-20

Cronograma de atividades

& Descricao da atividade Tnicio (mesfano) [ Fim (meés/ano)
1 [ Colonizagao de Bolomys lasiurus, Nectomus squamipes, Gale a spixil e Raftus raffus 08/2007 0872012
2 | Colonizagio de Lutzomyia migonei, Lutzomyia whitmani e Lutzomyia longipalpis 08/2007 08/2012
3 | Realizagao de ensaios de infecciosidade 08/2007 08/2012
4 | Coleta de pequenos roedores e flebotomineos 02/2011 082012

De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacao tem prazo de validade eguivalente ao previsto no cronegrama de afividades do projeto.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Consen.ragfio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizac3o e Informacio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica
Nimero: 12749-2 Data da Emissao: 13/12/2010 12:29

Dados do titular

Neme: Sinval Pinto Branddo Filho CPF: 160.932.754-34

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

caracterizacdo do padrio de fransmiss3o.

Nome da Instituigio - FIOCRUZ - FUNDAGAQ OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.761.055/0007-20

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1 | Captura de animais silvestres in situ Rodentia, Lutzomyia
Coletafiransporie de especimes da fauna silvestre in situ Rodentia (*Qtde: 10), Lutzomyia (*Qtde: 100)

Manutengao temporaria (até 24 meses) de invertebrados
silvesires em cativeiro

4 Manutengdo temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres
em cafiveiro

Lutzomyia

Rodentia

* Qtde. de individuos por espécie/localidade/unidade de conservacdo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos
1
2
3

Amostras biologicas (Invertebrados Termesires) Ectoparasita
Método de captural/coleta (Invertebrados Terestres) Ammadilha luminosa, Captura manual
Metodo de captural/coleta (Outros mamiferos) Armadilha tipo gaicla com afragao por iscas (“Box Trap/Tomahawk/Sherman™)

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
1 | FIOCRUZ - FUNDACAQ OSWALDO CRUZ criadouro cientifico

2 | FIOCRUZ - FUNDACAQ OSWALDO CRUZ Instituigdo de pesquisa




