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INFECGAO DE Lutzomyia longipalpis POR Leishmania spp. EM AREA
URBANA ENDEMICA PARA LEISHMANIOSE VISCERAL NO ESTADO DE
SAO PAULO, BRASIL

RESUMO - As leishmanioses sao zoonoses causadas por protozoarios do
género Leishmania, transmitidos aos vertebrados por meio da picada de
flebotomineos. A doencga consiste em um espectro de manifestagdes clinicas
incluindo as formas tegumentar (LT) e visceral (LV), a segunda de maior
importancia para a saude publica devido a sua alta taxa de letalidade. No Brasil
a leishmaniose visceral ocorre em ambientes modificados pelo homem, com
crescente avango no ambito urbano, tendo ja sido relatada nas cinco regides
do pais. Lutzomyia longipalpis € o principal veiculador da leishmaniose visceral
no Novo Mundo, com grande importancia no Brasil e no Estado de S&o Paulo,
devido a sua abundancia e facil adaptacado. No ciclo biolégico do protozoario
observa-se o0 desenvolvimento de formas promastigotas no vetor que se
diferenciam em amastigotas no hospedeiro ao serem fagocitadas por
macréfagos. Visando diminuir a crescente incidéncia de casos humanos e
caninos, medidas preventivas e de controle voltadas ao homem, cédo e vetor
tém sido aplicadas no Brasil. O objetivo deste trabalho foi avaliar a abundancia
e a taxa de infeccdo de Lu. longipalpis em area urbana endémica para
leishmaniose visceral com o intuito de contribuir com parametros importantes
para estudos que avaliem o impacto de medidas aplicadas para o controle da

LV neste novo cenario.

Palavras-Chave: doencas endémicas, Leishmania, infeccao, saude publica,

ecossistema



INFECTION OF Lutzomyia longipalpis BY Leishmania spp. IN URBAN AREA
ENDEMIC FOR VISCERAL LEISHMANIASIS IN THE STATE OF SAO
PAULO, BRAZIL

SUMMARY - Leishmaniasis are zoonotic diseases caused by protozoa of the
genus Leishmania transmitted to vertebrates thru the bite of sandflies. The
disease consists of a spectrum of clinical manifestations including the
tegumentary (TL) and the visceral leishmaniasis (VL) forms, the latter more
important for public health because of its higher lethality. Visceral leishmaniasis
occurs in Brazil in environments modified by man, with an increase in the urban
area where it has been reported in the five regions of country. Lutzomyia
longipalpis is the main vector for visceral leishmaniasis in the New World, with
great importance in Brazil and in the state of Sdo Paulo due to its abundance
and easy adaptation. In the biological cycle of the parasite observed
development of the promastigote forms in the vector and the turning for
amastigote in the host when phagocytosed by macrophages. Aiming at
reducing the increasing incidence of VL in human and canine preventive and
control measures targeting man, dogs and the vector have been used in Brazil.
The aim of this study was to evaluate the abundance and the infection rate of
Lu. Longipalpis by Leishmania spp. in an urban area endemic for visceral
leishmaniasis in order to contribute to studies that assess the impact of

measures applied to control LV in this new scenario.

Keywords: endemic diseases, Leishmania, infection, public health, ecosystem
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CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios do género
Leishmania (DESJEUX, 2004), e estdo distribuidas em quatro continentes
sendo consideradas endémicas em pelo menos 88 paises, 72 dos quais estao
em desenvolvimento. Uma taxa de 90% do total de casos da forma visceral da
doenca ocorre em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo (WHO, 2013).

As leishmanioses compreendem um espectro de doencas com diversas
manifestagdes clinicas, dentre elas, a forma visceral, a de maior importancia
para a saude publica devido sua letalidade (DESJEUX, 2004; WHO, 2013).

No periodo compreendido entre 2001 e 2010 foram registrados 33.315
casos de leishmaniose visceral (LV) no Brasil, com 2.287 &bitos. Atualmente
este agravo esta distribuido em diversos estados das cinco regides do pais
(BRASIL, 2013). No Estado de Sado Paulo, desde 1999, quando ocorreu o
primeiro caso de LV, até 2013, foram registrados 2.204 casos e 192 6bitos
(SAO PAULO, 2013).

Os sintomas decorrentes da infeccdo humana sao variados sendo que
na fase inicial da doenga pode-se observar febre por até quatro semanas,
palidez muco-cutdnea e hepatoesplenomegalia. Durante a evolugédo clinica
observa-se febre irregular, normalmente associada a emagrecimento
progressivo, sendo na maioria dos casos observado um comprometimento no
estado geral do individuo. Este periodo pode perdurar por mais de dois meses
até que ocorra a evolugdo para o estagio final, no qual entre os principais
sintomas ha as hemorragias, ictericia e ascite. Neste periodo o 6bito se
configura por quadros de septicemia e/ou sangramentos, quando nao tratada
(BRASIL, 2006).

Os protozoarios tripanossomatideos do género Leishmania, agentes
etiologicos das leishmanioses, foram classificados de acordo com o seu
comportamento no tubo digestivo do vetor, sendo divididos em dois

subgéneros: Viannia para os parasitos que se desenvolvem na regido
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peripilaria e Leishmania para os com desenvolvimento na regido suprapilaria
(LAINSON; SHAW, 1987). Geralmente os parasitos do subgénero Viannia
estdo associados a forma tegumentar da doenga entretanto, das sete espécies
relatadas no Brasil como causadoras do agravo, uma delas pertence ao
subgénero Leishmania. As principais espécies relacionadas a forma
tegumentar sao L. (V.) braziliensis, com importancia no Estado de Sao Paulo,
L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis (BRASIL, 2007).

O subgénero Leishmania compreende as espécies de maior importancia
para a saude publica devido a letalidade da forma visceral, sendo o complexo
L. donovani o principal, com ocorréncia das espécies L. (L.) donovani e L. (L.)
infantum no Velho Mundo e L. (L.) infantum chagasi, o agente etiolégico da
leishmaniose visceral (LV) nas Ameéricas (Novo Mundo) (BRASIL, 2006;
GRIMALDI et al., 1989).

Os principais vetores das leishmanioses, conhecidos como
flebotomineos, sao pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae (GRIMALDI et al., 1989), estando atualmente
divididos em diversos géneros. Sdo conhecidas no mundo aproximadamente
927 espécies de flebotomineos, 260 das quais sao localizadas no Brasil, tendo
sido encontradas 69 espécies no Estado de S&o Paulo, incluindo Lutzomyia
longipalpis, o principal vetor da Leishmania infantum chagasi, ja registrado em
29 municipios do Estado (SHIMABUKURO; GALATI, 2011).

Os flebotomineos apresentam pequeno porte, medindo por volta de 1 a
3 mm e abundancia de pelos. Em seu ciclo de vida passam pelas fases de ovo,
quatro estadios larvais, pupa e adulto (alado) (KILLICK-KENDRICK, 1999).
Alimentam-se de seiva vegetal, sendo as fémeas também hematdofagas, com
necessidade de ao menos um repasto sanguineo para a produgdo e
amadurecimento dos ovos (BRASIL, 2006). Quando fazem o repasto
sanguineo, os insetos hematéfagos contam com a acgao salivar inibitéria a
homeostase dos hospedeiros, induzindo a vasodilatacdo e inibindo a
coagulagdo sanguinea. Geralmente este repasto ocorre apdés 48 horas da

emergéncia das fémeas, levando-se em consideragao o amadurecimento das
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glandulas salivares e o endurecimento das pecas bucais destes insetos
(BRAZIL; BRAZIL, 2003).

O numero de ovos por oviposi¢cao € variavel, ocorrendo em ambientes
com temperatura proxima a 25°C e umidade relativa do ar elevada (KILLICK-
KENDRICK, 1999). A duragdo média para o desenvolvimento das larvas em
condigbes favoraveis chega a duas semanas. As pupas demonstram maior
resisténcia a variagdes climaticas e se desenvolvem em uma ou duas
semanas, ndo se alimentando nem se movendo. As formas imaturas sio
encontradas no solo, em ambientes Uumidos, onde ndo ha incidéncia de
luminosidade direta e com presenga de matéria organica em decomposigédo. O
periodo de desenvolvimento do ovo até o adulto geralmente varia de 30 a 40
dias, entretanto ha variabilidade entre as espécies (BRASIL, 2006; RANGEL et
al., 1986).

A dindmica populacional dos vetores é diversa de uma regiao para outra,
sendo geralmente observada abundéancia alta de flebotomineos em periodos
chuvosos ou logo apds as chuvas (AMORA et al., 2010; DIAS et al., 2007;
RANGEL et al.,, 2012). A temperatura ideal para o desenvolvimento dos
fleb6tomos é acima de 16°C (BRANCO et al., 2013; SOARES; TURCO, 2003;
TARALLO et al., 2010).

Pesquisa realizada no Estado de Sao Paulo, nos municipios de Espirito
Santo do Pinhal e Aracgatuba (regido nordeste e oeste do Estado,
respectivamente) revelou haver diferenga na composi¢cao do feromonio sexual
dos machos de Lutzomyia longipalpis entre as populagdes destas cidades
(CASANOVA et al., 2006). Ja em estudo realizado no municipio de Passira/PE,
Costa et al. (2013) observaram grande capacidade de adaptagéo do vetor Lu.
longipalpis a diferentes habitats e condigbes climaticas, sugerindo que as
populacdes deste vetor na regido nordeste do Brasil, sobrevivem e se
desenvolvem com baixas quantidades de agua disponivel, sendo desta forma
mais xerotolerantes do que as populacdes sulistas. Estes dados confirmam a
variabilidade de uma mesma espécie possivelmente devido a adaptacédo a

diferentes ambientes.
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A avaliagdo da dispersdo dos flebotomineos em geral é variavel
(CASANOVA et al., 2005; GALATI et al.,, 2009; MORRINSON et al., 1993),
entretanto Lutzomyia longipalpis em pesquisa recente de captura e recaptura,
revelou que tanto os machos quanto as fémeas foram encontrados em um raio
de 200 a 700 metros do ponto inicial de captura (OLIVEIRA et al., 2013).

Lutzomyia longipalpis apresenta alto grau de adaptacdo a ambientes
modificados antropomorficamente, sendo encontrados tanto no intradomicilio
quanto no peridomicilio das casas (COSTA et al., 2013; RANGEL et al, 2012).
Este vetor ja foi detectado em municipios de todas as regides do Brasil,
ocorrendo em areas urbanas e/ou rurais, geralmente em associacdo com
abrigos de animais domeésticos (BRASIL, 2006; MARZOCHI; MARZOCHI,
1997), com preferéncia alimentar variavel. Camargo-Neves et al. (2007), por
exemplo, avaliaram fémeas de Lutzomyia longipalpis capturadas no municipio
de Aracgatuba, e observaram predilegcdo para caes, seguida de humanos e
aves. Outros autores destacaram que esta variagao parece estar relacionada
ao carater oportunista de Lu. longipalpis, estando este mais atraido pela oferta
de alimento disponivel no ambiente onde se adaptam (BARATA et al., 2005;
MISSAWA et al., 2008).

No ciclo biologico do género Leishmania, podemos observar duas
formas evolutivas: amastigotas e promastigotas. A forma amastigota, ovoide e
sem flagelo, geralmente é encontrada em organismos vertebrados no sistema
linfomonocitario, ficando alojada nos fagossomos dos mondcitos, nos histiocitos
e nos macrofagos, onde se multiplicam assexuadamente, sendo
posteriormente liberadas na corrente sanguinea e linfatica, iniciando assim uma
reacao inflamatéria que exigira a agao de mais macrofagos, ocasionando assim
um ciclo vicioso (BASANO; CAMARGO, 2004; GOSSAGE et al., 2003).

Quando sugadas juntamente com o sangue pelos flebotomineos, as
amastigotas migram para o intestino médio do inseto, sendo envolvidas por
uma matriz peritréfica (MP) que as protegem da agao digestiva, enquanto se
diferenciam para o primeiro estagio de transformagdo, o de promastigota

prociclica (DOSTALOVA; VOLF, 2012), ovéide e ligeiramente mével com um



17

flagelo curto (FREITAS et al., 2012). Cerca de 48 a 72 horas depois da primeira
diferenciacdo, as formas promastigotas nectomonas (finas e alongadas)
escapam pela MP, entrando em contato com o lumen (ROGERS et al., 2002).

No préximo estagio, os parasitos recebem o nome de leptomonas e
podem diferenciar-se em promastigota metaciclica ou atacarem o revestimento
de quitina da valvula estomodeal como haptomonas. Sendo assim apés
resistrem a acao digestiva destes invertebrados, elas migram para a
proboscide que, juntamente com a destruicdo da valvula estomodeal, uma
secrecdo de filamentos de proteofosfoglicanos e o bloqueio do proventriculo,
facilitam um refluxo que ocasiona a inoculacdo passiva de parasitos em um
hospedeiro num posterior repasto sanguineo (DOSTALOVA; VOLF, 2012;
FREITAS et al., 2012).

A identificacdo da infecgcado natural dos flebotomineos por Leishmania é
usualmente realizada a partir do encontro de formas promastigotas no intestino
médio, através da dissecacdo das fémeas, associado optativamente ao
posterior cultivo in vitro do protozoario. O problema mais comumente associado
a identificacdo deste agente € a contaminagédo das culturas e a infec¢ao por
formas flageladas né&o identificaveis. Além disto, estes métodos sao
trabalhosos e demorados uma vez que ha necessidade de dissecar muitos
exemplares de insetos para confirmar a infecgdo (ARIAS et al., 1985).

Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, em especial
da reagdo em cadeia pela polimerase (PCR), a deteccdo de DNA de
Leishmania, permitiu aumentar a sensibilidade diagndstica em flebotomineos.
No caso das leishmanias ha uma organela celular denominada cinetoplasto,
composta por moléculas agrupadas de DNA, que formam maxicirculos e
minicirculos, os ultimos com mais de 10.000 cépias (RODGERS et al., 1990), o
que favorece a deteccdo do protozoario mesmo quando estdo presentes em
pequenas quantidades.

O cédo domeéstico (Canis familiaris) vem sendo relacionado como o
principal reservatério da L. (i) chagasi, tanto em ambientes rurais como

urbanos, no Brasil e nas Américas. A elevada susceptibilidade a infecgao e
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parasitismo, juntamente com a proximidade ao homem, justificam a importancia
dos cées na manutengao da doenga (FRANCA-SILVA et al., 2003)

No Brasil as medidas de controle da LV visam a redu¢ao da morbidade e
letalidade humana detectando e tratando precocemente os casos, bem como a
reducdo da abundancia do vetor, com o emprego de manejo ambiental e
controle quimico. A aplicacédo de inseticidas € usada com restricbes para que
nao ocorra uma selegcdo e consequente resisténcia por parte dos vetores,
sendo geralmente aplicados no domicilio e no entorno do caso humano.
Quanto a reducdo da prevaléncia canina, a estratégia principal utilizada é a
eutanasia de cées infectados, que tem se configurado como medida impopular
e de dificil implementagcdo visto seu impacto na incidéncia da doenga ser
controverso, gerando duvidas sobre sua eficacia e utilidade (BRASIL, 2006;
FRANCA-SILVA et al. 2003; MOREIRA Jr et al. 2004).

Na tentativa de se evitar que os cdes sejam infectados, algumas
medidas de protecdo individual tém sido propostas para uso em larga escala.
Um exemplo é o uso de coleiras impregnadas com inseticida (deltametrina),
que resultam em efeito repelente aos flebotomineos, diminuindo assim o
numero de reservatorios caninos (DAVID et al., 2001; KILLICK-KENDRICK et
al.,, 1997; REITHINGER et al.,, 2004). Outra medida refere-se ao uso de
vacinas. Embora a efetividade da protecdo canina com as vacinas
comercializadas no Brasil tenha sido avaliada revelando protecdo de 43% a
95% (FERNANDES et al.,, 2008; NOGUEIRA et al., 2005) ainda sé&o
necessarios estudos que viabilizem seu uso em grande escala (BRASIL, 2006).

A abundancia populacional dos vetores € um paréametro critico na
determinacdo da transmissdo de doencas veiculadas por vetores e a
identificacdo das leishménias nos flebotomineos naturalmente infectados é
essencial para avaliar a participagdao destes na transmissdo da leishmaniose
para 0 homem (RODRIGUEZ et al.,, 1999), podendo também servir como
indicador da intensidade de transmissdo numa determinada area. Esses

parametros relativos ao vetor sdo de especial interesse em areas com baixa
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transmissao e/ou areas onde ainda ndo se observam casos caninos e/ou

humanos, quando ainda pode ser possivel a contengcdo da doenca.

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a abundancia e a taxa de infecgao
de Lu. longipalpis capturados em area urbana endémica para leishmaniose
visceral com o intuito de contribuir com estudos que avaliem o impacto de
medidas aplicadas na populagdo canina para o controle da leishmaniose

visceral.
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CAPITULO 2 - ABUNDANCIA E TAXA DE INFECGAO NATURAL DE
Lutzomyia longipalpis EM AREA URBANA ENDEMICA PARA
LEISHMANIOSE VISCERAL NO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose causada pelo
protozoario Leishmania infantum chagasi, transmitido por flebotomineos a
hospedeiros mamiferos. A abundancia populacional de Lutzomyia longipalpis,
principal vetor da L. (i.) chagasi no Brasil, bem como sua taxa de infec¢ao
natural, sdo parametros criticos na epidemiologia deste agravo. O objetivo
deste estudo foi avaliar a abundéancia e a taxa de infeccdo de Lu. longipalpis
em area urbana endémica para LV, com o intuito de contribuir com parametros
para estudos que avaliem o impacto de medidas de controle. Os flebotomineos
foram capturados com aspiradores manuais, de fevereiro de 2011 a dezembro
de 2012, em oito imdéveis residenciais do municipio de Osvaldo Cruz, SP,
Brasil, selecionados pela presenga do homem, cées e galinhas como fontes de
alimentacao para o vetor. As coletas foram realizadas quinzenalmente, por um
periodo de trés horas apds o crepusculo vespertino, no peridomicilio dos
imoveis, principalmente galinheiros, abrigos dos cées, paredes externas e
varanda das casas. Foram capturados 15.979 espécimes de Lu. longipalpis
sendo 92,9% (14.843) machos e 7,1% (1.136) fémeas, com maior abundancia
no més de abril (outono). O percentual de fémeas com presenga de formas
promastigotas de Leishmania spp., a0 exame parasitologico, foi de 0,18%,
enquanto que a taxa minima de positividade para a presenca de kDNA de
Leishmania spp., foi de 19,7%. A correlacdo positiva entre a positividade e a
abundancia indica que intervengdes direcionadas para estes periodos devem

resultar em maior controle da leishmaniose visceral.

Palavras-Chave: doencas endémicas, Leishmania, infeccao, saude publica,

ecossistema
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ABUNDANCE AND NATURAL INFECTION RATE OF Lutzomyia longipalpis
IN URBAN AREA ENDEMIC FOR VISCERAL LEISHMANIASIS IN THE
STATE OF SAO PAULO, BRAZIL

SUMMARY - Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic disease caused by
Leishmania infantum chagasi, transmitted by sandflies to mammalian hosts.
The abundance of Lutzomyia longipalpis, the main vector of L. (i.) chagasi in
Brazil, as well as its rate of natural infection, are critical parameters in the
epidemiology of this disease. The aim of this study was to evaluate the
abundance and infection rate of Lu. longipalpis in an urban area endemic for
VL, contributing with parameters for studies assessing the impact of control
measures. Sand flies were captured with manual aspirators between February
2011 to December 2012, in eight houses in the city of Osvaldo Cruz, Sao Paulo,
Brazil, selected by the presence of man, dogs and chickens as supply sources
for the vector. Samples were collected fortnightly, for a period of three hours
after twilight, outside the house, mainly in the shelters of chicken and dogs,
exterior walls and balconies of houses. 15,979 specimens of Lu. longipalpis
were captured 92.9% (14,843) of which were males and 7.1% (1,136) females,
with higher abundance in April (autumn). The percentage of females with the
presence of promastigotes of Leishmania spp., in parasitological examination,
was 0.18%, while the minimum rate of positivity for the presence of kDNA of
Leishmania spp. was 19.7%. The positive correlation between positivity and
abundance indicates that targeting interventions for these periods should result

in better control of visceral leishmaniasis.

Keywords: endemic diseases, Leishmania, infection, public health, ecosystem
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Introducgao

As leishmanioses sdo doengas zoonoéticas causadas por protozoarios do
género Leishmania, transmitidos por flebotomineos a hospedeiros mamiferos
(MURRAY et al, 2005). Esta zoonose esta distribuida em pelo menos 88
paises, sendo que 90% do total de casos da forma visceral ocorrem em
Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo (WHO, 2013). No Brasil a
leishmaniose visceral (LV) ja esta distribuida nas cinco regides do pais
(BRASIL, 2013) tendo sido registrados, no Estado de S&o Paulo, de 1999
(inicio da LV humana no Estado) até 2013, 2.204 casos com 192 6bitos (SAO
PAULO, 2013).

Os principais vetores envolvidos no ciclo de transmissao das
leishmanioses pertencem a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, género Phlebotomus no Velho Mundo (GRIMALDI et al., 1989)
e atualmente classificados em diversos géneros no Novo Mundo
(SHIMABUKURO; GALATI, 2011).

Lutzomyia longipalpis é considerado o principal vetor da Leishmania
infantum chagasi, agente etioldgico da leishmaniose visceral nas Américas, do
México a Argentina (GRIMALDI et al., 1989). Este vetor ja foi detectado em
todas as regides do Brasil, ocorrendo em areas urbanas e/ou rurais,
geralmente em associagao a abrigos de animais domésticos (BRASIL, 2006;
MARZOCHI; MARZOCHI, 1997). Alimentam-se de seiva vegetal, sendo as
fémeas também hematdfagas para que ocorra a produgdo e amadurecimento
dos ovos (FORATTINI, 1973; SOARES; TURCO, 2003).

A preferéncia alimentar de Lu. longipalpis é oportunista de acordo com a
disponibilidade de hospedeiros proximos ao vetor (BARATA et al.,, 2005;
MISSAWA et al., 2008). Em estudo realizado no municipio de Aragatuba, SP,
Brasil, a avaliagdo do habito alimentar de Lu. longipalpis indicou preferéncia
das fémeas para caes, humanos e aves respectivamente (CAMARGO-NEVES

et al., 2007). Além disto, tém-se observado grande adaptacédo de Lu.



30

longipalpis aos ambientes antropizados (COSTA et al., 2013). A dispersao
destes insetos tem sido entre 200 a 700 metros (OLIVEIRA et al., 2013).

A identificagdo da infec¢cdo natural dos flebotomineos por Leishmania
spp. € geralmente feita pela observacdo de formas promastigotas no intestino
médio de fémeas dissecadas, associado opcionalmente ao cultivo in vitro do
protozoario. Entretanto, estes métodos sao laboriosos devido a quantidade de
espécimes necessaria para confirmar a infecgao, tendo sido gradativamente
substituidos por métodos moleculares (MICHALSKY et al., 2002; PAIVA et al.,
2006; 2007).

Devido ao amplo e continuo avang¢o da doenga, bem como, a grande
adaptabilidade do Lu. longipalpis a ambientes modificados pelo homem
(COSTA et al., 2013) o objetivo deste trabalho foi avaliar sua abundancia e taxa
de infecgdo por Leishmania spp. em area urbana endémica para LV, com o
intuito de contribuir com parametros necessarios para estudos que avaliem o

impacto de medidas de controle da leishmaniose visceral.

Material e Métodos

Area de estudo

O municipio de Osvaldo Cruz esta localizado no extremo oeste do
estado de S&o Paulo, Brasil (21°47°48” S; 50°52’43” O), com clima que se
caracteriza como tropical chuvoso, apresentando invernos secos e verdoes com
chuvas concentradas entre outubro e margo. A média anual de pluviosidade é
de 1.400mm e a temperatura de 23°C (CEPAGRI, 2013). A populagao
estimada € de 32.229 habitantes (IBGE, 2013) com densidade demografica de
124,47 hab/Km2. A primeira deteccao do vetor Lu. longipalpis ocorreu em 2005,

com subsequente confirmagdo da ocorréncia de casos de LV em caes e
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humanos em 2007. No periodo de janeiro de 2007 até abril de 2013 ocorreram
40 casos de LV e cinco 6bitos (SAO PAULO, 2013). O municipio possui
populagao canina estimada em 4.200 caes e a positividade canina para LV foi
de 11,5% em 2011 e 6,7% em 2012 (Secretaria Municipal de Saude, dados nao
publicados). A eutanasia do reservatério canino, bem como as demais medidas
recomendadas pelo Ministério da Saude para o controle da LV (BRASIL, 2006)

continuaram sendo realizadas durante o periodo do estudo.

Flebotomineos

Os espécimes de flebotomineos foram capturados com aspiradores
manuais (BRASIL, 2006), de fevereiro de 2011 a dezembro de 2012, em oito
iméveis residenciais,com presenga concomitante do homem, cao e galinha
como fontes de alimentagao para Lu. longipalpis. As coletas foram realizadas
quinzenalmente, por um periodo de trés horas, contadas a partir do crepusculo
vespertino, sendo direcionadas ao peridomicilio dos imdveis, principalmente
para galinheiros, abrigos dos cées, paredes externas e varanda da casa (SAO
PAULO, 2006). As fémeas, utilizadas para estudo da taxa de infecgao, foram

identificadas segundo critérios descritos por Galati (2003).

Avaliagao parasitolégica

As fémeas capturadas foram eutanasiadas por baixa temperatura e
imediatamente dissecadas em l|amina com a ajuda de um microscépio
estereoscoépico. A pesquisa de formas promastigotas no tubo digestivo foi por

exame direto utilizando-se microscopio 6ptico, sob um aumento de 400 vezes.
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Foram parcialmente retirados os conteudos gastricos das fémeas que tinham
presenga de sangue. Apos a dissecagdo, as fémeas foram acondicionadas
separadamente em micro tubos de polipropileno contendo etanol 70%, a

temperatura de -20°C, até processamento.

Amplificagcao de DNA de Leishmania spp. por PCR convencional

A extracdo de DNA foi realizada segundo Michalsky et al. (2002) com
modificagdes: foram agrupados até quatro (SILVA et al., 2008) fémeas de
acordo com a data e o endereco de captura; a proteinase K foi ajustada para
100ug e volume de solucdo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) foi
de 100ul. Apds a extracdo, o DNA foi ressuspendido em volume de 50uL, sua
concentracdo foi avaliada em aparelho NanoDrop (Thermo Scientific®) e
conservado a -20° C.

Para amplificagdo do DNA foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores descritos por Rodgers et al. (1990), que resultam na amplificagao de
um fragmento de 120 pares de base do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania
spp., segundo protocolo de Quintal et al. (2010), com modificagdo da
temperatura de anelamento para 65°C. As amostras foram amplificadas em
aparelho termociclador (BioRad®) e posteriormente visualizadas em gel de

poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata.

Analise estatistica

A taxa minima de positividade (TM) foi calculada de acordo com férmula

descrita por Paiva et al. (2007):
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T™= n° de pools positivos x 100
n° total de fémeas

Foi utilizado o teste binomial de duas proporgcdes para avaliar a
abundancia mensal dos espécimes nos anos de 2011 e 2012 bem como para a
proporcionalidade das amostras positivas. Para avaliar a relagdo entre a
abundancia do vetor e as variaveis climaticas (temperatura, pluviosidade e
umidade relativa do ar) bem como a relagdo entre o0 numero de espécimes
capturados e o numero de amostras positivas foi utilizado o teste de correlagao
de Spearman.

Os dados referentes as médias mensais de temperatura e umidade
relativa do ar foram obtidos em registros da equipe de coleta no momento das
capturas. As médias de precipitacdo pluviométrica foram cedidas pela equipe
da Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (CATI) do municipio de
Osvaldo Cruz (Casa da Agricultura de Osvaldo Cruz, dados nao publicados).
As analises estatisticas foram realizadas no programa BioEstat (versdo 5.3;

Mamiraud/ Brasil).

Resultados

Foram capturados 15.979 espécimes de Lu. longipalpis, sendo 92,9%
(14.843) machos e 7,1% (1.136) fémeas (Figura 1), resultando em relagao
macho/fémea de 13:1. Do total de fémeas, 34,8% (395) delas foram capturadas
em 2011 e 65,2% (741) em 2012 (p< 0,001). Observa-se que o més de abril,
em ambos os anos, foi o de maior abundéancia de flebotomineos, entretanto
nao diferiu de forma estatisticamente significante. Houve diferenca

estatisticamente significante entre os anos de 2011 e 2012 para a proporgao de
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espécimes capturados nos meses de margo (p= 0,0025), maio, junho, julho,

setembro e novembro (p< 0,0001).
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FIGURA 1 — Numero de espécimes de Lutzomyia longipalpis capturados com
aspirador manual no municipio de Osvaldo Cruz, SP, Brasil, nos anos de
2011 e 2012.

A temperatura média observada no periodo foi de 27,7°C (minima de
20°C e maxima de 31°C).

Embora possamos observar que logo apds periodos de alta umidade,
aumentou a abundéancia de Lu. longipalpis (Figura 2), ndo houve correlagéo
estatisticamente significante entre abundéncia e temperatura (rs=0,19;
p=0,3761), tampouco entre abundéancia e umidade relativa do ar (rs=0,33; p=

0,1272) ou precipitagao pluviométrica (rs=0,05; p=0,7985).
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FIGURA 2 — Numero de espécimes de Lutzomyia longipalpis e variaveis
climaticas (temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo), em
Osvaldo Cruz, SP, Brasil.

O percentual de fémeas com presenga de formas promastigotas de
Leishmania spp. ao exame parasitologico foi de 0,18%. A taxa minima de
positividade (TM) para a presenca de kDNA de Leishmania spp., foi de 19,7%,
tendo sido de 18,7% em 2011 e 20,2% em 2012. A comparagdo das TMs
mensais revelaram que em nove de doze meses nédo se observou diferenga
estatisticamente significante entre os anos de 2011 e 2012. A abundéncia
mensal de fémeas, quando comparadas a positividade (Figura 3), resultou em
correlagao positiva alta (rs= 0,7333; p< 0,0001), observando-se que a medida

que aumentou a abundancia, a taxa minima de positividade aumentou.
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FIGURA 3 — Numero de espécimes de Lu. longipalpis capturados e
percentual de fémeas positivas para presenca de KDNA de Leishmania spp.
em Osvaldo Cruz, SP, Brasil, nos anos de 2011 e 2012.

Discussao

Observou-se variacdo na abundancia de flebotomineos entre os anos de
estudo, tendo sido maior para o ano de 2012, estando provavelmente
relacionadas a maior quantidade de chuva observada naquele ano. A variagao
na abundancia de flebotomineos relacionada as estacbes seca e chuvosa,
geralmente com diminuicdo nos meses secos e aumento durante e/ou logo
apo6s periodos chuvosos, foram relatadas em outras pesquisas no estado de
Sao Paulo (COLLA-JACQUES et al, 2010; RANGEL et al, 2012) bem como em
outras regides brasileiras (AMORA et al., 2010; DIAS et al., 2007). Além da
umidade, o municipio de Osvaldo Cruz apresentou temperatura média bem
acima dos 16°C, sendo mais favoravel ao desenvolvimento de flebotomineos
(SOARES; TURCO, 2003; TARALLO et al.,, 2010; BRANCO et al.,, 2013;

COSTA et al., 2013). A auséncia de correlagao estatisticamente significante
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entre temperatura, umidade relativa do ar e abundancia também foi relatada
em estudo realizado por Costa et al. (2013) na regido nordeste do Brasil,
embora as condigdes climaticas sejam diferentes daquelas da regido de
Osvaldo Cruz, SP.

Em geral, mesmo com diferentes métodos de captura, a quantidade de
machos € maior que a de fémeas (COSTA et al., 2013; NASCIMENTO et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2013), entretanto, maior relagdo macho/fémea pdde ser
observada no presente estudo realizado com o método de captura manual
(13:1) assemelhando-se aquela observada (10:1) por Flérez et al. (2006).

A positividade de Lu. longipalpis observada ao exame parasitologico
(0,18%) é semelhante a relatada por Nascimento et al. (2007) e Savani et al.
(2009), estando provavelmente relacionada a técnica utilizada ja que a
observacgédo das formas promastigotas nem sempre € possivel devido a baixa
sensibilidade do teste (ARIAS et al., 1985).

Nesta pesquisa a alta taxa de positividade para detecgdo de DNA de
Leishmania, por PCR, pode ter sido decorrente da presenca de protozoarios
recém ingeridos pois, embora o conteudo gastrico das fémeas ingurgitadas
tenha sido previamente retirado para avaliacdo posterior do habito alimentar, tal
informacdo nao foi devidamente registrada quando do agrupamento das
fémeas, podendo ter contribuido para este resultado.

Quanto a presenca de kDNA, a positividade observada neste trabalho
(19,7%) assemelha-se a relatada por Saraiva et al. (2010) (19%), em estudo
realizado na cidade de Belo Horizonte - MG, embora estes autores tenham
avaliado numero reduzido de fémeas de Lu. longipalpis (21), 4 das quais foram
positivas. Por outro lado, a positividade foi bem maior que as descritas em
outros estudos que também utilizaram a PCR para deteccao de DNA como
Floréz et al. (2006) que observaram 1,93% de positividade, Silva et al. (2008)
que observaram TM de 1,9%, Savani et al. (2009) com resultado de 2,76% de
positividade, bem como Michalsky et al. (2011) e Paiva et al. (2006), com 3,9%
de positividade. Com excegao de Paiva et al. (2006) que utilizaram a sequéncia

repetitiva de DNA do mini-exon como alvo para o ensaio de PCR, e Savani et
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al. (2009) que utilizaram sequéncia de SSU rDNA, os demais autores utilizaram
o kDNA com alvo para amplificagdo. Além da possibilidade de amplificagdo de
DNA de leishméanias recém ingeridas pelo flebotomineo, um viés no desenho
de nosso estudo pode ter contribuido para este alto percentual de positividade
visto que a captura foi direcionada a ambientes peridomiciliares com presenca
de pelo menos um cdo, e uma galinha, o que também pode ter influenciado na
alta taxa de infeccdo dos flebotomineos ja que pode ter ocorrido preferéncia
dos espécimes capturados em se alimentar nos caes, conforme ja observado
em regido endémica para LV (CAMARGO-NEVES et al., 2007). Além disto, o
método de captura também parece ter contribuido para a alta taxa de
positividade uma vez que os autores ja mencionados utilizaram armadilhas com
isca luminosa (CDC ou Hoover Pugedo) e armadilhas Shannon em alguns
deles associando a captura com aspirador manual.

Na pesquisa de Florez et al (2006), por exemplo, a taxa de 1,93%
descrita pelos autores corresponde ao total dos dois métodos de captura,
entretanto, considerando-se somente os dados de capturas realizadas com

aspirador manual em caes, a taxa se eleva para 5,26%.

Conclusao

O grande numero de espécimes de Lu. longipalpis capturados neste
estudo parece estar relacionado as condi¢cdes climaticas favoraveis a sua
manutengdo. A alta taxa de positividade, correlacionada a abundancia de Lu.
longipalpis, indicam que as medidas de controle vetorial poderiam ser
intensificadas nestes periodos, aumentando a eficacia do controle da

leishmaniose visceral.
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