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RESUMO

A ECOEPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES: LEVANTAMENTO DE
FLEBOTOMINEOS EM CUIABA E INVESTIGACAO QUANTO A PARTICIPACAO
DE ROEDORES E MARSUPIAIS EM RONDONOPOLIS, MATO GROSSO

As leishmanioses sdo doencas zoonoéticas que no Brasil apresentam a forma
visceral (LV) causada pela Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e as formas
tegumentares e mucosas, causadas principalmente pela Leishmania (Viannia)
braziliensis. Esta dissertacdo apresenta os resultados do estudo entomoldgico
realizado em bairros de Cuiaba, objetivando identificar os flebotomineos vetores
participantes da cadeia de transmisséo de LV, bem como, os resultados da pesquisa
epidemioldgica transversal de infeccéo por L. (L.) i. chagasi e por L. (V.) braziliensis
em pequenos mamiferos capturados em Rondondpolis, através de métodos
moleculares (PCR-RFLP). Foram capturados 45 flebotomineos, de novembro de
2007 a outubro de 2008, utilizando armadilhas luminosas montadas em residéncias
dos bairros: Cidade Alta, Coophema, Jardim Universitario e Morada do Ouro,
obtendo dois espécimes implicados na transmissdo de leishmanioses: Complexo
longipalpis e Lutzomyia antunesi. L. sallesi foi a espécie mais abundante (n=22).
Em Rondondpolis, 97 pequenos mamiferos foram capturados entre cinco a nove de
julho (2008) nas localidades de: Carlos Bezerra, Pindorama, Marechal Rondon e
Kénia, sendo nove marsupiais da espécie Didelphis albiventris e 88 roedores entre
silvestres (Cavia cf. porcellus, Necromys lasiurus, Oecomys mamorae e
Oligoryzomys sp.) e sinantropicos (Mus musculus e Rattus rattus). Infec¢bes por
Leishmania foram detectadas apenas entre as espécies mais abundantes: D.
albiventris (n=9), N. lasiurus (n=76) e R. rattus (n=8), apresentando taxas de
infeccdo por L. (L.) infantum chagasi de 11,11%, 17,10% e 12,50%, e por L. (V.)
braziliensis de 11,11%, 7,89% e 12,50%, respectivamente. Esta & a primeira
descricdo de infeccdo por L. (L.) infantum chagasi em N. lasiurus. Deteccdo de
infeccdo em R. rattus e D. albiventris alertam para a possibilidade de participagéo de
hospedeiros ndo canideos nos ciclos de transmissdo em ambientes urbanizados,
sendo necessarios mais estudos para confirmar esta hipotese neste municipio.
Palavras-chave: Flebotomineos. Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.

Leishmania (Viannia) braziliensis. Marsupiais. Mato Grosso. Roedores.



ABSTRACT

THE ECO-EPIDEMIOLOGY OF LEISHMANIASIS: SURVEY OF SAND FLIES AT
CUIABA AND INVESTIGATION OF THE PARTICIPATION OF RODENTS AND
MARSUPIALS IN RONDONOPOLIS, MATO GROSSO

Leishmaniasis are zoonotic diseases in Brazil with the visceral form (VL) caused by
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi and the cutaneous and mucous forms,
mainly caused by Leishmania (Viannia) braziliensis. This dissertation present results
of an entomological survey in neighborhoods of Cuiaba: Cidade Alta, Coophema,
Jardim Universitario, and Morada do Ouro, aiming to identify sand flies vectors of the
VL, and an epidemiological research in small mammals infected with L. (L.) infantum
chagasi and L. (V.) braziliensis, using molecular analysis (PCR-RFLP), in
Rondondpolis. Were captured 45 sand flies, from November/2007 to October/2008,
using light traps were set areas of homes from each neighborhood: from which two
specimens related to VL transmission: Complex longipalpis and Lutzomyia antunesi.
L. sallesi was the most abundant species (n=22). In Rondondpolis, 97 small
mammals were captured from July 5 - 9, 2008 in the localities: Carlos Bezerra,
Pindorama, Marechal Rondon and Kénia, among nine marsupials of specie Didelphis
albiventris and 88 specimes of rodents, among wild species (Cavia cf. porcellus,
Necromys lasiurus, Oecomys sp. and Oligoryzomys sp.) and synanthropic species
(Mus musculus and Rattus rattus). Leishmania infections were reported only in more
abundant species: D. albiventris (n=9), N. lasiurus (n=76) e R. rattus (n=8),
presenting infections rates by L. (L.) infantum chagasi: 11,11%, 17,10% and 12,50%,
and by L. (V.) braziliensis: 11,11%, 7,89% and 12,50%, respectively. This is the first
record infection by L. (L.) infantum chagasi in N. lasiurus. The detection of the
infection in R. rattus and D. albiventris indicates the importance of other non-canid
hosts in the transmission cycle from urban environments, but more studies are

needed to confirm this hypothesis at this municipality.

Key-words: Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. Leishmania (Viannia)

braziliensis. Marsupials. Mato Grosso. Rodents. Sand flies.
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios flagelados do
género Leishmania Ross 1903 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que estdo em
expansao nos ultimos 20 anos, com aumento do numero de casos de todas as suas
formas (ASHFORD, 2000; DESJEUX, 2004). Esses parasitos sdo transmitidos
principalmente por fémeas de insetos dipteros conhecidos como flebotomineos
(Psychodidae: Phlebotominae), causando um espectro de manifestacdes clinicas em
humanos, com apresentacéo de forma visceral, tegumentar e mucosa (GRIMALDI e
TESH, 1993; DESJEUX, 2004).

Estéo distribuidas em 88 paises, dos quais 72 sao classificados como paises
em desenvolvimento, com 90% dos casos de leishmaniose visceral (LV) ocorrendo
em Bangladesh, india, Nepal, Suddo e Brasil e 90% dos casos de leishmaniose
tegumentar (LT) ocorrendo no Afeganistdo, Algéria, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita
e Siria (DESJEUX, 2004). Segundo Desjeux (2001) a incidéncia anual € estimada
em 1- 2 milhdes de casos, sendo 1- 1.5 milhdes da forma tegumentar (LT) e 500.000
da forma visceral (LV), estando 350 milhGes de pessoas sob risco de contrairem
esta infeccdo a cada ano.

No Brasil as leishmanioses figuram como doencas emergentes e
reemergentes em franca expansao, sendo um agravo de notificacdo compulséria em
todo o territério nacional segundo a Portaria Ministerial n°1943 (18 de outubro de
2001). As formas tegumentares sdo notificadas em 27 unidades federadas
brasileiras (MS, 2007), e com notificacdo de casos autoctones de Leishmaniose
Visceral Americana (LVA) nas regides Nordeste, Norte, Centro-Oeste e Sudeste
(MS, 2006), e mais recentemente na Regido Sul (CEVS, 2009).

O Estado de Mato Grosso € considerado endémico, apresentando uma area
de transmissao intensa e frequente de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA),
no entorno da rodovia BR-163 e apresentando também uma expanséao de LV, desde
1998, a partir do municipio de Varzea Grande, localizado na regido metropolitana de
Cuiaba para o interior do estado (MESTRE e FONTES, 2007). Atualmente
Rondonopolis é o municipio que apresenta uma situacdo de surto epidémico, sendo
classificado como &rea de transmissao intensa de LVA, desde 2007, onde as acdes

de controle e estudo epidemiolédgico sao prioritarios (MS, 2008).
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Sendo doencas metaxénicas, causadas por parasitos multihospedeiros,
interagindo em complexas relacbes em diferentes ambientes, o conhecimento dos
insetos vetores e dos hospedeiros mamiferos envolvidos nos ciclos enzooéticos e
zoonoticos € fundamental para se conhecer a epidemiologia das leishmanioses e
estabelecer medidas de controle adequadas para cada regido (ASHFORD, 2000;
RANGEL e LAINSON, 2003).

Marsupiais sdo considerados reservatérios silvestres ndo canideos de
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, a partir do isolamento e caracterizacao
do parasito na Bahia (Brasil) em Didelphis albiventris (SHERLOCK et al., 1984) e,
posteriormente, na Colombia em D. marsupialis (CORREDOR et al., 1989) e como
hospedeiros naturais, de outras espécies de Leishmania, causadoras de lesdes
tegumentares (ARIAS et al., 1981; ARIAS e NAIFF, 1981; BRANDAO-FILHO et al.,
2003; DEDET et al., 1989; LAINSON, 1981; SHERLOCK et al., 1988; SCHALLIG et
al., 2007; VAN WYNSBERGHE et al., 2009).

Véarias espécies de roedores silvestres foram encontradas naturalmente
infectadas por Leishmania, dos subgéneros Leishmania e Viannia, em ambiente
silvestre no Continente Americano, com deteccdo de parasitos dermotrépicos
(FORATTINI et al., 1960; 1972; NERY-GUIMARAES et al., 1968; LAINSON e
SHAW, 1968; LAINSON e SHAW, 1969; 1970; BARBOSA et al., 1970; LAINSON et
al., 1981; FALQUETO et al., 1985; SHERLOCK et al., 1988; MAGALHAES-ROCHA
et al., 1988; SILVEIRA et al., 1991; VASCONCELOS et al., 1994; ALEXANDER et
al., 1998; CANTO-LARA et al., 1999; MARTINEZ et al., 1999; TELLERIA et al., 1999;
BRANDAO-FILHO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005a; KERR et al., 2006; VAN
WYNSBERGHE et al., 2000; 2009) ou viscerotrépicos (TRAVI et al., 1998; ZULUETA
et a.,1999; OLIVEIRA et al., 2005a).

Infeccdes naturais em roedores sinantropicos da espécie Rattus rattus foram
detectadas no Brasil (ALENCAR et al., 1960; VASCONCELOS et al.,, 1994,
BRANDAO-FILHO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005a), em outros paises do
Continente Americano (ALEXANDER et al., 1998; ZULUETA et al., 1999; DE-LIMA
et al., 2002) e de outros continentes (BETTINI et al., 1978; 1980; POZZIO et al.,
1981; GRAMICCIA et al., 1982; GRADONI et al., 1983; IBRAHIM et al., 1992; DI
BELLA et al.,, 2003) e alertam para a possibilidade de urbanizacdo do ciclo de

transmissao das leishmanioses.
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Nesta dissertacdo sdo apresentados os resultados da pesquisa entomoldgica
realizada na cidade de Cuiaba, objetivando conhecer a fauna flebotominica e
identificar as possiveis espécies implicadas na transmissdo de L. (L.) infantum
chagasi em bairros com notificacdo de leishmaniose visceral humana e canina,
localizados em area urbana. Paralelamente, sdo demonstrados os resultados do
estudo epidemioldgico molecular transversal de infec¢@o natural por Leishmania em
roedores e marsupiais no municipio de Rondondpolis, buscando identificar os
possiveis hospedeiros, ndo canideos, de L. (L.) infantum chagasi e L. (V.)
braziliensis em area de transmisséo intensa de LVA, através da analise molecular de
amostras de pele e de medula 6ssea (roedores e marsupiais) e de sangue
(marsupiais), utilizando PCR-RFLP. Este segundo estudo foi realizado em parceria
com o Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatérios
(FIOCRUZ/RJ) e Secretaria Estadual de Saude de Mato Grosso, que compoem a
Equipe de Pesquisa Ecoepidemiologica sobre Hantavirose neste estado. Desta
forma, com os resultados obtidos, se pretende ampliar o conhecimento sobre os elos
da cadeia de transmisséo das leishmanioses nestes municipios do Estado de Mato
Grosso.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A primo descrigdo do parasito ocorreu em 1901 por William Leishman, que
identificou formas amastigotas em esfregacos de baco de um soldado britanico,
morto pela “febre Dum-Dum”. Médicos indianos, na pequena cidade de Dum-Dum
(india), utilizavam o termo em sancristo “kala azar” para nomear uma doenca severa
e fatal que acreditavam ser causada por tripanossomas (WHO, 2009). Porém, em
1903, Charles Donovan estudando o agente etiolégico desta entidade morbida o
descreve como inédito. Mas foi Major Ross, com base nos achados anteriores, que
relaciona o “kala azar” ao novo parasito, nomeando—o0o como Leishmania donovani,
criando o género Leishmania (ROSS, 1903).

No Continente Americano a primeira descricdo de LVA foi feita 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 (MIGONE, 1913
apud LAINSON e SHAW, 1998). Porém, apenas em 1934, Henrique Penna encontra
41 exames parasitoldgicos positivos através de andlise histopatologica em 4.700
fragmentos de figado de pessoas supostamente mortas por febre amarela, de véarias
localidades rurais deste pais, demonstrando que o maior foco estava no Nordeste,
particularmente no Ceara (LAINSON e RANGEL, 2003; 2005).

Evandro Chagas, em 1936, fez o primeiro diagndstico em paciente vivo,
descrevendo os aspectos etiopatogénicos e epidemioldgicos que diferenciavam esta
entidade morbida da ocorrente na india. Em 1937, Cunha e Chagas (apud DEANE e
DEANE, 1962) nomeiam este agente como Leishmania chagasi, levantando a
hipétese de sua possivel origem silvestre, apesar de detectar o parasito em sete
caninos e um gato.

Nos anos seguintes numerosos casos Sao suspeitados e diagnosticados
como de LVA, sendo os estudos epidemiolégicos mais completos, realizados por
Joaquim Eduardo Alencar e pelo casal Maria Paumgartter Deane e Lebnidas Deane
em Sobral, no Ceard, com pesquisa da infeccdo em pessoas, canideos, Canis
familiaris e Ducysion vetulus, e flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis
(LAINSON e RANGEL, 2003; 2005). Desde entdo o céao € considerado a principal
fonte de infeccéo de LVA para o homem em ambientes peridomeésticos e domésticos
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no Brasil e os canideos incriminados como reservatdrios em ambiente silvestre
(LAINSON et al., 2002).

Sobre as leishmanioses tegumentares (LT), uma das primeiras e mais
importantes descrigbes clinicas foi feita em 1756 por Alexander Russel, que
descreveu minuciosamente as lesdes apresentadas em paciente turco, relatando o
surgimento das mesmas em moradores locais e estrangeiros que adentravam
aguele lugar (WHO, 2009).

Os parasitos causadores de LT foram relatados por Cunningham em 1885,
mas somente descritos por Wright em 1903, como Leishmania tropica, ap0s a
criagdo do género Leishmania (DA-CRUZ e PIRMEZ, 2005).

No Brasil os primeiros relatos de lesGes cutaneas supostamente causadas por
Leishmania foram feitas por Alexandre Cerqueira na Bahia, em 1885, mas a
natureza etiolégica e a descricdo das formas amastigotas em lesGes de pacientes
brasileiros que sofriam de “ulcera de Bauru” em Sao Paulo, foram feitas por Adolpho
Lindenberg, independentemente de Anténio Carini e Ulisses Paranhos, em 1909
(LAINSON, 1983; SILVEIRA et al., 2002; DA-CRUZ e PIRMEZ, 2005). Porém,
apenas em 1911, Gaspar Vianna denomina o agente etiologico como Leishmania
braziliensis, indicando também sua cura com uso do tartaro emético (LAINSON,
1983).

A comprovacdo de que a transmissdo das leishmanioses ocorria através da
picada de insetos flebotomineos (doenca metaxénica) foi feita no Velho Mundo em
1921 pelo grupo de Sergenti, mas apenas um ano ap0s, Henrique Aragdo (1922)
atribui a uma espécie de flebotomineo a transmisséo 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 de inoculado
destes insetos macerados (ALTAMIRANO-ENCISO et al.,, 2003; RANGEL e
LAINSON, 2003).

2.2 Agente etidlogico

Leishmania sé&o parasitos digenéticos, que pertencem a ordem Kinetoplastida

e familia Trypanosomatidae, apresentando dois estagios no seu ciclo de vida: a
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forma promastigota com motilidade flagelar, que vive extracelularmente dentro do
trato alimentar de vetores flebotomineos, e a forma amastigota, ndo mével, que
resiste dentro de macrofagos de hospedeiros vertebrados (GRIMALDI et al., 1991;
CUPOLILLO et al., 2000).

Os protozodrios tripanossomatideos se caracterizam por possuir uma
organela, chamada cinetoplasto, composta de um Unico DNA contido na mitocdndria
da célula (RODGERS et al., 1990). Nesta familia estdo incluidos varios géneros
entre estes tripanossomas de vida livre, como Proleptomonas, parasitos monoxenos
de insetos, como Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas e Wallaceina,
parasitos de mamiferos e répteis, como Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum,
além de parasitos de plantas, como Phytomonas (VYACHESLAV et al., 2006).

Segundo Lainson e Shaw (1987), as leishmanias sao classificadas
taxonomicamente, de acordo com a localizacdo do parasito no aparelho digestorio
dos flebotomineos, utilizando como referéncia o piloro dos insetos. Logo, parasitos
gue se aderem a porcao anterior e média do intestino sdo agrupados no subgénero
Leishmania, comportamento suprapilario, e nos parasitos do subgénero Viannia,
acrescenta-se uma fase de divisdo de paramastigotas redondas ou ovdides e
promastigotas que se aderem as paredes do intestino posterior (piloro e ileo),
desenvolvimento peripilario (LAINSON e SHAW, 1998).

No Velho Mundo cinco espécies sdo agentes de leishmanioses em humanos:
Leishmania (Leishmania) major, L. (L.) tropica, L. (L.) aethiopica, L. (L.) donovani e
L. (L.) infantum infantum, sendo as trés primeiras produtoras de leishmaniose
cutdnea e as duas ultimas agentes da forma visceral (ASHFORD e BATES, 1998;
SHAW, 2007).

Ja no Continente Americano, varias espécies patogénicas de Leishmania séo
conhecidas, ocorrendo no Brasil duas agrupadas no subgénero Leishmania, L. (L.)
infantum chagasi e L. (L.) amazonensis, e seis agrupadas no subgénero Viannia,
presente apenas nas Américas, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi (LAINSON e SHAW, 1998; MS, 2007) e L. (V.)
lindenbergi (SILVEIRA et al., 2002; MS, 2007).

Outras espécies de Leishmania foram caracterizadas em regides brasileiras,
como L. (V.) utinguensis isolada do flebotomineo Lutzomyia tuberculata Mangabeira,
1941, na Amazébnia brasileira (BRAGA et al., 2003), L. (L.) forattini isolada do

marsupial Didelphis marsupialis aurita e do roedor Proechymis iheringi denigratus,
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em Sao Paulo e Bahia, respectivamente (YOSHIDA et al.,, 1993) e L. (L.) enriettii
isolado de cobaios domésticos (Cavia porcellus) no Parand (MUNIZ e MEDINA,
1948 apud LAINSON, 1997) e Séo Paulo (MACHADO et al., 1994). Nao ha registro

de infeccdo humana por estas espécies de Leishmania.

2.3 Origem e taxonomia

A origem do agente etiolégico da forma visceral ocorrente no Continente
Americano causou opinides divergentes entre pesquisadores durante muitos anos.
Alguns afirmando ser o parasito autdctone, outros ter penetrado neste continente
durante as invasfes portuguesas e espanholas (MOMEM et al., 1987; LAINSON e
RANGEL, 2005).

Porém, andlises extensas de DNA de L. (L.) donovani, L. (L.) infantum e L.
(L.) chagasi, verificaram que os dois ultimos s6 poderiam ser separados em nivel
subespecifico (MAURICIO et al. 1999). Assim, mais recentemente, Lainson e
Rangel (2005) referiram-se ao agente causador de LVA nas Américas como L. (L.)
infantum chagasi, diferenciando-o do ocorrente no Velho Mundo, L. (L.) infantum
infantum, sendo atualmente a nomenclatura mais utilizada.

A autoctonia das LTAs no Novo Mundo, em contrapartida, ndo é questionada,
pois além dos primeiros relatos feitos pelo espanhol Balthasar Ramirez em 1580,
considera-se a semelhanca entre as faces deformadas dos “huacos”, que sao
imagens humanas originarias de populacées moches dos Andes e Peru (400 a 900
a.C.), e as lesbes atuais observadas nos pacientes com leishmaniose mucosa, uma
confirmacdo da existéncia da doenca antes da invasao espanhola (LAINSON e
SHAW, 1998; ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; DA-CRUZ e PIRMEZ, 2005).

2.4 Leishmanioses no Brasil

A forma mais grave de leishmaniose ocorrente no Brasil € a visceral, causada
por L. (L.) infantum chagasi, sendo fatal se ndo tratada. Caracterizando-se por um
amplo espectro clinico, variando de manifesta¢gdes oligossintomaticas, moderadas,

graves a fatais. Frequentemente leva a um quadro febril, com palidez e
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hepatoesplenomegalia, mas pode causar um quadro de diarréia e/ou tosse nao
produtiva, mascarando-se com outros processos infecciosos (MS, 2006).

Lesbes tegumentares sdo as formas mais frequentes das leishmanioses,
surgindo como uma picada de inseto, podendo regredir ou evoluir para a destruicdo
do tecido (ASHFORD, 2000; DA-CRUZ e PIRMEZ, 2005).

A apresentacdo mais freqlente das lesdes tegumentares no Brasil € referida
as infeccdes por L. (V.) braziliensis, usualmente com uma ou poucas lesfes,
podendo evoluir com metastase mucosa ou cutaneo-mucosa, apos a resolucdo da
lesao inicial, sendo chamada de “espundia”. Estas metastases muitas vezes mutilam
a face dos acometidos, levando a segregacdo pelas deformacfes que causam
(LAINSON e SHAW, 1998; REY, 2001; ROMERO et al., 2001).

As infeccbes por L. (V.) guyanensis tendem a desenvolver lesdes cutaneas
menores, porém mais numerosas gque as provocadas pela L. (V.) braziliensis. Esta
peculiaridade se deve ao comportamento do flebotomineo transmissor, Lutzomyia
umbratilis, que atacam em grande quantidade quando perturbados. Raramente
desenvolve comprometimento mucoso, mas o envolvimento linfatico € frequente
(ROMERO et al., 2001; DA-CRUZ e PIRMEZ, 2005).

As infeccbes mais prevalentes de LTA notificadas no Brasil sdo causadas
pela L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis (LAINSON e SHAW, 1998; ROMERO et
al., 2001). Atualmente verifica-se um aumento da incidéncia das formas
tegumentares, principalmente relacionadas a L. (V.) braziliensis, em todas as regides
do Brasil (VEDOVELLO et al., 2008).

Leishmania (L.) amazonensis normalmente causa Unica Ulcera, mas ha casos
raros de lesdes multiplas, em individuos com depresséo da resposta especifica aos
antigenos do agente, desenvolvendo um quadro grave, chamada de forma anérgica
ou leishmaniose cutanea difusa (LCD) muitas vezes com comprometimento mucoso
(LAINSON e SHAW, 1998; REY, 2001).

Algumas leishmanioses tegumentares tém menor ocorréncia e estédo restritas
a Regido Amazobnica, como as causadas pela L. (V.) lainsoni, que se apresenta
como Unica lesao ulcerada de pele, pela L. (V.) naiffi descrita como uma lesdo Unica,
pequena e ulcerada, muitas vezes ocultas pelo seu carater benigno, L. (V.) shawi
gue causa leséo ulcerada Unica, mas pode demonstrar multiplas lesées (LAINSON e

SHAW, 1998) e a forma tegumentar causada pela L. (V.) lindenbergi, que foi
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recentemente descrita em Belém, Parda, com lesdo ulcerada Unica, na maioria dos

pacientes, podendo desenvolver carater infiltrativo (SILVEIRA et al., 2002).

2.5 Mato Grosso e as leishmanioses

O Estado de Mato Grosso € endémico para as leishmanioses, mas apesar do
primeiro caso de LVA nas Américas ter sido atribuido a um paciente provindo deste
estado (MIGONE, 1913 apud LAINSON e SHAW, 1998), a infecgéo provavelmente
ocorreu durante a construcdo da rodovia Sao Paulo-Corumba (LAINSON e SHAW,
1998), sendo este municipio atualmente localizado em Mato Grosso do Sul. Assim,
0S primeiros registros autoctones em Mato Grosso ocorreram em 1973, no municipio
de Guiratinga, localizado na regiao sul do estado. Iniciando-se, a partir de 1998, uma
epidemia de LVA que se expandiu de Varzea Grande para a capital Cuiaba e para
outros municipios do interior, com registro de doenca humana e canina (MESTRE e
FONTES, 2007).

Segundo fontes oficiais, nos ultimos dez anos (1998-2008) foram notificados
248 casos de LVA autéctone neste estado (DEVEP/SVS/MS, 2009), com 26 Obitos
registrados de 2000 a 2008 (SINAN/SVS/MS, 2009). Os municipios que apresentam
maior importancia para a ocorréncia desta protozoonose sdo Poxoréo, Barra do
Garcas, Jaciara, Varzea Grande, Mirassol D’'Oeste, Poconé, Primavera do Leste e
Rondondpolis (MS, 2008).

Inquéritos de soroprevaléncia realizados demonstram a circulacdo do agente
etiolégico entre a populacdo canina da cidade de Cuiabd (MOURA et al., 1999;
MESTRE e FONTES, 2007; ALMEIDA et al., 2009), demonstrando diferentes
resultados, 64%, 8,4% e 3,4%, respectivamente.

Atualmente, o municipio de Rondondpolis apresenta um numero de casos de
LVA superior ao esperado (surto), sendo classificado como uma &rea de
transmissdo intensa, ou seja, com média de casos igual ou superior a 4,4 (MS,
2006), desde 2007. Casos esporadicos de LVA ocorriam neste municipio desde
2003, porem somente em 2007 foram feitas 13 notificagbes, o que representa uma
incidéncia de 4 casos/100.000 habitantes, e 4 6bitos (letalidade de 31%), indicando
uma elevagdo do numero de casos esperados (MS, 2008).

Em relacdo a ocorréncia de LTA, Mato Grosso apresenta registros autéctones

em todos os seus municipios (COSTA, 2005), com maior incidéncia de casos por L.
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(V.) braziliensis, 94,1%, e poucos casos diagnosticados como por L. (V.)
amazonensis, 5,9%, de acordo com estudo realizado na unidade de referéncia para
o diagnaostico de Leishmanioses em Mato Grosso, Hospital Universitario Julio Miller,
localizado na capital (CARVALHO et al., 2006). Mas parte da regido norte do estado
esta localizada na Amazbnia Legal Brasileira, logo sdo possiveis ocorréncias de
leishmanioses tegumentares causadas por outras espécies de Leishmania, além da
caracteristica clinica de casos relatados no municipio de Barra do Garcas remeterem
as infeccbes por L. (V.) guyanensis, porém, ndo houve caracterizacdo do parasito
causador (SHAW e LAINSON, 1987).

2.6 Os vetores

Os flebotomineos transmissores de leishmanioses pertencem aos géneros
Phlebotomus e Lutzomyia, no Velho e no Novo Mundo, respectivamente. Sendo o
género Lutzomyia subdivido em 15 subgéneros, 15 grupos e mais de 400 espécies
(YOUNG e DUNCAN, 1994).

Todavia, algumas espécies estdo envolvidas na transmissdao das
leishmanioses, além de serem hospedeiros de cerca de 150 microorganismos, como
tripanossomatideos, virus, nematéides, bactérias e fungos (SHAW et al., 2003).

Estes dipteros séo insetos holometabolos, com ciclo vital composto de sete
fases: ovo, larva (quatro estadios), pupa e adulto. Os adultos apresentam corpo
delgado, piloso, pernas longas e delgadas, porte pequeno (2 a 3 mm) e apesar de se
alimentarem de seiva vegetal e secre¢des acucaradas de afideos, as fémeas
necessitam de repasto sanguineo para a producdo de ovos, 0 que caracteriza a
subfamilia Phlebotominae (BRAZIL e BRAZIL, 2003).

A principal espécie de flebotomineo transmissora de LVA nas Américas €
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis Lutz & Neiva, 1912, apresentando distribuicao
abrangente e coincidente com os focos da doenca, habito alimentar eclético,
inclusive antropofilico, e comprovacdo da infeccdo em exemplares natural e
experimentalmente infectados (LAINSON e RANGEL, 2003; 2005).

O encontro de fémeas infectadas de L. (L.) cruzi Mangabeira, 1938, em éarea
endémica de LVA, na auséncia de L. longipalpis, foi uma forte evidéncia para

incriminar esta espécie pela transmissao nos municipios de Corumba e Ladario, em
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Mato Grosso do Sul (SANTOS et al., 1998). Mas esta hipétese se tornou
inconclusiva (LAINSON e RANGEL, 2005), a partir do encontro de L. longipalpis em
Corumba pelos mesmos autores anos apos (SANTOS et al., 2003), além de L. cruzi
nao ser tdo amplamente distribuida pelo Brasil como L. longipalpis (LAINSON e
RANGEL, 2005). Mais recentemente, também em Corumba, através de analise de
PCR multiplex, foi confirmada infeccdo em exemplares de L. cruzi por L. (L.)
infantum chagasi (PITA-PEREIRA et al., 2008); este achado corroborou para a
hipotese da participacdo desta espécie de flebotomineo na transmissdo de LVA
naquele municipio endémico, visto que era a espécie mais abundante neste estudo.

Porém, devido a uma enorme semelhanca morfologica, L. longipalpis e L.
cruzi estdo agrupadas no Complexo longipalpis, sendo as fémeas indistinguiveis nas
duas espécies, e onde a identificacdo taxondmica especifica se torna possivel
através de pequenas diferencas morfolégicas entre os machos (MARTINS et al.,
1984).

Outras espécies de flebotomineos foram encontradas naturalmente infectadas
por L. (L.) infantum chagasi em areas endémicas. Exemplares de L. (Nyssomyia)
antunesi, Coutinho, 1939, capturados na Ilha de Marajo, Para, apresentavam pesada
infeccdo suprapilarica por promastigotas, uma caracteristica das infeccdes por
protozodarios do subgénero Leishmania, sendo por este motivo, considerado vetor
alternativo de LVA naquela localidade, onde L. longipalpis era o principal vetor
(RYAN et al., 1984). Porém, ndo foi possivel caracterizar as promastigotas
infectantes, o que comprovaria a infeccédo por L. (L.) infantum chagasi. FEmeas de
outras espécies também foram encontradas infectadas pelo mesmo agente, como L.
almerioi Galati e Nunes, 1999, na Serra da Bodoquena, Mato Grosso do Sul
(GALATI et al., 2006; SAVANI et al., 2009), L. neivai Pinto, 1926 e L. sallesi Galvao
e Coutinho, 1939, em Lassance, Minas Gerais (SARAIVA et al., 2009), em L. forattini
em Corumba, Mato Grosso do Sul (PITA-PEREIRA et al., 2008) e L. edwardsi em
Sao Paulo (CARVALHO et al., 2008).

Muitos flebotomineos incriminados pela transmissdo das leishmanioses
tegumentares estdo distribuidos pelo Brasil, ressaltando-se como principais
transmissores L. (N.) intermedia Lutz & Neiva, 1912; L. (Migonei) migonei Franga,
1920; L. (N.) whitmani Antunes e Coutinho, 1939; L. (Pintomyia) fischeri Pinto, 1926;
L. (Psychodopygus) pessoai Coutinho e Barreto, 1940; L. (N.) umbratilis Ward e
Fraiha, 1977; L. (P.) wellcomei Fraiha, Shaw e Lainson, 1971; L. (Trichophoromyia)
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ubiquitalis Mangabeira, 1942; L. (P.) complexa Mangabeira, 1941; L. (P.) ayrozai
Barreto e Coutinho, 1940; L. (P.) paraensis Costa Lima, 1941 e L. (N.) flaviscutellata
Mangabeira, 1942 (RANGEL e LAINSON, 2003).

Diferentes espécies envolvidas na transmissdo das leishmanioses
tegumentares sao relacionadas a ecotopos especificos em associacdes estreitas
com parasitos e reservatorios (RANGEL e LAINSON, 2003). Como observado na
Regido Amazbnica Brasileira, no ciclo enzootico de transmissdo de L. (L.)
amazonensis entre L. (N.) flaviscutellata e roedores Proechymis guyannensis
(LAINSON e SHAW, 1968) e de L. (V.) guyanensis, entre L. ubiquitalis e Choloepus
didactylus, “preguica de dois dedos” (CHRISTENSEN et al., 1982). Sendo estas
associacfes baseadas no comportamento especifico de alguns flebotomineos, em
ambientes propicios, além das preferéncias alimentares das diferentes espécies.

Em Mato Grosso foram identificadas véarias espécies de flebotomineos
envolvidas na transmissdo de Leishmania (AZEVEDO et al., 2002; MISSAWA e
LIMA, 2006; MISSAWA e MACIEL, 2007; RIBEIRO et al., 2007; MISSAWA e DIAS,
2007; MISSAWA et al., 2008b; PEDROSO et al., 2009), provavelmente devido a
grande diversidade de ecossistemas (Amazonico, Cerrado e Pantanal) encontrada
neste estado (IBGE, 2004). As preferéncias alimentares de exemplares de L.
longipalpis foram investigadas em fémeas oriundas de Varzea Grande (MT), em
estudo de dois anos naquela area de transmissao intensa para LVA, confirmando
sua eclética alimentacdo, com preferéncia de repasto em aves (30,8%) e roedores
(21,2%), mas também se alimentando em humanos, gambas, bois, cavalos e caes
(MISSAWA et al., 2008a).

2.7 Interagao parasito-hospedeiro inverterbrado e competéncia vetorial

A competéncia vetorial de uma espécie de flebotomineo, ao se infectar,
depende de varios fatores intrinsecos, que determinardo a sua capacidade de ser
suscetivel ou refratario ao desenvolvimento de determinadas espécies de
Leishmania, sugerindo um processo de co-evolucdo entre as distintas espécies de
Leishmania com seus flebotomineos vetores (PIMENTA et al., 2003).

Pimenta e colaboradores (2003) relacionaram alguns aspectos do
desenvolvimento dos protozoarios nos flebotomineos que séo imprescindiveis para

modular a competéncia vetorial. Desta forma, os protozoarios devem ser capazes de
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resistir as enzimas digestivas do intestino médio do inseto durante a digestédo
sanguinea; escaparem da matriz peritrofica que envolve o bolo alimentar; aderirem
ao epitélio intestinal no momento da excrecdo do resto alimentar; completarem o
ciclo de vida dentro do inseto vetor, culminando no desenvolvimento, multiplicacdo e
diferenciacdo de formas infectivas (promastigotas metaciclicos) e inocularem esses
parasitos no hospedeiro vertebrado.

A infeccdo do flebotomineo se da pela ingestdo de sangue e macréfagos
contendo amastigotas durante o repasto em hospedeiros infectados (KAMHAWI,
2006). Como seu aparelho bucal é pequeno, impedindo a penetracdo até o leito
vascular, este inseto produz pequenas laceracfes na pele, e rompem pequenos
vasos que irrigam o tecido subcutaneo do hospedeiro vertebrado, onde fazem seu
repasto sanguineo (OLIVEIRA, 2005b), ingerindo junto ao sangue 0s macréfagos
infectados do hospedeiro.

ApoOs o repasto sanguineo, forma-se uma barreira semipermeavel no intestino
meédio do flebotomineo, chamada de matriz peritréfica, ao redor do sangue ingerido,
em aproximadamente 24 horas. Sua fungéo é servir como uma estrutura fisica para
protecdo do epitélio intestinal ao conteddo alimentar (RICHARDS e RICHARDS,
1977 apud PIMENTA et al.,, 2003), além de prote¢cdo contra microrganismos
patogénicos presentes no sangue ingerido (PETERS, 1992 apud PIMENTA et al.,
2003). Enzimas proteoliticas penetrardo nesta matriz para iniciar a digestdo do
sangue, e as formas retardatarias do protozodrio que estiverem na periferia seréo
eliminadas (OLIVEIRA, 2005b).

As amastigotas sobreviventes se transformam em promastigotas em 12 a 20
horas, produzindo uma densa camada glicolipidica (LPG), que recobre toda a
superficie da promastigota, inclusive seu flagelo, protegendo-o da digestdo
(OLIVEIRA, 2005b; SOARES et al., 2005). Mas caso as promastigotas estejam
dentro de uma espécie de flebotomineo sem competéncia vetorial para o patégeno,
ocorrera sua destruicdo através da digestdo, o que sugere uma especificidade de
condic¢des bioquimicas (OLIVEIRA, 2005b).

Com o final da digestdo, a matriz peritrofica se desintegra e ocorrera a
excrecao dos restos alimentares. Logo, as promastigotas em multiplicacdo deverao
escapar para fora da matriz a custa da secrec¢do de quitinases, para se aderirem ao

epitélio do intestino do flebotdbmo, através das unidades sacaridicas da LPG que se
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ligam especificamente as microvilosidades do intestino do inseto (PIMENTA et al.,
1992; OLIVEIRA, 2005b; KAMHAW!I, 2006; VOLF e MYSHOKA, 2007).

Isto ocorre a cerca de trés dias apO0s o0 repasto sanguineo, sendo neste
momento a procura das leishmanias por seu microambiente, peripilarico ou
suprapilarico (OLIVEIRA, 2005b), em espécies pertencentes aos subgéneros,
Viannia ou Leishmania, respectivamente. Estas promastigotas aderidas completam
seu ciclo de vida dentro dos flebotomineos, se multiplicando, alterando sua forma e
diferenciando-se, culminando com a metaciclogénese em suas formas infectivas,
promastigotas metaciclicos (PIMENTA et al., 2003).

Passados quatro dias do repasto, as formas promastigotas metaciclicas
migram para a por¢cdo anterior do trato digestivo, havendo um acumulo destas
formas na regido da valvula estomodeal, que corresponde a porcdo inicial do
intestino do flebotomineo, em um tampéo gelatinoso (gel-like plug) secretado pelos
préprios parasitos (PIMENTA et al., 2003). O componente principal deste gel € uma
proteofosfoglicana filamentosa (fPPG), semelhante a muscina, que bloqueia a
faringe, cardia e es6fago do inseto, dificultando a succdo de sangue. Para se livrar
do bloqueio, o inseto regurgita parte deste gel, onde estdo presentes os parasitos,
no hospedeiro vertebrado, e pela dificuldade de succéo, pois a valvula estomodeal
também ficara danificada pela macica presenca de promastigotas, faz demoradas
tentativas de alimentacdo, com interrup¢cdes, em um Unico ou em varios hospedeiros
(VOLF et al., 2004).

Este comportamento pode ampliar a transmisséo das leishmanias para varios
hospedeiros, sendo uma forma de manipulacdo adaptativa do comportamento de
alimentacdo do flebotomineo pela Leishmania, favorecendo sua disseminacédo, e
consequentemente, sua persisténcia na natureza (ROGERS e BATES, 2007). Esta
fPPG inoculada durante a regurgitacdo, tem a capacidade de aumentar a
sobrevivéncia dos parasitos no tecido subcutaneo, como também de modular a
patogenicidade do inoculado (OLIVEIRA, 2005b).

A saliva dos flebotomineos possui um potente vasodilatador, o Maxadilan,
responsavel pela inibicdo da morte intracelular dos parasitos pelos macréfagos, e
pela modulacdo da resposta inflamatoria do hospedeiro (SOARES et al.,, 1998;
OLIVEIRA, 2005b). Segundo Warburg e Lazaro (1994 apud OLIVEIRA, 2005b) o
maior potencial de indugcdo a atividade alérgica do Maxadilan de L. longipalpis,

provenientes do Brasil e Colémbia, justificaria a ocorréncia de visceralizagcdo do
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agente L. (L.) infantum chagasi no homem, diferentemente do que ocorre na
Ameérica Central com 0 mesmo parasito e a mesma espécie de vetor, que por razdes
inversas causa somente lesGes cutaneas. Logo, a quantidade e a composi¢cdo da
saliva variam entre espécies e mesmo entre populacdes de flebotomineos.

Alguns autores relatam o aumento drastico de promastigotas metaciclicos, em
fémeas de colbnias de L. longipalpis, apdés o segundo repasto sanguineo, o que
aumentaria proporcionalmente a probabilidade de transmissdo do parasito para o
vertebrado a partir do terceiro repasto sanguineo (ELNAIEM et al., 1994).

Estudos sobre habitos alimentares de algumas espécies de flebotomineos,
vetores de Leishmania patogénica ao homem, indicam as preferéncias alimentares
de algumas espécies (antropofilica e/ou zoofilica), completando os estudos
epidemiologicos destas zoonoses em &reas endémicas ao indicar quais 0s possiveis
hospedeiros mamiferos podem patrticipar do ciclo de transmissao do agente (DIAS et
al., 2003; HAOUAS et al., 2007; MISSAWA et al., 2008a; OLIVEIRA et al., 2008).

2.8 Hospedeiros / reservatdrios de Leishmania

Todas as espécies de Leishmania tém uma origem zoonoética, sendo a
variante antropondtica, ocorrente na india, Suddo e Afeganistdo, consequéncia da
adaptacdo de algumas espécies a estes ciclos (SHAW, 2007). Segundo Noyes e
colaboradores (1998), o homem €& considerado hospedeiro acidental
(antropozoonose), enquanto o protozoario infecta cerca de nove ordens de
mamiferos e répteis em areas subtropicais e tropicais do mundo.

Desde as primeiras décadas do século passado, pesquisadores em todo o
mundo buscam descobrir os reservatorios “primarios” das leishmanioses. A melhor
definigdo para um reservatério seria a de “um sistema ecolégico no qual o agente
infeccioso possa persistir indefinidamente” (DISNEY, 1968 apud ASHFORD, 1996;
ASHFORD, 2000). Podendo nas infec¢des transmitidas por vetores ocorrer uma ou
mais espécies de vetores e mamiferos, vivendo em condigbes de densidade
populacional e proximidade espacial, tal que o agente possa ser indefinidamente
transferido entre eles (ASHFORD, 1996).

No Brasil, Evandro Chagas e colaboradores, estudando um foco de LVA no
Ceard em 1936-1937, hipotetizaram sobre a existéncia de algum reservatorio

silvestre, devido a proximidade dos casos humanos e caninos as areas florestais,
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apesar de ndo encontrarem mamiferos infectados entre centenas de examinados
(DEANE e DEANE, 1962).

As primeiras evidéncias da atuacdo de canideos domeésticos e silvestres
como reservatorios dos agentes etiologicos de Leishmania no Continente
Americano, iniciaram-se pelo diagnéstico de infeccdo natural por L. (L.) infantum
chagasi em Canis familiaris e Dusicyon vetulus, respectivamente, em foco de LVA no
Cearda, Brasil (DEANE e DEANE, 1955 apud COURTENAY et al., 2002).
Posteriormente, estudos comparativos de cranio e arcada dentaria de canideos
habitantes das regides onde os primeiros exemplares infectados por L. (L.) infantum
chagasi foram descritos, levaram Courtenay e colaboradores (1996) a concluirem
que se tratavam de exemplares de Cerdocyon thous, e ndo D. vetulus (= Lycalopex
vetulus).

Seguiram-se, entdo, outros achados de animais desta ordem naturalmente
infectados no Brasil: C. thous, “lobinho” (LAINSON et al., 1969; SILVEIRA et al.,
1982; COURTENAY et al.; 1996; SILVA et al., 2000; CURI et al., 2006; LUPPI et al.,
2008), Speothos venaticus, “cachorro-vinagre” (FIGUEIREDO et al., 2008; LUPPI et
al., 2008), Lycalopex vetulus, “raposinha do campo” e Chrysocyon brachyurus, “lobo-
guara” (LUPPI et al., 2008). Lainson e colaboradores (2002) provaram
experimentalmente a capacidade infectiva de exemplares de C. thous, naturalmente
infectados, para L. longipalpis criados em laboratério, demonstrando sua importancia
epidemiologica em ambiente silvestre. O que veio de encontro ao estudo transversal
realizado na Amazobnia Brasileira, onde C. thous foram considerados sem
importancia para a manutencédo do ciclo de transmisséo, por ndo serem infecciosos
para L. longipalpis criados em laboratorio (COURTENAY et al., 2002).

Todavia, canideos domeésticos e silvestres sdo atualmente considerados os
principais reservatorios de L. (L.) infantum chagasi nas Ameéricas, no ciclo domeéstico
e silvestre, respectivamente (MS, 2006).

Os carnivoros domésticos (caninos e felinos) e perissodactilos (Equus asinus,
Equus caballus e muares, hibridos de E. caballus e E. asinus) também demonstram
lesbes tegumentares causadas L. (V.) braziliensis, mas por ndo serem capazes de
manter o ciclo epidemiolégico em um ecétopo, sdo considerados hospedeiros
secundarios ou acidentais (PESSOA e BARRETO, 1948 apud FALQUETO e
FERREIRA, 2005; LAINSON, 1988; LAINSON e SHAW, 1998; REITHINGER e
DAVIES, 1999; MADEIRA et al., 2003; SCHUBACH et al., 2004; MS, 2007). Silva e
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colaboradores (2005) associaram o desenvolvimento de lesdes de pele nestes
animais como a demonstracdo de ndo serem hospedeiros naturais do parasito.

Para outros autores, os caninos e equideos podem ser considerados
reservatorios de L. (V.) braziliensis em ambiente peridoméstico (CRUZ et al., 1989;
REITHINGER e DAVIES, 2002; REITHINGER et al., 2003). Em area endémica de
LTA, um estudo demonstrou que a presenca de cdes no peridomicilio poderia
aumentar em até 15 vezes o risco de transmissdo para as pessoas. Em area
endémica de Sao Paulo, onde a busca do parasito entre reservatérios silvestres
fracassou, concluiu-se que a doenca podia ocorrer ndo somente em ambientes
florestais como em focos antigos, com manutencdo do ciclo entre animais
domésticos e flebotomineos com habitos peridomiciliares (FALQUETO et al., 1986
apud YOSHIDA et al., 1990).

Também foram relatadas infec¢cdes ocasionais por L. (L.) amazonensis em
caninos (TOLEZANO et al., 2007) e felinos (DE-SOUZA et al., 2005), em Sao Paulo,
e infeccao mista por L. (L.) chagasi e L. (V.) braziliensis em canino no Rio de Janeiro
(MADEIRA et al., 2006).

Felinos domésticos (Felis catus) também foram investigados no foco de LVA
(Ceara) pelo grupo de Evandro Chagas, encontrando infeccdo em um destes
(DEANE e DEANE, 1962). Todavia, Savani e colaboradores (2004) detectaram
felinos domésticos naturalmente infectados por L. (L.) infantum chagasi em Cotia
(SP), uma regido sem registro de LVA humana ou canina autoctone. Relatos mais
recentes ocorreram em regifées endémicas para LVA no Rio de Janeiro (Barra de
Guaratiba) em felinos domésticos (SILVA et al., 2008) e em Mato Grosso (Cuiaba)
em felideos cativos, Puma concolor, “suguarana” e Panthera onca, “onga-pintada”
(DAHROUG et al., 2010), sugerindo a participacdo destes mamiferos na cadeia de
transmissao deste agente, porém, mais estudos sdo necessarios para afirmar tal
hipétese.

Corroborando para a suspeita da origem silvestre das leishmanioses, no
Panama, Herrer e colaboradores (1973; 1975) detectaram infeccdo natural por
Leishmania spp. em animais das ordens Carnivora, Marsupialia, Primata, Rodentia e
Xenarthra (=Edentados), sugerindo os autores, pelos diferentes comportamentos
das cepas, em cultura e no hamster, se tratar de isolados de L. braziliensis, L.

mexicana e L. hertigi.
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Porém, os estudos realizados na Amazonia Brasileira, foram mais completos
ao isolar e caracterizar, através de eletroforese de enzimas, outras espécies de
Leishmania como, L. (V.) guyanensis em Tamandua tetradactyla, “tamandua-mirim”
(LAINSON et al.,, 1981) e L. (V.) naiffi em Dasypus novemcinctus, “tatu-galinha”
(LAINSON e SHAW, 1982; LAINSON e SHAW 1989a apud GRIMALDI e TESH,
1993), L. (V.) shawi em Cebus apella, “macaco-prego”, Chiropotes satanus, “caxiu-
preto”, Chloepus didactylus, “preguica de dois dedos”, Bradypus tridactylus,
“‘preguica de trés dedos” e Nasua nasua, “quati” (LAINSON et al., 1989b apud
GRIMALDI e TESH, 1993).

O encontro de marsupiais D. albiventris naturalmente infectados por
Leishmania sp. (ARIAS e NAIFF, 1981), L. (L.) infantum chagasi no Brasil
(SHERLOCK et al., 1984; 1988), de Didelphis marsupialis (SCHALLIG et al., 2007)
no Brasil, Colombia (CORREDOR et al.,, 1989; TRAVI et al., 1994; 1998) e
Venezuela (ZULUETA et al., 1999), alertaram para a possibilidade de hospedeiros
mamiferos silvestres, ndo canideos, participarem da cadeia de transmissédo de LVA
nas Américas. Marsupiais didelfideos sdo mamiferos com origem estimada em 39,8
milhdes de anos (STEINER et al.,, 2005) apresentando grande capacidade de
adaptacado, sendo considerados modelo de sucesso evolucionario (LEGEY et al.,
1999).

Assim, marsupiais sao considerados reservatérios silvestres de L. (L.)
infantum chagasi nas Américas (MS, 2006), além de poderem atuar como elo entre
os ciclos peridoméstico e silvestre no Brasil, ja que foram encontrados infectados
também em areas urbanizadas (CABRERA et al., 2003; SANTIAGO et al.; 2007,
SCHALLIG et al., 2007).

Animais desta ordem, também foram detectados naturalmente infectados nas
Américas por espécies dermotrépicas, como L. (V.) braziliensis em D. albiventris, D.
marsupialis, Marmosa sp. e Micoureus demerarae (SHERLOCK et al., 1988;
ALEXANDER et al., 1998; BRANDAO-FILHO et al., 2003): L. (V.) guyanensis em D.
marsupialis (ARIAS e NAIFF, 1981; ARIAS et al., 1981; LAINSON, 1981; DEDET et
al.,, 1989) e L. (L.) amazonensis em Philander opossum e Metachirus nudicaudatus
(LAINSON, 1981), em Marmosa mexicana (VAN WINSBERGHE et al., 2009), D.
albiventris (SHERLOCK et al., 1988) e em D. marsupialis e M. cinerea (ARIAS et al.,
1981).
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Durante a procura de reservatorios silvestres das leishmanioses nas primeiras
décadas do século passado, mamiferos da Ordem Rodentia, Proechimys
semispinosus e Hoplomys gymnurus, foram encontrados naturalmente infectados
por Leishmania mexicana no Panama (ANON, 1957; 1959 apud LAINSON, 1983).

Em seguida, no Brasil, Forattini e colaboradores (1960) isolaram este
protozoario de outras trés espécies de roedores: Cuniculus paca, “paca”, Dasyprocta
azarae, “cutia” e Kannabateomys amblyonyx, “rato de taquara”, capturados em
Teodoro Sampaio (Sado Paulo), em é&rea endémica de LTA. Infelizmente estes
parasitos ndo foram identificados (LAINSON et al., 1997). Enquanto em outra area
endémica para LTA (Pacatuba, Ceard) foi obtido hemocultivo positivo de um roedor
sinantrépico Rattus rattus alexandrinus, “rato preto”, suspeitando os autores se tratar
de Leishmania braziliensis (ALENCAR et al., 1960).

Estes achados sugeriam a existéncia de uma enzootia silvestre, mas a
evidéncia concreta da participacdo de roedores silvestres na epidemiologia das
leishmanioses tegumentares foi feita em Belize, com a descricdo ecoepidemioldgica
do ciclo da “ulcera de chiclero”, causada pela L. (L.) mexicana por Lainson e
Strangways-Dixon entre os anos de 1962 a 1964 (LAINSON, 1997) e em Honduras
(DISNEY, 1964 apud NERY-GUIMARAES et al., 1968).

Em 1968, Lainson e Shaw além de detectarem infeccdo por L. (L.)
amazonensis em O. capito e P. guyannensis, observaram a preferéncia alimentar
dos flebotomineos predominantes em Utinga (Belém) pelos roedores. E ao encontrar
infeccdo natural a disseccdo de alguns destes dipteros, descrevem o ciclo enzooético
de transmissédo, onde Lutzomyia flaviscutellata era o principal vetor e os roedores,
reservatorios.

Estes mesmos pesquisadores em Mato Grosso (Serra do Roncador), em area
endémica para as formas cutaneas e cutaneo-mucosas, detectaram positividade em
esfregacos de lesdes de pele de pequenos mamiferos das espécies: Oryzomys sp.,
O. capito, O. concolor, Neacomys spinosus, Nectomys squamipes e M. murina.
Assinalando as diferencas de comportamento dos parasitos em cultura e em
hamster, denominando a espécie como Leishmania braziliensis sensu lato,
indicando a existéncia de um complexo de espécies (LAINSON e SHAW, 1968;
1970).

A partir desta incessante pesquisa, varios isolados de Leishmania foram

obtidos de roedores e humanos, na Amazodnica Brasileira, pelo Instituto Evandro
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Chagas e Wellcome Parasitology Unit, que estudavam a epidemiologia das
leishmanioses naquela regido (LAINSON, 1983).

Posteriormente, outros relatos de deteccdo de parasitos do género
Leishmania spp. em roedores foram publicados em Oryzomys sp. no Para (NERY-
GUIMARAES et al., 1968); em O. eliurus no Rio de Janeiro (BARBOSA et al., 1970);
em P. iheringi no Espirito Santo (FALQUETO et al., 1985), caracterizados
posteriormente como uma variante de L. (L.) forattini (FALQUETO et al., 1998) e em
O. eliurus, Dasyprocta aguti e Cercomys cunicularus na Bahia (SHERLOCK et al.,
1988).

Suposta infeccdo natural por L. braziliensis foi relatada em Akodon
arviculoides e O. nigripes em S&o Paulo (FORATTINI et al., 1972). Porém, foi
caracterizada infeccdo, com identificacdo do protozoéario através de isolamento e
eletroforese de enzimas, por L. (L.) amazonensis em P. guyannensis e Dasyprocta
sp. no Pard (LAINSON et al.,, 1981) e P. guyannensis em Manaus (ARIAS et al.,
1981); bem como por L. (V.) braziliensis em Rhipidomys leucodactylus e P.
guyannensis no Para (LAINSON et al., 1981) e em A. arviculoides em Minas Gerais
(MAGALHAES-ROCHA et al., 1988). Um importante aspecto da relacdo parasito-
hospedeiro observado por LAINSON e colaboradores (1981), em pequenos
mamiferos silvestres, foi o encontro dos parasitos do Complexo braziliensis, onde
estdo incluidas L. braziliensis e L. guyanensis, apresentando visceralizacao.

Leishmania (V.) lainsoni, outra espécie de Leishmania descrita, foi isolada em
Agouti paca, sendo L. ubiquitalis responsabilizada pela sua transmissao (SILVEIRA
et al., 1991).

Até aquele momento em mamiferos da ordem Rodentia eram detectadas e
isoladas apenas espécies de Leishmania causadoras de infeccfes tegumentares,
porém, Travi e colaboradores (1998) através de métodos moleculares (PCR e dot
blot hibridizagéo) detectaram infec¢éo natural em roedores P. canicollis por L. (L.)
infantum chagasi na Colémbia.

Posteriormente, com o avanco do diagndstico molecular, outros roedores
silvestres e sinantrépicos foram encontrados naturalmente infectados em regifes
brasileiras por L. (V.) braziliensis em R. rattus no Ceard (VASCONCELOS et al.,
1994), em R. rattus, N. squamipes, Bolomys lasiurus, Holochilus scieurus e A.
arviculoides no Pernambuco (BRANDAO-FILHO et al., 2003) e por Leishmania do

Complexo L. braziliensis em O. subflavus e R. rattus e por Leishmania dos
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Complexos L. mexicana e L. donovani em Thrichomys apereoides e R. rattus em
Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2005a).

Na pesquisa de Brandado-Filho e colaboradores (2003), acima citada, foi
possivel o isolamento do zimodema I0OC/Z74 de L. (V.) braziliensis em roedores
silvestres e sinantropicos, B. lasiurus (=Necromys lasiurus) e R. rattus,
respectivamente, sendo o mesmo detectado em infeccbes humanas naquela
localidade, reforcando a hipotese de que animais desta ordem sdo reservatorios
primarios de L. (V.) braziliensis. Sendo no estudo de Oliveira e colaboradores
(2005a), detectada pela primeira vez infeccao natural por L. (L.) infantum chagasi em
exemplares do rato silvestre T. apereoides.

O roedor R. rattus introduzido no Brasil durante a colonizacdo européia
(BONVICINO et al., 2008), é considerado possivel reservatorio de L. (L.) donovani e
L. (L.) infantum infantum em paises endémicos para leishmaniose visceral no Velho
Mundo (BETTINI et al.,, 1978; BETTINI et al., 1980; POZZIO et al., 1981,
GRAMICCIA et al., 1982; GRADONI et al., 1983; IBRAHIM et al., 1992; DI BELLA et
al., 2003). Nas Américas foram descritas infeccdes naturais nesta espécie por L. (L.)
infantum chagasi (ZULUETA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2005a), por L. (V.)
braziliensis (VASCONCELOS et al., 1994; ALEXANDER et al., 1998; BRANDAO-
FILHO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005a), por L. (L.) amazonensis (DE-LIMA et
al., 2002) e por Leishmania do Complexo Leishmania donovani (OLIVEIRA et al.,
2005a). Sua possivel participacdo na cadeia de transmissdo das leishmanioses se
torna particularmente importante, pela sua caracteristica adaptacdo ao ambiente
antropizado e peridomicilio, estando distribuidos em todos os estados brasileiros
(BONVICINO et al., 2008).

Outros murideos originarios da Europa e introduzidos no Brasil (M. musculus
e R. norvegicus) foram descritos infectados por Leishmania na antiga lugoslavia
(PETROVIC et al., 1975 apud DI BELLA et al., 2003) e Italia (DI BELLA et al., 2003),

mas ainda ndo foram detectados infectados no Continente Americano.
2.9 Novo perfil epidemiol6gico das leishmanioses
A ocorréncia das leishmanioses tegumentares estava intimamente

relacionada aos ambientes selvagens com areas de vegetagao primaria, onde havia

uma multiplicidade de espécies de Leishmania, com grande niumero de hospedeiros
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mamiferos e uma variedade de espécies de flebotomineos vetores (LAINSON,
1988), sendo a LV considerada uma doenca de ambientes rurais (DEANE E DEANE,
1955 apud LAINSON e RANGEL, 2005).

Mas apesar do intenso desflorestamento as leishmanioses se expandiram nas
Ultimas décadas, mostrando mudancas nos seus perfis epidemioldgicos. As formas
tegumentares se mantiveram em focos antigos, mas surgiram novos focos nos
limites da cidade com a floresta, como em Manaus (ANDRADE, 1999). Outro fato
observado foi a criacdo de ambientes favoraveis a partir da urbanizacdo, como
ocorreu em algumas areas do Rio de Janeiro (AGUILAR et al., 1987) e em Sao
Paulo, onde trechos com cobertura preservada sdo mantidos no interior do espaco
urbano, garantindo a manutencéo do ciclo enzodtico (GOMES e NEVES, 1998).

A LV, inicialmente considerada uma doenca de ambiente rural, demonstrou
também uma mudanca no seu perfil de transmissdo, gerada pela alteracdo da
ecologia do seu principal vetor transmissor, L. longipalpis, (RANGEL e VILELA,
2008), ocorrendo em areas urbanizadas do Brasil, como Rio de Janeiro (RJ), Campo
Grande, Corumba e Trés Lagoas (MS), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP) e
Palmas (TO) (COSTA, 1993 apud RANGEL e VILELA, 2008; GALATI et al., 1997;
OLIVEIRA et al., 2000, 2006; LUZ et al., 2001; SILVA et al., 2001; MS, 2006).

A participacdo do homem no ciclo antroponético de transmissdo, em
ambientes urbanizados endémicos, tem sido questionada (COSTA et al., 2000;
COSTA et al., 2002; ROTUREAU, 2006; OLIVEIRA et al., 2008). A infectividade de
pessoas ativamente doentes por LVA para o vetor L. longipalpis ja era conhecida
(DEANE e DEANE, 1962), sendo recentemente confirmada (COSTA et al., 2000).
Costa e colaboradores (2002) também detectaram infeccdo por L. (L.) infantum
chagasi em sangue periférico de portadores assintomaticos contactantes de pessoas
com LVA ativa, onde ndo havia caes no peridomicilio, em Teresina, Piaui (COSTA et
al., 2002). Corroborando com esta hip6tese, em Campo Grande (Mato Grosso do
Sul), observou-se alto grau de antropofilia em estudo de preferéncia alimentar de
fémeas de L. longipalpis (66,4%), com menor propor¢do de zoofilia, com 64,8% de
fémeas alimentadas em aves e apenas 8,9% em cdaes, tanto nos insetos capturados
em residéncias como em areas florestais (OLIVEIRA et al., 2008).

Mas segundo Ashford (2000) a estrutura destes “aparentemente” novos focos
tem sido pouco estudada, principalmente com relacdo aos mamiferos reservatorios.

Pois além do reservatorio canino, a participacdo de humanos e outros animais
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domésticos ou silvestres na cadeia de transmissdo dos parasitos causadores da
forma visceral, tanto no Novo como no Velho Mundo dependem de mais estudos
(QUINNELL e COURTENAY, 2009).

2.10 Diagnéstico

Segundo Chapuis (2007) os testes diagnosticos para a confirmacédo da
doenca devem ser altamente sensiveis (>95%), mas também altamente especificos,
ja que a droga mais utilizada atualmente no tratamento (antimonial pentavalente) é
toxica.

A observacdo direta das formas amastigotas pelo exame microscopico em
tecido cuténeo, linféide ou mucosal é o teste classico confirmatério para
leishmaniose (REED, 1996; CHAPUIS, 2007), mas a sua sensibilidade varia entre os
tecidos (CHAPUIS, 2007).

A cultura em meio bifasico de NNN (MacNeal, Novy, Nicolle) ou meio
Schneider, com soro fetal bovino, apresenta resultado superior ao exame
microscopico, mas além do inconveniente da demora para se obter o resultado,
depende de técnicas mais elaboradas e restritas ao ambiente hospitalar (PAHO,
2003b; PRATA e SILVA, 2005; CHAPUIS, 2007). Porém, a observacdo das
promastigotas de Leishmania, em cultura de tecido ou aspirado, confirma o
diagnéstico de leishmaniose (REED, 1996).

ApOs o isolamento, a caracterizacdo da espécie é feita com a técnica padrao-
ouro, eletroforese enzimatica (MLEE), que se baseia na diferente migracdo de
moléculas com cargas e tamanhos desiguais, devido as modificacdes ocorridas no
gene que as codifica (CUPOLILLO et al.,, 1994; PAHO, 2003b). Podendo ser
utilizadas outras provas moleculares baseadas em PCR e a reatividade dos
anticorpos monoclonais para a identificacdo especifica (GRIMALDI et al., 1987,
CASTILHO et al., 2008; BRITO et al., 2009).

Com relacdo aos parasitos causadores de LT, o problema é a escassez de
parasitos nas lesdes causadas por espécies do subgénero Viannia, baseando-se o
diagnéstico nos dados clinico-epidemioldgicos e no teste intradérmico (IDMR), mas a
pesquisa parasitoldgica nas lesdes é recomendada por ser confirmatéria (DA-CRUZ
e PIRMEZ, 2005).
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Métodos indiretos como o sorolégico ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a
imunofluorescéncia indireta (RIFI), baseiam-se na deteccdo de anticorpos contra o
agente, sendo recomendados para realizacdo de inquéritos epidemiolégicos
(COSTA e VIEIRA, 2001; MS, 2006), mas podem apresentar reacdes cruzadas com
outras patologias, como Doenca de Chagas (PRATA e SILVA, 2005). Além de ter
uma significativa proporcdo de pessoas saudaveis que vivem em areas endémicas
que serdo soropositivas, logo estes testes devem sempre ser usados em
combinac¢do com o caso clinico para definir o diagnéstico de LVA (CHAPUIS, 2007).
Porém, os resultados negativos ndo excluem o diagnéstico de leishmaniose,
principalmente na forma tegumentar (PAHO, 2003a), que tendem a apresentar
baixos titulos nos casos positivos, desaparecendo apds o tratamento, sendo mais
utilizados como controle da cura (MARZOCHI et al.,, 1980). Outras provas
imunolbgicas como aglutinacéo direta, aglutinacdo em latex e imunodifusdo em gel
sao possiveis (PAHO, 2003b).

Na forma tegumentar ou mucosa, com fragmentos da lesdo pode-se cultivar o
parasito em meio bifasico de NNN ou inocular em animais de laboratdrio suscetiveis
como hamster (Mesocricetus auratus), fazer exame histopatologico ou imprints por
aposicdo em lamina, fazer reacdo de imunoperoxidase e imunofluorescéncia direta
em corte ou esfregacos, além de detectar o DNA do parasito por PCR (DA-CRUZ e
PIRMEZ, 2005; MS, 2007).

A intradermorreagdo de Montenegro (IDMR) de leishmanina, recomendada
para o diagnostico de LT, é um teste de hipersensibilidade tardia, podendo ser
negativa nas quatro primeiras semanas da infec¢cdo, mas pode persistir positiva apés
o tratamento ou a cura espontanea da lesdo. Em éareas endémicas pode ser
interpretada como contato com o parasito sem doenca (infec¢éo), alergia ao diluente
ou reacao cruzada com outras parasitoses, como doenca de Chagas, esporotricose
e hanseniase (MS, 2007).

As técnicas denominadas PCR-based, ou que manipulam o DNA, tem
demonstrado resultados promissores no diagnoéstico das leishmanioses, baseando-
se na andlise de moléculas de DNA do cinetoplasto (kDNA) ou do DNA nuclear
(nDNA) (SHAW et al., 2005). Para a genotipagem sao utilizadas diferentes técnicas
e alvos de amplificagédo, como RAPD (Random amplified polymorphic), kDNA, RFLP
(Restriction fragment length polymorphism), Microssatélites, SSU rDNA (RNA

ribossébmico), Spliced leader gene (mini-exon), ITS (espacadores internos
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transcritos), genes especificos (como gp63) e cromossomos (CRUZ e TOSI, 1996;
ULIANA et al., 2000; VOLPINI et al., 2001; CASTILHO et al., 2003; PRATA e SILVA,
2005; SHAW et al., 2005; CASTILHO et al., 2008; LIMA Jr. et al., 2009). Sendo mais
sensiveis que o exame microscépico, podendo ser aplicadas diretamente nas
amostras de tecidos e mais rdpidas que o isolamento, tendo a desvantagem de
necessitarem de laboratérios bem montados, reagentes de alto custo e de uma
técnica precisa (SHAW et al., 2005; CHAPUIS, 2007; LIMA Jr. et al., 2009).

Shaw e colaboradores (2005) descrevem que a partir da detec¢gédo de DNA de
Leishmania assume-se que o parasito esta vivo no tecido, produzindo infeccao ativa.

O kDNA de parasitos do género Leishmania € composto por dois elementos:
0 maxicirculo, que carreia 0s genes que codificam as enzimas mitocondriais, € 0
minicirculo, sem funcdo conhecida. Porém, comparando-se as sequéncias dos
minicirculos de diferentes espécies de Leishmania observou-se uma regido de
aproximadamente 200 pares de bases (pb) conservada entre as espécies, enquanto
o restante (cerca de 800 pb) seria variavel. Desta forma, os fragmentos de
minicirculos sdo amplamente utilizados em técnicas de biologia molecular para
distinguir estes organismos em nivel de género, espécies e subespécies
(RODGERS et al., 1990).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo de flebotomineos

As capturas de flebotomineos ocorreram em Cuiaba, capital de Mato Grosso,
que esta localizada no centro-sul do estado, no bioma Cerrado (IBGE, 2004).
Segundo dados do IBGE (2007) este municipio possui area territorial de 3.538
quildmetros quadrados e populagédo estimada no ultimo censo de 2007 de 526.830
habitantes. As atividades econdmicas neste municipio sdo fundamentadas na
industria, servico e comércio. Para investigar a fauna flebotominica, quatro bairros,
distribuidos entre as regionais metropolitanas de Cuiaba, foram escolhidos a partir
da deteccdo de casos humanos e/ou caninos de LVA: regional norte, Morada do
Ouro (S 15.38.164, W 56.031.618); regional sul, Coophema (S 15.38.273, W
56.03.729); regional leste, Jardim Universitario (S 15.36.816, W 56.01.781) e
regional oeste, Cidade Alta (S 15.33.906, W 56.03.720) (Figura 1). Trés residéncias
foram selecionadas em cada bairro onde armadilhas luminosas de succéo tipo HP
(modelo CDC), eram expostas durante 12 horas seguidas (18:00 as 6:00 horas),
uma em intradomicilio e outra no peridomicilio. As capturas se realizaram durante

trés noites consecutivas de cada més, de novembro de 2007 a outubro de 2008.

3.2 Escolha das residéncias e do local de exposi¢cao das armadilhas

As residéncias foram selecionadas por se localizarem préximas a fragmentos
de mata (Coophema e Jardim Universitario) ou de terrenos baldios (Cidade Alta e
Morada do Ouro), preferencialmente nas que possuiam animais domésticos (aves,
caninos e felinos). Entre as residéncias com criacdo de aves, duas possuiam
passaros de gaiola (Coophema) e duas criagbes de galinhas (Cidade Alta). As
armadilhas no intradomicilio foram montadas preferencialmente no quarto de dormir,
mas na recusa do proprietario, eram montadas na sala ou em outro local onde a
familia se reunia a noite (cozinha ou sala). Em peridomicilio eram expostas préximo
ao local onde pernoitavam os animais, como por exemplo, sob as arvores onde as

galinhas se abrigavam ou proximas aos abrigos de passaros, caninos e felinos.
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Figura 1: Mapa de Cuiaba,
flebotomineos: 1. Morada do Ouro; 2. Coophema (A); 3. Jardim Universitario e 4

Cidade Alta. Extraido do site: www.maps.google.com

3.2 Dados meteoroldgicos

Durante as noites de captura foram aferidos dados de umidade relativa do ar
e temperatura dos bairros analisados através do uso de termohigrdmetro, enquanto
os indices pluviométricos totais da cidade, relativos ao periodo, foram obtidos do

Instituto Nacional de Meteorologia.

3.3 Identificacdo dos flebotomineos

ApOs cada noite de captura, os insetos foram sacrificados com uso de Acetato

de Etila e transportados para serem identificados. No Laboratorio de Entomologia da
utilizando estereoscopio ocular, os flebotomineos foram triados e
laminas de vidro e

UFMT,
conservados em alcool 70%, clarificados, montados em

identificados segundo Young e Duncan (1994).
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3.4 Area de estudo e localizacdo dos transectos para captura de pequenos

mamiferos

As capturas de roedores e marsupiais se realizaram em Rondonépolis (Fig.
2), municipio localizado ao sul do estado de Mato Grosso, no bioma Cerrado (IBGE,
2004), que possui area territorial de 4.165 quildmetros quadrados e populacéo
estimada em 172.783 pessoas de acordo com o censo de 2007 (IBGE, 2007).

A atividade principal da economia deste municipio se baseia no agronegocio,

0 que provocou profundas alteragcdes em sua paisagem natural nos ultimos anos.

..Google
C

Datas das imagens: 4/Ago/2009 - 6/Set/2008 16°27'0: "S 43 0'm e visdao 15.32 km
Figura 2: Vista aérea de Rondonépolis, indicando pela letra as localidades
onde foram montados os transectos para captura de pequenos mamiferos: A.
Carlos Bezerra, B. Marechal Rondon, C. Bairro Pindorama e D. Kénia.

Extraida do site: www.googleearth.com
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3.5 Descricao dos transectos

Para a captura de pequenos mamiferos foram selecionadas quatro
localidades na periferia de Rondondpolis (Fig. 2) aonde haviam sido notificados
casos humanos e caninos recentes de LVA: Pindorama/Bairro Jardim Tropical,
Marechal Rondon, Regido de Carlos Bezerra e Kénia. Em cada localidade foram
estabelecidos transectos lineares compostos por 50 armadilhas modelo Shermann®
(SH) e 10 armadilhas modelo Tomahawk® (TW). Sequencialmente, uma armadilha
TW foi intercalada a cada cinco SH, sendo todas numeradas individualmente, para
se conhecer o ponto exato de captura dos animais. Os transectos foram

identificados com letras de A a D:

Transecto A — Regido de Carlos Bezerra. Localizacdo geografica: S 16°25.267' e W
054°39.344' e elevacao de 239 m. A vegetacao predominante era campo limpo, com
gramineas utilizadas para pasto (braquiarias altas com cerca de 50 cm de altura). O
transecto foi montado no campo de gramineas (Figura 3), seguindo as margens do
corrego Queixada. Poucas arvores compunham o resquicio da mata de galeria, com
arvores de dossel entre 1,50 m a 1,70 m e uma trilha de chéo batido. A cerca de 400
metros de distancia do transecto se localizavam casas de alvenaria, separadas pelo
campo de gramineas, porém isoladas por muros de cerca de 2 metros de altura.

Transecto B — Regido de Marechal Rondon. Localizacédo geografica: S 16°25.264' W
054°39.347' e elevacdo de 229 m. Este transecto foi montado em uma chacara
(Baixo Marechal), onde predominavam caracteristicas rurais. As armadilhas foram
dispostas entre plantacbes de banana, tangerina e mandioca, seguindo pela
margem do cérrego Queixada (Figura 4). No entorno da margem predominava a
paisagem de campo limpo, com gramineas altas (Brachiaria), com cerca de 50 cm
de altura, e arbustos de diferentes alturas, arvores com dossel de 1,50 m a 2 m

estavam dispostas apenas nas margens do rio.
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Figura 3: Fotografia da Regido de Carlos Bezerra — transecto A - Rondonopolis,
mostrando o campo de gramineas que separava o transecto para captura de

pequenos mamiferos da area residencial.

Transecto C — Bairro Jardim Tropical / Pindorama. Localizacdo geografica: S
15°37.090', W 056°03.706' e elevagdo de 244 m. Este bairro se localizava na
periferia da cidade, sendo eminentemente residencial com casas em alvenaria, mas
ruas sem asfaltamento. O transecto foi montado nos fundos de uma residéncia, onde
predominava a vegetacdo campo sujo, tendo ao final um cérrego com mata de
galeria ainda preservada, apesar de ser usado como local de despejo sanitario pela

populacao local.

Transecto D — Kénia. Localizagdo geogréfica: S 16°26.907', W 054°38.150' e
elevagéo de 242 m. O inicio do transecto ficava a cerca de 10 metros de uma casa
de alvenaria (Figura 5), seguindo por um caminho com arvores altas (dossel de 2 a 3

= ”

m) caracteristicas da vegetacéo de “cerradao”, arbustos e vegetacgao tipica de areas
mais Umidas, onde bifurcava o corrego Canivete, finalizando em um brejo coberto

com vegetacao baixa e arbustos.
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Figura 4: Didelphis albiventris capturado em armadilha Tomahawk® montada
as margens do corego Queixada - Regido de Marechal Rondon — Transecto B

— Rondonopolis - MT.

3.6 Captura de pequenos mamiferos

Durante o periodo de cinco a nove de julho de 2008, as armadilhas foram montadas
a tarde e iscadas com pasta a base de amendoim, aveia, toucinho e banana para as
armadilhas gradeadas (Tomahawk®) e com mistura de pasta de amendoim e aveia
para as armadilhas de aluminio (Shermann®). Na manha seguinte, as armadilhas
eram vistoriadas e 0s animais capturados transportados ao laboratério de campo
montado seguindo normas de biosseguranca nivel 3. A estimativa de idade dos
marsupiais foi baseada na andlise da estrutura dentaria, sendo 0s marsupiais
divididos em trés faixas etarias: juvenil, jovem e adulto (D'ANDREA et al., 1994;
GENTILE et al., 2000).

3.7 Manuseio de pequenos mamiferos, coleta de tecidos e preservacao de
material bioldgico

Os animais capturados foram pesados individualmente para o célculo e
aplicacdo da anestesia por via intramuscular, utilizando 80 mg/kg de cloridrato de
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guetamina e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina, nos roedores (FLECKNELL et al.,
2007).

Figura 5: Montagem do transecto D (Kénia), onde ao fundo se vé a casa

construida no inicio do transecto, com caracteristicas do ambiente natural.

e 40mg/kg e 5 mg/kg para os marsupiais (ADAUTO et al., 2007). O procedimento de
eutanasia dos roedores seguiu a Resolucdo n° 714 do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria (CFMV, 2002), sendo obtido o 6bito, apds anestesia, através de
exsanguinacao (cardiopuncédo). Constatada a parada cardiorespiratoria, foi realizada
a biometria e obtidas amostras de tecido tegumentar do pavilhdo auricular e de
medula 6ssea femoral. Dos marsupiais anestesiados foram coletadas amostras de
sangue através de puncdo da veia caudal, amostra de medula 6ssea femoral e
fragmento de pele do pavilhdo auricular, sendo mantidos com alimento (laranja e
banana) nas armadilhas até a manhad seguinte quando eram soltos nos locais de
captura. As amostras de sangue e de medula (diluida em 500 ul de soro fisiolégico)
receberam uma gota de EDTA (acido etilenodiaminotetracético) para evitar a
coagulacdo. Estas amostras armazenadas em recipiente proprio foram
criopreservadas para o transporte aos Laboratorios de Microbiologia, Biologia
Molecular Veterinaria e de Leishmanioses, localizados no Hospital Veterinario da
UFMT, em Cuiab4, até o momento do processamento.
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3.8 Classificacdo taxondmica dos roedores

Os roedores foram conservados sob imersdo em alcool 70% e enviados ao
Laboratorio de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios,
localizado no Departamento de Medicina Tropical da Fundacdo Oswaldo Cruz - IOC
(RJ), para estudo taxondémico. Posteriormente, 0s esqueletos e peles taxidermizadas
serdo depositados como material testemunho na colecdo do Museu Nacional, UFRJ
(RJ). Os animais foram identificados pela analise de sua morfologia externa e

craniana.

3.9 Diagnostico Molecular dos tecidos

3.9.1 EXTRACAO DE DNA

As amostras de pele e medula 6ssea foram processadas de acordo com
Gomes e colaboradores (2007). Resumidamente, as amostras foram dissolvidas em
tampéo de lise contendo 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 25 mM EDTA; 0,5% SDS; 100 mM
NaCl e 100 ug/ml de proteinase K. Esta mistura, apés homogenizada, foi incubada a
56°C até a completa lise celular, durante 12 horas, independentemente do tecido.
Apoés esta incubacao iniciou-se a extracdo de DNA pelo método fenol/cloroférmio,
seguida de lavagem com etanol 70% por 10 minutos a 10.000 g, sendo o precipitado
de DNA dissolvido em &gua ultra-pura e mantido em temperatura de congelamento
(-20°C).

3.9.2 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

A PCR utlizou como alvo de amplificacdo molecular uma sequéncia
conservada do minicirculo do kDNA contendo 120 pb, sendo género especifica
(DEGRAVE et al.,, 1994). Para cada reagdo 1 uyM dos primers 150 (sense) [5'-
GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(G/C)CGAA-3] e 152 (antisense) [5’
(GIC)(G/C)(GIC)(AIC)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC-3’] foram utilizados segundo

Passos e colaboradores (1999), junto com 200uM de dNTPs, solugcdo tampéo
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(10mM Tris-HCI, 50mM KCI, pH 8,3), 2,5 mM MgCl,, 1,5 U de Tag DNA polimerase e
5ul de DNA da amostra analisada, obtendo volume final de 20ul. As condi¢des de
temperatura e tempo para amplificacdo foram de: desnaturacao inicial a 94°C por 4
minutos, seguidos de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos,
72°C por 30 segundos e uma extensao final de 72°C por 10 minutos. Em todas as
reacoes foram incluidos um controle negativo (reagentes sem DNA) e um controle
positivo de L. (L.) infantum chagasi, evitando possiveis resultados falsos positivos
(contaminacédo da reag&o), ou resultados falsos negativos (inibicdo da amplificacéo).
O produto amplificado foi fracionado por eletroforese em gel de agarose 2,0%

corados com brometo de etideo e analisado em transluminador (UV-300nm).

3.9.3 POLIMORFISMO DOS FRAGMENTOS DE RESTRICAO (PCR-RFLP)

Para a caracterizac@o das espécies de Leishmania foi realizada a técnica de
PCR-RFLP de acordo com Volpini e colaboradores (2004), modificada, onde 5 ul do
produto da amplificag&o foi digerido por 1U da enzima Haelll e incubado durante a
noite a 37°C em solugcdo tampéo. Também foram digeridas amostras de referéncia
de L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/74/PP75) e de L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903) cedidas gentiimente pela FIOCRUZ/RJ. Os fragmentos
gerados foram separados em gel de poliacrilamida a 8%, em cuba de eletroforese
vertical, e corados com brometo de etidio. As bandas formadas pela fragmentacdo
foram comparadas com as observadas nos DNAs de referéncia digeridos pela
mesma enzima. Os 120 pb foram fragmentados em quatro bandas de 40, 60, 80 e
120 pb nos DNAs de L. (L.) infantum chagasi e em duas bandas com 40 e 80 pb nos
DNAs de L. (V.) braziliensis.

3. 10 Anélise estatistica

Para avaliar as associacdes entre diferentes variaveis, utilizou-se Teste do
Qui-quadrado (x?) corrigidos por Yates, ou Exato de Fischer, quando algum valor
esperado foi igual ou inferior a 5. Considerou-se o valor de p < 0,05, estaticamente

significativo.
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3. 11 Biosseguranca da equipe

A Vigilancia Epidemiologica do Estado de Mato Grosso notifica, em alguns
municipios, casos e 0bitos por hantavirose, por este motivo todo o trabalho a campo,
bem como a manipulacdo dos animais capturados e coleta de material biol6gico
seguiram normas de biosseguranca nivel 3 (NB3), com utilizacdo de equipamentos
de protecdo individual adequados para o trabalho a campo e para a coleta de
material biolégico em laboratério montado especificamente para realizar estes

procedimentos durantes as expedicoes.

3. 12 Bioética e legislacao

A captura e procedimentos para coleta de tecidos de pequenos mamiferos foi
aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso (CEPA)
sob protocolo n° 23108.018419/08-0, bem como, licenciadas para os mesmos fins
pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) em licenga

permanente n°13373-1, acompanhada do registro de expedicdo n° 539-1.



45

4 RESULTADOS

4.1 Capturas de flebotomineos em bairros de Cuiabéa

Durante o periodo estudado, o valor médio da temperatura manteve-se em
torno dos 28,9°C, enquanto a umidade relativa média variou de acordo com as
estacdes, apresentando meédias superiores a 60% (71,1%) durante a estacao
chuvosa (de dezembro a junho) e inferiores ao mesmo valor (28,9%) na seca (de
julho a outubro), enquanto os indices pluviométricos médios captados foram de
178,0 mm e 6,6 mm, respectivamente.

Foram capturados 45 flebotomineos, sendo 24 machos (53,3%) e 21 fémeas
(46,7%), dos quais 12 (26,7%) pertenciam ao género Brumptomyia e 33 (73,3%) ao
género Lutzomyia.

Entre os flebotomineos, apenas os pertencentes ao género Lutzomyia foram
identificados em nivel especifico. Assim, neste periodo foram capturadas nove
diferentes espécies: L. antunesi, L. evandroi, L. lenti, L. hermanlenti, L. walkeri, L.
sallesi, L. saulensis, L. sordelli e um exemplar, fémea, pertencente ao Complexo
longipalpis, onde estdo inseridas as espécies L. longipalpis e L. cruzi (Tabela 1). L.
sallesi foi a espécie mais abundante dentro do género (66,7%) e representou 49%

do total de flebotomineos capturados.
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Tabela 1 - Flebotomineos capturados em quatro bairros distribuidos entre as quatro

regionais da Regido Metropolitana de Cuiaba - periodo nov 2007-out 2008

Morada do Jardim
Bairros Ouro Coophema Universitéario Cidade Alta

Identificag&o 3 3 3 3 3 3 o 3 N %
Brumptomyia spp. - - 3 3 - - 4 2 12 26,7
Complexo
longipalpis* - - - - - - 1 - 1 22
L. antunesi 1 - - - - - - - 1 22
L. evandroi - - 1 - - - - 1 2 44
L. hermanlenti - 1 - - - - - - 1 2,2
L. lenti - - - - - 1 - - 1 22
L. sallesi - - 2 7 3 1 5 4 22 49
L. saulensis - - 1 - 1 1 - - 3 67
L. sordellii - - - - 1 - - - 1 2,2
L. walkeri - - - - - 1 - - 1 22

Total 1 1 7 10 5 4 10 7 45 100

* onde estédo inseridas as espécies L. longipalpis e L. cruzi.

4.2 Captura de pequenos mamiferos em Rondondpolis

No total foram capturados 97 pequenos mamiferos, entre roedores e
marsupiais, no periodo de cinco a nove de julho de 2008. Destes, 88 roedores de
seis diferentes espécies: Cricetidae: Sigmodontinae - Necromys lasiurus, Oecomys
mamorae e Oligoryzomys sp.; Caviidae — Cavia cf. porcellus; Muridae - Mus
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musculus e Rattus rattus e nove marsupiais da espécie Didelphis albiventris
(Didelphimorphia: Didelphidae).

A espécie mais abundante foi N. lasiurus (n=76) (Figura 6), representando
78,35% do total e 86,36% dentro da Ordem Rodentia dos animais capturados neste
municipio, seguido pela captura de oito R. rattus (8,25%), além de um espécime de

C. cf. porcellus, M. musculus, Oligoryzomys sp. e O. mamorae.

Figura 6: Fotografia do espécime de roedor silvestre Necromys lasiurus apos

a administracdo de anestesia.

Entre os marsupiais foram capturados sete fémeas (uma jovem e seis
adultas), e dois machos (um jovem e um adulto) e entre roedores foram capturados
47 machos e 30 fémeas de N. lasiurus, cinco machos e trés fémeas de R. rattus, um
macho das espécies O. mamorae e Oligoryzomys sp. e uma fémea das espécies C.
cf. porcellus e M. musculus.

No transecto (A), Regido de Carlos Bezerra (Figura 1), houve a captura do
maior nimero de roedores (N=75) e marsupiais (n=4), bem como a maior diversidade
de espécies de roedores, silvestres (N. lasiurus, O. mamorae e Oligoryzomys sp.) e
sinantrépicos (M. musculus e R. rattus) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Pequenos mamiferos capturados no municipio de Rondondpolis, por
transecto: A (Carlos Bezerra), B (Marechal Rondon), C (Pindorama) e
D (Kénia) - periodo 05.07.2008 — 09.07.2008

TRANSECTOS
A B C D ntotal %
Ordem Familia Género/ Espécie

Marsupialia  Didelphidae Didelphis albiventris 4 1 2 2 9 9,28

Rodentia Caviidae Cavia cf. porcellus 1 1 1,03
Sigmodontinae  Necromys lasiurus 71 5 76 78,35

Oecomys mamorae 1 1 1,03

Oligoryzomys sp. 1 1 1,03

Muridae Mus musculus 1 1 1,03

Rattus rattus 1 3 4 8 8,25

Total 79 6 5 7 97 100

4.3 Diagnostico molecular de infecgcdo por L. (L.) infantum chagasi e L. (V.)

braziliensis em pequenos mamiferos

Dos nove marsupiais capturados foram analisadas seis amostras de pele, oito
de sangue e nove de medula 6ssea (Tabela 3).

Foram detectadas taxas de infeccdo entre marsupiais de 11,11% para L. (L.)
infantum chagasi (1/9) e de 11,11% para L. (V.) braziliensis (1/9), resultando em uma
taxa de 22,22% de animais desta ordem (2/9) infectados por Leishmania na area de
estudo (Tabela 4).

Entre os marsupiais foram observadas taxas de infeccao de 16,66% (1/6) por
L. (L.) infantum chagasi, na analise de fragmento de pele de um jovem espécime
macho e de 16,66% (1/6) por L. (V.) braziliensis, nas analises de amostras de pele e
de 12,50% (1/8) em amostras de sangue de outro espécime adulto, fémea (Tabela
3). Nao houve diferenca significativa na comparacéo entre sexo e infec¢éo por L. (L.)

infantum chagasi (p=0,22) ou L. (V.) braziliensis (p=0,70), bem como na comparagao
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entre faixa etaria e deteccao de infeccao por L. (L.) infantum chagasi (p=0,22) ou L.
(V.) braziliensis (p=0,77). Em todas as amostras de medula éssea de D. albiventris
analisados (n=9) n&o houve amplificagdo de KDNA de Leishmania spp..

Tabela 3 — Taxas de infeccdo por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e
Leishmania (Viannia) braziliensis, em tecidos (pele, medula 6ssea e

sangue) de pequenos mamiferos — Rondonopolis - MT - 05.07.2008—

09.07.2008
Agente L. (L.) infantum chagasi L. (V.) braziliensis
Pele m.o.* Sangue Pele m.o.* Sangue
Amostras
+/A % +A % +HA % +A % +A % +A %
Espécie

D. albiventris 1/6 16,66 0/9 0 08 0 16 16,66 0/9 0 1/8 12,50
N. lasiurus 8/74 10,81 12/72 16,66 .. .. 5/74 6,75 2/72 2,77

R. rattus /7 1428 1/8 1250 .. .. 1/7 1428 1/8 12,50

*Abreviatura de medula éssea. Simbolo positivo (+) significa nGmero de positivos, letra (A) nUmero
total de analisados e trés pontos seguidos (...) dado né&o disponivel.

Tabela 4 — Taxas de infeccdo (%) por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e
Leishmania (Viannia) braziliensis entre marsupiais e roedores -
Rondonépolis - MT - 05.07.2008-09.07.2008

L. (L.) infantum o Total de
) L. (V.) braziliensis )
chagasi infectados
N + % + % + %
Marsupiais 9 1 11,11 1 11,11 2 22,22
Roedores 88 14 15,90 7 7.95 21 23,86
Total 97 15 15,46 8 8,25 23 23,71

Letra N representa o nimero total de analisados e o simbolo positivo (+) o nimero de infectados.
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Dos 88 roedores capturados foram analisadas 84 amostras de pele e 84
amostras de medula 0ssea. Destas, 74 amostras de pele e 72 de medula éssea de
N. lasiurus (n=76), sete amostras de pele e oito de medula éssea de R. rattus (n=8),
uma amostra de medula 6ssea de O. mamorae (n=1) e de Oligoryzomys sp. (n=1) e
dos espécimes C. cf. porcellus (n=1) e M. musculus (n=1) foram analisados ambos
os tecidos.

Foram observadas taxas de infeccdo entre roedores de 15,90% nos
infectados por L. (L.) infantum chagasi (14/88) e de 7,95% nos infectados por L. (V.)
braziliensis (7/88), totalizando em uma taxa de 23,86%, ao se considerar o numero
de roedores infectados por Leishmania (Tabela 3). Apenas espécimes de N. lasiurus
e R. rattus foram encontrados infectados.

Entre os espécimes de N. lasiurus 25% (19/76) encontravam-se infectados,
apresentando taxas de infeccao de 10,81% em amostras de pele (8/74) e de 16,66%
em amostras de medula 6ssea (12/72) nos infectados por L. (L.) infantum chagasi
(Tabela 3), onde sete eram fémeas (7/30) e seis machos (6/46). Foram detectadas
infeccbes em ambos os tecidos em sete espécimes (7/76). Nao houve diferenca
significativa (p=0,39) na comparacdo entre sexo e infec¢cdo por L. (L.) infantum
chagasi entre roedores desta espécie. Em N. lasiurus foram observadas taxas de
infeccdo de 6,75% em amostras de pele (5/74) e de 2,77% em amostras de medula
O0ssea (2/72) nos infectados por L. (V.) braziliensis (Tabela 3), apenas entre
espécimes machos. Foram detectadas infeccdes em ambos os tecidos em um
espécime (1/76). Houve diferenca significativa (p=0,04) na comparacao entre sexo e
infecgcao por L. (V.) braziliensis em N. lasiurus.

Entre R. rattus, infeccbes foram detectadas apenas entre machos, estando
um espécime infectado por L. (L.) infantum chagasi e outro por L. (V.) braziliensis,
nas analises de ambos os tecidos, resultando nas seguintes taxas de infeccao,
14,28% (1/7) em amostras de pele e 12,50% (1/8) em amostras de medula 6ssea
(1/8) (Tabela 3). N&o houve diferenga significativa na comparagdo entre sexo e
infeccdo causada por L. (L.) infantum chagasi (p=0,62) e L. (V.) braziliensis (p=0,62)
em R. rattus. Dados individuais de roedores infectados foram apresentados na
tabela 5.

N&o foi detectada infeccdo em C. cf. porcellus, M. musculus, O. mamorae e

Oligoryzomys sp..
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Tabela 5 - Resultados individuais em roedores infectados por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi e Leishmania (Viannia) braziliensis,
por espécie, sexo, transecto e tecidos analisados (PCR-RFLP) -
Rondonopolis - MT - 05.07.2008 - 09.07.2008

L. (L.) infantum chagasi L. (V.) braziliensis
Espécie Sexo Transecto pele m.o.* pele m.o.*
N. lasiurus Macho A + + - -
N. lasiurus Macho A + + - -
N. lasiurus Macho A - - + -
N. lasiurus Fémea A + + - -
N. lasiurus Macho A - + - -
N. lasiurus Macho A - - + +
N. lasiurus Macho A - - - +
N. lasiurus Fémea A + - - -
N. lasiurus Macho A - - + -
N. lasiurus Macho A - + - -
N. lasiurus Fémea A + + - -
N. lasiurus Macho A - - + -
N. lasiurus Macho A - - + -
N. lasiurus Macho A + + - -
N. lasiurus Fémea A + + - -
N. lasiurus Macho A - + - -
N. lasiurus Fémea B + - - -
N. lasiurus Fémea B + - - -
N. lasiurus Fémea B + + - -
R. rattus Macho C + + - -
R. rattus Macho C - - + +

*Abreviatura de medula 6ssea.

Simbolo (+) significa positivo e ( - ) negativo.



52

5 DISCUSSAO

No Brasil, por sua diversidade de ecossistemas, os estudos dos elos que
compdem a cadeia de transmissdo das leishmanioses sédo necessarios para elucidar
os ciclos de acordo com a regido de ocorréncia. Assim, levantamentos
entomoldgicos que objetivem demonstrar a fauna flebotominica devem fazer parte
do estudo epidemioldgico em areas endémicas, como o realizado nesta pesquisa em
bairros com ocorréncia de casos humanos e/ou caninos de LVA em Cuiaba.

A pequena quantidade de flebotomineos obtidos em Cuiab4 talvez se deva a
uma flutuacdo temporaria ou sazonal das densidades populacionais. Entretanto,
para confirmacdo desta hipotese seriam necessarios estudos de longo prazo para
constatacdo de ciclos anuais ou plurianuais. Nao foi possivel obter informacdes a
respeito de borrifacées nas areas focais de LV ou para controle do vetor da dengue,
antes ou durante o periodo de capturas desta pesquisa, 0 que também poderia
justificar esse achado.

N&o foi constatado um aumento do numero de flebotomineos, logo apds o
periodo das chuvas, como foi observado nos dados obtidos em Varzea Grande,
onde se percebeu um aumento principalmente de exemplares de L. longipalpis
(MISSAWA e DIAS, 2007).

Também nédo foi possivel fazer uma relacdo entre maior ou menor captura
devido a presenca ou auséncia de animais domésticos no peridomicilio, nem entre
areas mais ou menos iluminadas artificialmente.

Todas as espécies de Lutzomyia identificadas nos bairros de Cuiaba
estudados, ja foram descritas para o Estado de Mato Grosso (MISSAWA e MACIEL,
2007; RIBEIRO et al., 2007). Porém, somente as espécies incluidas no Complexo
longipalpis sdo consideradas veiculadoras de parasitos da espécie L. (L.) infantum
chagasi (YOUNG e DUNCAN, 1994; MS, 2006; RIBEIRO et al., 2007; RANGEL e
VILELA, 2008).

A identificacdo especifica do exemplar pertencente ao Complexo longipalpis
nao foi possivel por se tratar de uma fémea, que é morfologicamente indistinguivel
entre as espécies L. longipalpis e L. cruzi (MARTINS et al., 1984), sendo esta
diferenciacdo so possivel entre machos destas espécies. A espécie L. longipalpis é
considerada a principal vetora de L. (L.) infantum chagasi nas Américas (MS, 2006;

RANGEL e VILELA, 2008) e L. cruzi responsabilizado pela transmissédo deste agente
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em municipios de Mato Grosso do Sul (Corumbé e Ladério), na auséncia do primeiro
(SANTOS et al., 1998).

Em Varzea Grande, municipio vizinho a Cuiaba, outra area endémica de LVA,
nao houve captura de L. cruzi durante uma pesquisa entomologica entre os anos de
2004 e 2006 (MISSAWA e DIAS, 2007), o que confirmou um estudo retrospectivo de
pesquisas entomoldgicas que avaliou a distribuicdo espacial de L. cruzi e L.
longipalpis neste estado (MISSAWA e LIMA, 2006). Porém, mais recentemente em
outros bairros localizados na periferia de Cuiabd, observou-se simpatria destas
espécies, com predominio de L. cruzi (PEDROSO et al., 2009).

A espécie L. antunesi foi apontada como vetor alternativo na transmisséo de
LVA na llha de Maraj6, no Para (RYAN et al., 1984) devido a deteccao de infeccéo
suprapilaria por promastigotas em alguns exemplares, porém ndo foi possivel a
caracterizacéo especifica da Leishmania infectante. Esta espécie é responsabilizada
pela transmissao vetorial de L. (V.) lindenbergi (SILVEIRA et al., 2002), uma das
sete espécies causadoras de leishmaniose tegumentar no Brasil, até agora somente
diagnosticada em Belém, também no Para. Segundo Ribeiro e colaboradores (2007)
L. antunesi ja havia sido catalogada em Cuiaba em levantamentos entomoldgicos
nao publicados realizados pela Fundacao Nacional de Saude (FUNASA).

A espécie mais frequente neste estudo foi L. sallesi, que em municipio com
transmissdo de LVA em Minas Gerais (Lassance), apresentou um espécime
naturalmente infectado por L. (L.) infantum chagasi, através da disseccdo de
fémeas, inoculacdo em hamsters e posterior realizacdo de PCR/hibridizacdo de
orgaos e pele. Mas por ndo apresentarem antropofilia, os autores sugeriram uma
possivel participacdo nos ciclos enzodticos de transmisséo silvestre e peridoméstico
(SARAIVA et al., 2009). Este dado merece atengao, pois nos mesmos bairros onde a
fauna flebotominica foi analisada em Cuiabd, muitos cdes foram sororeagentes
demonstrando o contato com este agente infectante (ALMEIDA et al., 2009).

Desta forma, a pesquisa de infecgdo natural em diferentes espécies de
flebotomineos, principalmente as mais frequentes em areas de ocorréncia de LVA,
deve ser incentivada, ja que vetores alternativos podem participar da cadeia de
transmissao das leishmanioses, mesmo que perpetuando o ciclo enzodtico.

Os dois resultados mais expressivos de sorologia canina foram obtidos nos
bairros aonde foram capturados o exemplar do Complexo longipalpis e L. antunesi,

Cidade Alta e Morada do Ouro, respectivamente.
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Monitoramentos entomoldgicos em areas urbanizadas, com transmissao de
LVA, devem ser incentivados para que se confirme a possivel adaptacdo de
algumas espécies de flebotomineos ao ambiente antropizado. Apesar do diminuto
namero de vetores identificados neste estudo, a coincidéncia entre captura de
espécies transmissoras e o0 resultado de soroprevaléncia canina, indicam a
necessidade da continuacdo de pesquisas entomologicas, que poderdo demonstrar
com maior precisdo a fauna flebotominica da cidade de Cuiaba e outros aspectos
nao revelados por esta pesquisa.

Com relacdo a pesquisa sobre a participacdo de possiveis hospedeiros, nao
canideos de L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) braziliensis entre pequenos mamiferos,
Rondondpolis foi escolhida como area de estudo devido ao surto de LVA ocorrente,
apesar das medidas de controle preconizadas estarem sendo seguidas naquele
municipio.

Assim, neste estudo epidemiolégico transversal, utilizando ferramentas
moleculares (PCR-RFLP) foi possivel identificar roedores e marsupiais com
infeccbes naturais por L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) braziliensis, em amostras de
pele e/ou de medula 60ssea, e em amostra de sangue de um marsupial, nas
localidades onde haviam sido notificados casos humanos e caninos de LVA em
Rondondpolis.

A deteccéo de infeccdo natural do marsupial D. albiventris por L. (L.) infantum
chagasi ja havia sido descrita no Brasil em Jacobina, Bahia (SHERLOCK et al, 1984;
1988) e em Bauru, Sdo Paulo (SANTIAGO et al., 2007), bem como em exemplares
de D. marsupialis em Barra de Guaratiba, Rio de Janeiro (CABRERA et al., 2003) e
em Belo Horizonte, Minas Gerais (SCHALLIG et al., 2007), porém ndo haviam
resultados relativos no Estado de Mato Grosso.

Neste estudo, apenas marsupiais de grande porte, pertencentes a espécie D.
albiventris, foram capturados. Dos nove marsupiais analisados, em um foi
determinada infeccdo por L. (L.) infantum chagasi, em fragmento de pele,
demonstrando uma taxa de infeccdo de 16,66% (1/6). Este resultado foi
consideravelmente inferior aos 91,6% (103/112) encontrados na analise molecular
(PCR) de amostras de medula 6ssea de Didelphis spp. em area endémica de LVA
em Sao Paulo (SANTIAGO et al.,, 2007), porém superior aos 2,3% (2/84)
encontrados em Jacobina, através de isolamento, densidade especifica de DNA,
anticorpos monoclonais e composicao isoenzimatica (SHERLOCK et al., 1988).
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Na publicacdo de Santiago e colaboradores (2007) a espécie de Leishmania
nao foi caracterizada, e infeccbes por outras espécies deste agente etioldgico foram
detectadas em marsupiais deste género no Brasil (ARIAS e NAIFF, 1981; LAINSON
et al., 1981; SHERLOCK et al., 1988; YOSHIDA et al., 1993; BRANDAO-FILHO et
al., 2003; SCHALLIG et al., 2007), porém, contrariamente a esta publicacédo, ndo se
obteve amplificacdo de kDNA de Leishmania em amostras de medula 6ssea (n=9)
analisadas neste estudo. Na publicacdo de Schallig e colaboradores (2007) o agente
infectante foi identificado, como pertencendo ao Complexo donovani (PCR-RFLP)
em amostras de sangue periférico, divergindo deste estudo onde nado foram
detectadas infec¢des por L. (L.) infantum chagasi na analise molecular deste tecido
(n=8).

Na Venezuela, em D. marsupialis, foi detectada taxa de infeccdo inferior
(7,14%) a este estudo (11,11%), analisando outros tecidos (sangue, figado e baco) e
utilizando primer Complexo especifico para L. (L.) donovani (no qual se inclui L. (L.)
infantum chagasi), porém ndo houve amplificagdo na andlise da amostras de pele
(ZULUETA et al., 1999), como observado nesta area de estudo. Porém, na Colédmbia
em regides endémicas para LVA, as taxas de infec¢céo detectadas em marsupiais da
espécie supracitada, foram superiores a encontrada neste estudo, com 32,43%
(12/37) detectados através de isolamento e eletroforese isoenzimatica (amostras de
baco) (CORREDOR et al, 1989) e 14,3% (3/21) detectadas através de
PCR/hibridizacédo (aspirado de baco e amostras de pele) (TRAVI et al., 1998). Em
outra localidade da Colombia a taxa de infec¢do por L. (L.) infantum chagasi em D.
marsupialis foi inferior, 9,5% (13/137), ao resultado encontrado neste estudo (TRAVI
et al., 1998).

Também em D. marsupialis, em pesquisas realizadas na Regido Sudeste em
areas endémicas para LVA, foram obtidas soroprevaléncias de 29% (CABRERA et
al., 2003) e de 8 a 22% (SCHALLIG et al., 2007), sugerindo o contato prévio com
este agente etiologico.

Os resultados obtidos em Rondonopolis corroboram com os de Travi e
colaboradores (1998), pois nao foi detectada diferenca na condigcdo sexual para a
ocorréncia de infec¢cdo causada por L. (L.) infantum chagasi em marsupiais, porém,
nos espécimes capturados na area estudada, nao foi observada maior ocorréncia de

infeccdo entre adultos, como observado por estes autores, que sugeriram que O



56

maior tempo de exposi¢cao dos animais ao ambiente, aumentariam a chance de
contato com flebotomineos infectados.

As taxas de infecgéo por L. (V.) braziliensis encontradas foram de 12,5%, em
amostras de sangue (1/8) e de 16,66% em amostras de pele (1/6), do mesmo
espécime de D. albiventris, sendo o resultado obtido na pele superior ao encontrado
na analise de amostras de baco, 13,51% (5/37), dos espécimes de D. marsupialis
analisados em Pernambuco (BRANDAO-FILHO et al., 2003). Mas a diferenca entre
os tecidos analisados, possivelmente, interfere na comparacao dos resultados.

Schallig e colaboradores (2007) encontraram em Minas Gerais espécimes de
D. marsupialis infectados (2/20) por parasito do Complexo braziliensis, em amostras
de sangue periférico utilizando técnica semelhante (PCR-RFLP) e encontrando uma
taxa de infeccdo (10%) proxima a descrita neste estudo (12,5%). Possivelmente o
encontro de Leishmania em sangue periférico demonstre a disseminacao do parasito
pelo organismo animal, apos a inoculacdo pelo flebotomineo e fagocitose pelas
células macrofagicas circulantes.

Neste municipio, didelfideos foram capturados em todas as localidades onde
transectos foram montados, confirmando sua capacidade de adaptacdo aos
ambientes degradados (TRAVI et al.,, 1998; LEGEY et al., 1999). O exemplar
infectado por L. (L.) infantum chagasi foi capturado no transecto A, Regido de Carlos
Bezerra (Figura 2), uma localidade eminentemente residencial, apesar de manter um
carater bucodlico. Cabrera e colaboradores (2003) estimaram que a presenca de
marsupiais em peridomicilio elevaria em 12,6% o0 risco de transmissdo na area
endémica de LVA estudada. Nesta localidade de Rondondpolis, a presenca deste
animal infectado levanta a questédo da possivel participacdo de marsupiais na cadeia
de transmissdo em areas urbanizadas, porém este estudo deve ser aprofundado,
com mais elementos que confirmem esta hipétese.

O outro marsupial infectado por leishmania dermotropica (L. (V.) braziliensis)
foi capturado proximo a uma residéncia (cerca de 50 metros), no inicio do transecto
D, Kénia (Figura 4), onde havia relato da presenca freqiente de gambas no
peridomicilio pelos moradores, e onde permaneciam o0s cédes. A localidade Kénia,
fica em uma regido menos ocupada de Rondondpolis, tendo ao final deste transecto
despejo de detritos pela populacdo, que utiliza a area como um “lixao”, porém

mantem caracteristicas do ambiente natural.
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O roedor silvestre mais abundante neste estudo foi N. lasiurus (n=76), uma
espécie tipica do Cerrado Brasileiro, largamente distribuida pelo Brasil (BONVICINO
et al., 2008), que demonstra facilidade de adaptacdo a ambientes degradados, como
plantacdes de cana e pastagens de Brachiaria. Apresenta comportamento alimentar
oportunista, principalmente baseado em sementes e vegetais (TALAMONI et al.,
2008) e dificilmente colonizam constru¢cdes humanas (SUZUKI et al., 2004). Estas
caracteristicas foram observadas nas duas localidades com captura de N. lasiurus,
transecto A (n=71) e B (n=5), onde predomina vegetagcdo de campo limpo
(Brachiaria).

Nos roedores analisados neste estudo, foi detectada prevaléncia de infeccéo
por Leishmania spp. de 23,86% (21/88) (Tabela 4), resultado superior a taxa de
infeccdo de 12% (15/23) encontrada por Oliveira e colaboradores (2005a) em
amostras de pele e sangue de roedores silvestres e sinantropicos, analisadas por
métodos moleculares (PCR e hibridizacdo). Porém, no estudo supracitado, o0s
agentes infecciosos foram caracterizados como pertencendo a trés diferentes
espécies, o que eleva o resultado deste estudo, com caracterizacdo de duas
espécies.

Na pesquisa de Oliveira e colaboradores (2005a), foi relatada a primeira
infeccdo por L. (L.) infantum chagasi em roedor silvestre da espécie T. apereoides
(Rodentia: Echimyidae), na analise de amostras de pele (2/18), o que resulta em
taxa de infeccdo de 11,11%, semelhante a taxa detectada neste estudo (10,81%)
nas andlises do mesmo tecido em N. lasiurus. Porém, estes autores nao
encontraram infeccdo nas analises de quatro espécimes de B. lasiurus (=Necromys
lasiurus) em Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2005a). Ndo ha relato na literatura de
infeccdo natural por L. (L.) infantum chagasi em N. lasiurus, sendo este o primeiro
registro.

Cabe ressaltar que esta espécie de roedor silvestre foi considerada
reservatorio primario de L. (V.) braziliensis, a partir do isolamento e caracterizagdo
do agente, em localidade endémica da Zona da Mata de Pernambuco (BRANDAO-
FILHO et al., 2003) e é o principal reservatorio de hantavirus no bioma Cerrado
(SUZUKI et al., 2004).

Em Rondonopolis foi detectada taxa de infeccdo de 7,95% em infec¢des por
L. (V.) braziliensis encontradas nas analises em amostras de pele e medula 6ssea

de roedores (7/88) (Tabela 4), indicando um resultado inferior ao descrito por
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Brandao-Filho e colaboradores (2003), 18,7% (KDNA) e 18,2% (rDNA), também com
analises moleculares (PCR) em amostras de baco de roedores silvestres (B.
lasiurus, Holochilus scieurus e A. arviculoides) e no sinantrépico (R. rattus). Mas a
diferenca entre os tecidos analisados, possivelmente, interfere na comparacao dos
resultados.

Nesta area estudada infec¢Bes por L. (V.) braziliensis em N. lasiurus foram
detectadas em exemplares originarios da transecto A, Regido de Carlos Bezerra, o
que confirma uma das hipoteses do novo perfil epidemiolégico das leishmanioses, o
da manutencdo de um foco silvestre de LTA em proximidade com &reas
recentemente urbanizadas (AGUILAR et al., 1987; GOMES e NEVES, 1998). Sendo
L. (V.) braziliensis a espécie responsabilizada pela maioria dos casos de
leishmaniose tegumentar neste estado (CARVALHO et al., 2006).

Este estudo ndo encontrou infec¢do por Leishmania nos espécimes unicos de
roedores silvestres capturados, porém, infeccbes naturais foram registradas no
Brasil em Cavia porcellus por L. (L.) enrietti (MUNIZ e MEDINA, 1948 apud
LAINSON, 1997; MACHADO et al., 1999) e na Bolivia em Oligoryzomys sp. por L.
(L.) amazonensis (TELLERIA et al., 1999). Ainda ndo ha relato de infeccdo natural
por Leishmania em espécimes do género Oecomys. Todavia, 0 pequeno numero
destes roedores destas espécies analisados, reduziu a possibilidade de deteccéo de
infeccéo.

Entre os roedores sinantropicos (M. musculus e R. rattus), analisados neste
estudo, foi detectada infeccdo por L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) braziliensis
apenas em R. rattus, corroborando com outros estudos relativos no Brasil
(ALENCAR et al.,, 1960; VASCONCELOS et al., 1994; BRANDAO-FILHO et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2005a). Enquanto infeccdo por Leishmania em M. musculus
foram relatadas apenas no Continente Europeu.

Entre os poucos R. rattus capturados (n=8), em um espécime foi detectado
DNA de L. (L.) infantum chagasi, em amostras de medula 6ssea (1/8) e de pele
(1/7), resultando em taxas de infecgéo de 12,50% e 14,28%, respectivamente, sendo
estes resultados mais elevados que o descrito em Minas Gerais, 4,6% (1/21), na
deteccado de infeccdo em R. rattus através de analise de sangue coletado em papel
filtro (PCR/dot-blot hibridizacdo) (OLIVEIRA et al., 2005a). Estes autores obtiveram
amplificagdo em amostras de pele, mas como a hibridizag&o falhou, impossibilitando

a caracterizagdo, os resultados n&o foram incluidos na publicagéo.
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A deteccdo de infeccdo por L. (L.) infantum chagasi em roedor sinantrépico
neste estado, torna ainda mais relevante o resultado do estudo de preferéncia
alimentar em L. longipalpis, através do teste de precipitina, realizado em Varzea
Grande, j& que os roedores constituiam a segunda opc¢éo de repasto sanguineo de
fémeas (21,2%) capturadas naquele municipio endémico (MISSAWA et al., 2008a).

Neste estudo outro espécime de R. rattus (1/8) foi detectado infectado por L.
(V.) braziliensis, em amostras de medula éssea (1/8) e de pele (1/7), resultando em
taxas de infeccéo de 12,5% e 14,28%, respectivamente. Infec¢gbes detectadas entre
R. rattus por este agente, utilizando métodos moleculares, foram descritas na Bahia
(VASCONCELOS et al., 1994), em Pernambuco (BRANDAO-FILHO et al., 2003) e
em Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2005a). No primeiro estudo citado, foram obtidos
isolados em trés espécimes, caracterizados por eletroforese enzimatica e
KDNA/hibridizagdo, mas néo foi possivel estimar a taxa de infeccdo encontrada
naquela localidade com os dados apresentados (VASCONCELOS et al.,, 1994).
Porém, a taxa de infeccdo observada em nosso estudo foi inferior a encontrada por
Brandao-Filho e colaboradores (2003), 16%, nas andlises de amostras de baco
(13/81) através de PCR com sonda Complexo especifica, porém, mais elevada que
o resultado obtido por Oliveira e colaboradores (2005a), 4,76%, em amostras de
sangue (1/21). Mas a diferenca entre os tecidos analisados, possivelmente, interfere
na comparacgao dos resultados.

Em Rondondpolis, os dois roedores sinantropicos (R. rattus) infectados foram
capturados no transecto C, Bairro Jardim Tropical/Pindorama, uma localidade
residencial, sendo o transecto montado no terreno aos fundos de uma residéncia,
onde haviam plantacdes de subsisténcia, vegetacdo de campo sujo e um corrego ao
final, utilizado como depdsito de lixo pelos moradores.

O Bairro Pindorama demonstra caracteristicas de ocupacdo desordenada,
faltando infra-estrutura principalmente com relacdo ao despejo sanitério. Alvar e
colaboradores (2006) associaram as precarias condicbes de moradia, e
consequentemente, de infra-estrutura sanitaria, ma nutricio e menor acesso a
assisténcia médica, ao aumento do risco de pessoas tornarem-se clinicamente
doentes, sendo fatores que incluem esta zoonose como uma das doencas
negligenciadas do nosso tempo (WHO, 2009).

O encontro de R. rattus infectados por leishmanias patogénicas reveste-se de

grande importancia epidemiolédgica, devido a seu comportamento adaptativo aos
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ambientes antropizados, como as areas urbanas. Podendo também no encontro do
roedor sinantrépico infectado por L. (V.) braziliensis, demonstrar a domesticagdo do
ciclo das LTAs, antes associado a areas florestais, mas apesar do continuo
desmatamento e da expansao urbana surgem como novos focos da doencga,
principalmente relacionados a adaptacdo do vetor flebotomineo as mudancas
ambientais (WHO, 2002).

O principal flebotomineo vetor de L. (V.) braziliensis nas Regies Nordeste,
Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil (COSTA et al., 2007), L. whitmani, foi
catalogado em pesquisas entomoldgicas no municipio de Rondondépolis (MISSAWA
et al.,, 2008b). Seu comportamento alimentar altamente antropofilico, ja havia sido
comprovado em Baturité (Ceara), o que divergia do comportamento apresentado em
espécimes estudados no Norte do pais (BRAZIL et al., 1991). Somando esta
preferéncia alimentar, a sua grande capacidade de adaptacdo a ambientes
antropizados tornam esta espécie de flebomineo, possivelmente responsabilizada
pelo novo perfil eco-epidemiolégico das LTAs em grande parte do pais (BRAZIL et
al., 1991; LAINSON e RANGEL; 2003). Sendo estes aspectos observados em
recente estudo, conduzido em Mato Grosso do Sul, demonstrando a preferéncia
alimentar de fémeas desta espécie por aves, humanos, cdes e porcos (OLIVEIRA et
al., 2008).

Completando a cadeia de transmissao zoonotica, e sendo a Leishmania um
parasito multihospedeiro, alguns fatores sdo necessarios para que um mamifero
mantenha a sua transmissdo, como sua densidade populacional (abundancia),
duracdo da infeccdo (longevidade do hospedeiro), a localizacdo do parasito no
hospedeiro e seu estado imunolégico (ASHFORD, 2000).

Como descrito anteriormente por outros autores (TRAVI et al.,, 1998;
TELLERIA et al., 1999; BRANDAO-FILHO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005a; VAN
WYNSBERGHE et al.,, 2009), foi observada uma relacdo entre abundancia e
deteccdo de infeccdo por Leishmania entre pequenos mamiferos analisados neste
estudo, visto que as trés espécies mais abundantes, D. albiventris, N. lasiurus e R.
rattus, foram encontradas infectadas em Rondondpolis, cumprindo um dos critérios
para se considerar hospedeiros mamiferos como reservatérios de Leishmania
(ASHFORD, 2000).

Devido a natureza deste estudo epidemioldgico (transversal), ndo foi possivel

determinar a existéncia de relacao entre flutuacdo sazonal e elevagdo do niamero de
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infectados na populacdo de N. lasiurus analisada. Esta relacdo foi confirmada em
pesquisa ha Zona da Mata de Pernambuco por Brandao-Filho e colaboradores
(2003), sendo o isolamento do parasito obtido somente durante a estacdo chuvosa,
periodo reprodutivo da espécie, devido ao maior nimero de suscetiveis (jovens). As
capturas, em Rondonépolis, ocorreram no més de julho, coincidindo com o inicio da
estacdo seca. Este fato, possivelmente, justifica ndo encontrar f€meas em gestacao,
entre as 30 analisadas, dificultando a estimativa da idade dos roedores desta area
de estudo, através da relacdo entre peso corporeo e maturidade sexual dos
individuos, principalmente fémeas prenhes.

Neste estudo foram detectadas infeccbes por duas espécies de Leishmania
patogénicas para o homem em fragmentos de pele, coletadas do pavilhdo auricular,
e em amostras de medula 6ssea femoral de pequenos mamiferos. A infec¢cdo em
pele pode determinar a capacidade mais provavel do hospedeiro mamifero para
infectar o inseto vetor (SILVA et al., 2006), uma questdo de importancia
epidemioldgica, cumprindo um dos fatores assinalados por Ashford (2000), o da
localizagéo do parasito no hospedeiro. Em todos os animais analisados, este tecido
encontrava-se integro, tanto nos infectados por Leishmania dermotropica como pelo
agente causador da forma visceral, corroborando com esta observacdo em estudos
anteriores, que relataram encontro do parasito em tecido tegumentar ndo lesionado
em pequenos mamiferos (HERRER e CHRISTENSEN, 1975; TELLERIA et al., 1999;
OLIVEIRA et al., 2005a).

Enquanto a deteccdo dos parasitos em amostras de medula éssea indica
disseminacdo pelo organismo do hospedeiro, em via nao acessivel aos
flebotomineos (naquele momento), mas confirma a visceralizacdo dos agentes
etiologicos dos dois subgéneros (Leishmania e Viannia) nos pequenos mamiferos,
como descrito por Lainson e colaboradores (1981).

Foi possivel o diagnostico intra-vitam de infeccdo por Leishmania em
marsupiais com amostras de tecidos pouco invasivas, pois todos os animais foram
liberados apods recobrarem da anestesia. Entre os roedores néo foi possivel acessar
amostras de medula éssea sem o sacrificio dos mesmos, porém, foram obtidos
resultados de infec¢do nas analises de amostras de pele em animais desta ordem, o
que corrobora com a hipétese de Oliveira e colaboradores (2005a), do possivel
diagnéstico sem remocdo. A ndo remocao (sacrificio) viabiliza estudos de longo

prazo, sem impacto ecoldgico, ja que populacdes de roedores demonstram maior
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suscetibilidade a este método do que populacées de marsupiais (D"ANDREA et al.,
2007).

Nos estudos epidemiolégicos em animais silvestres, o isolamento dos
parasitos em meio de cultivo € necessario para verificar sua viabilidade para os
flebotomineos e para caracterizacdo do parasito através do método padrao-ouro
(eletroforese de enzimas), o que possibilitara determinar a qual zimodema pertence,
visto que alguns zimodemas sédo detectados apenas em animais silvestres, em
ciclos enzodticos de transmissdo (CUPOLILLO et al., 2003; BRANDAO-FILHO e
SHAW, 2006; BRITO et al., 2009). Apenas com a identificagdo do mesmo parasito
em humanos, flebotomineos e animais silvestres, de uma mesma area, se pode
determinar o hospedeiro reservatorio naquele ecétopo (BRANDAO-FILHO e SHAW,
2006; SILVA et al., 2006).

Porém, devido a grande sensibilidade dos métodos empregados neste estudo
epidemioldgico transversal, foi possivel detectar infeccbes em pequenas amostras
de tecidos integros de pele de pequenos mamiferos, resultando em elevadas taxas
de infeccdo causadas por L. (L.) infantum chagasi em D. albiventris, N. lasiurus e R.
rattus, de L. (V.) braziliensis em D. albiventris e R. rattus e infec¢des causadas por L.
(V.) braziliensis em N. lasiurus, demonstrando a necessidade do aprofundamento
desta pesquisa, 0 que talvez resulte em respostas para tais duvidas nesta area

estudada.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nestes dois estudos se pode concluir que:

1. Nesta pesquisa a espécie mais abundante de flebotomineos capturados nos
bairros Coophema, Jardim Universitario e Cidade Alta foi Lutzomyia sallesi.

2. Nos bairros, Cidade Alta e Morada do Ouro, foram capturadas espécies
implicadas na transmissao de leishmanioses: Complexo longipalpis: Lutzomyia

longipalpis ou L. cruzi e Lutzomyia antunesi.

3. Ocorre circulacdo de L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) braziliensis entre marsupiais
da espécie D. albiventris em Rondonoépolis (MT), em tecidos (pele e sangue)

acessiveis ao repasto pelo inseto vetor.

4. Ocorre circulacdo de L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) braziliensis entre roedores
silvestres (N. lasiurus) e sinantrépicos (R. rattus), em areas mantendo caracteristicas
da paisagem natural e mais antropizadas em Rondonopolis (MT), sendo a primeira

descricéo de infeccéo natural por L. (L.) infantum chagasi em N. lasiurus.

5. E possivel o diagnéstico intra-vitam em marsupiais e roedores com amostras de

tecidos pouco invasivas (pele e sangue).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Sao recomendados que monitoramentos entomolégicos de longa duracéo (24
a 36 meses) sejam realizados em bairros com ocorréncia de LV em Cuiab3,
objetivando determinar os flebotomineos vetores que participam do ciclo de
transmissdo neste municipio, acrescentando a deteccdo da espécie de agente
infectante e o estudo de preferéncia alimentar de fémeas.

Outros métodos de captura, com uso de armadilhas de Shannon e capturador
de succéo (de Castro), devem ser aplicados para aumentar a chance de captura,
obtendo insetos vivos para posterior estudo de infeccéo e caracterizacdo do agente
infectante.

Quanto a participacao de roedores e marsupiais na cadeia de transmissao, 0s
futuros estudos devem envolver isolamento dos parasitos em meios de cultivo, para
que se realizem estudos bioquimicos e moleculares, objetivando investigar se os
parasitos sdo 0s mesmos envolvidos nas infeccdes humanas e de animais
domeésticos naquele municipio.

Paralelamente sdo recomendados estudos da biologia dos possiveis
hospedeiros reservatérios, utilizando capturas sisteméticas (captura, marcacdo e
recaptura), avaliando o tempo de vida, uso do espaco e o diagnostico de infecgéo
com coletas de tecidos menos invasivas (pele e sangue), comparando a flutuacéo
dos hospedeiros, flebotomineos vetores e o diagndstico de infec¢cdo, em mamiferos
e flebotomineos, para uma investigacao ecoepidemiolégica mais completa da cadeia

de transmissao das leishmanioses nesta localidade.
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Sand flies in urban area, endemic to visceral leishmaniasis at Cuiabd, Mato Grosso, Brazil
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Resumo

A leishmaniose visceral (LV), no Brasil, tem apresentado uma mudanca no seu perfil
epidemioldgico, com deteccdo de casos humanos e caninos em ambientes urbanos, devido a uma
possivel adaptagdo dos vetores as alteragdes antrdpicas. Em Cuiaba, a capital de Mato Grosso, em
bairros localizados na regido metropolitana, foi investigada a fauna flebotominica para determinar
estes elementos da cadeia de transmissdo. Para tal, foram utilizadas armadilhas luminosas durante
trés noites por més (12 meses), em residéncias de quatro bairros, resultando em nove espécies de
Lutzomyia. A espécie mais prevalente foi Lutzomyia sallesi, que foi encontrada naturalmente
infectada por Leishmania i. chagasi em Minas Gerais, dado que merece atengao, pois nos mesmos
bairros onde a fauna flebotominica foi analisada, muitos cdes foram sororreagentes demonstrando o
contato com o agente infectante. Nos bairros com maior prevaléncia de leishmaniose canina vista
anteriormente, foram capturados vetores pertencentes ao Complexo longipalpis e Lutzomyia
antunesi, demonstrando a importancia de monitoramentos entomoldégicos em areas endémicas para

leishmanioses.

Palavras-chave: Flebotomineos, Lutzomyia, leishmaniose visceral, Cuiaba

Abstract
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The visceral leishmaniasis (VL), in Brazil, has shown a change in its epidemiological profile,
with detection of human and canine cases in urban environments, owing to possible adaptation of
vectors to antropic changes. In Cuiaba, a endemic municipality of Mato Grosso, in neighborhoods
located in the metropolitan region, was investigated the sand flies fauna to determine these
elements of transmission chain. To this end, were used light trap during three nights a month (12
months), in houses of four neighborhoods, resulting in nine species of Lutzomyia. The most prevalent
species was Lutzomyia sallesi, which was found naturally infected by Leishmania i. chagasi in Minas
Gerais, given that deserves attention, because in the same neighborhoods where the sand flies was
analyzed, many dogs were positive showing contact with the infecting agent. In districts with a higher
prevalence of canine leishmaniasis seen before, were captured vectors belonging to the Complex
longipalpis and Lutzomyia antunesi, demonstrating the importance of entomological monitoring in

areas endemic for leishmaniasis.

Key words: Sand flies, Lutzomyia, visceral leishmaniasis, Cuiaba

Introdugdo

Nas Américas a leishmaniose visceral (LV) é causada por protozoarios da espécie Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi Cunha & Chagas 1937 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), sendo
transmitidos, principalmente, por fémeas de Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva 1912 (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) [11]. Os canideos domésticos (Canis familiaris) e silvestres (Cerdocyon
thous) sdo os principais reservatérios deste agente [6], além de marsupiais poderem atuar como elo

entre os ciclos de transmissdo silvestre e urbano [2, 16].

Atualmente no Brasil a LV se distribui entre as cinco regides, estando em expansao no
Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul do pais [4, 6]. O Estado de Mato Grosso notificou 74 casos de
LV nos ultimos trés anos [7], sendo alguns autéctones de areas urbanizadas, como na capital Cuiaba.

Neste ciclo os cdes representam o principal reservatdrio, sendo, por isso, focalizados nos inquéritos
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epidemioldgicos [6]. Em bairros da regido metropolitana de Cuiabd, onde ha transmissdo de LV, um
recente inquérito soroldgico canino revelou as seguintes prevaléncias: 7,7% (Cidade Alta), 5,7%

(Morada do Ouro 1), 1,5% (Jardim Universitario) e 0% (Coophema) [1].

Esta transmissdo em dreas antropizadas confirma uma mudanca no perfil epidemiolégico da
doenga no Brasil, demonstrando uma adaptagdo dos vetores a estes ambientes [11]. Estudos
entomoldgicos nestas localidades podem contribuir para elucidar as peculiaridades de cada ciclo.
Assim, através de capturas mensais, se objetivou conhecer a fauna flebotominica dos mesmos
bairros analisados no inquérito de soroprevaléncia canina supracitado [1], buscando esclarecer

aspectos da epidemiologia da LV nesta cidade.

Material e métodos

Cuiab3 esta localizada no centro-sul do estado, em bioma cerrado, possuindo area territorial
de 3.538 km quadrados e populagdo estimada em 2007 de 526.830 habitantes [4]. Quatro bairros,
distribuidos nas quatro regionais da cidade, foram selecionados a partir da deteccdo de casos
humanos e/ou caninos de LV: regional norte, Morada do Ouro Il (S 15.38.164, W 56.031.618);
regional sul, Coophema (S 15.38.273, W 56.03.729); regional leste, Jardim Universitario (S 15.36.816,
W 56.01.781) e regional oeste, Cidade Alta (S 15.33.906, W 56.03.720). Em cada bairro foram
selecionadas trés residéncias para instalacdo das armadilhas. Sendo instaladas duas armadilhas
luminosas de sucgdo tipo HP (modelo CDC) em cada residéncia, uma em intradomicilio e outra no
peridomicilio, expostas durante 12 horas seguidas (18:00 as 6:00 horas). Durante as noites de
captura foram aferidos dados de umidade relativa do ar (UR) e temperatura (TP) dos bairros
analisados, enquanto os indices pluviométricos (IP) totais da cidade, relativos ao periodo, sdo
oriundos do Instituto Nacional de Meteorologia. As capturas se realizaram durante trés noites
consecutivas de cada més, de novembro de 2007 a outubro de 2008. Os flebotomineos triados foram

conservados em alcool 70%, clarificados, montados e identificados [18].
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Resultados

Durante o periodo estudado, o valor médio de TP manteve-se em torno dos 28,9°C,
enquanto a UR média variou de acordo com as estacdes, apresentando médias superiores a 60%
(71,1%) durante a estacdo chuvosa (de dezembro a junho) e inferiores ao mesmo valor (28,9%) na
seca (de julho a outubro), enquanto os indices pluviométricos médios captados foram de 178,0 mm e

6,6 mm, respectivamente.

Foram capturados 45 flebotomineos, sendo 24 machos (53,3%) e 21 fémeas (46,7%), dos
quais 12 (26,7%) pertenciam ao género Brumptomyia e 33 (73,3%) ao género Lutzomyia. Entre os
flebotomineos, apenas os pertencentes ao género Lutzomyia foram identificados em nivel de
espécie. Assim, neste periodo foram capturadas nove diferentes espécies: L. antunesi, L. evandroi, L.
lenti, L. hermanlenti, L. walkeri, L. sallesi, L. saulensis, L. sordellii e um exemplar, fémea, pertencente
ao Complexo longipalpis, onde estdo inseridas as espécies L. longipalpis e L. cruzi (Tabela 1). L. sallesi
foi a espécie mais abundante dentro do género (66,7%) e representou 49% do total de

flebotomineos.

Discussao

Os resultados desta pesquisa ndo corroboram com os dados obtidos em Varzea Grande,
municipio vizinho a Cuiabd, onde houve uma nitida relacdo entre densidade vetorial e o periodo do

ano analisado [9].

Todas as espécies de Lutzomyia identificadas ja foram descritas no Estado de Mato Grosso [8,
12]. Porém, somente as espécies incluidas no Complexo longipalpis sdo consideradas veiculadoras de
Leishmania [6,11,12, 18]. A identificacdo especifica do exemplar pertencente ao Complexo
longipalpis ndo foi possivel por se tratar de uma fémea, que é morfologicamente indistinguivel nas
espécies L. longipalpis e L. cruzi[5]. Sendo L. longipalpis considerado o principal vetor de L. infantum

chagasi nas Américas [6, 11], enquanto L. cruzi foi responsabilizada pela transmissdo deste agente
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em municipios de Mato Grosso do Sul, na auséncia do primeiro [14]. No municipio vizinho, Vdrzea
Grande, outra area endémica de LV, ndo houve captura de L. cruzi [9], porém em outros bairros
localizados na periferia de Cuiabd, ambas as espécies foram identificadas [10], logo somente com a

captura de machos, pertencentes a este complexo, a identificacdao seria possivel.

Lutzomyia antunesi foi apontado como vetor alternativo na transmissao de LV na Ilha de
Marajé, no Para [13] devido a detecgdo de infeccao suprapilaria por promastigotas em alguns
exemplares, porém ndo foi possivel a caracterizacdo especifica da Leishmania infectante. Esta
espécie é responsabilizada pela transmissdo vetorial de Leishmania (Viannia) lindenbergi [17], uma
das sete espécies causadoras de leishmaniose tegumentar no Brasil, até agora somente

diagnosticada em Belém, no Para.

A espécie mais prevalente foi Lutzomyia sallesi, que foi encontrada naturalmente infectada
por Leishmania i. chagasi em Minas Gerais, mas por ndo apresentar antropofilia sugeriu-se uma
possivel participagdo no ciclo enzoético de transmissdo [15]. Este dado merece atengdo, pois nos
mesmos bairros onde a fauna flebotominica foi analisada, muitos cdes foram sororeagentes
demonstrando o contato com este agente infectante [1]. Os dois resultados mais expressivos de
sorologia canina foram obtidos nos bairros onde se capturaram L. longipalpis e L. antunesi, Cidade

Alta e Morada do Ouro ll, respectivamente.

Conclusao

Monitoramentos entomoldgicos em areas urbanizadas, com transmissao de LV, devem ser
incentivados para que se confirme a possivel adaptacdao de algumas espécies de flebotomineos ao
ambiente antropizado. Apesar do diminuto numero de vetores identificados neste estudo, a
coincidéncia entre captura de espécies transmissoras e o resultado de soroprevaléncia canina,

indicam a necessidade da continuacdo de pesquisas entomoldgicas, que poderdo demonstrar com
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maior precisdo a fauna flebotominica da cidade de Cuiaba e outros aspectos ndo revelados por esta

pesquisa.

Agradecimentos

Aos moradores das residéncias onde foram feitas as capturas de flebotomineos pela

colaboracgdo e confianca depositadas ao grupo de pesquisadores.

Referéncias bibliograficas

1 Almeida A.B.P.F., Faria R.P., Pimentel M.F.A., Dahroug M.A.A., Turbino N.C.M.R. & Sousa V.R.F.
2009. Inquérito soroepidemioldgico de leishmaniose canina em areas endémicas de Cuiaba, Estado

de Mato Grosso. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. 42: 156-159.

2 Cabrera M.A., Paula A.A., Camacho L.A.B., Marzochi M.C.A., Xavier S.C., Silva A.V.M. & Jansen
A.M. 2003. Canine visceral leishmaniasis in Barra de Guaratiba, Rio de Janeiro, Brazil: assessment of

risk factors. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Séo Paulo. 45: 79-83.

3 Centro Estadual de Vigilancia em Saude do Rio Grande do Sul (CEVS). 2009. Leishmaniose visceral

no estado. Nota Técnica de 12/02/09. [Fonte: <http://www.saude.rs.gov.br/wsa/portal>].

4 Instituto Brasileiro de Geografia e  Estatistica. 2009. Cidades. [Fonte:

<http://www.ibge.gov.br/cidadesat>].

5 Martins A.V., Falcao A.L., Silva J.E. & Dias E.S. 1984. Nota sobre Lutzomyia (Lutzomyia) cruzi
(Mangabeira, 1938), com descricdo da fémea (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae). Memdrias do

Instituto Oswaldo Cruz. 79: 439-442.

6 Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. 2006. Departamento de Vigilancia
Epidemiolégica. Manual de Vigildncia e Controle da Leishmaniose Visceral. Série A. Normas e

Manuais Técnicos. Brasilia, DF.


http://www.ibge.gov.br/

102

7 Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. 2009. Sistema de Informag¢do de Agravos
de Notificagéo. Brasilia, Distrito Federal. [Fonte: <

http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/CASOS_CONF_2008LV.pdf I>].

8 Missawa N.A. & Maciel, G.B.M.L. 2007. List of species in the genus Lutzomyia, Franca, 1924
(Psychodidae, Phlebotominae) from the State of Mato Grosso. Revista da Sociedade Brasileira de

Medicina Tropical. 40: 11-14.

9 Missawa N.A. & Dias E.S. 2007. Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) in the municipality
of Varzea Grande: an area of transmission of visceral leishmaniasis in the state of Mato Grosso,

Brazil. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz. 102: 913-918.

10 Pedroso L.M.G., Miyazaki R.D., Ribeiro A.L.M., Rodrigues J.5.V., Mestre G.L.C. & Missawa N.A.
2009. Resultados preliminares da diversidade de flebotomineos (Diptera, Psychodidae) em bairros de
ocorréncia de Leishmaniose Visceral no Municipio de Cuiaba, Mato Grosso. In: 45° Congresso da

Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. Recife, 417.

11 Rangel E.F. & Vilela M.L. 2008. Lutzomyia longipalpis (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) and

urbanization of visceral leishmaniasis in Brazil. Cadernos de Satde Publica. 24: 2948-2852.

12 Ribeiro A.L., Missawa N.A. & Zeilhofer P. 2007. Distribution of phlebotomine sandflies (Diptera:
Psychodidae) of medical importance in Mato Grosso, Brazil. Revista do Instituto de Medicina Tropical

de Sdo Paulo. 49: 317-321.

13 Ryan L., Silveira F.T., Lainson R. & Shaw J.J. 1984. Leishmanial infections in Lutzomyia longipalpis
and Lu. antunesi (Diptera: Psychodidae) on the island of Marajd, Para State, Brazil. Transactions of

the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene. 78: 547-548.



103

14 Santos S.O., Arias J., Ribeiro A.A., Hoffmann M.P., Freitas R.A., Malacco M.A.F. 1998.
Incrimination of Lutzomyia cruzi as a vector of American Visceral Leishmaniasis. Medical and

Veterinary Entomology. 12: 315-317.

15 Saraiva L., Carvalho G.M.L., Gontijo C.M.F., Quaresma P.F., Lima A.C.V.M.R., Falcao A.L. &
Andrade-Filho, J. 2009. Natural infection of Lutzomyia neivai and Lutzomyia sallesi (Diptera:
Psychodidae) by Leishmania infantum chagasi in Brazil. Journal of Medical Entomology. 46: 1160-

1163.

16 Sherlock I.A., Miranda J.C., Sadisgursky M. & Jr Grimaldi G. 1984. Natural infections of the
opossum Didelphis albiventris (Marsupialia: Didelphidae) with Leishmania donovani, in Brazil.

Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz. 79: 511.

17 Silveira F.T., Ishikawa E.A., De Souza A.A., Lainson R. 2002. An outbreak of cutaneous
leishmaniasis among soldiers in Belém, Para State, Brazil, caused by Leishmania (Viannia) lindenbergi

n. sp. A new leishmanial parasite of man in the Amazon region. Parasite. 9: 43-50.

18 Young D.G. & Duncan M.A. 1994. Guide to the identification and geographic distribution of
Lutzomyia sand flies in México, the West Indies, Central and South America (Diptera: Psychodidae).

American Entomological Institute. Florida (Eds.).



104

Tabela 1: Flebotomineos capturados em quatro bairros da regido metropolitana de Cuiaba, no periodo de novembro de 2007 a outubro de 2008.

Bairros Morada do Ouro Coophema J. Universitario Cidade Alta
n %

Identificagdo dos flebotomineos Iy 3 > 3 Iy 3 Iy 3

3 2 3 2 3 2 3 &

2 s B g 2 g 2 Ey
Brumptomyia sp. - - 3 3 - - 4 2 12 26,7
Complexo longipalpis*

- - - - - - 1 - 1 2,2

L. antunesi 1 - - - - - - - 1 2,2
L. evandroi - - 1 - - - - 1 2 4,4
L. hermalenti - 1 - - - - - - 1 2,2
L. lenti - - - - - 1 - - 1 2,2
L. walkeri - - - - - 1 - - 1 2,2
L. sallesi - - 2 7 3 1 5 4 22 49
L. saulensis - - 1 - 1 1 - - 3 6,7
L. sordellii - - - - 1 - - - 1 2,2
Total 1 1 7 10 5 4 10 7 45 100

* Onde estdo incluidos L. cruzi e L. longipalpis
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