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RESUMO

As leishmanioses sdo doengas infecciosas de carater zoonoOtico, que tém como agentes
etioldgicos parasitos do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) e como
vetores, desses agentes insetos da familia Psychodidae. A Leishmaniose Visceral (LV),
conhecida também como Calazar, é a que apresenta maior letalidade, sobretudo entre
criancas, idosos e individuos imunocomprometidos. Nas Américas, 0 agente etioldgico da
LV é Leishmania infantum (=L. chagasi) e o principal vetor deste parasito é a espécie
Lutzomyia longipalpis. Considerando a importancia da LV e seu processo de expansao
geogréfica, a compreensao das relacdes epidemioldgicas que envolvem o estabelecimento do
ciclo é de fundamental importancia para a proposicdo de medidas de prevencao, vigilancia e
controle da doenga. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo o levantamento da
fauna de flebotomineos municipio de Ribeirdo Vermelho, Sul de Minas Gerais assim como
a investigacédo da ocorréncia de casos de infeccdo natural em cées e a deteccdo de DNA de
Leishmania nos vetores. Foram conduzidas duas a¢6es de educacao em salde nas quais foram
realizados testes sorol6gicos em cdes, DPP-Biomanguinhos como teste de triagem, e ELISA
confirmatorio, sendo estes preconizados pelo Ministério da Saude. Foram testados 348
animais, sendo 186 (53,45%) fémeas e 162 (46,55%) machos. Destes, 14 animais (4,02%)
apresentaram sorologia positiva nos em ambos os testes, e dois destes cdes foram submetidos
a eutanasia, apds autorizacdo dos proprietarios, com confirmacdo parasitolégica e molecular
da infeccdo. Entre os outros cées, 4 foram eutanasiados, e o restante ndo foram entregues ao
servico de satde do municipio. Com relacdo a investigacdo entomolégica, durante o periodo
de fevereiro de 2018 a maio de 2019 foram instaladas armadilhas do tipo HP em residéncias,
nas quais havia presenca de cées positivos nas sorologias e ao redor dessas residéncias. Um
total de 443 espécimes de flebotomineos foram capturados, sendo estes pertencentes a pelo
menos 13 espécies. As espécies mais abundantes foram, respectivamente, Lutzomyia
longipalpis (73,8%), Expapillata firmatoi (6,7%), Nyssomyia intermedia (5,19%) e
Evandromyia cortelezze (3,84%). A analise molecular permitiu identificar a presenca de
DNA Leishmania em 21 das 157 amostradas testadas, sendo estas pertencentes aos seguintes
géneros e/ou espécies Lu. longipalpis, Brumptomyia spp., Miggonei. migonei, Ex. firmatoi,
Ev. cortelezze e Pintomyia fischeri. Este foi o primeiro estudo que objetivou investigar a
situacdo da LV no municipio de Ribeirdo Vermelho. Os dados obtidos permitiram fazer a
primeiro registro de leishmaniose visceral canina no municipio, assim como o primeiro relato
de 13 espécies de flebotomineos na area de estudo. Ademais, os resultados demonstram a
presenca de DNA de L. infantum em espécies com reconhecida importancia no ciclo de
transmisséo do parasito, e em espécies cuja importancia vetorial ainda nao foi reconhecida.
A partir destes resultados o municipio de Ribeirdo Vermelho passa a ser classificado como
area de transmisséo de leishmaniose visceral, com a necessidade de medidas de vigilancia e
controle, a fim de evitar novos casos caninos e a ocorréncia de casos humanos.

Palavras-chave: Leishmanioses, flebotomineos, vigilancia epidemioldgica.



ABSTRACT

Leishmaniasis are infectious diseases of zoonotic character, whose etiological agents are
parasites of the genus Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) and as vectors of
these insect agents of the family Psychodidae. Visceral Leishmaniasis (VL), also known as
Calazar, is the one with the highest lethality, especially among children, the elderly and
immunocompromised individuals. In the Americas, the etiologic agent of VL is Leishmania
infantum (= L. chagasi) and the main vector of this parasite is Lutzomyia longipalpis.
Considering the importance of VL and its process of geographic expansion, the
understanding of the epidemiological relationships that involve the establishment of the cycle
is of fundamental importance for the proposition of prevention, surveillance and disease
control measures. Given the above, this study aimed to survey the fauna of sand flies of the
municipality of Ribeirdo Vermelho, southern Minas Gerais as well as to investigate the
occurrence of cases of natural infection in dogs and the detection of Leishmania DNA in
vectors. Two health education actions were conducted in which serological tests were
performed on dogs, DPP-Biomanguinhos as a screening test, and confirmatory ELISA, which
were recommended by the Ministry of Health. 348 animals were tested, 186 (53.45%).
females and 162 (46.55%) males. Of these, 14 animals (4.02%) were serologically positive
in both tests, and two of these dogs were euthanized, after authorization from the owners,
with parasitological and molecular confirmation of the infection. Among the other dogs, 2
were euthanized, and the rest were not delivered to the health service of the municipality.
Regarding the entomological investigation, from February 2018 to May 2019, HP-type traps
were installed in residences in which positive dogs were present in and around the serology.
A total of 443 sand flies specimens were captured, belonging to at least 13 species. The most
abundant species were, respectively, Lutzomyia longipalpis (73.8%), Expapillata firmatoi
(6.7%), Nyssomyia intermedia (5.19%) and Evandromyia cortelezze (3.84%). Molecular
analysis allowed us to identify the presence of Leishmania DNA in 21 of the 157 sampled
tested, which belong to the following genera and / or Lu species. longipalpis, Brumptomyia
spp., Miggonei. migonei, Ex. firmatoi, Ev. cortelezze and Pintomyia fischeri. This was the
first study that aimed to investigate the situation of VL in the city of Ribeirdo Vermelho. The
data obtained allowed us to make the first record of canine visceral leishmaniasis in the
municipality, as well as the first report of 13 sandfly species in the study area. Moreover, the
results demonstrate the presence of L. infantum DNA in species of recognized importance in
the parasite transmission cycle, and in species whose vectorial importance has not yet been
recognized. From these results, the municipality of Ribeirdo Vermelho is now classified as
the area of transmission of visceral leishmaniasis, with the need for surveillance and control
measures in order to prevent new canine cases and the occurrence of human cases.

Keywords: Leishmaniasis, sand flies, epidemiological surveillance.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um complexo de doengas infecciosas, de carater
zoonotico, causadas por mais de 20 espécies de parasitos do género Leishmania Ross, 1903
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que possuem um ciclo biolégico que envolve a
participacdo de hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrado (inseto). (PEARSON,;
SOUSA, 1996; DESJEUX, 2004; OMS, 2019).

As leishmanioses podem se apresentar sob diferentes formas clinicas sendo elas a
Leishmaniose Tegumentar (LT) e a Leishmaniose Visceral (LV), sendo a Gltima de particular
importéncia devido a sua alta letalidade, principalmente em criangas, idosos e individuos
imunocomprometidos, se nao tratados (PEARSON; SOUSA, 1996; DESJEUX, 2004,
GONTIJO; MELO, 2004; MOURAO et al., 2014; ZACARIAS et al., 2017).

Os agentes etioldgicos das leishmanioses sdo parasitos do género Leishmania, que
tém como vetor os insetos da subfamilia Phlebotominae (Diptera: Nematocera: Psychodidae)
(GIRAUD et al., 2019). Nas Ameéricas existem mais de 528 espécies de flebotomineos, mas
somente cerca de 60 tem sido relacionadas com a transmissdo de Leishmania (GALVIS-
OVALLOS et al, 2017). O estudo dos potenciais vetores bem como sua relagdo com o
protozoario e os hospedeiros vertebrados sdo fundamentais para criacdo de medidas para
controle, visando reduzir a expanséao das leishmanioses (WHO, 2019).

Ribeirdo Vermelho é um municipio situado no Sul de Minas Gerais, com
aproximadamente 4 mil habitantes, e até o ano de 2017 nenhum estudo epidemioldgico para
LV havia sido realizado, como inquérito sorolégico e levantamento da fauna de
flebotomineos. O municipio possui uma extensdo territorial de 49,18 kmz2, com 54,8% de
arborizacdo urbana (BRASIL, 2019) com caracteristicas de mata de transicdo entre Mata
Atlantica e Cerrado. De acordo com dados da campanha de vacinacdo antirrabica de 2017, a

populacédo canina estimada é de 1.200 caes, ou seja, uma razdo cao/habitante de 1:3.

O municipio de Lavras/MG, limitrofe a Ribeirdo Vermelho, comecou a registrar casos
de LVC no final do ano de 2013 e de LV Humana (LVH) em 2017 e esta enquadrado como
area de transmissao recente (BRASIL, 2016a; LAVRAS, 2019). Considerando a expansao
das leishmanioses, tornou-se necessario conhecer a situacdo epidemiologica de Ribeirdo
Vermelho, sobretudo no que tange a presenca dos vetores e ocorréncia de casos de cées
positivos. Ademais, o conhecimento da distribuicdo das espécies de flebotomineos é

14



essencial para melhor compreender as relagdes epidemioldgicas das leishmanioses. Por esta
razdo, o presente estudo teve por objetivo investigar a fauna de flebotomineos e a presenca
de DNA de Leishmania nos vetores e fazer o levantamento de casos de LVC no municipio
de Ribeirdo Vermelho/ MG.

15



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral é a forma mais grave entre o complexo de doencas que é as
leishmanioses. A espécie responsével pela forma clinica visceral, no Brasil, é
Leishmania (Leishmania) infantum Nicolle, 1908. Este protozoario tem como principal
reservatorio no meio urbano os cées, que podem ser assintomaticos por varios anos. A LVH
¢ caracterizada por episodios irregulares de febre, emagrecimento exacerbado,

hepatomegalia, esplenomegalia e anemia (WHO, 2019).

2.2 Histodrico

O primeiro relato de leishmaniose visceral, no Brasil, foi registrado em 1934, quando
Penna encontrou amastigotas de Leishmania em cortes histologicos de figado de pessoas que
foram a 6bito com suspeita de febre amarela (GONTIJO; MELO, 2004). O primeiro surto de
LV ocorreu em Sobral, no Ceard, 20 anos apos o primeiro relato (DEANE; DEANE, 1956).
No Piaui ocorreu uma epidemia no periodo de 1980 a 1986, onde os principais atingindos
foram menores de cinco anos e adultos com mais de 40 anos, totalizando 1509 enfermos
(COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990).

Noventa por cento dos casos de LV notificados na década de 90 foram em areas rurais
da Regido Nordeste, porém a LV passou, nos Ultimos anos, por processo de transi¢do

epidemioldgica, apresentando crescente incidéncia nas areas urbanas (BRASIL, 2014).

A participacdo dos canideos na epidemiologia da LV foi mencionada em 1908, por
Nicolle & Comte, que demonstraram o parasito na pele de cées infectados (ALVES, 2006).
Em 1914, Laveran e Franchini realizaram a infeccdo experimental de 25 cdes com

L. infantum e descreveu o encontro de parasitos na pele e outros 6rgdos destes animais.

No Brasil ao final da década de 30, em areas de ocorréncia da infec¢cdo humana, foi
encontrado o parasito isolado em animais positivos e apontada a importancia dos caes como
fonte de infeccdo para os insetos vetores (DEANE; DEANE, 1955).
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2.3 Agente etioldgico

Leishmania podem ser classificada, taxonomicamente, de acordo com a sua
localizacdo no aparelho digestivo de vetor, assim, aquelas que aderem & porcdo anterior e
média do intestino sdo do subgénero Leishmania e aquelas que possuem uma fase de divisdo
que se aderem ao intestino posterior sdo do subgénero Viannia (ANEZ; NIEVES;
CAZORLA, 1889; BATES, 2007; AKHOUNDI et al., 2016; CDC, 2019). Outra
classificacdo sugerida por Spinosa et al (2016), classifica-os por com um novo subgénero
Leishmania (Mundinia) Shaw, Camargo & Teixeira, 2016 que € criado para o complexo L.

enriettii que inclui L. martiniquensis. (SPINOSA et al., 2016)

No Brasil sdo encontradas as seguintes espécies que podem infectar o ser humano:
L. (Leishmania) amazonensis Lainson e Shaw 1982; L. (L) infantum; L. (L.) guyanensis
Floch, 1954; L. (Viannia) braziliensis Vianna, 1911, emend Matta 1913; L. (V.) lainsoni
Silveira et al. 1987; L. (V.) naiffi Lainson e Shaw, 1989; L. (V.) lindenbergi Silveira et al.
2002; L. (V.) panamensis Lainson e Shaw, 1972; L. (V.) shawi Lainson et al. 1989
(AKHOUNDI et al., 2016; SPINOSA et al., 2016).

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatdrio e se reproduz preferencialmente
por divisdo binaria. As formas amastigotas, durante o repasto sanguineo sao ingeridas pelo
flebotomineo, essas formas sdo ovaladas com presenca de um flagelo curto interiorizado, elas
vao para intestino médio do abdome transformam-se em promastigotas prociclicas. Estas que
sdo mais ativas, se replicam e se transformam em nectomonadas longas. Durante a digestao,
0s parasitas sdo cercados por matriz peritrofica (MP). Quando a MP é quebrada por enzimas
dos flebotomienos, as nectomonadas longas escapam pela abertura posterior e se ligam as
microvilosidades do intestino médio. O préximo estagio sao nectomonadas curtas, chamadas
leptomonadas; estas se transformam em promastigotas metaciclicos, que sdo a forma
infecciosos, ou se ligam ao revestimento de quitina da valvula estomodeal como
haptoménadas. No estagio avangado de desenvolvimento, massas de nectomonadas secretam
filamentos de proteofosfoglicano, obstruem o intestino médio tordcico do inseto. Isso,
juntamente com a destruicdo da véalvula, facilita o refluxo de parasitas quando o
flebotomineos fazem uma nova alimentagio (DOSTALOVA; VOLF, 2012) (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo bioldgico de parasitos do género Leishmania no inseto.

Fonte: DOSTALOVA & VOLF, 2012

Legenda: Desenvolvimento de Leishmania no trato digestivo do flebotomineo.
a)Amastigotas; b)Promastigotas prociclicas; c)Nectomonadas longas; d)Leptomonadas;

e)Promastigotas metaciclicos; f) Haptomodnadas.

As formas promastigotas metaciclicas, agora no hospedeiro vertebrado, evadem a lise
mediada pelo sistema complemento e usam a interacdo com as moléculas deste sistema para
se estabelecerem como parasitos intracelulares. Ali se transformam em amastigotas no
fagolisossomos e se dividem rapidamente por fissdo binaria. Devido ao grande nimero de
amastigotas ocorre o rompimento do macrdfago e, assim, a disseminacdo do parasito. O
inseto vetor, ao realizar o hematofagia no hospedeiro infectado, ingere junto com o sangue,
macrofagos infectados ou amastigotas, completando o ciclo do parasito (ALEXANDER;
ROSSEL, 1992; BATES, 2007; CDC, 2019).

2.3 Epidemiologia

A epidemiologia das leishmanioses depende das caracteristicas do parasito, da
ecologia do local de transmisséo e sua relagcdo com os vetores e aspectos socioculturais, assim

como tipo de colonizacdo dos ambientes (WHO, 2019).

A LV é uma doenca caracteristica de regiBes tropicais e subtropicais. Antes registrada
majoritariamente em zonas rurais, com o passar dos anos, houve uma rapida expanséo para
zonas peri urbanas e urbanas, e hoje possui mais representatividade em zonas urbanas
(BERN; MAGUIRE; ALVAR, 2008; BARCANTE et al., 2015).
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Em 2017 94% dos novos casos de LV do mundo ocorrem no Brasil, na Africa
Oriental e no Sudeste Asiatico. A estimativa de novos casos por ano é de 50.000 a 90.000
casos em todo o mundo. (WHO, 2019). (Figura 2).

Figura 2 — Situacdo da Leishmaniose Visceral no mundo.
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Fonte: OMS (2016)

No ano de 2017 foram notificados 4.103 casos de LVH no Brasil, sendo 908 na
Regido Sudeste, ocupa a segunda colocagdo com maior numero de casos, ficando abaixo
apenas da Regido Nordeste com 1.824 casos. Em Minas Gerais foram notificados 750 casos,
representando 82,6% dos casos da Regido Sudeste. A letalidade para LVVH no Brasil no
mesmo ano foi de 8,8%. Na Regido Sudeste, a letalidade foi de 11,3%. Ja em Minas Gerais
a letalidade chegou a 12,5%, sendo registrado 99 dbitos (BRASIL, 2019).

Um dos principais fatores de risco da LV é a presenca de cdes positivos, divido a
importancia do cdo como reservatério, como ja demostrado em estudos, como o realizado
em uma area endémica para LV no Ceara (ALVES, 2006). Embora, outros animais ja tenham
sido descritos como portadores do protozoario e potencialmente capazes de causar a infec¢do
do vetor, em condicBes experimentais, 0s cdes preenchem as condi¢cGes necessarias para
serem considerados reservatorios, por serem altamente suscetiveis, por possuirem alto

parasitismo cutaneo e por sua relacdo de proximidade com os humanos. Porém nédo estdo

19



descartados outros provaveis reservatorios como roedores e marsupiais, que ja demostraram
suscetibilidade a desempenhar o papel de reservatorio (DANTAS-TORRES; BRANDAO-
FILHO, 2006; NASCIMENTO et al., 2008).

A infeccdo canina geralmente precede o aparecimento de casos humanos sendo ainda,
mais prevalente que a doenca humana. No &mbito doméstico, a maioria dos cées com
sorologia reagente, no entanto, podem atuar como fonte de infeccdo para o inseto vetor
(GONTNO; MELO, 2004).

2.6 Prevencao e controle

O Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (PVCLV) apresenta
acoes voltadas ao humano, ao cdo e ao vetor. As voltadas ao ser humano sdo agdes de
educacao em saude, para informar a populacao, o diagnostico e tratamento precoce dos casos
humanos. Para os cdes sdo realizados inquéritos soroldgicos, bem como as devidas medidas
frete a casos positivos, seja por meio de eutanasia ou de tratamento com drogas autorizadas.
Com relagdo aos vetores sdo realizados o levantamento de fauna de flebotomineos, tendo
como objetivo levantar as informacgdes de carater quantitativo e qualitativo sobre a ocorréncia
e sazonalidade dos vetores, bem como a utilizacdo de inseticidas nos ambientes. (BRASIL,
2014).

O estudo da fauna flebotominica tem como importancia o conhecimento da ecologia
dos insetos vetores, sendo fundamental para compreensdo da epidemiologia das
leishmanioses. Tais estudos baseiam-se, principalmente, na identificacio da fauna
flebotominica em focos da doenga. O conhecimento da diversidade e da riqueza de parte da
entomofauna de uma regido, auxiliam na determinacdo das principais espécies vetoras, e
mesmo a elucidar a participacdo de especies secundérias, na transmissdo de Leishmania
(MARCONDES; SANTOS-NETO; LOZOVEI., 2001; SARAIVA, 2008).

2.7 Vetores

Os flebotomineos, popularmente conhecidos por mosquito-palha, cangalhinha, asa-

dura, possuem grande importancia para a saude publica por serem envolvidos na transmisséo
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de agente etioldgicos de doengas infecciosas, principalmente os do género Leishmania
(BRASIL, 2014).

Os flebotomineos estao classificados como: familia Psychodidae, Tribo Phlebotomini
que esta dividia em 5 Subtribos: Hertigiina, Brumptomiini, Sergentomyiina, Lutzomyiina e
Psychidipygiina (GALATI, 2019)

Os adultos de ambos os sexos se alimentam de solucdes agucaradas como sucos
vegetais, néctar de flores e frutos, por meio de succdo. As fémeas, porém, sdo também
hematofagas, necessitando de sangue para a maturacdo de seus ovarios. Algumas espécies
realizam apenas um repasto sanguineo entre as posturas, mas ha aquelas que o fazem diversas
vezes em um ciclo de ovoposi¢do, o que resulta em maior poder de transmissdo de patégenos
pelo inseto. (KILLICK-KENDRICK, 1999, OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2008)

O tamanho dos adultos ha 2,5 mm, corpo densamente coberto por cerdas, com cor
amarelada ou castanha e como caracteristica de v6o em saltos durante 0 pouso mantém as
asas eretas sem descansar sobre o abdémen. Seus habitos sdo crepusculares e se abrigam em
locais Umidos e escuros como toca de animais, troncos de arvores e folhas caidas no solo
(ALEXANDER et al., 1992; YOUNG; DUNCAN, 1994; KILLICK-KENDRICK, 1999)

Estudos epidemioldgicos longitudinais sdo realizados no Brasil a fim de compreender
a dindmica das leishmanioses, bem como a distribuicdo das espécies de flebotomineos
(FONSECA; BERMUDEZ; DESMOULIERE, 2010). Ja foram descritas mais de 1.017
espécies de flebotomineos no mundo, sendo que 528 ocorrem na regido Neotropical, € no
Brasil 280 espécies (Galati et al, 2017). Em Minas gerais estipula-se mais de 97 espécies
(ANDRADE; DANTAS-TORRES, 2010; ANDRADE; GALATI, 2012; BARATA et al.
2012).

As espécies envolvidas na transmissdo de L. infantum no Brasil séo
Lutzomyia longipalpis Neiva & Lutz, 1908 com distribuicdo geografica ampla, Lu. cruzi
Mangabeira, 1938, Pintomyia fischeri Pinto, 1926, Migonemyia migonei Franca, 1920 e ha
indicios de Nyssomyia intermedia Antunes & Coutinho, 1939 também ser uma espécies
vetora (SARAIVA et al., 2010; BRASIL, 2014; MOYA et al., 2015; GUIMARAES, 2016;
GALVIS-OVALLOS et al., 2017).

O principal vetor de L. amazonensis € Bichromomyia flaviscullata (Mangabeira,

1942). Para L. braziliensis sdo Psychodopygus wellcomei (Franca, Shae & Lainson, 1971),
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Nyssomyia neivai (Pinto, 1926) e Ny. whitmani (Antunes & Coutinho, 1939). O principal
vetor de L. guyanensis é Ny. umbratilis (Ward & Fraiha, 1977)(GALATI, 2019).

Estudos realizados no municipio de Lavras, limitrofe a Ribeirdo Vermelho, ja
demostraram a presenca de diversas espécies de flebotomineos, entre elas Lu. longipalpis,
Mi. migonei, Ny. whitmani, entre outras (CASTRO, 2017; MILAGRES, 2018; BLANCO,
2019).

2.10 Deteccao de DNA de Leishmania em flebotomineos

O estudo da diversidade genética de Leishmania é fundamental e auxiliam na
compreensdo da diversidade de padrdes clinicos, que as leishmanioses podem assumir, e a
utilizacdo da biotecnologia, quadro de investigacdo epidemioldgica, diagnostico e controle
de doencas (CAVALCANTI; LORENA; GOMES, 2008). O uso da biologia molecular
relacionada leishmanioses vem sendo relatada h& cerca de 48 anos, com o isolamento e
caracterizacdo do DNA cinetoplastico de uma espécie de Leishmania (LAINSON;
RANGEL, 2005).

Diversos autores vém utilizando ferramentas moleculares considerando que podem
aumentar a sensibilidade de deteccdo de infeccdo natural por parasitos do género Leishmania,
a correta deteccdo, identificacdo e caracterizacdo dos parasitos, em infeccbes humanas,
caninas, reservatorios e também a infeccdo natural dos flebotomineos (BARKER, 1989;
REGO et al., 2015).

Metodologias como a reacdo em cadeia da polimerase (RCP/PCR - Polymerase Chain
Reaction) que consiste em realizar ciclos repetidos de desnaturacdo, anelamento e extensao
de uma sequéncia alvo juntamente com os iniciadores, visando a sintese in vitro de milhdes
de cépias de um determinado segmento de DNA. Para a deteccdo e identificacdo de
Leishmania através da PCR, diversas regides do DNA desses parasitos tém sido utilizadas
como alvo, tais como: a regido interlgénica (g-1TS1), gene do RNA ribossémico (rRNA), o
gene do mini-exon derivado de RNA e o minicirculo do KDNA (BARKER, 1989; GALAI et
al., 2011).

O cinetoplasto esta presente em 10.000 copias por célula e sua sequéncia é conhecida

na maioria das espécies de Leishmania. Assim, tendo como alvo paraa PCR a amplificagdo
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de fragmento de 300 + 350 pb da regido intergénica de DNA de Leishmania (g-ITS1), tem
demostrado bons resultados, e uma boa aplicabilidade (El Tai et al., 2000).

2.11 Diagnéstico Canino

O Diagnostico canino de LV pode ser realizado por técnicas soroldgicas as quais se
baseiam no principio da deteccdo de anticorpos IgG anti-Leishmania produzidos pelo
hospedeiro ao ter contato com o patégeno. O Teste Rapido (TR) imunocromatografico DPP®
Bio-Manguinhos é um teste soroldgico qualitativo de facil manipulacdo, com resultado a
dentro de 15 minutos, e é recomendado pelo MS na utilizacdo em inquéritos soroldgicos
(BRASIL, 2008; COURA-VITAL etal., 2014).

MS recomenda que se faca o teste confirmatorio, que é outro teste sorolégico, como
0 “Enzyme Linked Immuno no Sorbent Assay” (ELISA) ou 0 Reagéo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), que se baseia na detec¢do de anticorpos através do reconhecimento de
antigenos integros de promastigotas de Leishmania sp. fixados em ldminas de microscopia
(BRASIL, 2008).

Podem também ser realizados testes diretos, como citologia, histologia, imuno-
histoquimica, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), cultura e xenodiagnostico. Os testes
indiretos sdo mais usuais e podem ou nao indicar uma infec¢do latente. Por outro lado, testes
diretos positivos demonstram a presenca de Leishmania ou de seu DNA indicando que o
parasito estava presente no individuo no momento do exame (PALTRINIERI et al., 2016).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Descrever a fauna de flebotomineos no municipio de Ribeirdo Vermelho, Minas

Gerais, e investigar a presenca de DNA de Leishmania em flebotomineos e c&es.

3.2 Objetivos especificos

v Investigar e georeferenciar os casos de caninos de leishmaniose visceral no municipio

de Ribeirdo Vermelho, Minas Gerais.

v Investigar e georeferenciar a ocorréncia de flebotomineos no municipio de Ribeirdo
Vermelho, Minas Gerais e identificar os flebotomineos coletados.

v Verificar a presenca de flebotomineos e cées com a presenca de DNA de Leishmania

sp.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Comité de Etica

O presente estudo foi realizado seguindo todos os preceitos éticos preconizados na
legislacdo brasileira de animais em pesquisa cientifica. O trabalho foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Lavras (UFLA) em
22/12/17, conforme consta no atestado n°® 77/17.

4.2 Area de estudo

Ribeirdo Vermelho ¢ um municipio pertencente a Mesorregido do Campo das
Vertentes e a Microrregido de Lavras, Sul de Minas Gerais, que possui populacao estimada
pelo IBGE 2010 de 3.826 habitantes e uma extenséo territorial de 49.251km2 (IBGE, 2017).

Figura 3 - Mapa de Ribeirdo Vermelho.
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O municipio apresenta esgoto sanitario adequado em 95,2% de &rea domiciliar,
ocupando o primeiro lugar comparado a outros municipios de sua microrregido, arborizacdo
em 54,8% dos domicilios urbanos em vias publicas, e 34,8% destes com urbanizacdo

adequada com presenca de bueiro, calcada, pavimentacdo e meio-fio (IBGE, 2010).

O municipio conta com duas unidades de salde do Sistema Unico de Salde, sendo
um Programa da Saude da Familia (PSF), e um hospital.

A regido é montanhosa e a principal bacia hidrografica € Rio Grande. O crescimento
do municipio, tanto populacional quanto econémico, esta ligado a implantacdo da ferrovia
na regido, que possibilitou a construcéo de pontes, facilitando e incrementando o comércio e
propicionando oportunidades de emprego. A areia é seu principal produto mineral, e a

agricultura tem por base o café e o milho.

4.3 ldentificacdo de casos positivos de LVC

O presente estudo foi realizado em parceria com a Secretaria de Saude de Ribeirdo
Vermelho. Para inicio da investigacdo soroldgica foram realizadas duas agdes de educacéao
em saude, para orientagdo e convocacdao da populacdo para realizacdo dos exames

soroldgicos nos caes.

A populacdo amostral foi constituida a partir de adesdo espontanea dos proprietarios
gue levaram os animais para realizacdo dos exames e também por aqueles que buscaram a
Vigilancia em Satde do municipio para realizacdo dos exames fora das agdes de educacao

em saude.

4.3.1 Testes sorologicos

Para investigacdo soroldgica canina, foi realizado os protocolos preconizados pelo
Ministério da Saude, que consiste no teste rapido DPP® Leishmaniose Visceral Canina - Bio-
Manguinhos (Dual Path Plataform), que é um ensaio imunocromatografico de carater
qualitativo para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania e que utiliza a proteina recombinante
K28 (fragmentos k26, k39 e k9) como antigeno. O teste a campo foi realizado por agentes de
endemias do municipio de Ribeirdo Vermelho. Os animais foram contidos utilizando

focinheira. Em seguida, foi realizada uma puncao com lanceta estéril para coleta de uma gota
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de sangue capilar total. A realizacdo do teste seguiu o preconizado pelo fabricante (Figura
4).

Figura 4 - Realizacdo de DPP® Leishmaniose Visceral Canina: Bio-Manguinhos em cée de
Ribeirdo Vermelho/MG em a¢6es de Educacao em Saude.

Legenda: A- contencdo de animal para retirada de sangue para realizagéo de teste de triagem. Fonte:
Alvarenga, 2017

Os animais negativos no DPP® LVC - Bio-Manguinhos foram liberados logo ap6s
coleta de dados dos proprietarios. Os animais cujos exames apresentaram padrdo de
positividade (Figura 5) foram puncionados para coleta de cinco (5) ml de sangue venoso. O

material coletado foi encaminhado para realizagdo do teste de ELISA.

Figura 5 - Teste DPP® LVC - Bio-Manguinhos.

Legenda. A- Teste com resultado negativo. B- Teste com resultado positivo. Fonte:
Alvarenga, 2017
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4.3.2 Testes Direto

Para os cdes que foram positivos nos testes sorologicos, e que 0s proprietarios
entregaram para o servico de salde, foi realizada a eutanésia, e coletado material biologico
sendo medula éssea, figado, bago e linfonodo no setor de patologia, durante o procedimento
de necropsia do animal. O material bioldgico foi acondicionado em tampéo de extrasséo e

congelado. Também foram coletadas amostras da conjuntival com “swab ”.

Foram feitos quatro esfregacos em lamina de microscopia com o aspirado da medula
Ossea dos caes. Apbs secagem do esfregaco, as laminas foram coradas pelo corante
hematoldgico Panotico Rapido® (Laborclin, Brasil) sequindo o procedimento descrito pelo
fabricante. Foram observados no minimo 200 campos em microscopio éptico na objetiva de

imersdo para observacao de formas amastigota de Leishmania.

4.3.3. Extracdo de DNA

As extracdes de DNA das amostras bioldgicas foram realizadas segundo 0s
procedimentos descritos no manual do Kit Genomic DNA from tissue, NucleoSpin® Tissue
(Macherey-Nagel, Alemanha) com modificacGes apenas na fase da eluicdo do DNA, onde
foram adicionados 50uL de agua ultrapura ao microtubo, ao invés de 100uL de solucao de
Tampédo BE proveniente do Kit, e 0 tempo de incubacdo em temperatura ambiente foi
alterado para 10 minutos. Para a extragdo de DNA do “swab” conjuntival foi utilizado o kit
DNeasy Blood & Tissue® (QIAGEN, Alemanha) com modificacbes no procedimento

descrito pelo manual, conforme a seguir:

- O algodao do “swab” foi removido com lamina de bisturi estéril e transferido para
o microtubo de 1,5 ml livre de DNAse; foram adicionados 300 pL. de tampao ATL, misturado

com auxilio do aparelho de vortex em pulsos de 5 segundos;

- Foram adicionados 33 pL de proteinase K e misturados em pulsos de 10 s; os

microtubos foram incubados a 56°C por 16 horas;

- O algodéo foi removido e os tubos foram misturados em pulsos de 15 s; foram

adicionados 334 pL do tampdo AL e misturados em vortex com pulsos de 10 s;
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Os demais passos foram seguidos conforme as instrucdes do fabricante, exceto pelo
tempo de incubagdo dos microtubos a temperatura ambiente antes da ultima centrifugacéo

que foi alterado para 10 minutos.

Apos a extracdo do DNA das amostras de medula dssea e de “swab”, o DNA foi

dosado em espectrofotdometro nas razdes 260/280 nm e 260/230 nm.

4.3.3 PCR convencional

Cada amostra teve seu DNA ajustado para uma dosagem de 20 a 100 nanogramas/pL.
As reacOes de PCR foram preparadas em uma estacao de trabalho apds uso de luz ultravioleta.
As reacOes foram preparadas segundo o protocolo adaptado de Lachaud et al. (2002), sendo
que em cada microtubo foram adicionados 4 pL de 5X GoTaq, 0,4 uL. de INTP 10mM, 0,25
pL de Taq (5U/ul), 1 pL de cada primer a 10uM e 11,75 pL de uma mistura de agua ultrapura
e DNA da amostra, que continha de 20 a 100 ng de DNA (LACHAUD et. al, 2002). Para a
PCR foram utilizados iniciadores especificos para subgénero Leishmania que tém como alvo
0 DNA do cinetoplasto de minicirculo (kKDNA).

Tabela 1 - Iniciadores usados nas reacdes de PCR com suas respectivas sequéncias e
tamanhos de produtos amplificados.

TAMANHO
DO
ALVO PRIMER SEQUENCIA AMPLICON
(PARES DE
BASE)
Subgénero | kKDNA, Leish, F | 5°CGTGGGGGAGGGGCGTTCT 3’ 135
Leishmania | KDNA, Leish, R | 5> CCGAAGCAGCCGCCCCTATT 3’

Fonte: Adaptado de Cardoso et al., 2019

Os microtubos foram colocados em termociclador automatico com as seguintes
condicdes de ciclo térmico: desnaturacéo inicial a 94 ° C durante 5 minutos; seguido por 35
ciclos de desnaturacéo a 94°C por 30s, anelamento a 59°C por 30s e extensdo a 72°C por

30s; em seguida extensdo final a 72°C durante 7 minutos.

As amostras foram submetidas a eletroforese em um gel de agarose 2% corados com
brometo de etidio (0,5ug/mL), utilizando um padrao de peso molecular de 100 pares de base,

e o gel foi visualizado a luz ultravioleta, utilizando o Image Quant LAS4000 (GE Healthcare
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Life Science). Foi utilizado como controle positivo o DNA extraido de formas promastigotas
de L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e &gua ultrapura como controle negativo.

4.3.4 Identificacdo de espécie pelo polimorfismo de fragmentos de DNA (RFLP)

Para a identificacdo da espécie de Leishmania, foram selecionadas 1 das amostras
positivas na PCR convencional, que obteve resultado negativo na PCR convencional em uma
das amostras. Foi realizada a PCR convencional utilizando o0s inciadores
(LITSR:5CTGGATCATTTTCCGATG3 e L5.8S:5TGATACCACTTATCGC ACTT3’)
enderecados para o alvo ITS I (Internal Transcribed Spacer 1) a 10uM. As amostras foram
digeridas com a enzima “Haelll”(10U/uL) (Promega, EUA). A reacdo de digestdo foi
preparada para um volume final de 15 pL contendo 1pL de “Haelll” (10U/mL), 1,5 uL de
tampao da enzima, 2,5 uL. de 4agua ultrapura e 10 pL de produto de PCR. A mistura foi
incubada a 37°C por 2 horas e os perfis de restricdo analisados em gel de agarose 4% e
comparados com os seguintes perfis de Leishmania: L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8),
L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) (CASTRO,
2017).

4.4 Coleta e Identificacdo dos flebotomineos

Para as coletas de flebotomineos foram utilizadas armadilhas luminosas tipo HP, uma
tecnologia nacional adaptada da armadilha CDC (desenvolvida pelo Centers for Disease
Control — EUA — CDC, 2008) e validada para captura de flebotomineos (PUGEDO et al.,
2005) (Figura 6).

Figura 6 - Armadilha luminosa tipo HP

Fonte: Alvarenga, 2018
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As coletas foram realizadas mensalmente, no intervalo de fevereiro de 2018 a maio
de 2019. Foram definidos 15 pontos (Figura 7) de coleta dispostos nas proximidades das
residéncias que abrigam animais positivos, em residéncias com animais positivos e em
ambientes com areas verdes e regides com acumulo de matéria organica, galinheiros, canis e

abrigos de cées do municipio de Ribeirdo Vermelho-MG.

As armadilhas foram instaladas e permaneceram ligadas nos locais de coleta por trés
dias consecutivos, das 18h as 6h do dia seguinte. Ap6s o terceiro dia, 0s sacos coletores das
armadilhas foram retirados e encaminhados para o Laboratério de Biologia Parasitaria, da
Universidade Federal de Lavras, onde foram colocados em refrigerador a 3°C por pelo menos
72h.

Figura 7 - Mapa de distribuicdo de residentes participantes do levantamento de fauna de
flebotomineos no municipio de Ribeirdo Vermelho/MG.
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Legenda: Casas selecionadas no inicio do projeto para acompanhamento mensal com armadilhas
tipo luminosa HP. Fonte: Alvarenga, 2019.

Apos refrigeracdo os insetos coletados foram colocados em bandeja branca para

separacao dos espécimes pertencentes a familia Psychodidae por identificacdo macroscopica.

31



Os flebotomineos foram colocados em placas de Petri e com auxilio de microscopio
estereoscopio foram separados em machos e fémeas com base na morfologia externa na

porcéo final do corpo do inseto. (Figura 8).

Figura 8 - Triagem e sexagem de flebotomineos de coletas com armadilha luminosa HP em
Ribeirdo Vermelho/MG.

Legenda: A- Triagem de bichos capturados em armadilhas luminosa HP. B- Fémea de flebotomineo.
Circulo vermelho- regido genitélia de da Fémea. C- Macho de flebotomineo. Circulo preto- regido da
genitalia do macho. Fonte: Alvarenga, 2018

Os machos foram acondicionados em microtubos de poliestireno contendo alcool
70% e armazenados para posterior preparacdo, montagem e identificacdo. As fémeas foram
submetidas a dissecacdo e separacdo da cabeca e do abdome. As partes para identificacéo
morfolégica foram armazenadas em alcool 70% e para pesquisa de DNA de Leishmania,

foram congeladas.

4.4.1 ldentificacdo dos machos de flebotomineos

Os espécimes machos foram imersos em solugdo de hidréxido de potassio a 10%
(KOH) por 24h para clarificar e amolecer a quitina. Na sequéncia foram imersos por 20
minutos em solucdo de &cido acético a 10% e trés passagens de 15 minutos em solucdes
alcodlicas em concentracdes crescentes de 70%, 90% e 100% (absoluto), para desidratacao.
Em seguida os espécimes foram colocados entre e eugenol por 24 horas para diafanizar e
montados em balsamo do Canada lamina e laminula com Eugenol, montados com a cabeca

com a face dorsal voltada para cima, o térax e o abdémen montados lateralmente, as pernas
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e asas distendidas. A identificacdo especifica dos espécimes foi realizada de acordo com o
proposto por Galati (2018).

4.4.2 ldentificacdo das fémeas de flebotomineos

A identificacdo especifica das fémeas foi realizada a partir de caracteres morfologicos
das espermatecas, que estdo situadas no ultimo segmento abdominal e a cabeca. Essas partes
foram destinadas para a bateria de clarificacdo, desidratacdo e diafanizacéo, citadas no item

anterior.

No momento da montagem de lamina, a parte dorsal da cabeca foi colocada voltada
para cima a fim de permitir a visualizacdo de caracteristicas taxondmicas presentes no
cibério, a parte final do abdémen, a partir do 8° tergito, foi colocada com a parte ventral
voltada para cima. Foram colocadas em lamina com Eugenol e cobertas por laminulas,

deixando agir por 24h.

O abdbémen da fémea sem os Gltimos segmentos foi utilizado para identificacdo
morfolégica foram congeladas em freezer, para posterior realizacdo dos métodos de extracdo
de DNA e reacdes de PCR genérica para Leishmania (SARAIVA, 2008).

4.5 Avaliagéo da presenga de DNA de Leishmania em flebotomineos

Um espécime por vez foi macerada em um microtubo de 1,5mL, acrescentando 50uL
de NaCl (0,08 M), sacarose (0,18 M), EDTA (0,06), SDS a 0,5%, Tris-CL (0,1), pH 8,6.

Essa mistura homogénea foi colocada em banho maria a 65° durante 30 minutos e
depois foi adicionado 7,1uL de acetato de potassio (8 M), passando pelo agitador e incubando
por mais 30 minutos em geladeira ou gelo a 4°C.

Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 13000 e o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e foi adicionado 100uL de alcool a 95% e em seguida realizada outra
centrifugagédo por 10 minutos a 13000g. Apos este passo, 0 sobrenadante foi descartado e o
tubo secado invertido contra um papel absorvente. Em seguida adicionou-se 100uL de etanol
70% ao tubo ja seco passando pela centrifuga a 13000 por 10 minutos, descartando o
sobrenadante, deixando o tubo secar.
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4.5.1 PRC convencional dirigidaao ITS 1

Para PCR dirigida ao Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1), a reacdo foi preparada
para um volume final de 20uL contendo 1ulL de DNA (20nanogramas) da amostra que a Ser
testada, 4 puL da solugdo tampao GoTaq Green 5x, 2,0 uL. de dNTP 2,0 mM, 1,00 pL de cada
um dos primers (LITSR: 5CTGGATCATTTTCCGATGS e L5.8S:
5’TGATACCACTTATCGCACTT3’) a 10uM, 0,25 puL. de Taq DNA polimerase a SU/ L,
10,75 uL de H20 ultrapura (EL TAI et al., 2000).

A amplificacdo foi processada em aparelho termociclador automatico Eppendorf®
Mastercycler Gradient, utilizando o seguinte ciclo: desnaturacéo inicial a 94°C por cinco
minutos; seguido de 30 repeticdes de: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a
60C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. A extensdo final foi a 72°C por sete

minutos.

As amostras foram entdo submetidas a eletroforese em um gel de agarose 2,0%
corado com brometo de etidio (10 mg/mL) um padrdo de peso molecular de 100 pares de
base, 20 ug de DNA extraido de formas promastigotas de Leishmania infantum

(MHOM/BR/74/PP75) como controle positivo e os reagentes da PCR como controle branco.

4.6 Georreferenciamento

Foram realizadas o georreferenciamento dos domicilios com casos de leishmanioses
visceral canina e das coletas de flebotomineos dos domicilios participantes da pesquisa,
utilizando aplicativo baixado gratuitamente pelo Google Play chamado GPS Essentials, em

equipamento Samsung Galaxy J8, e os dados plotados para desenho dos Mapas.

A partir das coordenadas e utilizando o programa ArcGIS 10.3 foram elaborados

mapas com a distribuicdo dos casos caninos.

4.7 Analise dos dados

Os dados foram tabulados em planilhas no programa Microsoft Excel Profissional

Plus (Office 2016). Foram feiras analises descritivas dos dados coletados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Aspectos caninos

Foram testados 348 animais, sendo 186 (53,45%) fémeas e 162 (46,55%) machos.
Destes, 14 animais (4,02%) apresentaram sorologia positiva nos dois testes soroldgicos
preconizados pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2011). Observando a distribuicdo dos 14
casos caninos podemos inferir que nao que ndo ha uma concentracdo de casos em uma unica
regido. Os casos positivos encontram-se dispersos em quase todas as regides do municipio,

e em algumas casas a presenca de mais de um cdo positivo(Figura 9).

Figura 9 - Distribuicao espacial de cdes com duas sorologias positivas para leishmaniose
visceral, procedentes do municipio de Ribeirdo de Vermelho, Minas Gerais.
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Fonte: Alvarenga, 2019
Legenda: Localidade dos cdes positivos no teste soroldgico ELISA para Leishmania sp.

De acordo com a Figura 9, verifica-se que a configuragéo longitudinal da malha
urbana do municipio permite extenso contato com as areas rurais e ambientes ainda
preservados. De carater inicialmente rural, nos dias atuais a Leishmaniose Visceral (LV) se
encontra urbanizada e instalada em grandes centros populacionais (BARCANTE, 2015). A
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mudanca do perfil epidemioldgico da leishmaniose para areas urbanas torna-se visivel
principalmente nas periferias onde o adensamento populacional humano e canino é alto. De
acordo com os dados da Vigilancia em Salude de Ribeirdo Vermelho, a partir das campanhas
de vacinacao antirrabica, a populacéo de cées é estimada em aproximadamente 1200 animais,
enquanto a populacdo humana é de 3.826 habitantes. A proximidade com &reas rurais e a
elevada relagdo cao/humano (1:3) séo fatores que merecem atencdo, no que tange a LV.

Dos 14 cées com duas sorologias positivas, dois foram eutanasiados. Estes
apresentavam sinais clinicos de LV, como adenopatia linfoide, emagrecimento, alopecia,
pelo opaco, Ulceras, hiperqueratose, ceratoconjuntivite e onicogrifose, nunca foram
vacinados contra LVC, nem faziam uso de coleiras repelentes para flebotomineo (Figura 10).
O restante dos animais soropositivos, 0s proprietarios ndo entregaram para 0 servico de
salde, ou vieram a 0Obito. Estes ndo foram avaliados clinicamente.

Esses sinais clinicos corroboram observados nos cées eutanasiados, tem como lesdes
dermatoldgicas relatadas para cerca de 90% dos cées sintométicos (FERRER et al., 1988). A
hiperqueratose é ocasionada pelo aumento da producao de queratina e a alopecia tem relacdo
com a acdo que o parasito provoca no foliculo piloso. Este sinal pode ainda estar associado
a imunocomplexos, frequente em cdes sintomaticos, que quando a queratina se deposita na
membrana basal da pele induz uma reacéo autoimune ou ainda por distarbios do metabolismo
do &cido pantoténico (vitamina B5) devido as lesGes hepaticas causadas pela infeccdo
(HOMMEL, 1978). A alopecia expbe grandes areas da pele do animal facilitando a
transmissdo (BRASIL, 2014). A linfadenopatia observada é decorrente da proliferacdo do
parasito e destruicdo de células do sistema mononuclear fagocitario e corresponde a um dos
sinais clinicos mais frequentes e precoces na LVC (RIBEIRO et al., 2018). Lombardo e
colaboradores (2012) demonstraram a forte presenca da linfadenopatia em cées com LV em

um estudo com 173 cdes de uma area endémica nas provincias da Sicilia.
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Figura 10 - Apresentacdo clinica de animais com leishmaniose visceral canina, procedentes
do municipio de Ribeirdo Vermelho, Minas Gerais.
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Legenda: A — Emagrecimento e alopedia generalizada; B — Onicogrifose; C — Emagrecimento,
alopecia e areas ulceradas; D — Hiperqueratose. Foto: Alvarenga, 2019.

Os laudos das necropsias revelaram caracteristicas consistentes do quadro de LV:
mucosas conjuntivais e oral moderadamente palidas; hipotricose, opacidade e descamacdes
cuténeas generalizadas com alopecia na face, crostas em pinas e presenca de Ulceras;
linfonodos superficiais muito aumentados de volume, baco aumentado de volume, vermelho
escuro, com cicatriz associada a esplenose em omento maior; figado vermelho escuro, com
espessamento capsular e com pequena quantidade de fibrina entre os lobos; rins
discretamente palidos; citologia de medula dssea (extremidade proximal do fémur) revelou
macrdfagos com citoplasma repleto de formas amastigotas de Leishmania sp. (Figura 11).
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Figura 11 - Amastigotas de Leishmania sp. em esfregaco de medula éssea de céo.

Legenda: Esfregago corado por Giemsa evidenciando estruturas arredondas, nucleadas compativeis
com amastigotas de Leishmania obtidas a partir de medula dssea de um cdo com sorologia positiva
para leishmaniose, procedente do municipio de Ribeirdo Vermelho/MG. Obj 100x. Circulo preto —
amastigota de Leishmania sp.; seta vermelha — nucleo; seta azul — cinetoplasto. Fonte: Alvarenga,
2019

De acordo com a compatibilidade do padrdo de banda apresentado na analise do gel, foi

possivel verificar somente a espécie L. infantum na amostra testada (Figuras 12).

Figura 12 - Analise de RFLP de amplicons referentes a amostra de um céo procedente do
municipio de Ribeirdo Vermelho, Minas Gerais.
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Legenda: B- branco; Li- Leishmania infantum; La- L. amazonensis; Lb- L. braziliensis; RV- Amostra
de cdo procedente do municipio de Ribeirdo Vermelho. Retangulo vermelho — L. infantum. Fonte:

Alvarenga, 2019
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A identificacdo da espécie pelo polimorfismo de fragmentos de DNA evidenciou
L. infantum na amostra selecionada. Embora a confirmacéo parasitoldgica seja incontestavel,
ela ndo permite a identificacdo especifica. Neste sentido, por se tratar do primeiro registro de
LVC no municipio de RV, a PCR-RFLP foi essencial para excluir a possibilidade de
parasitismo por outras espécies do subgénero Leishmania, uma vez que alguns estudos
relatam a possivel visceralizacdo L. (Leishmania) amazonensis (TOLEZANO et al., 2007).

No que tange ao percentual de 4,02% cdes com sorologia duplamente positiva,
identificados no presente trabalho, cabe ressaltar que este foi superior aos 2% que o
Ministério da Saude considera para investigacdo de uma area livre de LV (BRASIL, 2014).
O Manual de Vigilancia e Controle da LV direciona uma série de a¢bes aos municipios que
possuem prevaléncia superior a 2% dentre elas a busca ativa de cdes com suspeita clinica, o
desenvolvimento de atividades de educacdo em saude, o treinamento de profissionais para
diagndstico precoce e tratamento, eutandsia de cdes sororreagentes e vigilancia e
monitoramento (BRASIL, 2014). Neste sentido, os resultados do presente estudo serdo
fundamentais para nortear as acdes de saude do municipio de Ribeirdo Vermelho, uma vez
que, além de relatar o primeiro caso de LVC, este trabalho aponta para uma prevaléncia
inicial de 4,02% na amostra estudada.

Ainda é importante ressaltar que os testes de triagem preconizados pelo MS fornecem
dados heterogéneos, podendo apresentar falsos negativos, mesmo sendo testes considerados
com alta sensibilidade. Gondim (2019) verificou baixa sensibilidade nos testes
imunocromatograficos utilizados para triagem. Quando um teste de triagem apresenta valor
relativamente baixo de sensibilidade, o nimero de resultados falso negativo se torna elevado
(BASTOS; BASTOS, 2004; FRANCO; PASSOS, 2005). Neste mesmo estudo, realizado em
Lavras, municipio contiguo a RV, Gondim verificou que mais da metade dos cdes infectados
sem sinais clinicos caracteristicos da LV deixaram de ser detectados pelos testes triagem.
Este fato € particularmente importante, uma vez que cdes sem sinais clinicos podem
apresentar elevada transmissibilidade e potencial de manutencéo e disseminacdo do parasito
(LAURENTI et al., 2013).

Em estudos realizados em Belo Horizonte, houve a confirmagéo de L. infantum em
24,7% dos caes amostrados por meio de PRC, sendo que 15,9% foram positivos na sorologia,
demostrando o quanto é importante a realizagdo de testes mais especificos, principalmente

39



se tratando de uma zoonose cujos dois desfechos possiveis sdo a eutanésia canina (COURA-
VITAL et al., 2011; BRASIL, 2014) ou o tratamento, que é uma medida de controle.

Em estudo realizado em Ipatinga/MG foi encontrada uma prevaléncia de 14,8% de
cdes positivos em pelo menos dois testes soroldgicos, os mesmos usados no presente trabalho.
Foram amostrados 9.139 cées, sendo 4.183 por busca ativa, e 0s outros 4.953 foram oriundos
de pesquisa passiva. Enquanto em nosso estudo houve uma prevaléncia de 4,02%, com
pesquisa passiva, na qual o tutor levava o cdo para realizar o teste. No referido estudo, por se
tratar de uma area endémica para LV, houve um maior esforgo amostral em bairros com casos
positivos para LVH e LT (LANA et al., 2018).

A realizacdo de exames mais especificos do que os testes soroldgicos sdo importantes
para confirmacao dos primeiros casos em regides indenes para LV (PALTRINIERI, 2016).
No municipio de Iguatama/MG, a confirmacédo do primeiro caso canino foi feita apds exames
soroldgicos, utilizando exames parasitolgico e molecular com positividade para L. infantum
(FARIA et al., 2017). No municipio de Lavras/MG, foi realizado exames soroldgicos,
parasitologico e molecular para confirmacdo do primeiro caso canino de LV no ano de 2013
(NARCISO et al., 2016), e desde entdo, o municipio deixou de ser considerado livre e passou
ser considerado area de transmissao, ja registrando oito casos de LVH, e dois ébitos, o que
corresponde a uma taxa de letalidade 25% e uma prevaléncia de 6,53% de casos caninos
(BLANCO, 2019).

Embora ainda ndo tenham sido relatados casos de LVH na area do presente estudo,
os resultados aqui apresentados apontam para a necessidade de envidar esforcos para
realizacdo das acGes de vigilancia e controle, pois é sabido que a enzootia canina precede a
ocorréncia de casos humanos e, de acordo com o Manual de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (MVCLV) estima-se 0 aparecimento dos primeiros casos humanos

em que as prevaléncias caninas sejam iguais ou acima de 2% (BRASIL, 2014).

5.2 Aspectos entomoldgicos e ambientais

Dos 15 pontos de coleta definidos inicialmente (Figura 7) quatro residéncias (4, 5, 9
e 12) por incompatibilidade dos horarios dos proprietarios, foram descontinuadas logo no
inicio do estudo. Assim, foram incluidas nas presentes analises as 11 residéncias que tiveram
pelo menos 11 meses de seguimento desde o inicio do estudo: 7 e 10 com 15 meses de coleta,
residéncias 1, 6 e 14 com 14 meses de coleta; residéncias 2, 3, 8 e 11 com 13 meses de coleta;

residéncias 13 e 15 com 11 meses de coleta.
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Foram coletados ao todo 443 espécimes de flebotomineos, durante o periodo de
fevereiro de 2018 a maio de 2019, sendo 165 (37,25%) fémeas e 278 (62,75%) machos
(Tabela 1). Os espécimes foram identificados como pertencentes a 4 Subtribos:
Brumptomyiina, Sergentomyiina, Lutzomyiina e Psychodopygina e 8 géneros:
Brumptomyia, Micropygomyia, Lutzomyia, Migonemyia, Pintomyia, Expapillata,
Evandromyia, Psathyromyia e Nyssomyia; e 14 espécies (Tabela 1).

Tabela 2 - Espécies de flebotomineos coletados no municipio de Ribeirdo Vermelho/MG,

durante o periodo de fevereiro de 2018 a maio de 2019.

Numeros absolutos (%)

Género/Espécie Fémeas Machos Total
Brumptomyia brumpti 0(0,00) 15 (5,39) 15(3,39)
Brumptomyia nitzulescui 0(0,00) 1(0,36) 1(0,22)
Brumptomyia spp. 8(4,85) 1(0,36) 9(2,03)
Evandromyia cortelezzii 15(9,09) 2(0,72) 17(4,84)
Expapillata firmatoi 30(18,18) 0(0,00) 30(6,77)
Lutzomyia longipalpis 75(45,45) 252(94,65) 327(73,81)
Micropygomyia sp. 1(0,61) 0(0,00) 1(0,22)
Migonemyia migonei 6(3,63) 0(0,00) 6(1,35)
Nyssomyia intermedia 23(13,94) 0(0,00) 23(5,19)
Nyssomyia neivai 1(0,61) 3(1,08) 4(0,90)
Nyssomyia whitmani 2(1,21) 2(0,72) 4(0,90)
Pintomyia fischeri 2(1,21) 2(0,72 4(0,90)
Psathyromyia lanei 1(0,61) 0(0,00) 1(0,22)
Psathyromyia pascalei 1(0,61) 0(0,00) 1(0,22)

Total 165 278 443

Fonte: Alvarenga, 2019

As espécies mais abundantes foram Lu. longipalpis (73,81%) seguida de
Expanpillata firmatoi Barretto, Martins & Pellegrino, 1956 (6,77%) e Nyssomyia neivai
(5,19%) (Tabela 2).

Estudos realizados em outras regides de Minas Gerais também verificaram resultados
semelhantes. Em Divinopolis/MG, que tem como vegetacdo predominante o Cerrado, foi
realizado um levantamento de fauna flebotominica durante 12 meses, houve a identificagdo
de 16 espécies com coletas em zonas urbanas e zonas de mata, onde 7 espécies Sao as mesmas
encontrado no presente estudo, sendo estas: Br. brumpti, Ev. cortelezzii, Ny. neivai,
Ny intermedia, Ny. whitmani, Mg migonei e Lu. longipalpis, sendo esta ultima a de maior
abundancia, corroborando com o presente trabalho (NASCIMENTO et al., 2013).
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No estudo realizado em Barra do Guaicui, distrito de Varzea da Palma/MG, contendo
area urbana, de transicdo e de mata, houve um achado de 15 espécies, e apenas 4 ocorreram
também no presente estudo, sendo elas Ny. intermedia, Ny neivai, Ny. whitmani e Lu.
longipalpis, sendo a primeira com maior abundancia (SANGUINETTE et al., 2015).

No trabalho realizado no municipio de Ipatinga/MG, com 12 meses de coleta foram
coletadas 17 espécies, sendo as predominantes Lu. longipalpis (61,9%) Ev. cortelezzii
(21,8%). Seis das espécies encontradas no presente trabalho também foram encontradas em
Ipatinga/MG, sendo elas Br. nitzulescui Marcosdes, 2007, Ev. cortelezzii, Lu. longipalpis,
Ny. whitmani, Ny intermedia e Pi. fischeri (LANA et al., 2018)

No presente estudo, foram identificadas espécies que desempenham papel importante
como vetores de L. infantum, sendo a principal delas Lu. longipalpis, encontrada em maior
abundancia. Essa espécie tem uma relacdo bem definida como principal espécie transmissora
nas Américas, principalmente por sua adaptabilidade (MARGONARI et al, 2006). Neste
sentido, o fato de L. longipalpis corresponder a 73,81% dos espécimes de flebotomineos
encontrados na regido de estudo, em residéncias com cées comprovadamente positivos para
infeccdo por L. infantum é um dado que merece particular atencdo das autoridades sanitarias
do municipio. E importante ressaltar, que em Lavras, a ocorréncia de Lu. longipalpis ja foi
relatada (BARCANTE et al., 2015). Em outro estudo realizado em Lavras, utilizando a
mesma metodologia aqui descrita, foram capturados, ao longo de cinco anos, 136
flebotomineos, sendo que destes, 43% eram pertencentes a espécie Lu. longipalpis
(BLANCO, 2019). Das 14 espécies reportadas para o municipio de Lavras (CASTRO, 2017;
NARCISIO, 2016; BARCANTE et al., 2018; BLANCO, 2019), cinco desta também foram
recuperadas no presente estudo: Evandromyia cortelezzi Brethes, 1923, Lu. longipalpis,
M. migonei, Ny. whitmani e Pi. fischeri.

Lutzomyia longipalpis € um inseto que possui a habilidade de ocupar diversos nichos
ecologicos, incluindo aqueles resultantes de acdo antropica (YOUNG; DUNCAN, 1994;
MARGONARI et al, 2006). Apresenta ampla distribui¢do geografica, estando presente desde
o0 Sul do México até o Norte da Argentina e Paraguai, com ocorréncia coincidente a presenca
de LV nessas regifes. Embora seja considerada a principal espécie transmissora de
L. infantum nas Americas, em algumas regides tém se verificado a ocorréncia de casos
humanos e cées positivos em areas sem a presenca de Lu. longipalpis, como € o caso de

Jaciara, Estado de Mato Grosso, onde a espécie Lu. cruzi parece ser a responsavel pelo ciclo
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de transmissdo (MISSAWA et al., 2011) e em Corumba, Mato grosso do Sul, onde Lu. cruzi
foi apontada como vetor de L. infantum (OLIVEIRA et al. 2017).

Além de Lu. longipalis, outras e espécies que atuam como provaveis vetores de
L. infantum foram encontradas no municipio de Ribeirdo Vermelho, sendo essas:
Mg. migonei (1,3%) e Pi. fischeri (0,9%). Véarios autores tém discutido o papel no ciclo de
transmissdo de L. infantum de outras espécies de flebotomineos (MOYA et al., 2015;
GUIMARAES, 2016; GALVIS-OVALLOS et al., 2017).

Com relacdo a sazonalidade, embora o periodo de 15 meses de coleta ndo seja
suficiente para se fazer uma inferéncia concreta, verificou-se que, a exce¢do do més de
outubro de 2018, foram coletados flebotomineos em todos meses incluidos na presente
pesquisa. O maior nimero de espécimes coletados foi nos meses de fevereiro, marco e abril
de 2018 (Figura 13). Em estudo realizado em Belo Horizonte/MG, pode-se perceber uma
maior abundancia de Lu. longipalpis no intradomicilio e nos periodos mais quentes e
chuvosos do ano, ou seja outubro, novembro e dezembro para aquela regido (RESENDE et
al., 2006).

Quanto a relacdo fémea/macho, verificou-se que esta foi maior no periodo de junho
de 2018 a fevereiro de 2019, sendo que no més de novembro de 2018 verificou-se 0 maior
namero de fémeas de todo o estudo (30 espécimes). Em estudos realizados em Barra do
Guaiculi, distrito de VVarzea da Palma ndo houve diferenca numérica na relacdo fémea/macho
(SANGUINETTE et al., 2015), enquanto no estudo realizado em Divindpolis a relacao
macho/fémea foi evidente 4:1 (NASCIMENTO, 2013).
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Figura 13 - Distribuigdo de flebotomineos fémeas e machos coletados em Ribeirdo
Vermelho/MG por més.
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Fonte: Alvarenga, 2019

Em estudo realizado por Blanco (2019), no municipio de Lavras, ndo foi verificada
uma distribuic&o relacionada a sazonalidade, contudo, no presente trabalho verificou-se uma
maior abundancia de flebotomineos nos periodos mais frios do ano.

As residéncias 7 e 3 foram as que apresentaram maior abundancia correspondendo,
respectivamente a 41,19% e 37,78% dos flebotomineos coletados entre margo/2018 a

maio/2019 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Nimero de espécimes por espécies coletadas nas residéncias de mar¢o/2018 a

maio/20109.
Residéncias
Espécies/Género
12 3 6 7 8 10 11 13 14 15 Total

Brumptomyia brumpti oo 2 0 11 0 0O O O 0 o 13
Brumptomyia nitzulescui |[O OO 0 0 1 0 0 0 0 0 O 1
Brumptomyia spp. o0 1 0 6 0 1 0 0 0 O 8
Evandromyia cortelezzii |1 0 7 0 8 0 1 0 1 0 O 18
Expapillata firmatoi oo o0 o0 3®é® 0 0 0 0 0 o 30
Lutzomyia longipalpis 0 0 117 3 65 2 26 12 2 12 1 240
Micropygomyia spp. oo 1 0 O O O O o o0 O 1
Migonemyia migonei oo o0 o0 6 0 0 O 0 0 o 6
Nyssomyia intermedia oo 3 0 14 1 3 0 0 0 O 21
Nyssomyia neivai oo o0 o0 1 3 0 0 0 0 O 4
Nyssomyia whitmani oo o0 o0 1 0 1 2 0 0 O 4
Pintomyia fischeri oo 2 0 2 0 0 O 0 0 o 4
Psathyromyia lanei 10 0 O O O O O o0 o0 O 1
Psathyromyia pascalei oo o0 o0 o o0 o 1 0 0o 1

Total 2 0 133 3 145 6 32 15 3 12 1 352

Fonte: Alvarenga, 2019

Nas duas residéncias foi observada a presenca de arvores, plantas em vasos ou no
chdo, madeira acumulada, telhas, entulhos, e/ou trocos de arvores (Figuras 14), tornando-se
ambientes favoraveis a presenca de flebotomineos, visto que sdo insetos que dependem de
matéria organica, sombra e umidade para completarem seu ciclo. Com relacdo a presenca de
fontes de alimentacdo, verificou-se a presenca de galinheiro e canil. Alguns estudos ja
demonstraram que a presenca de animais domésticos e de criagédo sdo fatores de risco para o
aumento da populacéo de vetores de LV, principalmente Lu. longipalpis (CURI et al., 2014).
Além da presenca de animais domésticos, as duas casas contavam com vegetacao natural nas
proximidades. A casa 7 ainda apresentava um corrego no lote da residéncia, de maneira que
0 ambiente era favoravel para a presenca de flebotom

A residéncia com maior numero de espécimes (Tabela 3) coletadas tem caracteristicas
de peri urbanas e zona de mata, por se tratar de uma casa com um grande terreno todo
arborizado e o quintal tem a presenca de uma mata, porem fica no centro da cidade. Tem a
presenca de galinheiro e canil. Nessa residéncia foram diagnosticados 2 cdes com LVC, 0s
quais permanecem no local utilizando coleiras repelentes e fazendo tratamento para 0s

sintomas de LVC.
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Figura 14 - Caracterizacéo fotografica das residéncias com maior frequéncia de
flebotomineos, no municipio de Ribeirdo Vermelho, Minas Gerais, no periodo de fevereiro
de 2018 a 20109.

Legenda: Imagens A a F — residéncia 3; G a | — residéncia 7. Fonte: Alvarenga, 2019.
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Figure 13 - Distribuicdo dos flebotomineos coletados no municipio de Ribeirdo Vermelho, Minas Gerais, no periodo de fevereiro de 2018 a
maio de 2019.
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5.3 Aspectos moleculares

Apds analise molecular, verificou-se a presenca de DNA de Leishmania spp. em 21
das 157 amostradas testadas, sendo estas pertencentes aos seguintes géneros e/ou espécies
Lu. longipalpis, Brumptomyia spp., Mg. migonei, Ex. firmatoi, Ev. cortelezzii e P. fischeri
(Figura 16). Trés das espécies provaveis vetores da LV foram encontradas com o DNA de

Leishmania sp., o que pode sugerir infeccdo natural.

Figura 16 - Gel de agarose 2% demonstrando as bandas de amplifica¢do da PCR utilizando
o primer KDNA Leishmania.

——

76 77 78 79 80 81 83 84 8 87 88 89 90 91

Legenda: B: branco; Li: L. infantum, La: L. amazonensis; 75-85, 86-91: Amostras de espécimes de
fémeas de flebotomineos. 77,79,80 e 87: bandas de pares de bases reagentes na PRC
Fonte: Alvarenga, 2019

Outras especies foram encontradas contendo DNA Leishmania sp., sendo essas:
Evandromyia cortelezzii, Brumptomyia spp. e Ex. firmatoi, e alguma dessas podendo estar
vinculadas com a transmissdo de Leishmania spp responsaveis pela LT, bem como
L. infantum. Killick-Kendrick (1999) postulou algumas condigdes para seja considerado
como vetor de Leishmania: (1) se alimentar em humanos e, se a doenca for zoonética, no
reservatorio animal; (2) suportar o desenvolvimento do parasito depois que o bolo sanguineo
infectado tiver sido digerido e expulso; (3) possuir parasitos indistinguiveis daqueles isolados
de pacientes e; (4) ser capaz de transmitir o parasito pela picada. Estas condi¢bes s@o
universalmente aceitas, logo, estudos ainda sdo necessarios para comprovacao dessas
espécies como vetores de parasitos do género Leishmania.
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6. Consideracdes Finais

A realizacdo deste trabalho permitiu ainda mudar a classificacdo epidemioldgica do
municipio de Ribeirdo Vermelho, no que tange a LV, tendo este passado de area vulneravel
para uma area de transmissao recente, com mais de 2% de cdes positivos sorologicamente,
para a qual ha necessidade de implementacdo de uma série de a¢Ges de vigilancia e controle
da LV (Figura 17).

Este foi o primeiro estudo que objetivou investigar a situacdo da LV no municipio de
Ribeirdo Vermelho. Os dados obtidos permitiram fazer a primeiro registro de LVC no
municipio, assim como o primeiro relato de 12 espécies de flebotomineos na éarea de estudo.
Ademais, os resultados demonstram a presenca de DNA de L. infantum em espécies com
reconhecida importancia no ciclo de transmissdo do parasito, mas também em diferentes
espécies cuja importancia vetorial ainda ndo foi reconhecida.

O monitoramento, assim como medidas de controle de flebotomineos deve ser
constante, para que possa prevenir o aparecimento de novos casos caninos, bem como casos

de LV humana, que ainda ndo foram diagnosticados no municipio.
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Figura 17 - Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
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Fonte: Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, Ministério da Saude
(BRASIL, 2014) modificado.
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CONCLUSAO

1)

2)

3)
4)

5)

6)

A partir deste primeiro estudo, pode-se concluir que:

0 municipio de Ribeirdo Vermelho/MG possui casos autoctones de leishmaniose
visceral canina;

pelo menos 13 espécies de flebotomineos colonizam a area de estudo, sendo estas
mais frequentes em ambientes residenciais com presenca de arvores, folhas, plantas,
matéria organica e animais domésticos;

a espécie Lutzomyia longipalpis é mais abundante na regido de estudo;

as fémeas de flebotomineos capturadas na regido tém se alimentando de animais
infectados por parasitos do género Leishmania, uma vez que foi possivel recuperar
DNA do parasito nos intestinos destas;

0 municipio de Ribeirdo Vermelho é uma area de transmissdo recente, no que tange
a leishmaniose visceral;

é necessaria a continuidade dos trabalhos a fim de identificar os determinantes
epidemioldgicos da leishmaniose visceral no municipio, assim como é necessario
implementar, prementemente as medidas de vigilancia e controle, preconizadas pelo
Ministério da Saude, no intuito de evitar novos casos de leishmaniose visceral canina

e casos humanos da doenca.
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