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APRESENTACAO

A presente dissertagao ¢ apresentada ao Curso de Mestrado em Saude ¢ Ambiente da
Universidade Federal do Maranhdo. Tratam-se de dois artigos, cujo tema central enfoca
aspectos de dinamica populacional e taxa de infec¢@o natural de Lutzomyia longipalpis na ilha
de Sao Luis-MA.

Lutzomyia longipalpis ¢ o principal vetor de Leishmania chagasi, agente etiologico
da leishmaniose visceral americana (LVA) que se configura como um dos principais
problemas de saude publica mundial. Esta espécie, de ampla distribuicdo geografica e
primariamente silvestre, tem demonstrado uma grande capacidade em se adaptar a varios
ambientes, sobretudo nas proximidades ou interior de domicilios em areas urbanas e
periurbanas. Desta forma, a transmissdo da LVA passou a atingir centros urbanos de médio e
grande porte, modificando o perfil epidemioldgico da doenga, anteriormente considerada
silvestre ou concentrada em pequenas localidades rurais.

No Brasil a LVA tem sido notificada nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Norte e
Nordeste, sendo que a ultima concentra a maioria dos casos. No estado do Maranhao, a partir
de 1982, a doencga assumiu o carater urbano e t€m sido registrados surtos epidémicos ao longo
dos ultimos vinte e cinco anos, somando até 2005, um total de 7.668 casos notificados.

Diversos fatores estdo envolvidos no processo de expansdo da LVA em areas
endémicas na ilha de Sdo Luis-MA, dentre eles, os fatores ambientais inerentes a propria
localizag¢do geografica e a dinamica da ocupagdo humana, uma vez que nas ultimas décadas, a
ilha foi palco de intenso fluxo migratério em virtude da implantagdo de grandes projetos
industriais. Assim, a modificagdio dos ecdtopos naturais do vetor, aliada as precarias

condi¢des de vida da populacao, resultou na notificacdo dos surtos epidémicos registrados.



Com o objetivo de analisar a distribui¢do geografica e sazonal de L. longipalpis,
bem como investigar a infec¢do natural deste diptero por Le. chagasi no municipio de
Raposa-MA, realizou-se o presente trabalho, cujos resultados sdo apresentados na forma dos

seguintes artigos:

1° Artigo: Distribuigdo geografica e sazonal de Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae)

em area endémica de leishmaniose visceral no municipio de Raposa-Maranhao, Brasil.

2° Artigo: Diagnodstico molecular de infecgdo natural de Lutzomyia longipalpis por

Leishmania chagasi, na ilha de Sdo Luis-MA, Brasil.

Os resultados apresentados amparados por pesquisas anteriores realizadas na ilha de
Sao Luis, apresentam dados consistentes que podem contribuir para as estratégias de controle

desta endemia.
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RESUMO

Lutzomyia longipalpis ¢ o principal vetor de Leishmania chagasi Cunha e Chagas (1937),
agente etiologico da leishmaniose visceral americana (LVA). O estudo foi realizado em dois
momentos distintos: no primeiro momento analisou-se a distribuicao geografica do vetor em
14 pontos de coleta no municipio de Raposa-Maranhdo, com notificacio da doenca no
periodo de 1997 a 2005; no segundo momento realizou-se um estudo retrospectivo com dados
coletados no periodo de julho de 1996 a junho de 1998, com o intuito de analisar a
distribui¢do sazonal do vetor. Constatou-se que L. longipalpis apresenta ampla distribuigao
geografica sendo registrado em 10 dentre as 14 localidades estudadas (71,4%). O vetor esteve
presente ao longo de todos os meses do ano, predominando em margo (20,6%) e abril
(38,7%), no periodo chuvoso (85,9%), apresentando menores freqiiéncias no periodo da
estiagem (14,1%), entre os meses de agosto (0,8%) e outubro (1,0%). Desta forma, observou-
se que a umidade relativa do ar e a precipitagdo pluviométrica exercem influéncia
significativa sobre a abundancia de flebotomineos. Padrao inverso foi observado em relagdo a
notificagdo de LVA, que concentrou 66,7% dos casos na estiagem e 11,1% no periodo
chuvoso, indicando que o periodo de maior densidade do vetor é critico para o risco em
adquirir a infec¢do. Os resultados obtidos ratificam a necessidade de efetivagao das propostas
de controle vetorial, podendo subsidiar os 6rgaos de satde para a definicdo das areas de risco

de transmissao de LVA.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis, dinamica populacional, leishmaniose visceral

americana.



ABSTRACT

Lutzomyia longipalpis (Lutz and Neiva) is the main vector of Leishmania chagasi Cunha and
Chagas (1937), the etiologic agent of American Visceral Leishmaniasis (AVL). Intending to
analyze the geographic and seasonal distribution of L. longipalpis in areas of AVL focus, 14
points of collections in Raposa, Maranhdo state, with notification of illness on the period
between 1997 and 2005, was selected. One evidenced that although the expansion of the
urban areas, the relative improvements in the sanitation conditions and of the organization of
the municipal health services, L. longipalpis presents large geographic distribution being
registered in 10 localities (71.43%) among the 14 studied. The vector was present throughout
every month of the year, predominating in March (20.6%) and April (38.7%), in the rainy
period (85.9%), presenting with less frequency in dry period (14.1%), between August (0.8%)
and October (1.0%) months. Inverse standard was observed in relation to the notification of
AVL, which had concentrated 66.7% of the cases in rainy period and 11.1% in dry period.
The density of females (88.9%) observed at the moment where it precedes the register of
AVL cases indicates that this period is criticizes for the risk in acquiring the infection. In such
a way, it was observed that the relative humidity of air and the rainfall had significant
influence on the abundance of sand fly. These data suggest the necessity to effectuation the
proposals of vectorial control and can subside the agencies of health for the definition of the

risk areas for AVL transmission .

Key-word: Lutzomyia longipalpis, dynamical population, American Visceral Leishmiasis.



INTRODUCAO

Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae), principal espécie envolvida na
transmissdo da leishmaniose visceral americana (LVA), foi originalmente descrita por Lutz e
Neiva em 1912 a partir de espécimes coletados no estado de Sio Paulo e Minas Gerais'.
Apresenta ampla distribuigdo geografica e tem sido registrada nas Américas do Norte, Central
e do Sul’, o que explica a ocorréncia de Leishmania (Leishmania) chagasi e da LVA em, pelo
menos, 12 paises da América Latina, estendendo-se do norte do México ao sul da Argentina.
Nas Américas, o Brasil concentra 90% dos casos da doenga notificados em 19 das 27
Unidades da Federacdo, distribuidas em quatro das cinco regides, ndo tendo registro apenas na
Regido Sul®*.

Lutzomyia longipalpis tem sido demonstrada em diversos ecossistemas brasileiros, tais
como 4areas de florestas primarias na Amazonia’, pantanal mato-grossense™’, matas
secundarias’e cerrados™. De um modo geral, quando parte da cobertura vegetal ¢ substituida
por assentamentos humanos, observa-se que a distribuigdo de L. longipalpis coincide com a
ocorréncia de LVA conforme observado desde os estudos pioneiros de Deane e Deane'® sobre
a epidemiologia da LVA.

Este vetor pode ser encontrado em ecotopos silvestres e antropizados, nas zonas rurais
e periurbanas em qualquer periodo do ano, demonstrando grande flexibilidade ecoldgica.
Neste aspecto, as investigagdes realizadas nas regides Norte e Nordeste do Brasil
demonstraram que L. longipalpis encontra-se presente em todos os meses do ano, ocorrendo
em maior densidade no periodo chuvoso ou na transi¢ao deste com a estiagem, exibindo
valores decrescentes ao longo dos demais meses do ano™'"*'2. H4 indicios de que a estacdo

chuvosa exerga momentos mais propicios a atividade deste flebotomineo, provavelmente por



tornar o solo e o ar imidos e a temperatura favoravel a proliferacdo das formas imaturas ¢ a
dispersdo dos adultos .

Elevada densidade de flebotomineos tem sido registrada no domicilio e peridomicilio,
sugerindo que a presenga humana e de animais domésticos criam condigdes para aumentar
significativamente a densidade destes insetos no ambiente antropico'*. Neste sentido, tem sido
registrado que L. longipalpis ¢ atraido por abrigos de animais domésticos existentes nas
periferias urbanas, exibindo grande associa¢io com galinheiros'>'®. Assim, a presenca de L.
longipalpis associada a este micro-habitat, tem sido amplamente estudada.

A intervencdo humana no ambiente natural em virtude da expansdo agricola e da
ampliacdo das areas urbanas e industriais ¢ fundamental para que agentes etiopatologicos
tenham sua distribuicio ampliada'®. Desta forma, é factivel considerar a domiciliacdo de L.
longipalpis e conseqiientemente de Le. chagasi como um mecanismo de dispersdo das
populagdes naturais para areas urbanizadas, resultando na modificacio do perfil
epidemioldgico de LVA, anteriormente descrita como uma zoonose silvestre e, nos ultimos
anos, uma endemia urbana 3:20-83

Nesta perspectiva, a dindmica da ocupacdo dos espagos e as constantes alteragdes

. . ~ ., . . ~ : 22
ambientais sdo variaveis importantes na manutengdo da doenga. Conforme Silva™ o

[P

surgimento de LVA na ilha de Sao Luis, deve-se a fatores ambientais favoraveis
manuten¢do de criadouros do vetor, aliado as profundas transformagdes sociais apds a
instalacdo de grandes projetos industriais. Este fato ocasionou a migracdo de grupos
populacionais para assentamentos desprovidos das minimas condi¢des de saude e saneamento.

Diante do exposto, este artigo visa demonstrar a distribuicdo geografica e sazonal de
L. longipalpis, bem como associar o niumero de espécimes com o registro de casos de LVA

em aglomerados urbanos do municipio de Raposa-MA.



MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Raposa-MA, o qual se situa na ilha de Sao
’ ~ , 2 ..
Luis, norte do Estado do Maranhdo e abrange uma area de 64 km”. Limita-se ao norte ¢ a
oeste com o Oceano Atlantico e ao sul e a leste com o municipio de Pago do Lumiar.
Segundo a classificacdo de Koppen o clima ¢ tropical e chuvoso (tipo Aw’), onde o
~ . . , . . L. . . 24 , e ,
més mais seco registra indice pluviométrico inferior a 50mm~". A temperatura média anual é
de 28°C e o regime das chuvas ¢ caracterizado pela divisdo do ano em dois grandes periodos
bem distintos: o periodo chuvoso (janeiro a junho) e o periodo seco (julho a dezembro)
apresentando precipitacdo pluviométrica média anual de 1.600mm e umidade relativa do ar
0,25
entre 60 a 80%"".
A altitude média é de Sm nas partes mais baixas ¢ 15m nas dunas e nas proximidades
. . 17
dos corregos e vales, embora grande parte encontre-se submersa em agua salgada "'
A hidrografia do municipio € constituida por praias, lagos e pequenos rios, como o rio
Pimenta. Dentre as praias destacam-se Aragagi, Raposa, Carima, Curupu e Belizario, onde se

. . . .o, .1
localiza o terminal pesqueiro constituido por bocas de rios'.

A cobertura vegetal encontra-se bastante modificada, predominantemente constituida
por capoeiras (floresta secundaria) e fisionomicamente ainda marcada pela presenca de
babacuais (Attalea speciosa Mart. Ex. Spreng.) e mangue destacando as espécies Avicennia sp

e Rhizophora sp®.

Quanto a geomorfologia, o0 municipio situa-se na zona do Golfao Maranhense, area

resultante de intenso trabalho de erosdo fluvial do quaterndrio antigo, posteriormente



colmatada, originando uma paisagem de planicies aluviais, ilhas, lagoas e rios divagantes. Os
solos sdao do tipo Latossolo Vermelho Amarelo, Solos Concressiondrios Lateriticos e Solos

Indiscriminados de Mangue™.

Os primeiros habitantes do municipio de Raposa-MA foram imigrantes cearenses que
se instalaram na ilha de Sao Luis por volta da década de 50 a busca de novas oportunidades de
emprego e, sobretudo, por conta da seca. Em 1994 o municipio foi emancipado através da Lei
N° 6.132 de 10 de novembro de 1994 a partir do desmembramento do municio de Pago do
Lumiar’ e atualmente é constituida por 16 povoados ¢ vilas.

Segundo o censo demografico estimado pelo IBGE* em 2005, o municipio de Raposa
conta com uma populacdo de 20.698 habitantes, concentrando 11.370 na area urbana e 9.328
na area rural, onde a atividade econdmica predominante é a pesca e o artesanato.

Os pontos de coleta de flebotomineos para a realizagao deste estudo foram as 14 vilas
do municipio de Raposa-MA que apresentaram notificacdo de casos de LVA entre 1997 a
2005, conforme o registro da Secretaria Municipal de Satde. Neste periodo, foram notificados
159 casos de LVA, distribuidos nas vilas Maresia, Boa Esperanca, Vila Nova, Bom Viver,
Piramide, Residencial Thalita, Caura, Alto da Base, Inhauma, Tapeua, Alto do Farol,
Cumbique, Sao Jodo e Aracagi (Figuras 1 e 2).

As vilas foram georreferenciadas com GPS (Global Positioning System) de 12 canais e
situam-se ao longo da rodovia MA-203 que interliga os municipios de Raposa e Sdo Luis. A
margem direita da rodovia situam-se as localidades Vila Nova, Bom Viver, Maresia, Vila
Piramide, Sao Joao, Thalita, Tapeua, Alto da Base, Cumbique, Boa Esperanca, Alto do Farol;

e a esquerda Aracagi, Inhatima e Caura (Figura 1).
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Figura 1: Imagem do municipio de Raposa-MA. Em destaque pontos de coletas de
flebotomineos (circulo branco) e rodovia MA-203 (linha amarela). Fonte:

Software Google Earth/2006.
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Figura 2: Numero de casos de LVA por localidade no municipio de Raposa-MA (1997-
2005). Fonte: Secretaria Municipal de Saude, 2006.



Coletas de flebotomineos

O estudo foi dividido em dois momentos. No primeiro, analisou-se a distribuicdo do
vetor no municipio, enfocando as localidades com a doenga desde os primeiros registros. Em
cada vila foram selecionadas quatro casas que continham abrigos de animais domésticos no
ambiente peridomiciliar, onde se procedeu a captura de flebotomineos. Armadilhas luminosas
tipo CDC (Center of Disease Control) foram instaladas das 18:00h as 6:00h no periodo entre

junho a outubro de 2005. As coletas resultaram em um esfor¢o de 672 horas trabalhadas.

Os espécimes coletados foram mantidos em freezer a - 7°C, transferidos para placas de
Petri e posteriormente montados em ldmina com Berleze. Para a identificacdo taxondmica

o 2
utilizou-se a chave proposta por Young ¢ Duncan”.

No segundo momento, realizou-se um estudo retrospectivo com dados coletados no
periodo de julho de 1996 a junho de 1998, quando foram registrados no municipio, 46 casos
de LVA. Dessa forma, pdde-se avaliar o padrao de ocorréncia sazonal do vetor em um
periodo de dois anos. Os espécimes foram capturados em abrigos de animais domésticos,

mensalmente, utilizando-se armadilhas CDC.

Em todas as localidades estudadas, em cada residéncia (n=56) aplicou-se um

questionario sobre a presenga de animais sinantrépicos nos arredores do domicilio.

Os dados meteorologicos do periodo de estudo foram obtidos no Departamento de

Controle do Espaco Aéreo do Comando da Aerondutica.
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Analise dos dados

Utilizou-se o teste ndo paramétrico do x* (qui-quadrado) para analisar a diferenca entre
as propor¢des de machos e fémeas e a correlacio de Spearman para analise da freqiiéncia
mensal de espécimes, valores médios da temperatura, umidade relativa do ar e valores

absolutos da precipitagcdo pluviométrica.

RESULTADOS

Distribuicdo geografica

Na primeira fase do estudo, foram capturados 773 espécimes de L. longipalpis, sendo
30,5% fémeas e 69,5% machos e estas diferencas foram estatisticamente significativas (y° =
60,912; p < 0,05; GL=1). As capturas foram positivas em 10 dentre 14 localidades estudadas,
sendo negativas nas vilas Boa Esperan¢a, Inhatima, Pirdmide e Sdo Jodo (Tabela 1). A
freqliéncia de espécimes foi maior nas vilas Aracagi (27,8%), Thalita (21,9%) e Alto do Farol
(18,8%), representando 68,4% do total de individuos coletados.

L. longipalpis esteve presente em localidades que apresentam diferentes fisionomias,
particularmente vilas cercadas com vegetacdo tipica de mangue (vila Maresia, Inhauma,
Itapeud, Caura, Alto da Base), areas de mata secundéria ou capoeira (Vila Nova, Bom Viver,
Thalita, Alto do Farol, Cumbique, Boa Esperanga, Sdo Jodo, Pirdmide) além de outras
localidades de coloniza¢do bastante antiga, onde se encontram resquicios de babacguais e

jucarais e freqiiéncia de plantas arbdreas cultivadas (Aracagi) (Figura 3).
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Tabela 1: NUumero de espécimes de L. longipalpis coletados no

ambiente peridomiciliar em 14 pontos de coleta no municipio de

Raposa-MA
L. longipalpis Total
LOCALIDADES ~
Macho Fémea N absolutos %

Maresia 20 11 31 4,01
Thalita 140 29 169 21,87
Aracagi 114 101 215 27,81
Alto da Base 54 20 74 9,57
Inhatima 0 0 0 0
Piramide 0 0 0 0
Boa Esperanca 0 0 0 0
S. Joao 0 0 0
Alto do Farol 115 30 145 18,76
Cumbique 5 12 1,55
Bom Viver 27 8 35 4,53
Vila Nova 8 4 12 1,55
Itapeua 35 19 54 6,99
Caura 17 9 26 3,36

Total 537 236 773 100%
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Figura 3: Caracterizacao das localidades selecionadas para a coleta de flebotomineos no

municipio de Raposa-Maranhao, Brasil.



Distribuicio sazonal

Na segunda fase, foram coletados 26.893 espécimes, sendo 11.498 fémeas (42,8%) e
15.395 machos (57,2%). A andlise estatistica demonstrou diferencas significativas entre estas
propor¢des demonstrando o predominio de machos sobre o nimero de fémeas (3= 283,842;
p<0,05; G.L=1).

L. longipalpis esteve presente durante todos os meses do ano, com maior freqiiéncia
entre os meses de marco (20,6%) e abril (38,7%) (Tabela 2). Considerando a distribui¢do de
individuos por estagdo, verificou-se maior freqiiéncia no periodo chuvoso (85,9%) em relagao
a estiagem (14,1%). Essas diferencas foram estatisticamente significativas (y* = 7959,301; p
<0,05; GL=1).

Tabela 2: Frequéncia mensal de Lutzomyia longipalpis capturados entre julho de 1996 a

junho de 1998 na localidade Bom Viver municipio de Raposa-MA

ESTACAO
, ESTIAGEM CHUVOSA TOTAL
PERIODO AMBIENTE
J A S O N D J F M A M ]
Intra’ 15 8 2 52 47 6 |257 49 194 237 372 32 1271
1996/1997 ,
Peri 277 86 233 106 95 265 | 682 342 1503 3343 1018 223 8173
Intra 51 49 80 32 143 74 | 91 129 411 243 331 102 1736
1997/1998
Peri 386 65 93 74 390 1162|1234 798 3446 6586 750 729 15713
Total n* 729 208 408 264 675 1507|2264 1318 5554 10409 2471 1086 26893
ota
Qx> 27 08 15 10 25 256| 84 50 2065 387 92 40 1000

1-intradomicilio; 2 — peridomicilio. * niimeros absolutos; ** percentuais. Fonte: LEV/UFMA e FNS, 1998.

Quanto a distribui¢do dos espécimes por ambiente de captura (Tabela 3), observou-se
diferencgas significativas (X2= 232,764; p< 0,05; GL = 1), indicando maior freqiiéncia no
ambiente peridomiciliar (88,8%) em relacdo ao intradomiciliar (11,2%). Esta tendéncia
refletiu em todos os meses estudados exibindo diferencas significativas entre os dois periodos

de estudo (*= 232,764; p< 0,05; GL=1 ¢ y’= 6667,442; p< 0,05; GL=1).
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Tabela 3: Distribuicdo de Lutzomyia longipalpis conforme ambiente de captura, na

localidade Bom Viver, municipio de Raposa-MA

1996-1997 1997-1998

MESES PERI INTRA PERI INTRA TOTAL
F M F M F M F M n* 0%p*

JUL 100 177 7 8 120 266 28 23 729 2.7
AGO 37 49 4 4 30 35 18 31 208 08
SET 97 136 2 0 27 66 25 55 408 15
ouT 39 67 21 31 22 52 13 19 264 1,0
NOV 26 69 18 29 132 258 53 9 675 25
DEZ 114 151 0 6 334 828 22 52 1507 5.6
JAN 316 366 42 215 334 900 70 21 2264 84
FEV 120 222 20 29 253 545 38 91 1318 5,0
MAR 747 756 50 144 1526 1920 189 222 5554 20,6
ABR 1760 1583 73 164 3313 3273 101 142 10409 38.7
MAI 360 658 134 238 229 521 115 216 2471 92
JUN 106 117 7 25 259 470 47 55 1086 4,0
g N* 3822 4351 378 893 6579 9134 719 1017 26893 100,0

= %* | 142 162 1,4 33 245 339 27 38 100,0

Fonte: Laboratorio de Entomologia e Vetores/UFMA e FNS, 1998.

A andlise da correlagdo de Spearman nao demonstrou relagdo direta entre a freqiiéncia
mensal de espécimes e valores médios de temperatura (rs = - 0.7951; p = 0.0020) para o
primeiro periodo de coletas, ao contrario do resultado obtido para o segundo periodo (rs =

0.1051; p=0.7452) (Figura 4).

A correlacdo foi positiva entre a freqiiéncia mensal de espécimes e valores médios de
umidade relativa do ar para os dois periodos de coleta (rs = 0,7972; p = 0,0019; rs = 0,7509; p
= 0,0049) bem como, entre a freqiiéncia mensal de espécimes e a precipitacdo pluviométrica

(rs = 0,8056; p=0,0016; rs = 0,8803; p = 0,0002) (Figura 4).
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Ao analisar a distribuigdo de fémeas de L. longipalpis ¢ o numero de casos de LVA no
ano de 1997, observa-se maior densidade do vetor (88,9%) no periodo que antecede o registro

de maior numero de casos de LVA.

100 - 88.9
80 1 66.7
60 -
40 -
20 - 11.1
. I
Flebotomineos (%) Casos de LVA (%)

‘ £ chuvoso m estiagem

Figura 5: Distribuicdo sazonal de fémeas de Lutzomyia longipalpis e n° de casos de LVA
notificados. Fonte: Laboratorio de Entomologia e Vetoress’UFMA e Secretaria
Municipal de Saude, 1997.

Abrigos de animais domésticos e ocorréncia de animais sinantrépicos

Os 56 domicilios visitados apresentavam abrigos de animais domésticos no ambiente
peridomiciliar, destacando uma freqii€ncia superior para galinheiros/poleiros (85,71%) em
relacdo aos demais abrigos, tais como, currais (5,36%), chiqueiros (5,36%) e canil (3,57%).

Ao questionar os moradores sobre a ocorréncia de animais silvestres nas proximidades
do ambiente peridomiciliar foram mencionados: roedores (35,4%), marsupiais (33,8%),

raposas (15,4%), ndo souberam dizer (13,8%) e outros (1,5%).
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que L. longipalpis encontra-se
amplamente distribuido no municipio de Raposa, onde foi registrado na maioria das vilas
estudadas, sendo representativa a sua presenca nos ambientes peridomeésticos, bem como no
ambiente domiciliar, assim como observado por Aratjo™® e Dias'’.

A auséncia de L. longipalpis nas vilas Sao Jodo, Piramide, Boa Esperan¢a e Inhaima ¢
curiosa, posto que se trata de locais com notificacao recente de casos de LVA. Vale ressaltar,
que na ocasido do registro de casos ndo foi realizado o estudo entomolégico que justificasse a
transmissdo da doenca, portanto ndo se dispoe de dados para afirmar se os casos eram ou nao
autoctones. Do mesmo modo, ndo se sabe se 0 inseto estava ou ndo presente no momento em
que os casos foram notificados. Na literatura existe relato de casos da doenga sem a presenga
de L. longipalpis®’, mas independente disso sabe-se que a abundéancia do vetor pode variar de
acordo com a fase lunar’, periodo do ano, condigdes ambientais, a escolha dos locais para
instalacdo das armadilhas, desinfec¢do das areas®', dentre outros. A auséncia do vetor nos
locais de coleta pode ter sido uma condicdo fortuita daquele momento, nao significando,
portanto, a sua auséncia nas localidades. Novos inquéritos devem ser levados a efeito para
confirmacao.

No municipio de Raposa, L. longipalpis encontra-se presente em todos os meses do
ano predominando na estagio chuvosa, corroborando os resultados de Aratjo*® em Vila Nova
(Raposa-MA) e em outras localidades vizinhas®>. No entanto, este padrdo de distribuigdo
sazonal pode variar para outros municipios e a abundancia relativa de flebotomineos pode ser

: r . 12 4
maior no periodo da estiagem”'**>~*.
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A precipitagdao pluviométrica e a umidade relativa do ar exerceram influéncia sobre a
freqiiéncia mensal de espécimes de flebotomineos, conforme demonstrada em varias areas do
5 912 . 11,35

Estado do Maranhdo™ “, assim como em outros estados” .
Os estudos classicos descrevem a ocorréncia L. longipalpis em areas urbanas ou rurais

comumente situadas em zonas aridas e semi-aridas'®!!

. No entanto, percebe-se que L.
longipalpis tem ocupado diversos ecossistemas brasileiros, assim como a caatinga’®, floresta
amazonica’, pantanal — matogrossense’ e os cerrados””’. Ximenes®® em um trabalho sobre a
distribuicdo de flebotomineos no Rio Grande do Norte, demonstraram a ocorréncia de L.
longipalpis do litoral a zonas do semi-arido do estado.

Embora os estudos sobre a distribuigdo de L. longipalpis sejam numerosos, a maioria
relata a ocorréncia destes insetos em apenas uma area fitogeografica. Os estudos conduzidos
por Rebelo'? demonstram a ocorréncia de L. longipalpis em areas de transicdo entre o semi-
arido e a floresta Amazodnica no estado do Maranhdo. Adicionalmente, Dias-Lima®
notificaram a ocorréncia deste vetor em areas de transi¢do entre a caatinga e a floresta
tropical.

No municipio, ainda s3o preservados alguns costumes peculiares de areas rurais, como
a existéncia de abrigos de animais domésticos no ambiente peridomiciliar. A adaptagdo de L.
longipalpis ao intra e peridomicilio tem sido relatada em diversos trabalhos'™" baseado
apenas na presen¢a freqliéncia de adultos do vetor nesses ambientes, pois o encontro das
formas imaturas ndo tem sido bem sucedido®. Em adico, o encontro do vetor em ambientes
florestais® ou nas capoeiras® adjacentes suscitou a hipotese de que o peridomicilio nio
constitui criadouro natural. Desta forma, Lainson ¢ Rangel*® questionam se a densidade do
vetor ocorre em virtude da migragdo de areas silvestres ou do estabelecimento de area

secundarias para a realizagdo do repasto sanguineo. Por outro lado, estudos sucessivos

realizados em dareas peri-urbanas, semi-urbanas ou mesmo urbanos, distantes de vegetacao

20



natural, tém revelado a presenca do vetor em maior ou menor grau de densidade®®*2. Assim,
estudos mais aprofundados devem ser feitos, no sentido de elucidar essas questoes.

Forattini"® demonstrou que a densidade populacional de L. longipalpis ¢ afetada pelas
condi¢gdes do peri-domicilio e, associada com a presenga de animais domésticos, eleva-se
consideravelmente o risco de transmissdo de Le. chagasi®.

Neste estudo, constatou-se o predominio de galinheiros/poleiros em relagdo aos
demais abrigos de animais domésticos, tais como canil, estribaria e chiqueiro. Enfatizando
estes achados Dias'’, Ximenes*' e Barata** demonstraram a preferéncia alimentar de L.
longipalpis por aves e, seus abrigos no peridomicilio sdo importantes para a manutengao da
populagdo de vetor no ambiente domiciliar'®.

Varios estudos tém contribuido para o conhecimento da ecologia de L. longipalpis na
ilha de Sdo Luis. A maioria deles envolve investigagdes sobre a sua ocorréncia, determinagao

. . ~ . o eqe 12.18.2 2
da fonte alimentar e associacdo com ambiente domiciliar'>'***?

. Neste estudo, analisando a
distribuicdo mensal de LVA em Bom Viver ¢ a freqiiéncia de fémeas de L. longipalpis em
1997, observou-se que no periodo que antecede o registro de casos, hd uma maior densidade
do vetor. Considerando que a doenga apresenta um periodo de incubacdo de 2 a 6 meses,
dependendo de fatores imunolédgicos do paciente’, podemos afirmar que este periodo de maior
densidade vetorial corresponde ao periodo onde possivelmente ocorre a transmissdo de Le.
chagasi. Estes aspectos foram relatados nos estudos de Thompson™ que relacionaram a média
de precipitagdo anual com a notificacdo de casos no municipio de Canindé-CE.

Conforme a Secretaria Municipal de Saude (SMS) dentre os nove anos de notificacio
de LVA, as localidades Vila Nova e Bom Viver contribuiram com 49% (79/161) do total de
casos notificados entre 1997 ¢ 2005. Em 1997 as tnicas localidades com LVA foram Vila

Nova e Bom Viver, e a partir de 1998 os casos expandiram-se para outras cinco vilas (Alto do

Farol, Cumbique, Inhauma, Tapeua e Boa Esperanca) somando-se posteriormente a estas,
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Aragagi, Piramide, Caura, onde até o término do ano de 2005 a patologia atingiu Maresia, Sao
Jodo, Alto da Base e Thalita, totalizando 159 casos notificados.

De acordo com Patz' a distribuicio e o comportamento de parasitas, hospedeiros e
vetores sao modificados pela agressdo aos ecossistemas naturais, especialmente o
desmatamento e o uso exaustivo dos recursos naturais, fato observado com o processo de
urbanizac¢do da LVA, onde a adaptagdo de L. longipalpis ao ambiente urbano contribui para a
manuten¢do da infeccdo. Nesta perspectiva, o efeito da degradagdo ambiental sobre a
abundancia e diversidade de flebotomineos foi demonstrado por Travi em um estudo
realizado na Colombia. Os pesquisadores notificaram maior abundancia de espécimes e
biodiversidade em areas preservadas quando comparadas a ambientes degradados. Fato
contrario foi demonstrado em relagdo a L. longipalpis que predominou em ambientes
degradados, o que indica a sua adaptacio a 4reas sujeitas a interven¢io humana. Ximenes®®
citam que L. longipalpis ¢ o flebotomineo mais adaptado a mudancas ambientais.

A participacdo de reservatorios silvestres na manutengdo da LVA na area peri-urbana
do municipio de Raposa nido pode ser descartada uma vez que moradores alegam ser
freqiiente a observagdo de raposas e marsupiais didelfideos no entorno da cidade. Lima*
notificaram a presenga de Cerdocyon thous vivendo em grande proximidade a ambientes
humanos, onde L. longipalpis corresponde a 90% dentre as espécies de flebotomineos™. Estes
elementos associados a detec¢do de anticorpos anti-saliva de L. longipalpis em espécimes de
C. thous* indica que estes animais ocupam o mesmo ambiente, reforcando a hipotese de
transmissdo silvestre em ambiente periurbano.

Em sintese, este estudo demonstrou que L. longipalpis encontra-se amplamente
distribuido no municipio de Raposa, considerando a sua distribui¢do em pontos centrais e

periféricos do municipio que desde o ano de 1997 vém registrando casos autdctones.
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A abundancia de L. longipalpis no ambiente peridomiciliar de aglomerados urbanos e,
sobretudo na estacdao chuvosa, indica que estes fatores sdo criticos para o risco em adquirir a
infeccdo, onde um grande numero de pessoas encontra-se expostas a LVA, tornando
imprescindivel a efetivacao das propostas de controle vetorial.

As informagdes sobre a distribui¢do de L. longipalpis podem auxiliar na defini¢ao das
areas de risco contribuindo para os procedimentos de controle. Contudo, para um melhor
entendimento da dinamica da doenga, ha necessidade de estudos posteriores que busquem
elucidar os focos naturais da doenga, bem como compreender o papel dos demais

reservatorios possivelmente envolvidos na transmissao.
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RESUMO

A leishmaniose visceral americana ¢ causada pela Leishmania chagasi e seu agente
transmissor, sdo fémeas infectadas de Lutzomyia longipalpis que realizam repasto sanguineo
em mamiferos. Andlise molecular por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi aplicada
para determinar a taxa de infec¢do natural de L. longipalpis por Le. chagasi em localidades de
ocupacao humana antiga e recente, na ilha de S3o Luis. A partir de uma amostra de 800
fémeas coletadas no periodo de marco a agosto de 2005 foi possivel determinar taxas de
infeccdo natural equivalente a 1,25% em uma localidade de colonizacdo antiga, e 0,25% em
duas localidades de colonizagdo recente. A infeccdo foi detectada nas duas localidades
independente do nimero de casos humanos de LVA notificados, o que demonstra que outros
elementos que modulam a infec¢cdo no meio natural precisam ser investigados. Os resultados
obtidos confirmam a PCR como uma técnica especifica e uma importante ferramenta para as

acOes em vigilancia epidemiologica.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis; Leishmania chagasi; Infec¢do natural, analise

molecular.
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ABSTRACT

American visceral leishmaniasis (AVL) is caused by Leishmania chagasi. The female of
Lutzomyia longipalpis is infected by vector when they feed in mammals. Molecular analysis
by polymerase chain reaction (PCR) was applied to determine the natural rate infection of L.
longipalpis by Le. chagasi in places of old occupation and recent human being, in Sao Luis
island. From a sample of 800 females collected in the period from March to August in 2005
was possible to determine rates of natural infection equivalent 1.25% for Pregueira, locality of
old settling, and 0.25% for the Maresia/Thalita villages, localities of recent settling. The
infection was detected in the two localities independent of the number of human AVL cases
notified, what it demonstrates that other elements that modulate the infection in the natural
way, need to be investigated. The obtained results confirm the PCR as one specific technique

and an important tool for actions in epidemiologist monitoring.

Key-word: Lutzomyia longipalpis; Leishmania chagasi; Natural infection, molecular

analyzes.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral ¢ uma infeccdo sistémica causada por varias espécies do
protozoario Leishmania, configurando-se como uma das principais endemias mundiais'. Nas
Américas, também denominada leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar
neotropical, é causada pelo protozoario Leishmania chagasi e transmitida no momento do
repasto sanguineo do diptero Lutzomyia longipalpis®.

Alguns mamiferos domésticos e silvestres constituem fontes de infeccdo e
disseminag¢do da doenga, tais o como canideos domésticos (Canis familiaris) e silvestres
(Cerdocyon thous e Lycalopex vetulus), e marsupiais (Didelphis marsupialis e D.
albiventris)**° No Brasil, ¢ uma doenga endémica e encontra-se amplamente distribuida com
maior incidéncia na Regido Nordeste que concentra 92% dos casos registrados, seguida pelas
regides Sudeste (4%), Norte (3%), e Centro-Oeste (1%)” .

Depois da descricdo de Le. chagasi como agente etiologico da LVA, a posi¢ao
taxonomica desta espécie tem sido motivo de controvérsia devido a similaridade com Le.
infantum Nicole 1908, uma espécie do Mediterrdneo. Lainson e Shaw®’ afirmam que a
separagdo das espécies ndo exclui a presenca de Le. infantum no Brasil. Com o advento das
técnicas moleculares, muitos pesquisadores passaram a usa-las para estudar a taxonomia
destas duas espécies, dentre eles, Rodriguez® demonstraram a ocorréncia de Le. infantum em
uma area endémica de LVA na Venezuela, destacando uma homologia maior entre esta
espécie e Le. infantum do Velho Mundo quando comparada a Le. chagasi.

Na ilha de Sao Luis o vetor ¢ bastante comum e pode ser encontrado em areas rurais,
bem como nos bairros periféricos, geralmente associados a inimeros abrigos de animais,

. . . . . ~ 10-1
particularmente galinheiros, sendo menos freqiientes dentro de habitacdes humanas™'®"’.
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Contudo, exemplares desta espécie também tem sido encontrado alimentados com sangue
humano em habitacdes de localidades semi-urbanas .

A determinacgao das taxas de infec¢do natural de flebotomineos em areas endémicas e
a identificacdo das espécies de Leishmania constituem uma importante ferramenta para os
estudos epidemiologicos das leishmanioses e de competéncia vetorial.

Os métodos mais comumente utilizados para a investigacdo em laboratorio sdo
pesquisas de parasitas in loco, apos a dissecagdo do trato digestivo destes insetos para
visualizagdo de promastigotas, seguido de semeio em meio de cultura ou inoculagdo em
animais de laboratorio’”. No entanto, esse procedimento ¢ extremamente dependente da
habilidade e técnica do pesquisador, além de consumir maior tempo para a sua realizagdo e
nao permite a identificag¢do especifica do parasita.

Nos tltimos anos o emprego de técnicas moleculares, tais como a reacdo em cadeia
da polimerase — PCR, tem sido proposta em virtude da alta especificidade e sensibilidade
estimada em 94%?. Desta forma, quando aplicada ao diagnodstico de infec¢do natural, a
técnica independe do nimero de parasitas presentes na amostra, estagio de desenvolvimento e
localizagdo. Apesar destas vantagens os trabalhos ainda sdo escassos, certamente, por conta
dos custos em adotar estas ferramentas.

A PCR tem sido aplicada para o diagnostico das espécies de Leishmania, detecgio do
parasito em pools (grupos) de espécimes de flebotomineos e para a analise de polimorfismos
entre populacdes de L. longipalpis'®2°.

Para a andlise de infecgdo por cinetoplastideos a PCR tem como alvo seqiiéncias do
cinetoplasto (KDNA), organela exclusiva destes protozoarios dispostas em dois tipos de DNA
circular, os maxicirculos e aos minicirculos®'.

Embora os minicirculos sejam substancialmente diferentes na seqii€éncia de

nucleotideos em relagdo aos maxicirculos, estas estruturas contém curtas seqiiéncias
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conservadas com funcdo aparente na edicdo do RNAm funcional da célula 2133 Tniciadores

(primers) construidos a partir destas seqiiéncias tém sido utilizados para detectar espécies do

24,25 23,26

género Leishmania™, assim como membros dos complexos braziliensis e donovani
Desta forma, primers desenhados a partir de uma regido conservada do minicirculo, tem
grande vantagem no processo de deteccdo da taxa de infec¢do por constituirem cerca de 90%
KDNA*"?,

Apesar da importancia desta ferramenta, ndo hé trabalhos no estado do Maranhao
com o propoésito de estudar infecgdo de L. longipalpis, tendo-se conhecimento apenas do
estudo de Pereira *° que determinou a taxa de infec¢do minima para L. whitmani em uma area
de transmissio de leishmaniose tegumentar americana (LTA) e Balbino® que empregaram a
RAPD — PCR para a analise de polimorfismo entre populagdes de L. longipalpis.

Diante do exposto, este trabalho visa determinar a taxa de infec¢do natural de L.

longipalpis em areas de colonizacdo antiga e recente, situadas na ilha de Sao Luis-MA, bem

como associar a taxa de infecgdo detectada com o nimero de casos notificados.

MATERIAL E METODOS

Areas de estudo

Foram selecionadas duas areas para a realizagdo do estudo, Precueira uma localidade
rural do municipio de Sdo José de Ribamar, constituindo-se como area controle e as Vilas
Maresia e Thalita aglomerados semi-urbanos do municipio de Raposa, que no periodo do
estudo (marco a agosto de 2005) apresentaram trés casos de LVA. Todas as localidades
situam-se na Ilha de Sdo Luis-MA, no litoral setentrional brasileiro a 2°32’S e 44°43°W,

conforme figura 1.
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Figura 1. Municipios que integram a ilha de S&o Luis e areas de estudo. Fonte: Dias

et al. (2003).

O clima da ilha ¢ tropical mesotérmico e imido, com duas estagdes bem definidas, a
chuvosa de janeiro a junho, que concentra em média 94% do total anual das chuvas; e a
estagdo de estiagem, de julho a dezembro, concentra apenas 6%. O total pluviométrico ¢
elevado (1.900mm) e as temperaturas sao elevadas durante o ano todo (26°C em média) com
variagio anual pequena’’. A cobertura vegetal encontra-se bastante modificada,

predominantemente constituida por mata secundaria e fisionomicamente ainda marcada pela

presenca de babaguais®'

A localidade Pregueira constitui uma area de colonizacao antiga, situada na zona rural

do municipio de Sao José de Ribamar-Maranhdo, cujos limites sdo o Oceano Atlantico (ao
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norte), os municipios de Paco do Lumiar e Raposa (a oeste), a baia de Sao José (ao leste) e o
municipio de Sdo Luis (ao sul)*’. O municipio abrange uma area de 386 km®, conta com uma
populacdo de 107.384 habitantes sendo 80.139 na zona rural’’. Conforme o Servigo de

Vigilancia Epidemioldgica (SIVEP)* a localidade de Preigueira possui 888 habitantes.

As localidades de Vila Maresia ¢ Residencial Thalita constituem areas de coloniza¢ao
recente (cerca de 5 anos). Estdo situadas no municipio de Raposa-MA, limitando-se ao norte e
a oeste com o Oceano Atlantico, ao sul e leste, com o municipio de Pago do Lumiar®®. O
municipio abrange uma area de 64 km” e conta com uma populagdo de 20.044 habitantes,
sendo que 11.370 situam-se na area urbana e destes 19,3% (2.190 hab) dispdem-se nas vilas
Maresia e Thalita®'~.

As figuras 2 ¢ 3 mostram as areas selecionadas para o estudo e os diferentes padroes

de organizacdo populacional nestas areas de colonizacdo antiga (Precueira) e recente (Vilas

Maresia e Thalita).

“Google

Image €'2006 DigitalGlobe
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Figura 2: Em circulo, comunidade de Precueira, zona rural do municipio de Sao
José de Ribamar-MA. Fonte: Software Google Earth, 2006.
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Coletas

Para a realizagdo das coletas, foram selecionados domicilios positivos para a
presenca de flebotomineos e, mediante autorizagdo do proprietario, foram instaladas
armadilhas luminosas tipo CDC (Center of Disease Control) posicionadas em abrigos de
animais domésticos no peridomicilio a 1,5 metro de altura em relagdo ao solo, das 18:00 as
6:00 horas.

Os exemplares coletados foram mantidos no freezer sob temperatura de -7°C e
posteriormente triados sob estereomicroscopio conforme sexo e caracteres morfologicos
externos.

Para o estudo de infec¢do natural foram selecionadas as fémeas de L. longipalpis,
mediante utilizagdo de caracteres morfologicos especificos, confirmados por dissecagdo das
espermatecas. As fémeas foram agrupadas em lotes de 10 espécimes (pool) e mantidas em
freezer a — 20°C até o processo de extragdo de DNA. Os machos foram clarificados e

identificados taxonomicamente conforme Young e Duncan® e estocados em etanol a 70%.
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Extracdo de DNA e PCR

* modificado

O processo de extragdo de DNA, realizado conforme Mukhopadhyay *
por Pereira %°, consiste no aquecimento dos pools por 10min a 95°C com 20ul de tamp3o STE
(NaCl 0,1 M; 10mM Tris-HCI pH 8,0; ImM EDTA) seguidos de maceragdo e acréscimo de
tampao STE até completar o volume de 50ul. As amostras foram centrifugadas a 12.000 RPM
(rotagdes por minuto) por 2 minutos e o sobrenadante transferido para um novo tubo.

Para amplificacdo da regido conservada do minicirculo foram utilizados primers
especificos para L. chagasi (infantum): RV1 (sense): 5’-CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-
3’ ¢ RV2 (antisense): 5’- GGTTCCTTTCCTGATTTACG-3’ segundo Le Fichoux™. A reagio
ocorreu conforme Lachaud®*, com denaturagdo a 94°C por 4 minutos, 40 ciclos de 94°C por
30 segundos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 90 segundos e extensao final de 72°C por 10
minutos.

O volume final da reacao foi de 50ul composto por Sul de DNA genoémico, Tampao
para PCR 1x (Invitrogen), 0,6mg/ml de albumina soro bovino (ABS), 200uM de cada dNTP,
3,0mM de MgCl,, 50pmol de cada primer, 1,5 U de Taq DNA polimerase. A PCR foi
realizada em MJ Research PTC-100 (Peltier Thermal Cycler) tendo como controle positivo
186ng de DNA de Le. chagasi (MHOM/BR2000/MERZSTRAIN) obtidos do Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM/ FIOCRUZ-BA) e para controle negativo dgua ultrapura.

Os controles foram utilizados a cada 10 amostras analisadas.

Eletroforese
Os produtos obtidos com a PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a

2% em tampao TBE 1x, sob uma voltagem de 5v/cm seguidos por visualizagdo a luz
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ultravioleta pela adigdo de brometo de etidio. Posteriormente, os géis visualizados sob

transiluminador (Stratagene Eagle Eye II) foram fotodocumentados.

Calculo da taxa de infeccdo natural minima

A taxa de infeccdo minima foi calculada de acordo com a férmula: MR (minimal
rate)= numero de grupos (pools) positivos x 100/nimero total de insetos, proposta por
Paiva®®. Para analise estatistica entre as taxas de infec¢do natural obtidas, aplicou-se o teste

ndo paramétrico do y* (qui-quadrado).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados 3.236 espécimes de L. longipalpis, sendo 800 fémeas e 2.426
machos. As fémeas utilizadas para o estudo de infec¢do natural totalizaram 40 pools para cada
area estuda (Tabela 1).

Conforme a figura 3, os produtos de amplifica¢do apresentaram um padrdo de bandas
de 145pb compativeis com o fragmento produzido pelo controle positivo. Desta forma a taxa
de infec¢ao minima por Le. chagasi foi de 1,25% para a localidade de Pregueira (que exibiu

positividade em 5 pools) e 0,25% para o municipio de Raposa, com positividade em 1 pool.

Tabela 1: Namero de espécimes de L. longipalpi e taxa de infeccdo natural determinada

para areas de colonizagao antiga e recente na ilha de S&o Luis-MA.

o Taxa de
Localidades Esforgo de N° de espécimes N de Pools infeccao
coletas (hs)* +
M F (%)
Preigueira 1.118 1.509 400 5 1,25
Maresia/Thalita 1.584 927 400 1 0,25

* Numero total de horas trabalhadas
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Figura 3. Produtos de amplificacdo para Le. chagasi (infantum), detectadas
em fémeas de L. longipalpis. A: marcador de peso molecular 100pb; B:
controle negativo; C; J e M: poco vazio; D a |: amostras positivas; L: controle

positivo.

A andlise estatistica ndo demonstrou diferengas significativas entre as taxas de
infeccao natural detectadas (x2 =0,1050; p > 0,05; GL=1).

A PCR tendo como base a utilizacio de marcadores construidos a partir dos
minicirculos do KDNA constitui um método ideal para a analise de infecgdo natural por
Leishmania em flebotomineos, e tem sido utilizada devido ao elevado niimero de cépias
destas moléculas por parasita, conferindo maior sensibilidade quando comparada aos métodos
tradicionais como a dissecagdo para visualizacdo de formas promastigotas.

Lachaud® ao avaliarem seis métodos de PCR a partir de amostras de sangue
periférico de cdes acometidos por LV, demonstraram que os primers derivados do KDNA
(dentre eles 0 RV1 e RV2 utilizados neste estudo) mostraram-se mais sensiveis e especificos,

quando comparados aqueles derivados de DNA gendmico. As reagdes que utilizaram os
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primers RV1/ RV2 e K13A/K13B, foram capazes de detectar infecgdo em 100% das amostras
positivas por sorologia, com uma sensibilidade de 10™* parasitas por tubo de reacio.

Vale ressaltar que na localidade Preigueira o tunico caso de LVA registrado data de
1982 e os dados disponiveis nao sdo suficientes para confirma-lo como autdctone. Entretanto,
para as vilas Maresia e Thalita, compreendidas em areas de transmissdo ativa de LVA, no
periodo do estudo foram notificados trés casos da doenca®’.

As taxas de infecgdo obtidas neste trabalho mostraram-se proximas as detectadas por
outros estudos de infec¢do natural em flebotomineos através da PCR, dentre eles, Miranda® e
Pereira®, que detectaram uma taxa de infec¢do natural para L. whitmani equivalente a 0,74%
e 0,8%, respectivamente, ambos em comunidades rurais endémicas de LTA. Um fato a se
considerar ¢ que embora estas localidades sejam predominantemente rurais, todas se situam
em areas endémicas de LTA, diferente do fato observado em Pregueira, que embora
desprovida de casos recentes de LVA, exibiu taxa de infec¢do natural similar as areas
endémicas.

O estudo pioneiro de Ryan e Brazil’® na ilha de Sdo Luis demonstrou uma taxa de
infec¢do natural por Leishmania equivalente a 1,8% em 327 fémeas de L. longipalpis
analisadas, ao empregarem o método classico de dissecacdo do trato digestivo do vetor.
Embora as taxas de infeccdo sejam proximas as detectadas neste estudo, vale ressaltar que os
métodos empregados diferem, uma vez que a PCR constitui um método de extrema
sensibilidade e especificidade quando comparados a dissecagao.

Miranda® e Pereira®, que detectaram uma taxa de infec¢do natural para L. whitmani
equivalente a 0,74% e 0,8%, respectivamente, ambos em comunidades rurais endémicas de
LTA. Um fato a se considerar ¢ que embora estas localidades sejam predominantemente
rurais, todas se situam em areas endémicas de LTA, diferente do fato observado em Precueira,

que embora desprovida de casos recentes de LVA exibiu expressiva taxa de infec¢do natural.

41



Dentre os trabalhos cuja anélise de infec¢ao natural de flebotomineos foi baseada na
técnica de PCR em areas rurais e urbanas, Gomez-Saladin e colaboradores®” detectaram uma
taxa de infecgdo natural por Leishmania sp de 1,11% (1/90) e 4,92% (6/122),
respectivamente. Estes autores demonstraram que areas rurais apresentaram a menor taxa de
infec¢do, ao contrario de areas urbanas. Estas observagdes diferem deste estudo e embora as
taxas detectadas por estes autores tenham sido elevadas, vale ressaltar que o tamanho da
amostra empregada foi inferior quando comparado as apresentadas neste estudo, além de
permanecerem obscuros os dados referentes a dinamica de ocupacao espacial.

Aransay’' detectaram através da técnica de seminested PCR, uma taxa de infecgdo
natural de flebotomineos do género Phlebotomus, equivalente a 5,4% em sete localidades
endémicas de LV em Atenas, Grécia. Esta taxa de infec¢do pode ser atribuida a fatores como,
analise de espécimes individualmente para o estudo de infecgdo ¢ maior especificidade e
sensibilidade da reacdo, uma vez que a técnica de seminested PCR utiliza como DNA-molde
um produto de uma amplificagdo anterior. Analogamente, Jorquera*> ao empregarem o PCR
multiplex, obtiveram taxas de infec¢do para L. ovalesi e L. gomezi equivalentes a 1,5% e
0,64% utilizando primers simultaneamente para os subgéneros Viannia e Leishmania.

Michalsky'’, em um estudo de infecgdo experimental com flebotomineos, utilizando
primers género-especificos e complexo-especifico detectaram taxas de infec¢do por PCR
equivalentes a 87% para L. longipalpis infectados por Le. chagasi. Em adigdo, Cabrera™
obtiveram uma taxa de infeccdo de 100% em hamsters experimentalmente infectados. Estes
trabalhos experimentais demonstram a elevada suscetibilidade do vetor e a sensibilidade e
especificidade do método.

Miranda® demonstraram que o indice de infecgdo natural de flebotomineos por
promastigotas de Leishmania em focos endémicos de LTA, ¢ baixo variando entre 0 a 1,19%.

Desta forma, o indice de infec¢do natural ndo justifica a alta taxa de transmissdo da doenga

42



em areas endémicas. Estes dados corroboram com a taxa de infec¢dao natural obtida para as
vilas Maresia e Thalita e indicam que outros fatores precisam ser investigados quanto a
endemicidade encontrada nas areas de ocupacdo recente. Diversos elementos podem estar
associados as diferentes taxas de infec¢ao natural detectadas e a notificacao de casos humanos
da doenga, destacando-se os fatores ambientais, imunologicos e genéticos.

Quanto aos fatores ambientais, em localidades rurais a dinamica da ocupagdo dos
espacos ¢ o modo de vida da populacdo contribui para a formag¢do de comunidades ecoldgicas
estaveis. Estes fatores contribuem para a manuten¢do dos ecétopos naturais do vetor, dos
reservatorios e conseqiientemente do parasita. Vale ressaltar, que em tais ambientes as
agressoes antropicas sdo minimas, de forma a manter o ciclo natural do parasita, ndo
culminando na ocorréncia de casos de LVA em Pregueira. Por outro lado, modifica¢des
drésticas nas condi¢des ambientais causadas pela destruicdo de habitats, com a associagdo
entre desmatamento/processo de urbanizagdo e a migragdo dos grupos populacionais,
conforme observada nas Vilas Maresia e Thalita, devem influenciar nos elementos da cadeia
epidemioldgica da doenca®’. A desestabilizagdo dos ecOtopos naturais resultaria em um
desequilibrio entre populagdes de vetor, reservatdrios e parasitas, favorecendo a aproximagao
destes elementos com as populacdes humanas. Estes processos podem estar associados a
emergéncia de doencas, particularmente as que possuem transmissio por vetores > *.

Quanto aos fatores imunologicos, Barral'’ ¢ Kamhawi® sugerem que em areas
endémicas para leishmaniose, a exposi¢do a picadas de flebotomineos nao infectados pode
influenciar na epidemiologia da doenga.

A saliva de insetos hematofagos contém um repertério de substincias anti-
hemostaticas responsaveis pelo sucesso do repasto sanguineo®~’. Conforme Teixeira™ os
componentes presentes na saliva de flebotomineos apresentam atividade imunogénica,

induzindo a producdo de anticorpos contra diferentes proteinas. Desta forma, animais
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expostos a picadas de flebotomineos ou inoculados com SGS (sonicado da glandula salivar)

desenvolvem elevados niveis de anticorpos IgG anti-saliva **°'2

, € ha indicios de que estes
anticorpos interferem no repasto sanguineo e conseqiientemente no risco em adquirir a
infecgdo’'. Assim, populacdes humanas de areas de colonizagdo antiga que co-habitam com
populagdes de L. longipalpis, podem adquirir uma protecdo quanto a infec¢do por Le.
chagasi, indicando que estas comunidades encontram-se mais expostas a picada do vetor.
Nesta perspectiva, Kamhawi*® indica que sucessivas picadas de flebotomineos podem conferir
um grau de protecao contra a infecgao.

E factivel considerar que areas de colonizagdo recente, sobretudo ocupagdes
irregulares, como Maresia/Thalita, s3o instdveis, onde a prote¢do conferida por estes
anticorpos podem ser menos expressiva por conta do intenso fluxo migratorio,
particularmente de pessoas susceptiveis vindo de areas indenes. Desta forma, mesmo que a
taxa de infecgdo e, até mesmo a densidade do vetor, permanegam baixas sdo suficientes para
manter a infec¢ao circulando no meio urbano.

Em relagdo aos fatores genéticos, de acordo com Nunes™ a variabilidade das respostas
a infecg¢@o por Leishmania podem estar relacionadas as caracteristicas genéticas individuais.
Desta forma, polimorfismos no gene mbl2 tém sido pesquisados em diversas populagdes
devido a sua importancia na defesa do hospedeiro contra doengas infecciosas e
autoimunes *>>. Nunes™ ao avaliar as freqiiéncias alélicas e fenotipicas do gene mbl2
observou que a freqiiéncia do alelo P em um grupo de individuos com histéria pregressa de
LVA ¢ significativamente mais alta, quando comparada aos individuos que nao
desenvolveram a doenga. Estes dados indicam que a presenga do alelo P em homozigose pode
estar associado a suscetibilidade a LVA. Adicionalmente, trés mutagcdes no éxon 1 do gene
mbl2 tém sido relacionadas a baixos niveis séricos de MBL (lectina ligadora de manose),

proteina associada a suscetibilidade a diversas doengas infecciosas’® >,
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Além destes aspectos, aliados a ineficiéncia das estratégias de controle frente a LVA
conforme demonstrado por Ashford™® e Dietze’’, ressalta-se a importancia da investigacdo dos
elementos envolvidos no ciclo natural da doenga, que podem contribuir para a manutengao da
infeccdo em areas periurbanas.

Relatos da ocorréncia de animais sinantrépicos no peridomicilio, tais como raposas €
didelfideos sdo freqilientes conforme a informagdo dos moradores locais. Recentemente
Mendonga® diagnosticaram infecgdo por Leishmania sp. em uma raposa (Cerdocyon thous)
capturada na 4rea periurbana de Teresina. Lima®' ¢ Soares®” notificaram a presenca destes
canideos e de L. longipalpis vivendo em grande proximidade a ambientes humanos. Fato
posteriormente confirmado, com a detec¢do de anticorpos anti-saliva de L. longipalpis por
Gomes® em raposas capturadas na mesma area dos estudos anteriores.

Assim, a participagao de C. thous como reservatério potencial de Le. chagasi ¢ a
presenga de L. longipalpis em abrigos de animais domésticos nas proximidades das
habitagdes sdo fortes elementos para explicar a manuten¢ao da infeccdo em areas periurbanas
e endémicas®.

Em relagdo as medidas de controle preconizadas pelo Ministério de Saude frente a
LVA, o controle quimico do vetor (uso de inseticida) ¢ baseado na notificacdo de casos e na
classificagdo epidemioldgica de areas urbanas. Assim, em virtude da taxa de infecgdo
demonstrada na localidade rural, ressaltamos a importancia da definicdo de areas de risco,
com intuito de investigar os elementos que modulam a ocorréncia da infecgdo no meio
natural.

Em sintese, a PCR foi capaz de detectar a infec¢do natural nas populagdes de
flebotomineos das duas areas estudadas, independente da existéncia de casos ativos de LVA,

revelando-se como um instrumento de grande importancia para a saude publica, sobretudo, no
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monitoramento de infec¢ao natural dos insetos vetores, de modo a prevenir o aparecimento da

doenca em locais de risco.
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