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RESUMO

As leishmanioses sdo doengas negligenciadas que atingem grande parte da
popula¢do mundial, sendo causadas por protozoariosdo género Leishmania.
As leishmanioses podem se manifestar em sua forma tegumentar, causando
lesdes dermatoldgicas com diferentes caracteristicas clinicas ou em sua
forma viscerotropica, potencialmente fatal. As diferentes espécies de
Leishmania s8o transmitidas por dipteros hematéfagos, da familia
Psychodidae, também conhecidos como flebotomineos. O conhecimento da
fauna flebotominica de uma regido é de fundamental importancia para
nortear as agdes em vigilancia em saude relacionadas a prevencéo e controle
das leishmanioses. Considerando que para 0 municipio de Lavras tém sido
notificados casos de leishmaniose tegumentar humana e leishmaniose
visceral humana e canina, o presente trabalho teve por objetivo verificar a
presenca de flebotomineos e sua infeccdo natural por diferentesespécies do
género Leishmania. Para tal, foram realizadas coletas sistematizadas
utilizando armadilhas luminosas tipo HP, no periodo compreendido entre
fevereiro de 2016 e margo de 2017. As armadilhas foram instaladas em oito
residéncias que abrigavam cdes que tiveram sorologia confirmada para
infeccdo por Leishmania infantum, em areas de vegetacdo preservada ou
semi-preservadas. No total foram coletados 86 espécimes de flebotomineos,
sendo 60 fémeas e 26 machos. A identificacdo foi realizada utilizando a
classificagdoproposta por Galati (2003), tendo sido identificadas as seguintes
espécies:Lutzomyia longipalpis, Migonemyia migonei, Evandromyia
cortelezzi, Ev. lenti,Ev. sallesi, Nyssomyia whitmani, Brumptomyia sp.,
Psathyromyia lutziana, e Pressatia sp.. Cinco fémeas da espécie Lu.
longipalpisestavam infectadas por Leishmania braziliensis. Apesar do
pequeno numero de espécimes coletados, verificou-se uma grande
diversidade de espécies na area de estudo. Ademais, 0 encontro de espécimes
de Lu. longipalpis naturalmente infectados comLeishmania braziliensis,
aponta para a necessidade de avaliacdo da competéncia vetorial uma vez
que, ndo ha relato em literatura dessa interacdo natural entre essas espécies.

Palavras-chave: Leishmaniose. Lavras. Analise molecular. Vetor. Parasito.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease that affects a large part of the world
population and it’s caused by protozoa of the genus Leishmania.
Leishmaniasis may manifest in its integument form, causing dermatological
lesions with different clinical characteristics or in its viscerotropic,
potentially fatal form. The different species of Leishmania are transmitted by
hematophagous dipterans of the family Psychodidae, also known as
phlebotomines. Knowing the phlebotominal fauna of a region is of
fundamental importance to guide the actions in health surveillance related to
the prevention and control of leishmaniasis. Considering cases of human
tegumentary leishmaniasis and human and canine visceral leishmaniasis
have been reported for the municipality of Lavras, this study aimed to verify
the presence of sandflies and their natural infection by different species of
the genus Leishmania. Then, collections were systematized using HP-type,
light traps were carried out between February 2016 and March 2017. Traps
were installed in eight residences that had dogs confirmed serology for
Leishmania infantum infection in areas of preserved vegetation or Semi-
preserved. A total of 86 specimens of sand flies were collected, 60 females
and 26 males. The identification was performed using the classification
proposed by Galati (2003), and the following species were identified:
Lutzomyia longipalpis, Migonemyia migonei, Evandromyia cortelezzi, Ev.
lenti, Ev. sallesi, Nyssomyia whitmani, Brumptomyia sp., Psathyromyia
lutziana, and Pressatia sp. Five females of the Lu longipalpisspecies were
infected by Leishmania braziliensis. Despite the small number of specimens
collected, there was a great diversity of species in the study area. In addition,
the encounter of specimens of Lu. longipalpis naturally infected with
Leishmania braziliensis, shows the need to evaluate vector competence since
there is no literature report of this natural interaction between these species.

Key-words: Leishmaniasis. Lavras. Molecular analysis. Vector. Parasite.
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1 INTRODUCAO

Consideradas doencas negligenciadas, as leishmanioses séo causadas
por parasitos do géneroLeishmania, organismos eucarioticos que possuem
um ciclo de vidacomplexo (Figura 1), composto por dois estagios principais:
promastigotas, encontradas no intestino do flebotomineo (vetor), e
amastigotas,forma intracelular obrigatéria de células do sistema
mononuclear fagocitario (CHANCE et al., 1985).

Figura 1- Ciclo de vida da Leishmania nos hospedeiros definitivos e
intermediarios

Ciclo de vida da Leishmania
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Fonte: Canal Ciéncia (2011).

A doenca ¢ dividida e caracterizada em dois grupos: Leishmaniose
Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV)(PEARSON & SOUSA,
1996). A LT é subdividida em: cutdnea, muco cuténea, e, cutanea difusa
(OMS, 2015). ALVou calazar é o tipo mais grave da doenga, considerada
potencialmente fatal(GONTIJO & MELO, 2004).

As leishmanioses cutdnea e mucosa, nas Américas, tiveram uma

incidéncia, em 2014, de 19,76 casos por 100.000 habitantes, em 16 paises
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endémicos. Sendo que, 75% dos casos foram relatados pelo Brasil (20.418
casos), Colombia (11.586 casos) e no Peru (6.231 casos). Para a
Leishmaniose Visceral, 12 paises foram endémicos, nas Américas, sendo o
Brasil classificado como um pais com transmissdo em expansao de acordo
com o cenario epidemioldgico. Dos 48.720 casos reportados no periodo de
2001 a 2014, 96,42% foram registrados no Brasil (OPS, 2016).

Os flebotomineospertencema ordem Diptera, subordem Nematocera,
familia Psychodidae, e subfamilia Phlebotominae e possuem grande
importancia na manutencao do ciclo de transmissdo delLeishmania, uma vez
gue sdo os principais vetores do protozoario (MARTINS et al., 1977,
YOUNG & DUNCAN, 1994). O estudo das espécies de flebotomineos, bem
como, a relagdo entre 0 mesmo, 0 protozoario e os hospedeiros sdo de
fundamental importancia para a proposicdo de medidas de controle que
visem reduzir a expansédo da leishmaniose (ALMEIDA et al., 2010).

Com relagdo ao municipio de Lavras, até o ano de 2013, ndo havia
registros de casos autdctones de leishmaniose visceral ou de presenca de
flebotomineos. A partir da realizagdo no inquérito soroldgico canino,
verificou-se a ocorréncia de casos de LVC, com uma prevaléncia de até
20%, em algumas regides do municipio, segundo dados da vigilancia
epidemioldgica.

Considerando a importancia do conhecimento da distribuicdo das
espécies de flebotomineospara melhor entendimento das relagBes
epidemioldgicas relacionadas as leishmanioses, o presente estudo teve por
objetivo investigar a fauna flebotominica e sua infecgdo natural por

Leishmania spp. no municipio de Lavras — MG.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais da leishmaniose

Diferentes formas de classificacdo da leishmaniose foram propostas
(PEARSON & SOUSA, 1996). Em 2016, a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) propds a divisdo em quatro tipos: forma cutanea que causa Ulceras na
pele, geralmente em éareas expostas como face, bracos e pernas; forma
cutanea difusa que produz lesdes disseminadas; forma muco cutdnea em que
as lesbes podem destruir parcialmente ou totalmente as membranas mucosas
do nariz, boca e garganta; e, a forma visceral que é caracterizada por febre,
perda de peso, anemia, aumento de volume do figado e do baco.Contudo é
mais utilizado dividir e caracterizar as leishmanioses em dois grupos: a
Leishmaniose Tegumentar (LT) que engloba os tipos: cuténea, cutdnea
difusa e muco cutanea e a Leishmaniose Visceral (LV) (BARATA et al.,
2004; CRISTALDO, 2003; DIAS et al., 2007; GALATI; NUNES;
PELISSARI et al., 2011).

2.1.1 Leishmaniose tegumentar

O primeiro relato de leishmaniose tegumentar no Brasil aconteceu
em 1827 e foi registrado no documento da Pastoral Religiosa Politico-
Geografica, que esté citado em um livro intitulado “Antiguidad de lasyfilis
em elPeri” (CAMARGO & BARCINSKI, 2005).

Em 1895, Moreira, relatou a existéncia do botdo endémico dos
paises quentes, chamando “Botdo da Bahia” ou “Botdo de Biskra” e em
1909, Lindenberg encontrou o parasito em individuos que trabalhavam em
areas de desmatamentos na construgdo de rodovias em S&o Paulo,
confirmando as formas amastigotas de Leishmania em Ulceras cutaneas e
nasobucofaringeas (MOREIRA, 1895).

Gaspar Vianna, em 1911, ao descrever um caso de leishmaniose

cuténea disseminada de um paciente de Paraiba do Sul, identificou o parasito
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como Leishmania brasilienses, nome corrigido posteriormente por Alfredo
da Mata, em 1916, para L. braziliensis (FURUSAWA & BORGES, 2014).
Em 1961, Pessoa, propbs a subdivisdo da L. braziliensis em guyanensis,
peruviana, mexicana e pifanoi, de acordo com as formas clinicas
encontradas em pacientes de diferentes regides (PESSOA, 1961).

Os nameros de casos notificados, no Brasil, aumentaram a partir da
década de 80, variando de 3000 em 1980 a 37710 em 2001 (MINISTERIO
DA SAUDE, 2010), sendo que, atualmente, tem-se registro de LT em todos
0s Estados do pais (BASANO & CAMARGO, 2004).

A doenga apresenta um cardter multifacetado relacionado a
diferentes espécies de Leishmania envolvidas, seu padrdo de transmissao e
da relacdo parasito/hospedeiro (GONTINO & CARVALHO, 2003;
MARZOCHI, 1989). A LT é, entdo, subdivida em: cutanea que causa Ulceras
na pele, geralmente em &reas expostas como face, bracos e pernas; cutanea
difusa que produz lesdes disseminadas; muco cutdnea em que as lesdes
podem destruir parcialmente ou totalmente as membranas mucosas do nariz,
boca e garganta (OMS, 2015).

2.1.2 Leishmaniose visceral

O primeiro relato de leishmaniose visceral, no Brasil, foi registrado
em 1934, quando Penna, em estudo, encontrou amastigotas de Leishmania
em cortes histolégicos de figado de pessoas que foram a 6bito com suspeita
de febre amarela (GONTIJO & MELO, 2004). O primeiro surto da doenca
ocorreu 20 anos depois deste relato, em Sobral, cidade do estado do Ceara
(DEANE, 1956). No periodo de 1980 a 1986, ocorreu uma epidemia de LV
no estado do Piaui atingindo principalmente menores de cinco anos e adultos
com mais de 40 anos com um total de 1509 casos (COSTA, 1990).

Na década de 90, noventa por cento dos casos notificados de
leishmaniose visceral ocorreram em &reas rurais da Regido Nordeste
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014), quadro diferente do atual, em que
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podemos observar um aumento de casos em areas urbanas(COSTA, 2005).
Desde 1990 até o ano de 2014, os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio
Grande do Sul, Distrito Federal e Mato Grosso do Sul tiveram um
incremento no quantitativo de nimero de casos (PORTAL DA SAUDE,
2014).

As apresentacOes clinicas da LV variam de quadros assintomaticos,
gue constituem a maioria dos casos, até formas classicas caracterizadas por
febre, hepatoesplenomegalia, anemia, manifestacdes hemorrégicas,
linfadenomegalia e perda de peso com progressdo para desnutricdo
(BADARO et al., 1986).

2.2 O parasito

Leishmania é um protozoario que possui a seguinte posicao
taxonémica (LEVINE et al., 1980): Reino: Protista (Haeckel, 1866); Sub-
reino: Protozoa (Goldfuss, 1817); Filo: Sarcomastigophora (Honigberg &
Balamuth, 1963); Subfilo: Mastigophora (Deising, 1866); Classe:
Zoomastigophorea (Calkins, 1909); Ordem: Kinetoplastida (Honigberg,
1963, emend. Vickerman, 1976);Subordem: Trypanosomatina (Kent, 1880);
Familia: Trypanosomatidae (Dofein, 1901, emend. Grobben 1905); Género:
Leishmania(Ross, 1903).Leishmania é classificada, taxonomicamente, de
acordo com a sua localizagdo no aparelho digestivo de vetor, assim sendo,
aquelas que aderem & porgao anterior e média do intestino sdo do subgénero
Leishmania e aquelas que possuem uma fase de divisdo que se aderem ao
intestino posterior sdo do subgénero Viannia (LAINSON & SHAW, 1987).

O género compreende cerca de 31 espécies sendo que destas 20 séo
patogénicas para os humanos (ASHFORD, 2000) todas com especificidade
variavel pelo hospedeiro (CHANCE, 1985).

No Brasil sdo encontradas as seguintes espécies: L. amazonensis, L.
forattinii, L. infantum, L. braziliensis,L. guyanensis, L. lainsoni, L. naiffi, L.

lindenbergi, L. panamensis, L. shawi, L. utingensis,L. enrietti, L.deanei,
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sendo que dessas,L. forattinii, L. utingensis, L. enrietti e L. deanei ainda ndo
foram encontradas infectando humanos(AKHOUNDI et al., 2016).

O protozoarioeum parasito intracelulare obrigatdrio e se reproduz
por divisdo binaria (LAISON et al., 1987). Os flebotomineos sdo infectados
ao ingerirem macrofagos contendo amastigotas, durante o repasto sanguineo.
As amastigotas sdo formas ovaladas e com presenca de um flagelo curto
interiorizado. Essas formas se diferenciam em promastigotas prociclicas
flageladas e se ligam ao epitélio no trato digestivo, onde se transformam na
forma metaciclica infectiva. Esta Gltima desliga-se do epitélio e migra para a
faringe e a cavidade bucal do inseto. Ao picar um hospedeiro vertebrado, os
flebotomineos passam a regurgitar o material aspirado, assegurando a
deposicdo de formas infectantes no mesmo. Essas sdointernalizadas por
fagdcitos, principalmente nos macrofagos, onde permanecem nos
fagolisossomos, sobrevivendo gragas a uma ATPase transportadora de
préton que mantem o pH dentro da vesicula em torno de 6,5. Nos
fagolisossomos se transformam em amastigotas que se dividem rapidamente
por fissdo binaria, levando ao rompimento do macréfago e, assim, a
disseminagdo da infeccdo (BIBLIOTECA DE MANGUINHOS, 2015;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2016;
SOUZA, 2004).

2.3 Flebotomineos

Popularmente conhecidos como mosquitos-palha, cangalhinhas e
asa-dura (LAINSON &SHAW,1978), os flebotomineos, sdo insetos de
grande importancia para a satde publica uma vez que estdo envolvidos na
transmissdo de patdgenos, sobretudo os do género Leishmania (FONSECA,;
BERMUDEZ; DESMOULIERE, 2010). Pertencem a ordem Diptera,
subordem Nematocera, familia Psychodidae, e subfamilia Phlebotominae.
Diversas classificacBes para os flebotomineos foram propostas desde o

século 17, sendo que atualmente a subfamilia Phlebotominae é subdividida
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em seis géneros, sendo eles: Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius
encontrados no Velho Mundo e Lutzomyia, Brumptomyia e
Warileyaencontrados no Novo Mundo (AKHOUNDI et al., 2016).

Os flebotomineos séo insetos holometabolos cujo ciclo compreende
as fases de ovo, larva, pupa e adulto (BRAZIL & BRAZIL, 2003). As larvas
sdo muito ativas se deslocando rapidamente em busca de alimento,
desenvolvendo-se em locais ricos em matéria orgénica (SHERLOCK, 2003).
Sdo pequenas medindo cerca de 12mm, claras e vermiformes, possuem
tempo de desenvolvimento médio de 18 dias podendo ser prolongado por
meses, caso as condi¢Bes sejam desfavoraveis como, por exemplo, em caso
de clima frio e seco (YOUNG & DUNCAN, 1994).

Os adultos tém cerca 2,5 mm, corpo altamente piloso, cor amarelada
ou castanha. Realizam voo saltado e durante 0 pouso mantem as asas em
posicdo vertical, possuem habitos crepusculares e se abrigam em locais
Umidos e escuros como toca de animais, troncos de arvores e folhas caidas
no solo (ALEXANDER et al., 1992; FORATTINI, 1973). As fémeas e 0s
machos sdo diferenciados a partir dos Gltimos segmentos abdominais,onde
sdo formadas as genitalias e tambémpelas probdscides, uma vez que,as
fémeas a possuem adaptadas para realizar o repasto sanguineo (BRAZIL &
BRAZIL, 2003).

Os adultos de ambos os sexos se alimentam de solugdes agucaradas
como sucos vegetais, néctar de flores e frutos, através de sucgdo
(ALEXANDER & USMA, 1994; SHERLOCK &SHERLOCK, 1972). As
fémeas sdo, também, hematéfagas necessitando de sangue animal ou
humano para a maturagdo de seus ovarios. Algumas espécies realizam
apenas um repasto sanguineo entre as posturas, mas ha aquelas que o fazem
diversas vezes em um ciclo de ovoposicéo, o que resulta em maior poder de
transmisséo de micro-organismos pelo inseto (BRAZIL & BRAZIL, 2003;
SHERLOCK, 2003).

No Brasil, diversos estudosforam realizados com os flebotomineos

com a finalidade principal de esclarecer aspectos relacionados
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aepidemiologia das leishmanioses (AGUIAR et al., 1996; AZEVEDO et al.,
2008; CHRISTENSEN et al., 1982; OGAWA et al., 2016; PAULA et al.,
2013). Existem mais de 900 espécies de flebotomineos descritos no mundo,
sendo que 500 ocorrem na regido Neotropical (GALATI, 2011;
SHIMABUKURO; TOLEZANO).

A chave mais atual utilizada para a classificacdo dos flebotomineos é
encontrada no livro intitulado “Flebotomineos do Brasil” de Rangel e
Lainson e foi proposta por Galati (2003), esta classificacdo possui uma
revissio completa e reorganizacdo da subfamilia Phlebotominae
(AKHOUNDI et al., 2016).

Até 0 momento, sabe-se que as espécies envolvidas na transmissdo
da LV no Brasil sdo Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, sendo que Lu.
longipalpis tem ampla distribuicdo geogréfica, enquanto Lu. cruzi é
incriminado como vetor no Estado de Mato Grosso do Sul (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

A LT tem como vetores no pais, as espécies:Lu. migonei, Lu.
whitmani, Lu. umbratilis, Lu. Intermedia, Lu. Flaviscutellata e
Lu. wellcomei(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

2.4 Deteccdo molecular de infeccdo deflebotomineos porlLeishmania

A biologia molecular tem modificado a forma de investigacéo
epidemioldgica, diagndstico e controle de doencas (CAVALCANTI et al.,
2008). Relatos do uso de biologia molecular em estudos relacionados as
leishmanioses comecaram ha cerca de 46 anos, com 0 isolamento e
caracterizacdo do DNA cinetoplastico de uma espécie de Leishmania
(SIMPSON & SILVA, 1971).

Atualmente, metodologias como a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) que consiste em realizar ciclos repetidos de desnaturacdo, anelamento
e extensdo de uma sequéncia alvo juntamente com os iniciadores, visando a

sintese in vitro de milhdes de cdpias de um determinado segmento de DNA
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na presenca da enzima DNA polimerase (SAIKI et al., 1985) tém sido
amplamente utilizadas para detectar precisamente e identificarLeishmania
em flebotomineos (BARKER, 1989; SILVA & GRUNEWALD, 1999).

A positividade de flebotomineos com Leishmania, quando realizada
a técnica de PCR, é muito mais alta quando comparada a positividade
utilizando método de dissecacdo, apontando para uma maior sensibilidade da
técnica molecular (ROSSI et al., 2008).

Diversos estudos utilizando técnicas de PCR foram realizados a fim
de pesquisar o DNA de Leishmania spp. (AZIZI et al., 2016; BRAVO-
BARRIGA et al., 2016; CARVALHO et al, 2017; GIANTSIS et al., 2017),
sendo que o conhecimento do nimero de flebotomineos naturalmente
infectados, bem como, da espécie de Leishmania infectante é de fundamental
importancia nos estudos da capacidade vetorial e da epidemiologia das
leishmanioses (MICHALSKY et al., 2002).

Para a identificacdo das espécies de Leishmania a técnica PCR
RFLP utilizando a enzima de restricdo Hae Il combina alta sensibilidade em
detectar Leishmania e capacidade de identificar as espécies relevantes
(SCHONIAN et al, 2003), sendo amplamente utilizada (ANDRADE et al,
2006; VOLPINI et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi investigar a fauna flebotominica no
municipio de Lavras-MG e sua infeccdo natural por parasitos do

géneroLeishmania.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Identificar as espécies de flebotomineos presentes no municipio
de Lavras — MG.

3.2.2  Verificar a ocorréncia de infeccdo natural por Leishmaniaem
flebotomineos capturados;

3.2.3 ldentificar as espécies de Leishmania encontradasparasitando

flebotomineos na area de estudo;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo

Lavras é um municipio do sul Minas Gerais, localizado na regido de
Campo das Vertentes ha uma altitude de 919m, latitude de 21° 14' 43 sul e
longitude 44° 59' 59 oeste (Figura 2). Possui cerca de 100 mil habitantes, é
uma cidade universitaria, com localizagdo privilegiada estando, em linha
reta, a apenas 184 km de Belo Horizonte, 262 km do Rio de Janeiro e 307
km de Sdo Paulo.O clima da cidade é Cwa, ou seja, subtropical de inverno
seco com temperaturas inferiores a 18°C e verdo gquente com temperaturas
superiores a 22°C (DANTAS, 2007).

Figura 2- Localizagao do municipio de Lavras-MG.
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Figura 1: Mapa do Brasil, com énfase ao estado de Minas Gerais,
onde esté localizado o municipio de Lavras. Fonte: Barcante et al., 2015.
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4.2 Delineamento do estudo

4.2.1 ldentificacdo das espécies de flebotomineos
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4.2.1.1Coleta de flebotomineos
4.2.1.1.1 Estudo piloto

No periodo de 17 de fevereiro a 09 de margco de 2016, foram
instaladas armadilhas luminosas automaticas HP (PUGEDO et al., 2005)
adaptada do modelo armadilna CDC (Centers for Disease Control), no
peridomicilio de uma residéncia em que havia cachorros, pombos, patos e

galinhas no quintal (Figura 3).

Figura 3- Quintal da residéncia onde foi realizado o estudo piloto.

Fonte: Do autor (2016).

As armadilhas (trés)foram instaladas as 18 horas e retiradas as 06 horas,
do dia seguinte, durante trés dias consecutivos, resultando em um esforgo

amostral de 36 horas por ciclo de coleta.

4.2.1.1.2 Coletas sistematizadas

As coletas sistematizadas foram realizadas nos bairros com maior
incidéncia de LVC, apos realizagdo do inquérito sorolégico canino. Foram
selecionadas oito residéncias para instalagdo mensal das armadilhas
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luminosas autométicas HP (PUGEDO et al., 2005) adaptada do modelo
armadilna CDC (Centers for Disease Control). Estas foram instaladas no
peridomicilio de casas que abrigavam cdes considerados positivos, pelos
exames de DPP® e ELISA (Figura 4). As armadilhas foram instaladas no
periodo de maio de 2016 a marco de 2017, mensalmente, por trés dias
consecutivos. Participaram do estudo inicialmente oito residéncias sendo que

trés desistiram ao longo do mesmo.

Figura 4- Localizagdo das casas onde foram realizadas as coletas, no periodo
de maio de 2016 a margo de 2017.
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Fonte: Do autor (2016).

4.2.1.1.3 Coletas em area de vegetacao

Nas areas de vegetacdo preservadas ou semi-preservadas dos bairros
Jardim Klintiana e Jardim Gloéria (Figura 5) foram realizadas trés coletas,
utilizando a armadilha de Shannon (Figura 6), perfazendo um esforco
amostral de 22 horas. Para tanto era incidida uma luz sobre a armadilha que

atraia diversos insetos, os mesmos ficavam em repouso sobre o tecido.
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Quando o inseto em repouso era um flebotomineo, utilizando o capturador
manual de Castro (BRASIL, 1996), o mesmo era coletado.

Figura 5- Pontos de coleta da &rea de vegetacao.

& o=

‘ AS - . - & - > F s
Legenda: Circulo vermelho- Jardim Gléria; Circulo Verde — Jardim Klintiana; Setas
em vermelho — Local de instalacdo da Shannon. Fonte: Tarcisio (2017).

Figura 6-Armadilha Shannon, instalada nas areas de vegetacao.

Fonte: Do autor (2016).
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4.2.1.1.4 Coleta de conveniéncia

Foi realizada a colocacdo de armadilha luminosa tipo HP, por trés
dias consecutivos, no peridomicilio do casohumano de leishmaniose visceral
(Figura 7).

Figura 7- Localizagéo da coleta de conveniéncia

Legenda: Circulo laranja- Area do bairro Morada do Sol Il; Setas em vermelho —
Pontos de coleta. Fonte: Tarcisio (2017).

4.2.1.2 Processamento dos flebotomineos

As redes das armadilhas retiradas das casas e o capturador manual de
Castro foramencaminhados para o Laboratério de Biologia Parasitaria
(Biopar), da Universidade Federal de Lavras, onde foram armazenados em
congelador a fim de sacrificar os insetos. Posteriormente, 0S mesmos

passaram por triagem, utilizando estereoscopio binocular para identificar, a
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partir da porcao final do abddémen, nos trés Gltimos segmentos, onde se
formam a genitélia, as fémeas e 0os machos.

As fémeas foram transferidas para microtubo e armazenadas em
freezer -20°C até o momento da dissecagdo, montagem e posterior realiza¢éo
da extracdo de DNA. Os machos foram armazenados em tubos contendo

alcool 70% para posterior prepara¢cdo, montagem e identificacao.
4.2.1.2.11dentificacdo morfoldgica das espécies de flebotomineos

No Laboratério de Biologia parasitaria (Biopar) os machos foram
imersos em solugdo de hidroxido de potassio a 10% por 24 horas.
Posteriormente, foram colocados em uma solu¢do de &cido acético 10%
por20 minutos em seguida em A&cido acético 100%. Logo depois 0s
espécimes foram alocados em alcool 70% por 15 minutos, alcool 80% por
mais 15 minutos, alcool 90% por 15 minutos e por fim alcool absoluto, 15
minutos. Apo6s este processo, 0s machos foram imersos em Eugenol por 24
horas (SARAIVA, 2008). Em seguida os mesmos foram montados em
lamina com Béalsamo do Canada. Para a identificacdo especifica dos
flebotomineosfoi realizada observacdo dos caracteres morfoldgicos internos
e externos, através de microscopia 6tica, seguindo a chave e a classificacdo
proposta por Galati (2003).

As fémeas foram levadas ao Grupo de estudos em leishmanioses do
Centro de Pesquisa Renée-Rachou — FIOCRUZ/MG para identificagdo e
andlise molecular. Para identificacdo foram dissecadas em uma l&mina
contendo PBS e depois alocadas em Berlese (LANGERON, 1949,
modificada) “overnight” para clarificar. Para a identificacdo foi utilizada a
cabeca para a visualizagdo do cibario e os quatro segmentos finais, no 8°
tergito, para a visualizagdo da espermateca, seguindo a chave de Galati
(2003).
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4.2.2. Avaliacdo da infeccdo natural de flebotomineos por espécies de

Leishmania

O DNA das fémeas de flebotomineos foi extraido utilizando o kit
GentraPuregene(Qiagen, EUA), sequindo o protocolo de Quaresma et al
(2011) modificado.

As fémeas de flebotomineos foram maceradas em 300uL de solugao
delise celular e a mistura foi adicionado 1,5 puL de proteinase K. A solugdo
foi homogeneizada em vortex e incubada a 55° C overnight. Apés o periodo
de incubacdo, foi adicionado 1,5uL de RNAse a solugdo, que foi
homogeneizada em vortex e incubada a 37° C por trinta minutos.
Posteriormente as amostras foram incubadas por trés minutos no gelo e
adicionados 300uL de solugdo de precipitacdo de proteinas. Os tubos foram
agitados por 20 segundos em alta velocidade seguidos de centrifugacdo por
trés minutos a 13000 x g,sendo a fase aquosa foi transferida para um novo
tubo. Adicionou-se 300uL de isopropanol vertendo cuidadosamente por
inversdo a amostra remanescente, seguida de outra centrifugacdo por trés
minutos a 13000 x g. ApGs este passo, 0 sobrenadante foi descartado e o
tubo secado invertido contra um papel absorvente em capela. Adicionou-se
etanol 70% ao tubo ja seco passou-0 no vortex, em seguida realizou-se outra
centrifugacdo a 13000 x g por quatro minutos. Por fim o sobrenadante foi
descartado e o tubo foi colocado invertido em um papel absorvente para
secar. Ao final, adicionou-se 30uL de solu¢do de hidratagio de DNA e
passou-se 0 tubo nos vortex. Asamostras foram incubadas a 65° por uma
hora e posteriormente deixadas atemperatura ambiente overnight.

Para PCR dirigida ao Internal Transcribed Spacer | (ITS 1),
asamostras foram aquecidas a 37°C por 20 minutos, em seguida a reacéo foi
preparada para um volume final de 25uL contendo Sul. de DNA da amostra
a ser testada, 2,5 pL da solugdo tampao 10x, 0,75 pL. de MgCI2 (50mM), 0,5
pL de dNTP mix a 10mM, 1,25 puL de cada um dos primers
(LITSR:5CTGGATCATTTTCCGATG3 elL5.8S:5
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TGATACCACTTATCGCACTT3’) a 10uM, 025 upL de Taq DNA
polimerase a 10U/ pL, 1,25 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 12,25 uL de
H20 deionizada estéril.

A amplificacdo foi processada em aparelho termociclador
automatico Eppendorf® Mastercycler Gradient, utilizando o seguinte ciclo:
desnaturacdo inicial a 95°C por dois minutos, seguido de 35 repeticbes de:
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 60 segundos e
extensdo a 72°C por 60 segundos. A extensdo final foi a 72°C por dez
minutos.

As amostras foram entdo submetidas a eletroforese em um gel de
agarose 2,0% corados com brometo de etidio (10mg/mL)um padrdo de
pesomolecular de 100 pares de base, 20 pug de DNA extraido de formas
promastigotas delLeishmania infantum (MHOM/BR/74/PP75) como controle
positivo e os reagentes da PCR como controle branco.

4.2.3ldentificacdo das espécies de Leishmania RFLP

Para a identificacdo da espécie de Leishmania os produtos positivos
da PCR foram digeridos com Haelll(10U/uL). A reagdo de digestdo foi
preparada para um volume final de 15 mL, contendo 1ul de Haelll
(10U/mL), 1,5 mL de tampao da enzima, 2,5 mL de H20 destilada e 10,0pL
de produto de PCR. A mistura foi incubada a 37°C por 2 horas e os perfis de
restricdo analisados em gel de agarose 4% e comparados com 0s seguintes
perfis de Leishmania: Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. infantum(MHOM/BR/74/PP75) e
L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo das espécies de flebotomineos

Durante todo o periodo de coleta foram capturadas 60 fémeas e 26
machos de nove diferentes espécies de flebotomineos. Em funcdo da perda
de algumas estruturas taxonémicas essenciais para a identificacdo, foi

possivel chegar até o nivel de espécie para 38 fémeas (Tabela 1).

Tabela 1- Espécies de flebotomineos capturadas no municipio de Lavras-MG,
durante o periodo de fevereiro de 2016 a margo de 2017.

Espécie Macho Fémea Abundancia Total
Relativa
Lutzomyia longipalpis 22 21 0,67 43
Migonemyia migonei 2 8 0,16 10
Evandromyia cortelezzi 0 3 0,05 3
Nyssomyia whitmani 0 2 0,03 2
Ev. sallesi 1 1 0,03 2
Brumptomyia sp. 0 1 0,01 1
Ev. lenti 0 1 0,01 1
Psathyromyia lutziana 1 0 0,01 1
Pressatia sp. 0 1 0,01 1

Total 26 38 - 64

Fonte: Do autor (2017)

No presente estudo, foram coletados 86 flebotomineos pertencentes
a nove diferentes espécies. A riqueza e a diversidade de espécies de uma
determinada regido dependem de varios fatores, dentre eles do esforco
amostral. Neste sentido, as curvas de acumulacdo de espécies permitem
avaliar o quanto um estudo se aproxima de capturar todas as espécies do
local. De acordo com a Figura 8 verifica-se um incremento no nimero de
espécies a cada esforco amostral. A curva ascendente, sem estabilizacdo
indica que a riqueza total de espécies ainda ndo foi obtida, havendo,
portanto, a necessidade de novos estudos para o conhecimento da fauna

flebotominica da regido de estudo.
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Figura 8- Curva de acumulacdo de espécies de flebotomineos coletados no
periodo de fevereiro de 2016 a mar¢o de 2017, no municipio de
Lavras, MG.
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Fonte: Do autor (2017).

A excecdo de Lu. longipalpis, que foi a espécie mais abundante
verificou-se uma baixa abundancia relativa da maioria das espécies de
flebotomineos do municipio de Lavras-MG (Tabela 1). Apesar disso, de
acordo com a Figura 8, verificou-se uma diversidade importante, uma vez
que o numero de espécies encontradas corresponde a 7,21% do total de 97
espécies de flebotomineos ja registradas em todo o estado de Minas Gerais
(ANDRADE & DANTAS-TORRES, 2010; ANDRADE & GALATI, 2012;
BARATA et al. 2012).

Lutzomyia longipalpis foi a espécie com maior abundancia relativa
(0,67) dentre os flebotomineos identificados (Tabela 1). Esta espécie é
caracterizada por uma elevada adaptabilidade a ambientes antrdpicos, sendo
frequentemente encontrada no meio urbano (MICHALSKY et al., 2011). No
Brasil, esta € a espécie mais importante no ciclo de transmissdo de

Leishmania infantum, responsavel pela forma viscerotropica da doenca e
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consequentemente a forma clinica mais grave de leishmaniose (GONTIJO &
MELO, 2004; LAINSON & RANGEL, 2005).

Com relacdo as demais espécies encontradas merecem atengao:
Ev. sallesi descrita como vetor potencial de Leishmania infantum;
Migonemyia migonei descrita como vetor potencial de Leishmania
infantumLeishmania mexicana, Leishmania guyanensis e Leishmania
panamensis e Ny. whitmani descrita como vetor comprovado da Leishmania
braziliensis, Leishmania guyanensis, Leishmania shawi e provavel da
Leishmania lainsoni (AKHOUNDI et al., 2016).

Durante a realizagdo do presente estudo, foi identificado o primeiro
relato autoctone de infeccdo natural humana por Leishmania infantum, no
municipio de Lavras — MG. A fim de conhecer a fauna flebotominica da area
do caso, localizada no bairro Morada do Sol I, foi realizada a colocagéo de
armadilha luminosa tipo HP, por trés dias consecutivos, no peridomicilio do
caso. Nesta coleta de conveniéncia foram identificados espécimes de
Evandromyia sallesi e Pressatiasp.. N&o foram identificados
flebotominineos da espécie Lu. longipalpis. Estes dados apontam para a
necessidade de novas coletas na regido do caso humano, a fim de se
conhecer a epidemiologia da LV humana e os vetores envolvidos em sua
transmiss&o.

Com relacdo a infeccdo natural de flebotomineos por parasitos do
género Leishmania, a analise molecular por utilizando PCR, verificou-se que
das 60 fémeas capturadas cinco (8,33%) foram positivas para a infec¢éo por
Leishmania (Figura 9). As fémeas positivas (nimero 4, 5, 9,14 e 18) eram

todas da espécie Lutzomyia longipalpis.
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Figura 9--Resultado da PCR de 60 flebotomineos coletados

100pb

Legenda: Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, mostrando os
produtos amplificados da reacdo de PCR realizada com fémeas de
flebotomineos coletadas. PM - peso molecular de 100pb; C+ - controle
positivo de L. infantum; 1 a 60 - amostras de flebotomineos; CB - controle
branco. Fonte: Do autor (2016).
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5.2 ldentificagdo das espécies de Leishmania encontradas
parasitando flebotomineos

As cinco amostras positivas foram entdo submetidas 8 PCR RFLP
para identificacdo da espécie de Leishmania (Figura 10). Segundo essa

analise os insetos estavam infectados com Leishmania braziliensis.

Figura 10- Resultado da PCR RFLP dos cinco flebotomineos positivos; as
Leishmanias infectantes eram todas da espécie Leishmania
braziliensis.

Legenda: Gel de agarose 4% corado com brometo de etidio, mostrando os

produtos amplificados da reacdo de RFLP realizada com as cinco fémeas de
flebotomineos positivas para a infeccdo. PM - peso molecular; La-
Leishmania amazonensis; Lg- Leishmania guyanensis; Li — Leishmania
infantum, Lb- Leishmania braziliensis; 4, 5, 9, 14, 18 - amostras de

flebotomineos. Fonte: Do autor (2016).

N&o ha relatos em literatura da infeccdo de Lutzomyia longipalpis
por Leishmania braziliensis. Esta espécie é relatada como vetor da

Leishmania infantum e da Leishmania wellcomei (SHARMA; SINGH,
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2008). Leishmania braziliensis é comumente encontrada infectando
Lutzomyia intermedia e Lutzomyia (N.) whitmani (RANGEL; LAINSON,
2009).

A incriminacdo de determinados vetores comprovados ou potenciais
para determinada Leishmania é uma questdo controversa (AKHOUNDI et
al., 2016), ha, no entanto, cinco critérios estabelecidos para determinar uma
dada espécie como vetor, sendo eles: a observagdo de dados
epidemiolodgicos, o comportamento alimentar do flebotomineo no hospedeiro
animal, o isolamento dos parasitos promastigotas dos flebotomineos,
ocorréncia do ciclo de vida completo do parasito no vetor e a transmissao
experimental do parasito através do repasto sanguineo (KILLICK-
KENDRICK et al., 1986). A deteccdo, por meio de PCR, do DNA de
Leishmania no inseto foi um critério adicionado aos pardmetros citados
acima, sendo que este, isoladamente, ndo é suficiente para incriminar uma
espécie como vetor (AKHOUNDI et al., 2016).

O presente trabalho aponta para a necessidade de estudos que
comprovem a competéncia vetorial do Lutzomyia longipalpis na transmissao
da Leishmania braziliensis.

A diversidade de espécies encontradas no municipio, 0 nimero de
casos de cées positivos e o caso notificado de uma paciente humana com LV
e LT apontam para um grave problema de satde publica que merece atengao
por parte dos 6rgdos competentes e da populagdo. E preciso que sejam
tomadas medidas profilaticas para que a cidade ndo se torne uma area

endémica para LV humana.
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6 CONCLUSOES

A fauna flebotominica, da area de estudo localizada no municipio de Lavras
— MG apresenta uma grande diversidade de espécies, sendo o Lutzomyia
longipalpis a espécie mais abundante nas areas de estudo. A técnica de PCR
convencional foi capaz de detectar a infeccdo natural Lu. longipalpis por

Leishmania braziliensis.
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RESUMO

Introducéo:As leishmanioses sdo doengas negligenciadas que
atingem grande parte da populacdo mundial causando graves danos a saude.
S&o causadas por parasitos do género Leishmania que tem como vetor as
fémeas de flebotomineos, vivendo alternadamente nesses insetos e em
hospedeiros vertebrados. A doenca é dividida em dois tipos principais:
leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral que é o tipo mais grave da
doenca considerada potencialmente fatal. Para a proposi¢cdo de medidas
eficazes no controle da doenca é de extrema importancia o conhecimento das
relacbes epidemiologicas que envolvem o parasito, o0 vetor e seus
hospedeiros reservatérios. O presente estudo teve por objetivo investigar a
fauna flebotominica deLavras, Minas Gerais, Brasil, e através de andlise
molecular, verificar a ocorréncia de infeccdo dos insetos capturados por

Leishmania spp.

Resultados: Foram capturadas 60 fémeas de flebotomineos das seguintes
espécies:Lutzomyia  longipalpis, Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani,
Migonemyia migonei, Evandromyia cortelezzi, Ev. lenti, Ev. sallesi,
Pressatia sp.e Brumptomyia sp. mostrando uma grande diversidade de
espécies no  municipio. A espécie mais abundante foi o
Lutzomyia longipalpis sendo que cinco destes foram positivos para a
presenca de DNA de Leishmania, sendo elas da espécie Leishmania

braziliensis.

Conclusbes: Néo ha relatos na literatura da infeccdo natural de
Lutzomyia longipalpis por Leishmania braziliensis, h& necessidade de
estudos que ratifique a competéncia vetorial do Lu.longipalpis na

transmissdo de L. braziliensis.

Palavras-chave: Leishmaniose; competéncia vetorial;

flebotomineos; parasito.



49

Introducéo

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por
protozoarios do género Leishmania [1] que sdo transmitidos através da
picada de fémeas de flebotomineos [2]. O primeiro relato de leishmaniose
tegumentar no Brasil ocorreu em 1895, quando Moreira descreveu pela
primeira vez, a existéncia do botdo endémico dos paises quentes, chamando
“Botdo da Bahia” ou “Botdo de Biskra”. Em 1909, Lindenberg encontrou o
parasito em individuos que trabalhavam em éreas de desmatamentos na
construgdo de rodovias em S&o Paulo, confirmando as formas de amastigotas
em Ulceras cutaneas e nasobucofaringeas [3]. A leishmaniose visceral foi
relatada pela primeira vez em 1934, quando Penna encontrou amastigotas de
Leishmania em cortes histologicos de figado de pessoas que foram a 6ébito
com suspeita de febre amarela [4].

O agente etiolégico das leishmanioses possui a seguinte posicao
taxonbmica [5]: Reino:  Protista;  Sub-reino:  Protozoa;  Filo:
Sarcomastigophora; Subfilo: Mastigophora; Classe: Zoomastigophorea;
Ordem:  Kinetoplastida; ~ Subordem:  Trypanosomatina;  Familia:
Trypanosomatidae; Género: Leishmania [1].Dependendo da espéciede
Leishmania envolvida na infeccdo do hospedeiro, o mesmo podera
desenvolver dois tipos distintos da doencga, sendo eles: a Leishmaniose
Tegumentar (LT) que engloba os tipos: cutanea, cutdnea difusa e muco
cuténea ou a Leishmaniose Visceral (LV) [6-9].

No Brasil, as seguintes espécies do protozoario foram identificadas
como causadoras de leishmaniose: Leishmania (Viannia)
braziliensis,Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania
(V.) shawi, Leishmania (V.) lainsoni,Leishmania (Leishmania)
amazonensis,Leishmania (L.) forattinii, Leishmania (V.) lindenbergi,
Leishmania (V.) panamensis, Leishmania (V.) utingensis, Leishmania

enrietti e Leishmania infantum [10].
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Popularmente conhecidos como mosquitos-palha, cangalhinhas ou
asa-dura [11], os flebotomineos sdo insetos de grande importancia para a
salide publica uma vez que estdo envolvidos na transmissdo de patdgenos,
sobretudo os do género Leishmania [2]. Existem mais de 900 espécies de
flebotomineos descritos no mundo, sendo que 500 ocorrem na regido
Neotropical [12]. Cabe ressaltar que o papel vetorial de cada espécie
dependera da espécie de Leishmania presente no intestino do vetor.

Os flebotomineos sdo divididos em oitos subtribos, sendo elas:
Idiophlebotomina, Hertigiina, Phlebotomina, Sergentomyiina,
Australophlebotomina, e Brumptomyiina, Lutzomyiina, e Psychodopygina.
Destaque é dado para as subtribos Lutzomyiina composta pelos géneros
Lutzomyia,Migonemyia e Pintomyia e para Psychodopygina composta pelos
géneros Bichromomyia, Nyssomyia, Psychodopygus, Trichophoromyia e
Viannamyia por serem compostas por flebotomineos vetores [13-14].

Os vetores sdo dipteros holometabolos, se desenvolvem em matéria
organica em decomposic¢do, medem cerca de 2,5 mm de comprimento, tem
cor amarela ou castanha e realizam voo saltado mantendo a asa ereta quando
em repouso [15]. A distribui¢do dos insetos é influenciada por uma gama de
fatores, como, por exemplo, vegetacdo, luminosidade, precipitacéo
pluviométrica e presenca de hospedeiros vertebrados [16]. Apenas as fémeas
sdo hematdfagas, uma vez que, necessitam de sangue animal ou humano
para maturacgao de seus ovarios [17].

H& uma grande complexidade na relacdo do parasito com os vetores
e hospedeiros fazendo-se necessario o estudo da fauna flebotominica e
perspectivas ecoldgicas de cada area para que sejam empregadas medidas de
controle eficazes com o intuito de reduzir a expansédo da leishmaniose [18].

Frente aos dados e a este grave problema de satde publica, ainda
negligenciado, verificou-se a necessidade da realizagdo de estudos que
investiguem além dos casos humanos e caninos, a fauna flebotominica, uma
vez que, este inseto é o vetor que mantém o ciclo de transmissdo da

Leishmania. Para tanto o presente estudo teve por objetivo investigar a fauna
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flebotominica no municipio de Lavras-MG, e sua infeccdo natural por
Leishmania spp.

Métodos

Area de estudo

Lavras € um municipio do sul Minas Gerais (Figura 1), localizado a
uma altitude de 919 m, latitude de 21° 14' 43 sul e longitude 44° 59' 59
oeste. Possui cerca de 100 mil habitantes. E uma cidade universitaria, com
localizagdo privilegiada, estando, em linha reta, a apenas 184 km de Belo
Horizonte (capital de Minas Gerais), 262 km do Rio de Janeiro e 307 km de
S&o Paulo. Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da cidade é Cwa, ou
seja, subtropical de inverno seco com temperaturas inferiores a 18°C e verdo
guente com temperaturas superiores a 22°C [19].

Coletas

No periodo de fevereiro a marco de 2017, foram instaladas
armadilhas luminosas automaticas HP [20] adaptada do modelo armadilha
CDC (Centers for Disease Control), no peridomicilio de residéncias, nos
bairros com maior incidéncia de leishmaniose visceral canina, apds
realizagdo do inquérito soroldgico canino(Figura 2). As armadilhas eram
instaladas as 18 horas e retiradas as 06 horas, do dia seguinte, durante trés
dias consecutivos, resultando em um esfor¢co amostral de 36 horas por ciclo
de coleta. Adicionalmente, foram utilizadas armadilhas tipo Shannon nas
areas de vegetacdo dos bairros e instalacdo de armadilhas luminosas tipo
CDC no peridomicilio da residéncia do primeiro caso humano de
leishmaniose visceral.

Identificacdo das espécies de flebotomineos

As fémeas foram levadas ao Grupo de estudos em leishmanioses do
Centro de Pesquisa Renée-Rachou — FIOCRUZ/MG para identificagdo e
andlise molecular. Para identificacdo foram dissecadas em uma lamina
contendo PBS e depois alocadas em Berlese [21] overnight para clarificar.

Para a identificacdo foi utilizada a cabeca para a visualizacdo do cibario e os



52

quatro segmentos finais, no 8° tergito, para a visualizacdo da espermateca,
seguindo a chave de Galati [6].

Extracdo do DNA das fémeas

O DNA foi extraido utilizando o kit Gentra Puregene (Qiagen,
EUA), seguindo o protocolo de Quaresma et al. (2011) modificado.

As fémeas de flebotomineos foram maceradas em solucdo de lise
celular e & mistura adicionado proteinase K. A solucdo foi homogeneizada
em vortex e incubada a 55° C overnight. Apo6s o periodo de incubacdo, foi
adicionado RNAse & solucéo, que foi homogeneizada em vortex e incubada
a 37° C por trinta minutos. Posteriormente as amostras foram incubadas por
trés minutos no gelo e adicionado a solucéo de precipitacdo de proteinas. Os
tubos foram vortexados seguido de centrifugacdo, a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo. Adicionou-se isopropanol vertendo
cuidadosamente por inversao a amostra remanescente, seguida de outra
centrifugacdo. Apds este passo, 0 sobrenadante foi descartado e o tubo
secado invertido contra um papel absorvente em capela. Adicionou-se etanol
70% ao tubo ja seco passou-0 no vortex, em seguida realizou-se outra
centrifugagéo. Por fim o sobrenadante foi descartado e o tubo foi colocado
invertido em um papel absorvente para secar. Ao final, adicionou-se a
solugdo de hidratacdo de DNA e passou-se 0 tubo nos vortex. As amostras
foram incubadas a 65° por uma hora e posteriormente deixadas a temperatura
ambiente overnight.

PCR dirigida ao Internal Transcribed Spacer | (ITS I)

Para o PCR foram utilizados o0s seguintes primers
LITSR:5 CTGGATCATTTTCCGATG3eL5.8S:5 TGATACCACTTATCG
CACTT3’, dirigidos a regido intergénica do DNA de Leishmania. A
amplificacdo foi processada em aparelho termociclador automético
Eppendorf® Mastercycler Gradient, utilizando o seguinte ciclo:
desnaturacdo inicial a 95°C por dois minutos, seguido de 35 repeticOes de:
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 60 segundos e

extensdo a 72°C por 60 segundos. A extensdo final foi a 72°C por dez
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minutos. Em todas as reagdes foram utilizados como controle positivo as
cepas referéncia de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8), L.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e
L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147).

Os resultados foram visualizados em gel de agarose 2,0% corados
com brometo de etidio e examinados em exposicdo a luz ultravioleta (UV),
sendo consideradas positivas aquelas amostras que apresentaram banda de
peso molecular correspondente ao esperado, 300-350 pares de base,
utilizando o peso molecular (PM) de 1Kb.

Identificacdo das espécies de Leishmania por PCR RFLP

Para a identificacdo da espécie de Leishmania os produtos positivos
da PCR foram digeridos com Haelll(10U/uL). Os perfis de restricdo foram
analisados em gel de agarose 4% e comparados com os seguintes perfis de
Leishmania: Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), L. infantum(MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147).

Resultados

Foram capturadas 60 fémeas, das seguintes espécies:Lutzomyia
longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani (Atunes
& Coutinho, 1939),Migonemyia migonei (Franca, 1920), Evandromyia
cortelezzii (Brethes, 1923), Ev. lenti(Mangabeira, 1938), Ev. sallesi(Galvao
& Coutinho, 1939),Pressatia sp. (Mangabeira, 1942) e Brumptomyiasp.
(Franca and Parrot, 1921). A espécie com maior abundéncia relativa foi
Lutzomyia longipalpis(Figura 3).

A anélise molecular por PCR, cinco L. longipalpis mostraram-se
positivas para infeccdo por Leishmania (Figura 4).Em PCR RFLPfoi
identificada que a espécie infectante para o0s insetos foi

Leishmania braziliensis (Figura 5).

Discussao
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No municipio de Lavras-MG, desde 2013, a Vigilancia Ambiental da
Secretaria Municipal de Saiude em parceria com a Universidade Federal de
Lavras, realiza testes sorol6gicos para verificar a resposta humoral de cées
para Leishmania sendo encontrados locais com prevaléncia de 20% de
leishmaniose visceral canina. Foi, ainda, notificado durante o estudo, o
primeiro caso humano de leishmaniose visceral.

H& uma grande diversidade de espécies de flebotomineos na cidade
sendo Lutzomyia longipalpis o mais encontrado. Esta espécie €
comprovadamente vetor L. amazonensis, L. infantum, eL. wellcomei[22, 23]
e no Brasil, é a mais importante no ciclo de transmissdo delLeishmania
infantum, responsavel pela forma viscerotropica da doenca e
consequentemente a forma clinica mais grave de leishmaniose [4, 24].

No presente  trabalho  foi encontrada a  espécie
Leishmania braziliensis infectando naturalmente Lutzomyia longipalpis,
sendo este o primeiro relato dessa infec¢do. Os flebotomineos e Leishmania
apresentam uma histéria evolutiva que resultou em estreita relacdo e
distribuicdo semelhante com consequente coevolucdo das espécies [25] o
que faz com que o parasito seja restrito aos vetores que sdo capazes de
transmiti-los[26].Para incriminar uma espécie como vetor varios parametros
devem ser abordados entre eles: a capacidade do inseto de se infectar com as
mesmas espécies encontradas em humanos, a capacidade de manter a
infeccdo parasitaria em condicGes laboratoriais, a presenga do mesmo onde
ocorre 0s casos humanos de leishmaniose, a taxa de infec¢do natural por
Leishmania, a transmissdo do parasito para um hospedeiro durante o repasto
sanguineo [27, 28].

Diversas espécies de Leishmania podem ser transmitidas por
diferentes vetores [29], 31 espécies diferentes de flebotomineos foram
descritas como potenciais vetores de Leishmania braziliensis, destas apenas
15 sdo comprovadamente vetores entre eles: Lutzomyia (N.) whitmani e

Lutzomyia intermedia s@o os mais citados[22, 30].
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E necesséario, entanto, o estudo da competéncia vetorial do
Lutzomyia longipalpis na transmisséo de Leishmania braziliensis, a partir da
analise dos cinco critérios, dado que, o trabalho encontrou relacdo de

infeccdo natural entre estas espécies.

Concluséo

Foram encontradas oito espécies diferentes de flebotomineos
noperidomicilio e area de vegetacdo em Lavras, sendo a maioria delas
Lutzomyia longipalpis. Cinco espécimes estavam infectados com
Leishmania braziliensis. A infecgdo natural deLutzomyia longipalpis por
Leishmania braziliensis ¢ um novo achado, a partir do qual se mostra
necessario o estudo da competéncia vetorial deste inseto na transmissao

dessa espécie de Leishmania.
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