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“Porque o que acontece aos filhos dos homens, isso também acontece aos
animais; a mesma coisa lhes acontece. Como morre um, assim maorre o outro.
Todos tém o mesmo folego, e nenhuma vantagem tém homens sobre os
animais. Tudo € vaidade.”

Eclesiastes 3:19
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RESUMO

O conhecimento relacionado a transmissdo enzooltica de espécies de
Leishmania no Distrito Federal ainda € escasso e a participacdo de
flebotomineos e mamiferos silvestres no ciclo de transmissdo desses
protozoarios é objeto do presente estudo. As areas estudadas foram as matas
de galeria da Fazenda Agua Limpa da Universidade de Brasilia, Reserva
Biologica da Contagem, Parque Nacional de Brasilia e Jardim Botanico de
Brasilia em maio e setembro de 2014. O Capitulo 1 traz a atualizagéo da lista de
espécies de flebotomineos no DF. Com esfor¢co de captura de 1.280 armadilhas
HP e 16 armadilhas do tipo Shannon, foram capturados 1.209 flebotomineos
pertencentes a 16 espécies. Bichromomyia flaviscutellata (n=668) foi a espécie
mais capturada. Psathyromyia pradobarrientosi, Brumptomyia guimaraesi, Br.
brumpti, Micropygomyia ferreirana e Evandromyia bourrouli foram registradas
pela primeira vez no DF, ampliando a distribuicdo geografica das mesmas e
elevando para 35 o numero de espécies registradas nessa unidade da
federacdo. O Capitulo 2 analisou a infeccdo natural dos flebotomineos
capturados por Leishmania. DNA foi extraido de 569 fémeas agrupadas em 87
“pools”. A integridade das amostras foi conferida por uma PCR designada a
amplificacdo do gene cacophony da regido IVS6. A deteccdo dos
tripanossomatideos foi feita pela amplificacdo das regides SSU rRNA e ITS-1.
Nenhuma amostra mostrou-se positiva para Leishmania spp., entretanto, os
resultados do presente estudo nao implicam na inexisténcia de vetores
infectados nestas matas de galeria. O Capitulo 3 analisou a ocorréncia e infeccéo
em pequenos mamiferos (Rodentia e Didelphimorphia) por Leishmania spp. nas
mesmas areas dos flebotomineos e nos mesmos periodos. Amostras de tecido
(fragmentos de orelhas) foram obtidas dos mamiferos capturados e utilizadas
para a deteccdo molecular dos parasitos a partir de Nested PCR SSU rRNA e
PCR com alvo na regido ITS em 153 amostras. Com um total de 5.120
armadilhas-noite, 172 pequenos mamiferos foram capturados, pertencentes a
trés espécies de marsupiais (Didelphis albiventris, Gracilinanus agilis e
Monodephis americana) e seis espécies de roedores (Rhipidomys macrurus,
Oecomys bicolor, Calomys expulsus, Hyleaemys megacephalus, Nectomys

rattus e Necromys lasiurus). Vinte amostras (13,07%) foram positivas,



considerando ambos os marcadores moleculares, quatro somente para SSU e
quatro somente para ITS. As espécies infectadas por Leishmania spp. foram
Rhipidomys macrurus, Gracilinanus agilis e Didelphis albiventris. Estas espécies
devem participar da transmisséo enzootica de Leishmania na REBIO, FAL e JBB
sendo este o primeiro relato de mamiferos silvestres infectados por este parasito
nestas duas Ultimas areas. Ao considerar todos os resultados obtidos conclui-se
que as matas de galeria do DF abrigam hospedeiros e espécies incriminadas
vetoras de Leishmania e teriam um papel importante na manutencdo da

transmissao enzoodtica desses tripanossomatideos.

Palavras chaves: Transmissao enzodtica, Leishmania spp., roedores,
marsupiais, Phlebotominae, Cerrado.

ABSTRACT

Knowledge about the enzootic transmission of Leishmania in the FD is still scarce
and the participation of wild mammals and sandflies in the leishmaniasis
transmission cycle is the subject of this study. All samples were captured in
gallery forests of four areas, Agua Limpa Farm, Biological Reserve of Contagem,
Brasilia’s National Park and Botanic Garden of Brasilia, on May and September,
2014. Chapter 1 provides the updated list of sand fly species in the Federal
District. The entire capture effort entailed 1.280 HP light traps and 16 Shannon
traps, 16 species were identified. Bichromomyia flaviscutellata (n=668) was the
most captured species. Psathyromyia pradobarrientosi, Brumptomyia
guimaraesi, Br. brumpti, Micropygomyia ferreirana and Evandromyia bourrouli
were registered for the first time in the Federal District, elevating to 35 the number
of reported species at this federation unit. Chapter 2 follows up the study of
Chapter 1 by detecting natural Leishmania infection in those captured sandflies.
DNA was extracted from 569 females grouped into 87 pools. Fragments that

corresponded to cacophony gene were amplified in all of the samples,



demonstrating the quality of the extracted DNA. Trypanosomatids detection was
performed by amplifying the SSU rRNA and ITS-1 regions. All samples tested
negative for Leishmania spp. Therefore negative results in the present study do
not implicate in the inexistence of infected vectors in these gallery forests and
surroundings. Chapter 3 addresses occurrence and natural infection data of small
mammals (Rodentia and Didelphimorphia) captured in the same areas of
sandflies and during the same periods. Tissue samples (ear tips) were obtained
from captured mammals and used to molecular parasite detection from Nested
PCR SSU rRNA and PCR targeting the region ITS in 153 samples. The entire
capture effort entailed 5.120 night-traps and 172 small mammals from three
marsupials species (Didelphis albiventris, Gracilinanus agilis and Monodephis
americana) and six rodents species (Rhipidomys macrurus, Oecomys bicolor,
Calomys expulsus, Hyleaemys megacephalus, Nectomys rattus and Necromys
lasiurus) were captured. Twenty samples (13,07%) were positive, considering
both molecular markers, four samples only for SSU and four sampes only for ITS.
Leishmania spp. infected species were: Rhipidomys macrurus, Gracilinanus
agilis and Didelphis albiventris. These species might participate in the enzootic
transmition of Leishmania at REBIO, FAL and JBB. This is the first report of
Leishmania infected wild mammals in the last two cited areas. Considering all
results obtained it is concluded that gallery forests of FD host hosts and species
from possible Leishmania vectors and they might have an important role in the

maintenance of enzootic transmission of these trypanosomatids.

Key words: Enzootic transmission, Leishmania spp., rodents, marsupials,
Phlebotominae, Brazilian savanna



1 Introducéo

1.1 Revisao Historica das Leishmanioses nas Américas

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca existente
desde a antiguidade, cujos relatos e descricbes datam do séc. | d.C. (Basano
& Camargo 2004). Altamirano-Enciso et al. (2003) relataram trés teorias de
origem da doencga nas Américas. A primeira, de 1890, em que Juliano Moreira
& Aguiar Pupo propunham uma origem mediterranea, enfatizando que os
casos observados em pacientes da Bahia (Brasil), doen¢ca chamada “botdo da
Bahia” eram parecidos ao “botdo do Oriente”. Segundo 0os mesmos autores a
LTA teria sido introduzida pelos fenicios ou sirios que supostamente
chegaram ao nordeste do Brasil ainda na Antiguidade. No entanto tais

viagens jamais foram comprovadas historicamente ou arqueologicamente.

A segunda teoria € a de origem andina formulada a partir dos
descobrimentos de pecas de ceramica pré-colombianas ou “huacos peruanos”
em 1895 e reforcada pelos documentos do século XVI. Contudo, a discusséo
dos dados histéricos dividiu-se em dois grupos: uma primeira corrente,
representada pelos defensores das chamadas “evidéncias” histéricas, cujos
argumentos se reforcam pelos estudos das representacdes de lesbes feitas
em objetos de ceramica e outro grupo de estudiosos que questionava essa
fonte historica por ser descrita por cronistas que ndo eram médicos. Atribui-se
a essa discussdo grande importancia, porque se passaram quase 80 anos
desde que Eduardo Rabello (1925) prop6s que as origens da leishmaniose
muco-cutanea (LMC) estariam inicialmente focalizadas nos territorios frios,
sugerindo as regides da Bolivia e do Peru, predominando esta teoria na

literatura biomédica.
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Mais recentemente, a chamada teoria monofilética para origem das
leishmanias foi formulada por Thomas-Soccol et al. (1993) que, baseando-se
em estudos de DNA mitocondrial de 20 espécies de leishméanias do mundo,
consideram que os subgéneros Viannia e Leishmania, propostos por Lainson
& Shaw (1972) tiveram origem comum desde os periodos Cretaceo e
Juréssico, ha 120 milhées de anos, quando os continentes estavam unidos na
Pangéia. Contudo, a questdo do local de origem das leishméanias continua
controversa, entre as regides Neotropical, Paleartica e Africana.

Cerqueira no Brasil, em 1855, observou a existéncia da forma cutanea,
identificando-a clinicamente como “botdo de Biskra” e Breda, em 1895, na
Itdlia, descreveu a doencga em italianos provenientes de Sdo Paulo.

Lindenberg (1909) encontrou “formas de Leishmania” idénticas a
Leishmania tropica da leishmaniose do Velho Mundo, em lesdes cutaneas de
individuos que trabalhavam nas matas do interior do Estado de Sdo Paulo o
gue confirmou a natureza leishmaniotica das lesdes cutaneas e nasofaringeas
(Basano & Camargo 2004). Gaspar Vianna redescreveu o0 parasito como L.
braziliensis, por considera-lo diferente da L. tropica e, assim denominou-se o
agente etiolégico da "ulcera de Bauru", "ferida brava" ou "nariz de tapir"
(Basano & Camargo 2004).

No Brasil, até a década de 1970, todos os casos de LTA eram atribuidos a
L. braziliensis (Basano & Camargo 2004), entretanto, com o progresso das
pesquisas ecoepidemiolégicas e com o desenvolvimento das técnicas
moleculares outras espécies foram descritas, sendo registradas até o
momento sete espécies causadoras da LTA (Brasil 2010). A leishmaniose
visceral (LV) era confundida no passado com outras doengas endémicas e de
apresentacdo clinica semelhante, como a malaria em humanos (Palmer
1998).

No inicio de 1903, James Homer Wright, de Baltimore, observou formas de
protozoarios em Ulcera cutanea de uma crianga da Arménia suspeita de ser
acometida pelo Botdo do Oriente e propds o nome de Welcozoma tropicum
para o agente causal, hoje conhecido como L. tropica. Em 30 de maio desse
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ano, o inglés William Boog Leishman, obteve uma biopsia de figado de um
soldado inglés morto pela doenca febre de dum-dumou kala-azar na india.
Dois meses depois, em 11 de julho, Charles Donovan, também em bidpsia do
baco de outro soldado morto, descobriu, independentemente, o agente
etiologico do calazar, que era semelhante ao parasito da tripanossomiase, em

sua fase intracelular (Altamirano-Enciso et al. 2003).

O nome do género Leishmania foi criado pelo médico inglés Ronald Ross,
mas o termo Leishmania donovani, para o agente da LV, foi proposto por
Laveran & Mesnil em 1903, embora segundo Basano & Camargo (2004),
Cunningham, em 1885, na india foi o primeiro a observar o parasito do género
em casos de LV. A partir daquele ano, foram descritos outros
tripanossomatideos em paises do mar Mediterraneo e da Asia arabica. As
duvidas de que L. donovani e L. tropica fossem tripanossomatideos e nao
piroplasmas s6 foram dissipadas quando Rogers & Nicolle (1904), e
posteriormente Nicolle (1908) e Carlos Chagas (1908) demonstraram as
formas flageladas de ambos os parasitos em meio de agar sangue “in vitro”.
Sergent et al. (1921) reproduziram o "botdo do Oriente” em hamsters ao
inocularem macerados de Phlebotomus papatasi alimentados em soldados
franceses na Argélia, comprovando a associacdo entre L. tropica e
flebotomineos. No Brasil, Henrique Aragdo (1922) estudou um surto de LTA
no Rio de Janeiro e associou 0s casos a presenca de elevada quantidade de
flebotomineos infectados por L. braziliensis. Ao inocular triturados destes
flebotomineos no focinho de caes, foi observada ulceracdo com a presenca
de formas amastigotas intracelulares (Altamirano-Enciso et al. 2003).

1.2 Definicéo

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas resultantes da infecgéo
por protozoarios digenéticos (Negrao & Ferreira 2014), pertencentes ao filo

Euglenozoa, classe Kinetoplastea, ordem Trypanosomatida, familia
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Trypanosomatidae (Cavalier-Smith 2016), género Leishmania (Ross 1903),
com carater zoonotico. Esses protozoarios sdo transmitidos por insetos
vetores conhecidos por flebotomineos (Laurenti 2010; Ready 2013). O fator
em comum das espécies de Leishmania esta na necessidade de passar por
um hospedeiro invertebrado, obrigatoriamente um flebotomineo (ver item 1.7),

para se reproduzirem e atingirem a forma infectante (Jones et al. 2003).

As doengas estdo amplamente distribuidas em todo o mundo e dividem-se
em dois grandes grupos: as leishmanioses dermotropicas e as leishmanioses

viscerotrépicas (Negréo & Ferreira 2009).

1.3. Epidemiologia

As leishmanioses representam uma das endemias de maior
importancia em saude publica no mundo (Laurenti 2010). As mesmas sao
consideradas emergentes, em franca expansdo associada a pobreza e ao
deslocamento da populagédo para areas com ciclos de transmissdo existentes,
sendo incluidas na lista de Doencas Tropicais Negligenciadas (WHO 2014).
As leishmanioses tém ampla distribuicdo geografica sendo possivel observar
casos da doenca em todos os continentes, com exce¢do da Antartica (Figura
1) (WHO 2009).

26



Qatar - 8
Russian Federation - 5

v
9 600 @

Number of new CL cases
reported, 2013

. >5000

B 1000-4999

I 100-999 [ No autochthonous cases reported

=3 <100 [ Nodata

o ] Not appiicable
‘The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression Data Source: World Health Organization Id Healtt
of any opinion whatsoever on the part of the World Health Organization concering the legal status Map Production: Control of Neglected World Hea
of any country, territory. city or area or of its authorities, or conceming the delimitation of its frontiers. Tropical Diseases (NTD) Organlzaﬂnr
or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which there may not World Health Organization

yet be full agreement. © WHO 2015. Al rights reserved

Countries reported
imported VL cases.

‘Saudi Arabia - 8
Russian Federation - 2
Belgium - 1

Finland - 1

Republic of Moldova - 1

Number of new VL cases
reported, 2013

. 100

I 500-99%9 }

B 100-4%9 BB No autochthonous cases reported &

a [ <100 [ Nodata /
0 Not applicable

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression Data Source: World Health Organization Id Health
of any opinion whatsoever on the part of the World Health Organization concerning the legal status Map Production: Control of Neglected World Heal
of any country, territory, city or area or of its authorities, o concerning the delimitation of its frontiers. Tropical Diseases (NTD) Orgamzatlon
or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which there may not World Health Organization

yet be full agreement. © WHO 2015. All rights reserved

FIGURA 1. Distribuicdo geografica dos casos de leishmanioses em 2013. A.
Leishmaniose Tegumentar (LT). B. Leishmaniose Visceral (LV). Fonte: WHO
2016.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO 2016) sdo estimados
900 mil a 1,6 milhdo de novos casos de leishmanioses, destes, 0,2 a 0,4
milh&o de novos casos de LV e 0,7 a 1,2 milhdes de novos casos de LT, onde
20 mil a 30 mil mortes ocorrem anualmente, no mundo. Ainda de acordo com
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dados da WHO (2016), mais de 98 paises e territdérios sdo endémicos para as
leishmanioses. Destes, 72 paises estdo em processo de desenvolvimento,
incluindo 13 dos menos desenvolvidos e sua notificacdo é compulséria em
apenas 30 deles (Negrdo & Ferreira 2014). Nas Américas as leishmanioses
ocorrem em 21 paises, com expansao geografica associada a antropizacao
dos ciclos de transmissao de Leishmania com o desmatamento, abertura de
estradas e urbanizacdo de &reas primitivas, que tem favorecido o ciclo

peridomiciliar da doenca (Dedet 1999; Negrao & Ferreira 2014).

As formas viscerotrépica e dermotropica tém despertado especial
interesse devido a sua importancia médica e econbmica em areas endémicas
em regibes tropicais e subtropicais da América, Africa, india e paises nas
margens do Mediterraneo (Negréo & Ferreira 2009).

A LTA é encontrada em todos os paises das regifes tropicais e
subtropicais do mundo (Gontijo & Carvalho 2003), exceto na Australia, Nova
Zelandia e algumas ilhas do Pacifico. Essa irregularidade na distribuicdo
mundial € enfatizada pelo fato que os 90% dos casos tem ocorrido em apenas
seis paises: Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria (WHO 2008;
Negrdo & Ferreira 2014). A doenca é descrita em quase todos 0s paises
americanos, do sul dos Estados Unidos a Patagbnia, ao norte extremo da
Argentina (Millan et al. 2016) com excec¢do do Uruguai e do Chile (Lainson
1981) verificando-se a distribuicdo das diversas formas clinico
epidemioldgicas com estreita relacdo com condi¢cdes floristicas e faunisticas
(Teodoro 1997). Na América Latina € assinalada desde a peninsula de
Yucatan, México (Castro 2002) compreendendo as provincias do norte da
Argentina (Salomén 2010, Millan et al. 2016) alcancando maior importancia no

Brasil, além do Peru.

Negrédo & Ferreira (2014) consideraram que, na América do Sul, a LTA
apresenta dois padrbes epidemioldgicos: o padréo classico, constituido por
surtos epidémicos associados a derrubada de matas para a construcdo de
estradas e povoados e o padrdo associado as formas de ocupacgédo do espaco

em regides de colonizag&o antiga.
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A maioria dos casos de leishmanioses nas Americas € proveniente do
Brasil (Alvar et al. 2012) onde as mesmas apresentam distribuicdo em todas
as regides geogréficas, desde 2003 com maior incidéncia observada no
Nordeste brasileiro (WHO 2014). No Brasil, estdo incluidas na lista de
doencas que compdem o Sistema de Informacdo de Doencas de Notificacao

Compulsoria (Brasil 2010).

De acordo com WHO (2016), no ano de 2014 foram notificados 3.453
casos de LV no Brasil, dos quais 82% com confirmagao laboratorial. Para a
leishmaniose tegumentar (LT) foram notificados 19.402 casos e 89%
confirmados por exames. De acordo com a mesma fonte, 43% da populacao
brasileira est4 sob o risco de LV (86.997.054/ 200.362.200) e 70% sob o risco
de LT (139.396.846/200.362.200). Entre os fatores de risco para a ocorréncia
das leishmanioses, encontra-se a subnutricdo, com dietas pobres em
proteinas, ferro, vitamina A e zinco, que pode comprometer a imunidade dos
individuos, aumentando o risco de uma infeccdo se agravar, a precariedade
das condi¢des sanitarias domésticas como a falta de gestdo de residuos e
esgoto a céu aberto, que podem aumentar os locais de criacdo e repouso de
flebotomineos e, bem como, 0 seu acesso aos seres humanos, a migracao e
a exposicdo ocupacional onde as pessoas a0 se movimentarem ou se
estabelecerem em &reas de florestas, ficam mais proximas do habitat de

flebotomineos, mudando o perfil epidemioldgico das doencas (WHO 2014).

Negrdo & Ferreira (2014) estudaram a dispersdo da LT nas Américas e
relataram que o crescimento migratério aliado ao processo histérico de
organizacdo espacial nas ultimas décadas tem propiciado a proliferacdo de
areas de alto risco e infeccdo por Leishmania em areas urbanas brasileiras,
ora associadas a areas verdes e outras como consequéncia do desequilibrio
ecoldgico, evidenciada em algumas areas periurbanas ou associadas as
areas de desmatamentos. Os mesmos autores enfatizaram que dentro dos
limites geogréaficos da ocorréncia da doencga, sua extensdo e severidade
variavam pelo endemismo ou ocorréncia esporadica com condi¢cbes
ecolégicas especificas em diferentes regides. A distribuicdo espacial da

doenca em territorio brasileiro é resultado de diferentes condi¢cdes geograficas
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ou ecologicas, potencializadas pelo planejamento governamental inadequado
ou ineficiente em a¢Bes que promovam a conscientizacéo, visando o controle,
prevencdo ou deteccdo precoce da infeccdo em areas de risco. Para os
centros urbanos é de grande importdncia o conhecimento de areas que
podem oferecer risco a populacdo exposta as formas de LTA de ocorréncia

ligadas ao ambiente (Negréo & Ferreira 2014).

Outro aspecto relevante dentro deste contexto de expanséo e urbanizacéo
das leishmanioses em todo o mundo e principalmente no Brasil € a
possibilidade de se adquirir a doenca a partir de transfusdes sanguineas (Luz
et al 1997; Urias et al 2009). Este fato € agravado em funcdo do diagndéstico
sorologico para a LV ndo estar incluido, ainda, na triagem dos doadores do
pais (Laurenti 2010), que se restringe a triagem laboratorial normatizada das
seguintes doencas: doenca de Chagas, sifilis, hepatite B, HIV, malaria, HTLV
1 e 2 (Anvisa 2004).

Karagiannis-Voules et al. (2013) associaram as doencas a fatores socio-
econdmicos e a precipitacdo. Clima, precipitacdo, temperatura e umidade, séo
fatores que podem alterar as distribuicdes e influenciar na sobrevivéncia e no
tamanho das populacbes de vetores e de hospedeiros reservatorios.
Flutuacbes na temperatura podem ter um efeito profundo no ciclo de
desenvolvimento de promastigotas de Leishmania em flebotomineos,
permitindo a transmissédo do parasito em areas anteriormente ndo endémicas
para as doencas. Alteracdes climaticas que levam a seca, fome e inundacdes
podem levar ao deslocamento em massa e a migracao de pessoas para areas

com transmissao de leishmanioses (WHO 2014).

Acredita-se que os numeros de casos notificados ndo correspondam a
evolucdo da LTA devido a demora com que 0 paciente procura o sistema de
saude e o dificil diagnéstico por parte do préprio sistema. Mesmo levando-se
em conta as falhas de notificacdo compulsoria, € evidente o crescente nimero
de casos novos e a intensidade que atinge o homem, sendo proporcional as
alteracbes ambientais decorrentes de atividades humanas em areas
especificas na area de estudo proposta. A prevaléncia das diferentes

leishmanioses no continente americano € dificil de ser mensurada devido,

30



principalmente, a subnotificacdes, diagndsticos incorretos, afeccbes
inaparentes, variacdes de resposta do hospedeiro e multiplicidade de agentes

etiolégicos envolvidos (Marzochi 1992).

1.4 Agente Etiologico

As infeccbfes em seres humanos e em animais por protozoarios do
género Leishmania recebem denominac¢des variadas, mas podem ser
agrupadas com base em suas caracteristicas comuns. De acordo com
Akhoundi et al. (2016) sdo conhecidas 53 espécies de Leishmania
pertencentes a cinco subgéneros e complexos (Leishmania, Viannia,
Sauroleishmania, complexo L. enrietti e Paraleishmania). Desse total, 31
espécies parasitam espécies de mamiferos, sendo que pelo menos 20 delas
infectam seres humanos. Uma vez que as formas amastigotas sao
morfologicamente similares (Jubb et al.1993, Palmer 1998), a diferenciacao

das espécies que parasitam seres humanos € realizada por testes

moleculares, indispensaveis para o diagndstico (Zampieri et al. 2016).

As espécies de Leishmania tém ciclos bioldgicos similares (Laurenti
2010), apresentando duas formas principais: a amastigota, observada dentro
de células do sistema fagocitario mononuclear em tecidos dos hospedeiros
vertebrados e a promastigota, encontrada no sistema digestério de
flebotomineos fémeas (Figura 2) (Rey 2002). Ambos amastigotas e
promastigotas dividem-se repetidamente por diviséo binaria (Palmer 1998).
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FIGURA 2 — Forma Amastigota (A) e Promastigota (B) de Leishmania. Fonte:
Rey, 2002—- CD room (Modificado).

No hospedeiro vertebrado, as formas amastigotas encontram-se no
interior de vacuolos parasitéforos em macrofagos e células reticuloendoteliais,
e medem cerca de 1 a 2 um de largura por 2 a 4 um de comprimento (Palmer
1988, Jones et al. 2003). Esta forma se multiplica por divisdo assexuada até o
rompimento da célula, disseminando-se pela via hematogénica e linfatica,
para outros tecidos ricos em células do sistema fagocitario mononuclear como
linfonodos, figado, baco, medula dssea, placas de Peyer, por exemplo,
iniciando uma reacdo inflamatéria e proporcionando a atracdo de outros
macrofagos gerando um “ciclo vicioso” (Figura 3) (Palmer 1998, Basano &
Camargo 2004).

A forma amastigota da Leishmania é tipicamente ovoide ou esférica,
nao possui flagelo e nem membrana ondulatéria (Palmer 1998), apenas um
rudimento de flagelo que esta presente na bolsa flagelar caracterizada como
uma pequena invaginagdo da membrana do parasito (Figura 2) (Laurenti
2010). Nas preparagbes coradas por Romanovsky, esses organismos

apresentam um citoplasma azul palido contendo, nas proximidades da
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extremidade posterior, um nucleo unico, avermelhado com um cariossoma
central que se cora mais profundamente. Tangenciando e anterior ao nucleo,
encontra-se um corpo em forma de bastonete e com uma cor violeta escuro, o
cinetoplasto, que contém o corpo parabasal e o blefaroplasto em forma de
pinta (Figura 2) (Jones et al. 2003). A forma amastigota contém duas
concentracbes de DNA, no nucleo e em uma mitocondria modificada, o

cinetoplasto (Palmer 1998).

No seu hospedeiro invertebrado ou em culturas, os organismos
assumem formas que variam desde a forma amastigota até a forma de pro-
mastigota; essa Ultima € esguia e fusiforme, medindo cerca de 14 a 20um de
comprimento e 1,5 a 4um de largura. Esta forma tem motilidade por meio de
um flagelo que se origina no blefaroplasto e projeta-se desde o pélo anterior
do organismo. O cinetoplasto se situa na extremidade anterior do corpo
(Figura 2) (Jones et al. 2003).

O flebotomineo, hospedeiro invertebrado, ao sugar sangue de um
animal infectado, se infecta ao ingerir histiécitos da derme ou mondcitos do
sangue contendo formas amastigotas de Leishmania em seu citoplasma
(Basano & Camargo 2004). Em seu intestino médio e glandulas salivares as
leishmanias sofrem modificacdes morfolégicas e bioquimicas, se congregam
na valvula cardiaca, onde o intestino anterior projeta-se no intestino médio e
se transformam em promastigotas (com flagelo livre) que aderem ao epitélio
do tubo digestorio, onde se multiplicam amplamente por divisdes binarias. A
populacdo dai resultante migra para a parte anterior do tubo digestoério do
inseto, diferenciando-se para formas promastigotas infectantes por volta de 3-
4 dias, com invasédo da faringe do inseto, sendo também as chamadas formas
de promastigotas metaciclicas encontradas na buco-faringe destes insetos.
Quando os parasitos atingem o pro-ventriculo do inseto causam uma
obstrucdo no tubo digestorio dificultando a ingestdo de sangue e levando a
fémea entdo faminta a picar muitas vezes pessoas ou animais. Tais insetos
ao sugarem sangue (injetando na picada da pele a sua saliva e a saliva
apresentando propriedade anticoagulante, homesostatica, anestésica e

vasodilatadora) injetam, também, as formas infectantes da Leishmania, a qual
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caindo na circulacdo sanguinea deste novo hospedeiro (vertebrado) vai
desenvolver a doenca numa das formas clinicas conhecidas (Figura 3)
(Palmer 1998), ou, na maioria dos casos, levar a infeccbes assintomaticas e
autoresolutivas (Fukutani 2014).

FIGURA 3 — Ciclo biolégico de parasitos do género Leishmania. VL: Visceral
Leishmaniasis (LV); CL: Cutaneous Leishmaniasis (LT). Fonte: TDR -

Wellcome Trust
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1.5 Espécies de Leishmania e formas clinicas de leishmaniose

Os protozoarios do género Leishmania apresentam diferentes
distribuicbes geograficas e as enfermidades por eles causadas sao
relativamente distintas, embora possa haver superposicdo nos sinais e
clinicos e lesbes (Jones et al. 2003). Cerca de 20 espécies de Leishmania sé&o
patogénicas para o ser humano (Laurenti 2010). As leishmanioses se
manifestam de quatro formas diferentes, a depender da espécie de
Leishmania envolvida e do estado imunologico do hospedeiro: i) visceral
também conhecida como calazar, a forma mais grave da doenca; ii) cutanea,
a mais comum; iii) mucocutanea; e iv) cutanea difusa. A LV é uma doenca
cronica sistémica, que afeta os 6rgaos como o figado e o baco. A LTA inclui
as formas cutanea, cutanea difusa e mucocutanea, caracterizadas pela

formacao de Ulceras na pele (Brasil 2006, 2010).

A LV é principalmente causada por L. donovani (Jubb et al. 1993). Nas
Américas Central e Sul, Leishmania infantum (syn. L. chagasi) € a espécie

envolvida na patogenia (Brasil 2006).

A patogenia das leishmanioses é fortemente influenciada por fatores
inerentes ao hospedeiro, como suas caracteristicas genéticas e resposta
imunoldgica; por fatores inerentes ao parasito, como a viruléncia da espécie
de Leishmania infectante e por fatores inerentes ao vetor, como sua
capacidade vetorial. Como resultado dessa interacdo entre as diferentes
espécies do parasito, do vetor e dos mecanismos da resposta imunolégica do
hospedeiro  vertebrado, um espectro de manifestacbes clinicas,
histopatolégicas e imunolégicas é observado no homem (Laurenti 2010).
Imunologicamente, apds a inoculacdo do parasito, aqueles animais que serao
resistentes a infeccdo promovem a ativacdo de células TCD4+Thl, que
produzirdo, entre outras, as citocinas interferon gama, fator de necrose
tumoral alfa e interleucinas (IL) 2 e 12. Estas, por sua vez, ativardo
macrofagos que fardo a destruicdo das formas amastigotas intracelulares

(Pinelli et al. 1995). Segundo os mesmos autores, as células TCD8 citotoxicas
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também podem estar envolvidas na resisténcia a doenca. Ja nos animais que
manifestardo sinais clinicos da doenca havera uma supressdo das células
TCD4+Thl e ativacdo das células TCD4+Th2, com producao de IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10, IL-13, responsaveis pela proliferacdo de células B e,
consequentemente producéo de grande quantidade de anticorpos (Pinelli et al
1994, 1999). Anticorpos, estes, ndo protetores, mas muitas vezes danosos,
pois formardao imunocomplexos que poderdo ser depositados nas membranas

basais de varios 6rgaos (Slappendel 1988, Martinez-Moreno et al. 1995).

Usualmente a LV é observada como enfermidade debilitante cronica
com periodos de febre, perda de peso gradual, anemia e leucopenia (Jones et
al. 2003). Patologicamente, o figado pode conter numerosos granulomas e é
simetricamente aumentado e marrom escuro. O baco é maior em duas a trés
vezes 0 seu tamanho normal, simetricamente aumentado e marrom-escuro a
preto na sua superficie capsular. Os linfonodos estdo moderadamente
aumentados e irregulares sem outras mudancas significativas na cavidade
abdominal, exceto os rins, que podem estar mais escuros que o normal (Jubb
et al. 1993). A medula 6ssea € uniformemente avermelhada e amolecida
(Jones et al. 2003).

As lesBes microscépicas da LV caracterizam-se por uma infiltracdo
macica em varios sistemas do organismo de enormes macréfagos, cujo
citoplasma esta repleto de leishmanias. A arquitetura dos linfonodos e do
baco, pode estar completamente obscurecida pelas células fagocitarias
(Jones et al. 2003).

Os foliculos esplénicos sao hiperplasicos geralmente com hialinose
folicular. Em casos avancados ha atrofia de nodos e baco, e as areas dos
sinus podem estar difusamente ocupadas por grandes macréfagos altamente
carregados com organismos intracitoplasmaticos e numerosas células
plasmaticas. As lesdes na medula 0ssea podem ser focais e consistem de
grupos de macrofagos epitelidides com organismos fagocitados. As
alteracdes renais sdo variaveis e podem consistir em manchas intersticiais
com algum envolvimento parasitario (Jubb et al. 1993) e por este motivo,

utiliza-se os critérios de classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude que
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inclui: glomerulopatias com alteracbes minimas, glomeruloesclerose
segmentar focal, glomerulonefrite membranoproliferativa, glomerulonefrite
proliferativa mesangial, glomerulonefriter membranosa, glomerulonefrite

crescéntica e glomerulonefrite cronica (Churg et al. 1985).

A LT é causada por 18 espécies de Leishmania patogénicas para os
seres humanos (Ready 2013). A LT causada por L. tropica e L. major ocorre
principalmente no sul da Europa e nos paises do norte da Africa que
circundam o Mediterraneo (Jones et al. 2003). Nas Américas, assim
denominada LTA, a infeccdo humana ocorre por 11 espécies (Ready 2013)
agrupadas nos subgéneros Leishmania e Viannia, onde as trés espécies mais
importantes do subgénero Leishmania s&o: L. mexicana, L. amazonensis e L.
venezuelensis e do subgénero Viannia sao: L. braziliensis, L. panamensis, L.

peruviana e L. guyanensis.

A infecc@o caracteriza-se por Ulceras ou nddulos Unicos ou multiplos na
pele com lento desenvolvimento e que, habitualmente, cicatrizam-se
espontaneamente depois de um periodo de meses (Jones et al. 2003). As
lesBes cutaneas tomam forma de uma ulcera crbnica que se desenvolve de
papulas inflamatérias no local da picada do inseto. Linfécitos e células
plasmaticas margeiam a lesdo e os neutrdéfilos sédo atraidos para os debris.
Quando a inflamacéo se estende a borda epitelial, a ulceracdo ocorre. Muitos
parasitos estdo no interior de histiécitos e alguns estéo livres no tecido (Jubb
et al. 1993). As lesBes de longa duracdo estdo circunscritas por um tecido
conjuntivo fibroblastico, o que lhes da um aspecto de granuloma tipico (Jones
et al. 2003).

A leishmaniose mucocutanea, uma das formas clinicas da LTA, ocorre
no México e nas Américas Central e do Sul. A infeccdo parece com a
cutanea, mas, além da pele, com frequéncia, as ulceras crénicas com bordas
elevadas e fundo granuloso estéo localizadas nas jun¢cdes mucocutaneas e
podem ocorrer nas cavidades oral e nasal (Jones et al. 2003, Brasil 2010,
Laurenti 2010).
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No Brasil ja foram identificadas sete espécies responsaveis pela LTA,
sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés
espécies mais encontradas sao: L. braziliensis, L. guyanensis e L.
amazonensis. As espécies L. lainsoni, L. naiffi, L. lindenbergi e L. shawi foram
identificadas mais recentemente em estados das regides Norte e Nordeste
(Brasil 2010).

1.6 Leishmanioses no Centro Oeste e no DF

Entre 2001 e 2012 cerca de 3.000 casos confirmados de LV e 50 mil de
LTA foram registrados na regido Centro-Oeste do Brasil (RCO)
(www.saude.gov.br), onde ha pelo menos 127 espécies de flebotomineos
registradas (Almeida et al. 2015). Essa regido é coberta, em sua maioria, pelo
bioma Cerrado, onde h& vasta expansdo agropecuéria e ocupacdo do solo
devido o crescimento urbano desordenado, o que poderia favorecer a
ocorréncia das leishmanioses (Galati et al. 1996, Carranza-Tamayo et al.
2010). O Centro-Oeste se destaca atualmente por estar se tornando um pélo
de atracdo de populacdo das demais regides brasileiras devido a expansao
da fronteira agricola (Negréo & Ferreira 2014).

Um estudo da distribuicéo territorial da LTA no Brasil (Negrdo & Ferreira
2014) mostrou que o Centro-Oeste corresponde a segunda maior regido em
coeficiente de deteccédo da doenca de 2001 a 2010 (19,9 casos por 100.000
habitantes). Em Goias, o numero de municipios com registro da doenca
passou de 71 (30,6%) em 1994 para 118 (48,7%) em 1999, o que
corresponde a um acréscimo de 67% (Costa 2005). O Estado do Mato Grosso
€ detentor do terceiro maior coeficiente de detecgéo — 76,5 casos por 100.000
habitantes. O Distrito Federal (DF) registra a transmissdo da LTA de
ocorréncia ciclica desde 1992 e, a partir de entdo, apresenta coeficientes de
deteccdo bem inferiores ao que é considerado como baixo, segundo

parametros do Ministério da Saude (<2,5 casos por 100.000 habitantes)
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(Carvalho et al. 2010). Com a expansao das fronteiras agricolas nesta regiao
principalmente nos estados de Mato Grosso e Goias, estes Estados passaram

a ser importante rota de fixagdo do homem.

No DF ha evidéncia de transmisséo autéctone de LTA. O nimero de casos
notificados de LTA procedentes do DF nos anos de 2003, 2004 e 2005 foi de
31, 57 e 26, respectivamente (Sampaio et al. 2009). O primeiro caso de LV
autéctone no DF ocorreu em 2005 e trés Obitos foram confirmados até 2009
(Carranza-Tamayo et al. 2010). Entre 2007 e 2012, 24 casos humanos de LV
autoctone foram registrados (SES/DF 2012). Em 2013 foram notificadas no
Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo — SINAN/NET, 98 pessoas
com suspeita de LV e 47 foram confirmadas, sendo dois casos autoctones

provenientes de Sobradinho e Lago Norte dos quais um veio a 6bito.

Segundo dados do Boletim Epidemiolégico das Leishmanioses no DF para
0 ano de 2015, dos 142 casos de LV notificados, 39 foram confirmados,
destes, trés autdctones e 36 importados. Foram atendidos 39 pacientes nas
unidades hospitalares do DF, desses, quatro evoluiram a ébito, dos quais um
autoctone da RA da Fercal e trés importados. De janeiro a marco de 2016
foram notificados 28 casos de LV, dentre eles um caso autoctone, proveniente
do Lago Norte, além de sete importados e dois em investigacdo para a
definicdo do Local Provavel de Infeccéo (LPI). Dos dez casos confirmados em
2016, foram atendidos dez pacientes nas unidades hospitalares do DF,
desses, dois evoluiram a 6bito, dos quais, um importado do estado de Goias e

um encontra-se em investigacao para definir o LPI.

Em relacdo a LTA no DF, segundo dados do Boletim Epidemiol6gico das
Leishmanioses no DF para o ano de 2015, foram confirmados 50 casos,
destes, 35 sao residentes do DF, 14 de outras Unidades Federadas, e um da
Guiana Francesa. Dos 50 casos confirmados, 35 sdo importados, nove
indeterminados, seis em investigacdo e nenhum autoctone. Nao foi registrado
nenhum o&bito relacionado a LTA no periodo. Dados do Boletim
Epidemiolégico de janeiro a margo de 2016, confirmam sete casos da doenca
mas nenhum caso autéctone foi registrado. Além disso, nos ultimos anos tém

sido registrados casos de LV em caes domésticos nas regides norte e sul do
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DF, que vem sofrendo com a urbanizacdo descontrolada da sua area rural

(Carranza-Tamayo et al. 2010, Cardoso et al. 2015).

1.7 Vetores

Flebotomineos (ordem Diptera; familia Psychodidae; subfamilia
Phlebotominae) sdo insetos com ampla distribuicao geogréfica, ocorrendo sob
as mais diversas condicdes climaticas e de altitude, nos ambientes silvestres,
rurais e urbanos. Atualmente, conhece-se cerca de 1.003 espécies, das quais
537 estdo presentes na regido Neotropical e Neoartica, destas, 277 foram
registradas no Brasil, representando 28% do total e 53% das que ocorrem na
Regido Neotropical (Shimabukuro et al. 2017). Dezenove espécies de
flebotomineos estdo incriminadas como vetoras de espécies de Leishmania
(Basano & Camargo 2004, Shimabukuro & Galati 2010).

Flebotomineos sédo insetos pequenos, de cor parda (“mosquito-palha”) e
de corpo cerdoso, que normalmente néo ultrapassam 0,5 cm de comprimento,
tém pernas longas e delgadas e apresentam como caracteristica o voo
saltitante. Ao contrario dos outros dipteros, os flebotomineos mantém a
postura ereta das asas, mesmo em repouso. Apenas as fémeas fazem
repasto sanguineo por serem adaptadas com o aparelho bucal picador-
sugador (Killick-Kendrick,1999; Basano & Camargo, 2004). A hematofagia &
indispensavel ao desenvolvimento ovariano (Carrera 1991). Entre os
inlmeros nomes populares, que variam segundo 0s paises e as suas regioes,
encontram-se: mosquito palha, asa dura, asa branca, tatuquira, birigui,
cangalha, cangalhinha, ligeirinho, péla-égua, arrupiado (Martins et al. 1978).
As formas imaturas podem ser encontradas em seus criadouros em solo
umido, mas ndo molhado, e em detritos ricos em matéria organica em

decomposicédo (Brazil & Brazil 2003).
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As fémeas dos flebotomineos geralmente apresentam habito noturno,
procuram fazer repasto sanguineo ao entardecer e comeco da noite, quando
transmitem o parasito para o novo hospedeiro. J& os machos alimentam-se de
frutas, seiva de plantas, entre outros, por breve periodo (Killick-
Kendrick,1999). Durante o dia, os flebotomineos procuram abrigo ou no
interior das residéncias ou em matas em local protegido dos ventos. Sao
frequentemente encontrados em tocas de outros animais como tatu, buracos
em paredes de constru¢des, ocos de paus ou bambus ou similares. Em matas
fechadas, devido a pouca luz em seu interior, podem ser vistos mesmo
durante o dia, inclusive ativos a procura de possiveis animais ou o préprio

homem para ser sugado (Basano & Camargo 2004).

Killick-Kendrick  (1990), propdem quatro critérios que devem ser
observados antes de se incriminar uma espécie como vetora de zoonoses,
sdo eles: alimentar-se em humanos e no reservatorio animal, manter os
parasitos ap0s a ingestdo, exibir parasitos indistinguiveis daqueles isolados
de pacientes e transmitir o parasito pela picada. Adicionalmente Ready (2013)
propde o critério relacionado a influéncia da abundancia do vetor na

incidéncia da leishmaniose comprovada por modelos matematicos.

No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissédo da LTA séo:
Bichromomyia flaviscutellata, Nyssomyia whitmani, Ny. umbratilis, Ny. neivai,
Psychodopygus wellcomei e Migonemyia migonei (Barbosa et al. 2008, Ready
2013, Diniz et al. 2014). Estas espécies de flebotomineos foram definidas
como potenciais vetores, de acordo com o Manual de Vigilancia da
Leishmaniose Tegumentar Americana do Ministério da Saude, por atenderem
a alguns dos critérios que atribuem a uma espécie a capacidade vetorial,
segundo Killick-Kendrick & Ward (1981), Killick-Kendrick (1990) e Ready
(2013). Cabe ressaltar que o papel vetorial de cada uma dessas espécies
dependera da espécie de Leishmania presente no intestino, da sua
capacidade de se infectar e transmitir o parasito a um novo hospedeiro (Brasil
2010, Pita-Pereira et al. 2009, 2011).

O principal vetor da LV nas Américas € o flebotomineo Lutzomyia

longipalpis, espécie bem adaptada ao ambiente peridoméstico e com ampla
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distribuicdo geogréafica (Brasil 2010), porém, outros flebotomineos também
podem estar participando do ciclo de LV, principalmente nas areas onde Lu.
longipalpis € ausente (de Souza et al. 2003, de Carvalho et al. 2010).
Lutzomyia cruzi parece participar como vetor nos municipios de Corumba e
Ladario/MS, na fronteira entre Brasil e Bolivia (Dos Santos et al. 1998) e
Pintomyia (Pifanomyia) evansi € também um importante vetor na Coldémbia
(Travi et al. 1990, Oviedo & Moreno 1995, Montoya-Lerma & Lane 1996, Travi

et al. 1996) e Venezuela (Pifano 1964, Feliciangeli et al 1998).
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1.8 Flebotomineos no DF

Atualmente, conhece-se 29 espécies de flebotomineos no DF (Quadrol).

QUADRO 1. Fauna flebotominica do Distrito Federal até 2015. Fonte:
Carvalho et al. 1989; Carvalho et al. 2010; Ferreira et al. 2014; Almeida et al.
2015; Galati 2015

Espécies

Brumptomyia avellari (Costa Lima, 1932)

Brumptomyia pintoi (Costa Lima, 1932)

Micropygomyia longipennis (Barretto, 1946)

Micropygomyia acanthopharynx (Martins, Falcdo & Silva, 1962)

Micropygomyia quinquefer (Dyar, 1929)

Evandromyia bacula (Martins, Falcdo & Silva, 1965)

Evandromyia evandroi (Costa Lima & Antunes, 1936)

Evandromyia corumbaensis (Galati, Nunes, Oshiro & Rego, 1989)

Evandromyia teratodes (Martins, Falcdo & Silva, 1964)

Evandromyia sallesi (Galvdo & Coutinho, 1939)

Evandromyia saulensis (Floch & Abonnenc, 1944)

Evandromyia lenti (Mangabeira, 1938)

Pintomyia christenseni (Young & Duncan 1994)

Pintomyia kuscheli (Le Pont, Martinez, Torrez-Espejo & Dujardin, 1998)

Pintomyia monticola (Costa Lima, 1932)

Pintomyia fischeri (Pinto, 1926)

Sciopemyia servulolimai (Damasceno & Causey, 1945)
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Continuacdo QUADRO 1.

Sciopemyia sordellii (Shannon & Del Ponte, 1927)

Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912)

Lutzomyia ischnacantha Martins, Souza & Falcdo, 1962

Psathyromyia lutziana (Costa Lima, 1932)

Psathyromyia runoides (Fairchild & Hertig, 1953)

Psathyromyia brasiliensis (Costa Lima, 1932)

Psathyromyia aragaoi (Costa Lima, 1932)

Psathyromyia shannoni (Dyar, 1929)

Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939)

Nyssomyia neivai (Pinto, 1926)

Nyssomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912)

Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942)

No trabalho de Carvalho et al (2010), foram coletados mais de 17 mil
flebotomineos de 27 espécies em diversos ambientes como nas diferentes
fitofisionomias do Cerrado, abrigo de animais e no intradomicilo. Os autores
identificaram mais duas espécies consideradas vetoras, Ny. neivai e Ps. davisi
gue auxiliaram no mapeamento das areas de risco a transmissdo de

Leishmania.

Ferreira et al. (2014) analisaram a ocorréncia de flebotomineos em matas
de galeria do Distrito Federal (DF) nas estacfes seca e chuvosa. Os autores
ndo capturaram flebotomineos em novembro (estagdo chuvosa) e em maio
(estacdo seca) foram capturados 250 exemplares identificados como
Psathyromyia runoides (79,9%), Pintomyia monticola (9,7%), Mi. quinquefer
(3,7%), Pa. shannoni (3%), Bi. flaviscutellata (0,7%), Brumptomyia sp. (0,7%),
Pi. kuscheli (0,7%), Pa. lutziana (Costa Lima) (0.7%) e Sciopemyia sordellii
(0,7%). De acordo com os resultados, os autores relataram que em matas de

galeria do DF haveria maior ocorréncia de flebotomineos na estacdo seca, no
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nivel do solo e em areas preservadas. As espécies Pa. runoides, Pi. kuscheli

e Mi. quinquefer foram registradas pela primeira vez no DF.

Informacdes relevantes relacionadas a riqueza de espécies, abundancia,
ocorréncia em distintas épocas do ano somam dados que podem ser usados
para a melhor compreensédo da epidemiologia das doencas e conhecimento
do comportamento dos flebotomineos nas matas de galeria proximas as areas

urbanas no DF.

1.9Hospedeiros e reservatorios de Leishmania spp.

Segundo Ashford (1996), o reservatorio de uma infec¢do é definido como
0 sistema ecoléogico no qual um agente infeccioso sobrevive
persistentemente. Para as infec¢cdes de transmissdo vetorial, o sistema
compreenderia um ou mais vetores e um ou mais mamiferos hospedeiros,
gue viveriam sob condi¢cdes de densidade populacional, proximidade espacial,
entre outros fatores que permitiriam a transferéncia continuada do agente
entre eles. O autor designa o hospedeiro mamifero responsavel pela
manutencdo em longo prazo do agente infeccioso de hospedeiro reservatorio
e define como zoonose uma doencga causada por parasitos cujos hospedeiros

sdo o homem e outros mamiferos.

Entretanto, a definicdo de reservatorio tem sofrido mudancas significativas
no ultimo século, fazendo-se necessario o estudo das zoonoses a partir de
perspectivas mais abrangentes. Atualmente, aceita-se que um reservatorio
pode ser uma espécie ou um complexo delas responsaveis pela manutencao
do parasito na natureza. Dentro desse sistema-reservatorio, cada hospedeiro
desenvolve papeis diferentes na transmissdao em um determinado tempo e
espaco, isso €, considera-se que “hospedeiros de manuten¢do” sejam o0s
mamiferos que podem ser infectados e mantém a infeccdo e que

“hospedeiros amplificadores” sejam os mamiferos que além de manterem a
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infeccdo, desempenham uma caracteristica que favoreca a transmissao como
a presenca de mais parasitos no sangue e pele por periodos maiores (Roque
& Jansen 2014). Um estudo de reservatérios silvestres e sinantropicos de
espécies de Leishmania nas Américas distinguiu as espécies de mamiferos
silvestres e sinantropicos encontrados infectados com Leishmania spp.
classificando-os em hospedeiros e "potenciais reservatérios” (Roque &
Jansen 2014) de acordo com a capacidade de manutencao da infec¢do ou de
transmissibilidade dos parasitos aos vetores, por meio de xenodiagndstico

positivo ou culturas de pele ou sangue.

1.10 Diversidade e espécies mais importantes de hospedeiros e

reservatorios

Desde o século passado, a comunidade cientifica tem demonstrado que
diferentes e numerosos mamiferos silvestres podem se tornar infectados com
espécies de Leishmania, além das espécies domésticas e sinantrépicas
(animais ndo domesticados que habitualmente compartilham e aproveitam-se
do eco6topo humano) (Dantas-Torres & Brandé&o-Filho 2006, Roque & Jansen
2014). Entretanto, o foco deve ser mudado para a identificacdo de espécies
gue podem servir como fontes de infec¢cdo para vetores e amplificacdo de
focos enzooticos, temporalmente e regionalmente especificos, constituindo
um risco para a transmissdao humana. Esta mudanca depende da melhor
compreensao de sistemas reservatérios e do papel desempenhado por cada
espécie de mamifero na manutencdo destes parasitos na natureza (Roque &
Jansen 2014). Diversas espécies das ordens Didelphimorphia, Pilosa,
Cingulata, Rodentia, Carnivora, Primata e Chiroptera foram recentemente
classificadas como hospedeiros ou potenciais reservatérios por Roque &
Jansen (2014).
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Os caes domeésticos (Canis familiaris) sdo considerados eficientes
reservatorios de L. infantum, devido a alta susceptibilidade a infeccdo, ao
frequentemente elevado parasitismo nesta espécie e por causa da sua intima
relacdo com o homem, tanto nas zonas urbanas quanto rurais (Dantas-Torres
& Brandao-Filho 2006). Os caes, como importantes reservatérios domeésticos
de L. infantum, sdo responsabilizados pela manutencdo das endemias nos
grandes centros urbanos (Silva et al. 2001, Medeiros et al. 2005). Uma
consideravel gama dos caes infectados por espécies de Leishmania séo
assintomaticos, seja por um determinado periodo de tempo que pode chegar
a anos até nunca apresentar sinais clinicos ou sintomas da doenca. Porém,
0s caes ndo sdo as unicas fontes de infeccdo em todos os focos de LV no
Brasil (Dantas-Torres & Brand&o-Filho 2006). Também existe uma forte
tendéncia para que os cdes assumam o papel de principais reservatorios
domésticos para L. braziliensis, o agente etiolégico da LTA mais disseminado
(Aguilar et al. 1989, Madeira et al. 2003, 2006, Dantas-Torres & Brandé&o-Filho
2006, Castro et al. 2007, Quaresma et al. 2011). Entre os estudos que relatam
casos de infeccdo mista por L. infantum e L. braziliensis, encontra-se 0s
trabalhos de Madeira et al. (2006) e Quaresma et al. (2011).

Além dos carnivoros descritos por Roque & Jansen (2014), Cerdocyon
thous, popularmente conhecido como cachorro do mato ou guaraxaim ja era
suspeito de desempenhar o papel de hospedeiro reservatorio primario de L.
infantum no Norte do Brasil (Lainson et al. 1969). Os mesmos autores
descreveram a eficiéncia dessa espécie como fonte de infeccdo em 1990.
Este canideo também tem sido incriminado como hospedeiro reservatério
primério na Venezuela (Lainson et al. 1987). Figueiredo et al (2008) relataram
o primeiro caso de L. infantum em cachorro-vinagre (Speothos venaticus) no
Brasil, no Estado do Mato Grosso. Os autores chamam a atencdo para 0s
controles parasitologicos em animais silvestres mantidos em cativeiros,
principalmente quando estes fazem intercambios entre zooldgicos brasileiros.
Também no Mato Grosso, Souza et al. (2010) relataram a infeccdo de
canideos silvestres por L. infantum mantidos em cativeiro. Foram coletadas
amostras de pele, medula 6ssea e linfonodos de seis raposas (Cerdocyon

thous) e um cachorro vinagre (Spheotos venaticus), para deteccdo e

47



caracterizacdo de Leishmania sp. pela técnica de PCR-RFLP. Todos os
animais pesquisados apresentaram-se positivos para L. infantum. O estudo
destaca a importancia de monitoramento adequado dos animais e do maior
controle desta enfermidade jA& que os animais estudados estavam em

ambientes de recreacao publica.

De maneira geral, as taxas de infeccdo em canideos ndo domeésticos sao
baixas, mas pode ser alta, as vezes, como observado nas raposas da
América do Sul (Lainson et al. 1987). Porém, canideos silvestres,
normalmente, ndo vivem perto de habitacbes humanas e logo, eles teriam um
papel secundario na importancia da epidemiologia da LV enzooética (Dantas-
Torres & Brand&o-Filho 2006). Millan et al. (2016), encontraram Leishmania
sp. em 37.5 % das 32 raposas cinzas (Pseudalopex griseus) capturadas na
Patagonia Argentina. Os achados dos autores tém elevada significancia pela
extensdo da area de distribuicdo das leishmanioses na América do Sul, por
suportar a existéncia de um ciclo silvestre na auséncia de caes e ainda na
transmissao, indicando que ou a distribuicdo de flebotomineos é mais ampla
do que se pensava ou que a transmissdo de Leishmania por outros

artrépodes poderia ser possivel.

De acordo com Medeiros et al. (2005) marsupiais didelfideos estdo entre
0S principais reservatorios rurais da doenca. Didelphis albiventris foi o primeiro
mamifero silvestre ndo canino a ser descrito como hospedeiro de L. infantum
no Novo Mundo (Sherlock et al. 1984). Em areas endémicas do Brasil e na
Colémbia, espécies de Didelphis tém frequentemente abrigado L. infantum
(Corredor et al. 1989, Travi et al. 1994, Sherlock 1996, Cabrera et al. 2003,
Humberg et al. 2012, Carreira et al. 2012) e a presenca de D. albiventris
poderia ser um fator associado a ocorréncia de infecgbes assintomaticas por
Leishmania na periferia de centros urbanos (Carranza-Tamayo et al. 2016).
Outros marsupiais como Didelphis marsupialis, Philander opossum e
Metachirus nudicaudatus, ja foram detectados com Leishmania amazonensis
(Lainson et al. 1981) mostrando que esses mamiferos desempenham papel
importante na manutencdo de Leishmania na natureza. Em Barra de

Guaratiba, estado do Rio de Janeiro, a distancia das casas para as bordas
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florestais, sua altitude e a presenca de D. marsupialis nos quintais das casas
foram considerados fatores preditores para infeccéo por L. infantum em caes
(Cabrera et al. 2003).

Roedores sinantropicos da familia Muridae como o rato de telhado (Rattus
rattus), e o camundongo (Mus musculus), compdem a lista de espécies de
potenciais reservatorios ou hospedeiros, conforme a espécie de Leishmania
encontrada e o local (Roque & Jansen 2014). Rattus rattus ja foi encontrado
naturalmente infectado por L. infantum (Dantas-Torres & Brand&o-Filho 2006).
De Lima et al. (2002), isolaram Leishmania braziliensis de R. rattus, na
Venezuela e Branddo-Filho (2003) encontrou L. braziliensis por meio de
eletroforese enzimatica multilocus nesse mesmo hospedeiro. Esse processo
de domiciliacdo facilita a ligacdo entre os ambientes peridoméstico e o
silvestre (Lainson et al.1969) podendo estabelecer novos padrées
epidemioldgicos de LV, particularmente no ciclo urbano de transmissao
(Dantas-Torres & Brand&o-Filho 2006).

Helhazar et al. (2013) reportaram pela primeira vez, em Portugal, a
infeccdo natural por L. infantum em M. musculus e em Rattus norvegicus
(ratazana), sugerindo que estes animais provavelmente desempenham papéis
como potenciais reservatorios no ciclo biolégico do parasito. Os autores
relatam que M. musculus e R. norvegicus sao animais que se proliferam muito
rapido e tém uma expectativa de vida de 12 e 24 meses, respectivamente, 0
gue poderia manter o parasito disponivel por pelo menos um ano mesmo
durante a baixa atividade dos flebotomineos em determinadas estacdes do
ano. Na Venezuela, De Lima e colaboradores (2002), isolaram L. braziliensis
em Sigmodon hispidus (rato do algodao), além do R. rattus.

Mais de 200 espécies de roedores estdo distribuidas em habitats semi-
aguaticos, terrestres e semi-fossoriais no Brasil (Bonvicino et al. 2008). Esta
caracteristica €, provavelmente, a principal razdo que explica a sua exposi¢ao
aos diferentes ciclos de transmissédo de varias espécies de Leishmania no

ambiente silvestre (Roque & Jansen 2014a).
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No Brasil, Padua et al. (2011) relataram infeccéo natural por L. braziliensis
no roedor sinantropico M. musculus e no roedor silvestre Necromys lasiurus a
partir de andlises moleculares (PCR-RFLP) de medula 6ssea femoral e
fragmentos de pele. Freitas et al. (2012), no Estado de Mato Grosso, uma
regido endémica para leishmaniose cutanea, relataram infeccdo natural nas
mesmas espeécies e utilizando a mesma metodologia que Padua et al. (2011),
mostraram que a presenca de Leishmania em roedores sinantropicos pode
ser uma ameaca aos humanos devido a cohabitacdo de domicilios humanos

nessa area de estudo.

No Brasil, existem poucos estudos de infeccdo natural de Leishmania em
roedores caviomorfos e cerca de 90 espécimes foram analisados (Lainson et
al. 1981, Quaresma et al. 2011). Estudos experimentais apontaram duas
espécies de caviomorfos como reservatérios potenciais para Leishmania:
Thrichomys laurentius infectado por L. infantum e L. braziliensis (Roque et al.
2010) e Proechimys semispinosus infectados com L. infantum (Travi et al.
2002). Lainson & Shaw (1968) encontraram o parasito L. amazonensis no
roedor Proechimys guyannensis no norte do estado do Para (Lainson & Shaw
1972). Proechimys cuvieri foi descrito como hospedeiro de Leishmania spp.

na Guiana Francesa por Dedet et al. (1985).

Um estudo de Branddo-Filho et al. (1994) em pequenos mamiferos
provaveis reservatorios de L. braziliensis em Amaraji, Pernambuco, encontrou
amostras de esfregacos hepaticos e esplénicos com amastigotas em
Nectomys squamipes, N. lasiurus e também em R. rattus. Apdés quase 10
anos, um estudo realizado na mesma localidade de Pernambuco identificou L.

braziliensis em R. rattus e N. lasiurus (Brandao-Filho et al. 2003)

Forattini et al. (1972, 1973), isolaram Leishmania de Akodon arviculoides,
Oryzomys nigripes e Oryzomys capito laticeps. Telleria et al. (1999)
identificaram Leishmania amazonensis em Akodon spp. por PCR kDNA.
Exames histologicos de lesdes nos roedores Oryzomys spp., Nectomys
spinosus amoenus e Nectomys rattus revelaram amastigotas compativeis com

Leishmania (Lainson & Shaw 1970). Leishmania amazonensis foi isolada de
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Proechimys guyannensis (familia Echimyidae) e Dasyprocta sp. (familia

Dasyproctidae) por Lainson et al. (1981).

Quaresma et al. (2011), encontraram L. braziliensis, L. infantum e L.
guyanensis nos roedores silvestres Thrichomys apereoides e Rhipidomys
mastacalis, no roedor sinantropico Rattus rattus e nos marsupiais Didelphis
albiventris, Gracilinanus agilis e Marmosops incanus, na Reserva Indigena
Xakriab4, regido norte de Minas Gerais, considerada uma area endémica para
leishmanioses. Os parasitos foram identificados por PCR e a L. guyanensis foi
relatada pela primeira vez fora da regido norte do Brasil. Antes disso, L.
guyanensis ja havia sido isolada em Didelphis marsupialis, Proechimys

guyannensis e Tamandua tetradactyla por Lainson et al. (1981).

Sabe-se que L. guyanensis € encontrada ao norte do rio Amazonas além
do Suriname e da Guiana Francesa em hospedeiros silvestres como o bicho
preguica (Choloepus didactylus), o tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla),
roedores e marsupiais (Gentile et al. 1981, Lainson et al. 1981) e infecta seres

humanos no Brasil.

Leishmania spp. foi isolada de tatu galinha (Dasypus novemcinctus) por
Lainson et al. (1979). Silveira et al. (1991) foram o0s responsaveis pelo
primeiro isolamento de Leishmania lainsoni do roedor Agouti paca (Familia

Cuniculidae).

No Distrito Federal, Cardoso et al. (2015) identificaram seis espécies de
mamiferos silvestres que possivelmente participam na transmissao enzootica
de Leishmania spp. no Parque Nacional de Brasilia e Reserva Biolégica da
Contagem na regiao nordeste do DF, sao elas: Clyomys laticeps, Gracilinanus
agilis, N. lasiurus, Nectomys rattus, Rhipidomys macrurus e Didelphis
albiventris. Foi o primeiro registro de L. amazonensis no roedor silvestre N.
lasiurus no Brasil Central. Os mesmos autores detectaram cées infectados por
L. infantum em casas ao redor das matas estudadas. Estes e outros animais
silvestres podem estar envolvidos na manutencédo do ciclo enzodtico de L.
infantum atuando como hospedeiros reservatorios primarios do parasito

(Dantas Torres & Brandao-Filho 2006). Herenio et al. (2014), analisaram
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dados de prontuarios do Centro de Zoonoses de Brasilia, Distrito Federal, de
6.422 caes, de ambos os sexos, diferentes idades, racas e local de origem, no
periodo de janeiro a outubro de 2013 e encontraram 9,19% de resultados
positivos para a LV canina. Segundo os autores, o maior nimero de casos
confirmados ocorreu nos meses de abril e maio, com 13,6% e 16,6%,
respectivamente e as menores porcentagens nos meses de outubro e agosto,
com 5,4% e 6,1%, respectivamente. As regidbes administrativas apontadas
com maior incidéncia de casos positivos foram Sobradinho com 19,3% e Lago
Norte com 18,3%.

As leishmanioses sédo doencas focais e a epidemiologia local deve diferir-
se entre regides (Dantas-Torres & Brandao-Filho 2006). Consequentemente,
a compreensdo sobre detalhes da estrutura do sistema de reservatérios em
cada foco é um passo crucial para a adocdo de medidas eficientes de controle
baseadas nos reservatérios da infeccdo. Nos ultimos anos, foram obtidos
avancos sobre o conhecimento da estrutura desses sistemas de reservatérios
mas muito ainda necessita ser descoberto (Dantas-Torres & Brandao-Filho
2006).

1.11 A questdo ambiental do Distrito Federal

O Distrito Federal (DF) ocupa uma area de aproximadamente 5.800,00
Km? dentro do estado de Goias, limitada a oeste pelo Rio Descoberto e a
leste pelo Rio Preto (IBGE, 2016). A linha imaginaria do paralelo 15°30’00”
marca sua divisa ao norte, e o extremo sul & delimitado pelo paralelo
16°03'06” (SEBRAE/DF, 1995). Apresenta uma topografia suave, com altitude
entre 750 e 1.349 metros acima do nivel do mar e é drenado pelos rios
pertencentes as mais importantes bacias fluviais do Brasil - Bacia Platina,

Bacia S&o Franciscana e Bacia Amazonica (Viero et al. 2014).
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No Planalto Central predomina o Cerrado, que pertence a uma paisagem
vegetal mundialmente conhecida como savana (Paparelle & Henkes 2013). O

Cerrado € o segundo maior bioma do Brasil, abriga alta diversidade de
espécies, muitas dessas endémicas (Klink & Machado 2005).

Os Cerrados brasileiros sdo as savanas mais ricas do mundo, com sua
variedade de climas, solos e sua grande diversidade genética, que se reflete
na formacdo de ecossistemas Unicos. O DF encontra-se no centro desse
complexo e possui em sua area todos os tipos de vegetacdo normalmente
englobados no termo Cerrado: o “Cerrado arbéreo”, o “Cerrado de savana” e
o “Cerrado de campos gramineos” como suas principais formas de vegetacao.
As matas de galerias e palmares inundados sédo encontradas ao longo dos
rios e riachos, na parte mais baixa dos vales. Os limites do Cerrado com as
matas de galeria podem ser diretos ou a partir de campos gramineos
inundados em determinadas épocas do ano, 0s quais se encontram nas
encostas dos vales (Eiten 1984). Areas de Cerrado sdo encontradas em todo
o territorio do DF e restam apenas 37% da cobertura vegetal nativa (Paparelle
& Henkes 2013).

Entre as formacBes mais ameacadas do bioma Cerrado destaca-se a
matas de galeria (Artioli 2011), que sao de grande importancia na
manutencdo dos mananciais de agua; as quais apresentam um ambiente
bastante heterogéneo, onde habitam numerosas espécies, apresentando um
indice de diversidade muito maior ao encontrado em outras formacdes
florestais (Rezende 1998). Funcionam ainda como corredores ecoldgicos
sendo fundamentais para a conservagao do solo, dos recursos hidricos e da
fauna, silvestre e aquatica (Artioli 2011).

As matas de galeria mesmo sendo consideradas Areas de Preservacéo
Permanente (APPs) protegidas pelo Cdédigo Florestal Brasileiro (Lei n°.
4.771/1965), no DF ja perderam aproximadamente 50% de sua cobertura
original (UNESCO 2002). De acordo com a Superintendéncia de Gestao de
Areas Protegidas do Instituto Brasilia Ambiental (IBRAM), o Cerrado no DF
recebe ameacgas e pressfes antropicas, como a ocupacao urbana irregular e

descontrolada, representada por condominios e parcelamentos rurais para
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chacaras de recreio. Além dessa ocupacdo, destacam-se as atividades
irregulares de mineracdo, responsaveis juntamente com o parcelamento
irregular do solo, pelo assoreamento dos cursos d’agua e em especial do

Lago Paranoa (Paparelle & Henkes 2013).

Segundo Morais (2007) Brasilia “foi planejada com o propdésito estratégico
de desenvolver o interior do pais”, mas a ocupacao do DF apresenta conflitos
e contradicbes. Destaca-se o crescente numero de habitantes, vindos de
vérias regides do Brasil, especialmente do Nordeste, desde a construgédo da
capital até os dias atuais, atraidos por oportunidades de emprego e melhoria
na qualidade de vida. Associada a essa migracao, uma politica de distribuicao
de lotes aumentou ainda mais a chegada de migrantes com a finalidade de
formar “currais eleitorais” na década de 1990. Isso gerou uma ocupacao

desordenada das areas planejadas para serem areas verdes.

Brasilia € uma cidade que extrapola seus limites e abriga uma populacao
estimada de 2.977,216 habitantes, segundo publicacdo do IBGE (2016). De
acordo com Garcia et al. (2011) quase 50% das areas das Unidades de
Conservacao (UC) ja foram convertidas em uso antropico. Entre 2002 e 2009,

foram registrados 13 Km? de desmatamento no DF.

As éareas mais criticas sdo as Areas de Protecdo Ambiental (APA) do
Paranoa, do Sao Bartolomeu, do Descoberto e do Cafuringa, que abrigam a
maior parte dos condominios e parcelamentos irregulares do solo. A situagao
dessas areas € muito sensivel, exigindo do poder publico uma atuacéo
constante por meio da fiscalizacdo articulada entre diversos Orgdos do
Governo do Distrito Federal (GDF), sob a coordenagdo da Secretaria de
Estado de Fiscalizacao das Atividades Urbanas, responsavel pela retirada de
invasdes e coibicdo de parcelamentos irregulares do solo e da extragcao
clandestina de minerais como areia, argila, cascalho entre outros (Paparelle &
Henkes 2013). No periodo de 1995 a 2005 o aumento no numero de
parcelamentos urbanos foi de 54,5% (Artioli 2011).

A criacdo da Reserva da Biosfera do Cerrado no DF foi o primeiro

reconhecimento oficial internacional da importancia do bioma. A reserva
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engloba cerca de 50.670 hectares, estando incluidos os seguintes nacleos de
preservacido: o Parque Nacional de Brasilia, a Estacédo Ecoldgica de Aguas
Emendadas, a Estacdo Ecologica do Jardim Botanico de Brasilia, a Reserva
Ecologica do IBGE e a Fazenda Agua Limpa da Universidade de Brasilia
(IBRAM - Instituto do Meio Ambiente e dos Recursos Hidricos do Distrito
Federal). As reservas devem cumprir trés funcdes basicas: a conservacéo da
biodiversidade, das paisagens e da cultura; o desenvolvimento sustentavel e
a educacao ambiental; e o apoio logistico a pesquisa, ao monitoramento e as

acOes em favor do desenvolvimento (Paparelle & Henkes 2013).

De maneira desordenada a intervencdo antrépica vém causando danos
irreversiveis ao bioma Cerrado. Isso coloca o Cerrado entre os “hotspots”
mundiais da biodiversidade, pois € um bioma de alta biodiversidade sob a
ameaca de destruicao (Artioli 2011).

A abordagem de “apenas estabelecer reservas” como meio para a
interrupcdo da perda da diversidade € inadequada. O crescimento
descontrolado da populagdo humana e a acgdo antrépica que participa na
formacdo de chuvas acidas e mudancas climaticas continuam a interferir no

processo de perda da biodiversidade (Ehrlich 1988).

1.12 A fragmentacao florestal e as leishmanioses

A fragmentacéo florestal € uma das principais causas de modificacao
na composicdo de espécies de uma comunidade, pois as alteracOes
antropicas do ambiente natural influenciam a eco-epidemiologia das doencas
infecciosas e resultam na emergéncia de novas doengas, na modificagdo do

modo de transmissao e em suas areas de ocorréncia (Ehrlich, 1988).

Kessing & Ostfeld (2006) mostram a relagdo entre diversidade de

espécies e o risco de doenca indicando que o isolamento causado pela
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fragmentacdo dos habitats resulta em maior susceptibilidade a extincdo e
reducdo na biodiversidade. Fatores como diminuicdo do tamanho da
populacao efetiva, menores taxas de migracdo e dispersdo, maior perda da
variabilidade genética e reducdo nas interagcbes ecologicas podem influenciar
no aparecimento das zoonoses. Os autores se basearam em duas propostas
principais de “Efeito Diluicdo” e de "Efeito de Amplificagdo” que sao similares
na sugestdo de que mudancas na diversidade de espécies alteram a dindmica
hospedeiro-patdgeno e, em parte, afetam a prevaléncia de doencgas.

O efeito diluicdo prediz que a diversidade de espécies diminui a
prevaléncia de doencas a partir de mecanismos como a diminuicdo da
densidade de hospedeiros, diminuicdo de encontros entre hospedeiros ou
redugdo da sobrevivéncia dos hospedeiros. Em contraste, o efeito de
amplificacdo prediz o aumento na prevaléncia de doencas com diversidade de
espécies menor, a partir do aumento de encontros entre hospedeiros ou da

presenca de hospedeiros de doencas secundarias (Kessing & Ostfeld 2006).

Ainda segundo os autores, comunidades mais diversas podem diminuir
0 risco de epizootias e epidemias ao impedir a dominancia de espécies
consideradas vetoras ou reservatorias de determinadas doencas. Pois, em
ambientes fragmentados, sob efeito de borda, ha pobreza de diversidade de
espécies, ha generalismo e antropofilia dos vetores ou reservatorios
competentes que estdo adaptados e se beneficiam da nova condicdo da
fragmentacao, logo, o risco de infeccdo para o homem pode ser maior (Nardi
2010).

O processo de fragmentacdo cria uma borda de floresta onde nao
existia anteriormente. Essa borda difere das zonas de ecotonia natural, que
sdo caracterizadas por um gradiente natural de limites entre dois habitats,
pois na borda, existe uma quebra abrupta da paisagem, que separa um
habitat do outro adjacente. A criacdo da borda leva a diversas consequéncias
biolégicas como resultado do ressecamento e das alteragdes microclimaticas
na regido (Périco et al. 2005), como a maior penetracdo da luz solar, o
aumento da intensidade de vento, a elevacdo da temperatura, a uma maior

evapotranspiracdo e a uma diminuigdo da umidade relativa do solo e do ar,

56



uma vez que a borda sofre grande influéncia das atividades externas a ela.
Estes efeitos favorecem as espécies que se adaptam a estas novas
condigbes, favorecendo-as. Este € um fendbmeno denominado de “Efeito de
Borda” (Nardi 2010).

Segundo Felizola et al (2001) o modelo de ocupacéo de terras do DF tem
levado a drastica reducdo de areas naturais como resultado da transformacéao
de habitats continuos em fragmentos florestais e a grande pressédo antropica
contribui para a reducdo da biodiversidade local e a supressao de recursos
naturais. Estes fatores podem ter reflexos na mudanca de habitos dos
flebotomineos e de animais silvestres, reservatorios das leishmanioses,
promovendo a adaptacdo destes ao novo ambiente construido aumentando o
risco de infeccdo em seres humanos (Silva et al. 2007).

1.13 Estratégias de controle das leishmanioses

Para se efetuar o controle da LV o Programa de Controle da Leishmaniose
Visceral, da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude
baseia-se em trés medidas que sdo a deteccdo e tratamento de casos
humanos, controle dos reservatérios domésticos e controle de vetores. O
namero de caes infectantes e a capacidade da populacdo de flebotomineos
de transmitir infeccdo do cdo para homem estdo diretamente relacionados a
incidéncia de infeccdo em humanos e séo a base de sustentacdo da teoria de
estratégias de controle e intervencao da LV (Werneck et al. 2004). Dye et al.
(1993) ja enfatizavam que além do numero de cées infectados, a
sazonalidade da variagdo da populagdo de flebotomineos deveria ser
considerada nos programas de controle da LV. A tendéncia crescente de
casos de LV observado no Brasil e a propagacao de transmissdo para areas
anteriormente ndo afetadas levantam duvidas sobre o impacto das medidas

de controle em curso (Romero & Boelaert 2010).
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O controle da LTA deve abranger cinco aspectos: vigilancia
epidemioldgica, medidas de atuacdo na cadeia de transmissdo, medidas
educativas, medidas administrativas e vacina (Basano & Camargo 2004). A
magnitude do problema de saude representado pelas leishmanioses
combinado com a complexidade de suas epidemiologias torna necessaria a
melhor compreenséo de todos os ligantes da rede de transmissdo da doenca,
0 que inclui os hospedeiros mamiferos ndo humanos, para que se

desenvolvam estratégias efetivas de controle (Roque & Jansen 2014).

1.14 Diagnoéstico parasitolégico e imunolégico das leishmanioses

A utilizacdo de métodos de diagndstico laboratorial ajuda na confirmacéo
dos achados clinicos além de fornecer informacdes epidemioldgicas
relevantes relacionadas a identificacdo da espécie circulante para uma eficaz

orientacdo das medidas de controle a serem adotadas (Brasil 2010).

A sensibilidade de cada método de diagndstico pode variar de acordo com
a experiéncia de cada servico, com a qualidade do equipamento e dos
insumos utilizados, com o tempo de evolucdo das lesbes e com as formas

clinicas das diferentes espécies de Leishmania envolvidas (Brasil 2010).

Recomenda-se que o diagndstico laboratorial das leishmanioses seja
realizado a partir de trés grupos de exames, parasitolégicos, imunoldgicos e
moleculares (Brasil 2010). Nos exames parasitolégicos a demonstracdo do
parasito pode ser feita de maneira direta ou indireta. A demonstracao direta
do parasito é o procedimento de primeira escolha, na LT, uma vez que é mais
rapido, mais barato e de facil execucdo. Entretanto, a probabilidade de se
encontrar o parasito € inversamente proporcional ao tempo de evolucdo da
lesdo cutanea, tornando-se rara apdés um ano. A sensibilidade do método
pode ser diminuida com a presencga de infec¢cdo secundaria, e esta Ultima
deve ser tratada previamente. Os procedimentos utilizados para a pesquisa
direta do parasito sdo a escarificacdo da lesdo, bidpsia com impresséao por
aposicdo e puncgado aspirativa. A repeticdo do exame pode aumentar a

sensibilidade desta técnica (Brasil 2010).
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O diagnostico parasitologico para a LV pode ser feito em material de
bidpsia ou puncéo aspirativa do baco, figado, medula 6ssea ou linfonodos. O
tecido coletado € utilizado para a confeccdo de esfregaco ou impressdo em
laminas histopatolégicas ou ainda pode ser usado para isolamento do parasito
em meios de cultura (NNN — Novy- MacNeal-Nicolle, RMW1-1640 ou HO-
MEM) (Brasil 2006, Prata & Silva 2005), também utilizado para LTA, ou
inoculacdo em animais de laboratério (Gontijo & Melo 2004). A especificidade
destes métodos € de 100%, entretanto a sensibilidade pode ser variavel (50 a
70% em esfregaco de medula e menos de 30% em esfregaco de linfonodo)
uma vez que a distribuicdo dos parasitos no mesmo tecido ndo é homogénea
(Ciamarella et al. 1997, Ferrer 1999). A técnica de aspiracdo do baco
apresenta maior sensibilidade (98%). Contudo, as puncdes esplénicas e de
medula éssea sdo procedimentos invasivos e exigem ambientes apropriados
para a coleta, ndo atendendo os estudos epidemiolégicos em larga escala
(Gontijo & Melo 2004). Como desvantagens para o uso dos meios de cultura
estdo: o longo tempo (trés a cinco dias), para o inicio do crescimento das
formas promastigotas, a necessidade de laboratérios especificos e a baixa
sensibilidade (Reale et al. 1999)

As técnicas parasitolégicas, embora apresentem alta especificidade e
sejam consideradas “padrao-ouro” no diagndstico das leishmanioses em
humanos e caes, sdo pouco sensiveis quando aplicadas aos espécimes
silvestres devido ao baixo numero de parasitos circulantes (Bonamigo &
Oliveira 2009).

Para a LT o diagnéstico pode ser feito de forma indireta, a partir da
mensuracdo da resposta imune celular com a injecdo intradérmica de
antigenos do parasito - intradermorreacdo de Montenegro (Basano &
Camargo 2004).

Os testes imunologicos, por meio da deteccdo da presenca de anticorpos
anti-Leishmania ou antigenos do parasito, sinalizam a infeccdo ja que os
anticorpos estdao em solucdo no plasma, portanto sdo homogeneamente
distribuidos, por isso sdo comumente utilizados e considerados

indispensaveis (Schubach 2011) evitando os métodos parasitoldgicos, que
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sao invasivos (Gontijo & Melo 2004). Por outro lado, testes sorologicos nao

permitem afirmar de a infeccao € pregressa ou recente.

Os testes mais utilizados no diagnostico de LV humana e canina no Brasil
séo o RIFI e o ELISA, sendo considerados, sobretudo este ultimo, testes de
escolha para inquéritos populacionais (Gontijo & Melo 2004). Um limitante da
técnica € a ocorréncia de reacdes cruzadas com leishmaniose tegumentar,
doenca de Chagas, maléria, esquistossomose e tuberculose pulmonar
(Gontijo & Melo 2004).

O teste rapido DPP® Leishmaniose Visceral Canina (LVC) oferece o
resultado em cerca de 15 minutos. O produto dispensa estrutura laboratorial e
equipamentos, facilitando o uso no campo. Possui uma tecnologia de alta
sensibilidade, o que agrega precisdo ao diagnéstico da LVC em sangue, soro
ou plasma. Por ser um teste de triagem, permite que apenas 0S cas0S
positivos sejam levados para confirmacdo, desonerando, desta forma, o
laboratorio (Biomanguinhos/Fiocruz 2014). Assis et al. (2008) validaram o
teste imunocromatogréafico rapido IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH®) em beira
de leito, para o diagndstico da leishmaniose visceral (LV) em quatro areas
endémicas do Brasil. O desempenho do IT-LEISH® foi comparado ao da
reacdo de imunofluorescéncia indireta; e ao da reacdo imunoenzimatica,
usando-se antigeno soluvel de Leishmania chagasi e recombinante K39
(rK39). O estudo incluiu 332 pacientes com quadro clinico sugestivo de LV:
213 casos de LV confirmados parasitologicamente; e 119 ndo-casos, com
confirmacédo de outra etiologia. O teste apresentou sensibilidade de 93% e
especificidade de 97%. As técnicas RIFI (imunofluorescéncia indireta), ELISA
L. chagasi e ELISA rK39 apresentaram sensibilidade de 88%, 92% e 97% e
especificidades de 81%, 77% e 84%, respectivamente. Os resultados obtidos
permitem recomendar o teste IT-LEISH® para diagndéstico rapido de LV com o
devido acompanhamento de sua implantacdo nos servicos de saude, para
avaliar seu desempenho em condi¢cbes de uso rotineiro. Os dados obtidos por
este estudo de validacdo também permitem a realizacdo de avaliagbes de
custo-efetividade, para fortalecer a tomada de deciséo sobre a implantagéo do

método nos servigos.
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1.15 Diagnostico molecular das leishmanioses

O diagnéstico molecular de Leishmania sp. é feito por meio da reacdo da
polimerase em cadeia (PCR), desenvolvida por Mullis (1993). O método é
baseado na replicacdo “in vitro” de milhdes de coépias de um segmento
especifico de DNA, na presenca da enzima DNA polimerase. E usado para
amplificar um segmento de DNA posicionado entre duas regides de sequéncia
conhecida. Os oligonucleotideos sdo usados como “primers” (iniciadores)
para uma série de reacdes catalizadas pela enzima. A reacdo se baseia na
desnaturacdo do DNA (separacao da fita dupla). ApGs a desnaturacdo, cada
oligonucleotideo ou iniciador se liga a sequéncia alvo. Assim, cada iniciador
hibridiza para cada uma das duas fitas separadas, de forma que a extensao
terminal 3’ é diretamente direcionada a outra. Depois do anelamento, ocorre
extensdo do iniciador sobre a fita molde a partir da DNA polimerase. A PCR
se da em repetidos ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensdo do
iniciador. Cada ciclo é composto de uma desnaturacdo de DNA (92-95°C),
ligacdo do iniciador (40-65°C) e sintese do DNA (70-75°C). Desta forma, a
partir de uma Unica copia, ao final de uma sucessdo de ciclos, havera a
amplificacdo de milhBes de vezes esse segmento. Os métodos moleculares,
como a PCR vém sendo largamente utilizados nos estudos epidemiolédgicos a
fim de incriminar animais silvestres e domésticos como hospedeiros de
Leishmania e detectar o parasito em flebotomineos infectados experimental
ou naturalmente. A sensibilidade e especificidade deste método sdo as
principais vantagens, independentes da localizacdo e estagio do parasito no

trato digestoério do vetor (Michalsky et al. 2002).

Atualmente o método da PCR é mais utilizado para fins de pesquisa e
acrescenta sensibilidade e especificidade ao diagnostico sendo promissores

como ferramentas de diagnéstico em reservatorios silvestres (Brasil 2006).
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1.16 Diagnéstico molecular da infeccdo por tripanossomatideos utilizando

genes ribossdmicos

Os tripanossomatideos possuem um complexo padrdao de moléculas
maduras de RNA (Hernandez et al. 1990). Os genes de RNA ribossémico
(rDNA) sdo compostos por unidades de repeticdo, que consistem em
unidades de transcricéo (cistrons ribossémicos), intercaladas por espacadores
intergénicos (IGS) que se repetem em tandem mais de 100 vezes no genoma.
Uma Unica unidade de transcricdo, pré-rDNA, é gerada pelo processamento
destes genes e ap0s varias etapas de processamento, o pré-rDNA da origem
a trés moléculas de RNA maduros: 18S (SSU ou subunidade menor), 5.8S e
24S (LSU ou subunidade maior). Nos tripanossomatideos, esta ultima é
constituida por dois fragmentos de alto peso molecular (24S alfa e 24S Beta)
e quatro subunidades de baixo peso molecular (S1, S2, S4 e S6). As
subunidades SSU e LSU sdo compostas por sequéncias altamente
conservadas e sdo intercaladas por espacadores de conservacao
intermediaria ITS (ITS1 e ITS2 espacadores internos transcritos) e ETS
(espacador externo transcrito) flanqueados pelo espacador intergendmico
(IGS) que apresenta sequéncias altamente variaveis (Figura 4) (Borgheason
2013). Segundo o mesmo autor, a presenca de diversas regides, que sejam
ou nao transcritas e que exibam diferentes graus de conservacgéao, faz desses
genes excelentes alvos para identificacdo de géneros, espécies, linhagens e
genaotipos. Caracteristicas tais como: o pequeno tamanho que permite facil
obtencdo por amplificacdo por PCR e a presenca de regibes variaveis
flanqueadas por regides conservadas que permitem alinhamentos altamente
confiaveis, com oito regides altamente conservadas (U1-U8) e nove regides
variaveis (V1-V9) fazem que as sequéncias do gene SSU rDNA sejam as
mais utilizadas em estudos comparativos. O autor ainda enfatiza que dezenas

de sequéncias de SSU rDNA de diferentes espécies de flagelados da familia
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Trypanosomatidae estdo depositadas em bancos de sequéncias, 0 que
permite a rapida comparacdo de novas sequéncias com as de espécies e

linhagens ja conhecidas (Borgheason 2013).
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FIGURA 4 - llustracdo das subunidades SSU e LSU intercaladas por
espacadores de conservacao intermediaria ITS (ITS1 e ITS2 espacadores
internos transcritos) e ETS (espacador externo transcrito) flanqueados pelo

espacador intergenémico (IGS). Fonte: Vilgalyslab, Duke University.

63



2. JUSTIFICATIVA

Desde o primeiro relato de LV autdctone no DF, em 2005, novos casos
humanos e caninos tém sido registrados nas mesmas regides administrativas,
bem como em novos focos. A ocorréncia das leishmanioses no DF parece
relacionar-se ao crescimento desordenado e acelerado das areas urbanas,
criagdo de bairros, condominios e/ou estabelecimento de residéncias em
localidades muito proximas de areas de matas. A possibilidade de que
mamiferos silvestres possam servir como fonte de infeccdo para
flebotomineos neste novo ambiente antropizado tem sido pouco estudada.
Somado a isso, o conhecimento relacionado a transmissdo enzootica de
Leishmania no DF ainda é escasso e a participacdo de mamiferos silvestres
no ciclo de transmissdo das leishmanioses deve ser urgentemente
esclarecida em cada localidade onde estejam registrados casos de LTA ou LV

em caes e/ou em seres humanos.

A compreensédo da distribuicdo e ecologia de flebotomineos é essencial
para métodos preventivos para as leishmanioses, no entanto o conhecimento
da fauna de flebotomineos no DF ainda é incipiente. Os poucos artigos
publicados geralmente sao relacionados as areas de infec¢do. Estudos que
analisem a ocorréncia e uso do habitat por flebotomineos sdo escassos,
dificultando a identificacdo das areas de risco a transmissdo das
leishmanioses e a implantacdo das devidas medidas de controle. Logo,
estudos da fauna flebotominica e das taxas de infeccdo desses insetos, seja
em areas endémicas ou de ocorréncia de casos esporadicos de
leishmanioses, devem ser realizados com maior frequéncia para que medidas
direcionadas a reducdo do contato do homem com o0s vetores possam ser
implementadas levando-se em conta no conhecimento comportamental

dessas espécies, em diferentes periodos do ano.

De fato, todos os elos (parasito, vetor, hospedeiro/reservatorio e ambiente)
da cadeia epidemioldgica das leishmanioses devem ser bem compreendidos

assim como os fatores envolvidos na amplificacdo dos focos enzodticos, que
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sao temporal e regionalmente especificos, para que efetivas estratégias de

controle da doenca possam ser determinadas.

O presente estudo aborda dois importantes elos da cadeia
epidemiologica das leishmanioses no DF: os vetores e os mamiferos
silvestres, que habitam as matas de galeria proximas aos centros urbanos. As
areas estudadas foram escolhidas considerando a localizacdo geografica
Norte e Sul das mais importantes matas de galeria que sofrem da pressao
antrépica no DF.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a transmissdo enzooética de Leishmania spp. em matas de

galeria no Distrito Federal (DF).

3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Identificar as espécies de flebotomineos capturadas em matas de
galeria do DF.

3.2.2. Analisar a taxa de infeccdo natural de flebotomineos por Leishmania

spp. em matas de galeria no DF.

3.2.3. Analisar a taxa de infeccdo natural de pequenos mamiferos por
Leishmania spp. em matas de galeria no DF.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Areas de estudo

O Distrito Federal localiza-se no Bioma Cerrado entre os paralelos
15°30’ e 16°30’ de latitude sul e os meridianos de 47°25’ e 48°12’ de longitude
oeste (Ribeiro & Walter 2008), com area de aproximadamente 5.800,000 km?
e populacdo de 2.977.216 habitantes (IBGE 2016). O clima é classificado
como tropical, segundo Koéppen, com duas estacbes definidas, o periodo
chuvoso, de outubro a abril, e o periodo seco, que corresponde aos meses de
maio a setembro. A vegetacdo ocorre em gradiente de formas fisionbmicas
dependendo do substrato e proximidade de cursos d’agua. O estudo foi
realizado em matas de galeria, caracterizadas por vegetacdo florestal que
segue acompanhando os rios de pequeno porte e 0os coOrregos das areas
estudadas. Sobre o curso d’agua forma-se, entdo, corredores fechados —
galerias. Essa fisionomia é classificada como perenifélia (caducifélia), pois, na
estacdo seca ndo ha queda de folhas. Normalmente, em ambas as margens
da mata de galeria ha faixas de vegetacao néo florestal onde se observa uma
transicdo brusca com formacdes savanicas e campestres (Ribeiro & Walter
2008). Nas matas estudadas, a altura média do estrato arbéreo variou entre
20 e 30 metros, e a superposicdo das copas forneciam cobertura arbérea de
70% a 95%.

O Parque Nacional de Brasilia (PNB), a mais importante Unidade de
Conservacao do DF, esta situado na porcao noroeste do DF, a cerca de 10
km do centro de Brasilia (Figura 5). A area de influéncia do PNB compreende
pouco mais de 1/3 da area territorial do DF (Plano de Manejo PNB 1997). A
Fazenda Agua Limpa (FAL) pertence a Universidade de Brasilia e esta
distante 28 km da sede do Campus Universitario da Asa Norte. Possui uma

area de aproximadamente 4.340 hectares (ha), destinados a preservacéo
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(2.340 ha), a conservacédo, (800 ha) e a producdo (1.200 ha) (Figura 5). O
Jardim Botanico de Brasilia (JBB) ocupa uma area de 4.518 ha, sendo 526 ha
destinados a visitagdo (Fonseca 2001). O JBB esta localizado ao sul do DF,
na Regido Administrativa do Lago Sul, distante cerca de 10 km do Plano
Piloto (Figura 5).

A Reserva Biologica da Contagem (REBIO), administrada pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA -
localiza-se ao norte do DF, abrange uma area de 3.460 ha, situada proxima
ao PNB. Dentro dos limites da Unidade foram identificados dois pontos de
captacdo de agua contribuindo para o abastecimento de agua potavel para a
cidade de sobradinho e parte do Plano Piloto (Figura 5). No entorno da
REBIO existem ocupacdes ja consolidadas, embora quase sempre
irregulares, ou seja, a regido sofreu um processo de ocupacao urbana,
principalmente nos ultimos 10 anos, comprometendo a cobertura vegetal da
regido (Arruda & Sa 2003).

FIGURA 5- Matas de Galeria amostradas em Brasilia. A: Parque Nacional de
Brasilia. B: Fazenda agua Limpa. C: Jardim Botanico de Brasilia. D: Reserva
Biol6gica da Contagem.
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Em cada mata de galeria foram determinados dois transectos de 1 Km
cada: PA, PB — Transectos A e B do PNB; RA, RB — Transectos A e B da
REBIO; BA, BB — Transectos A e B da FAL e JA, JB — Transectos A e B do
JBB (Figura 6), onde foram instaladas armadilhas luminosas do tipo HP
(Pugedo et al. 2005) nos meses de maio e setembro de 2014. A selecao
desses periodos foi baseada em estudos anteriores que indicaram uma maior

ocorréncia de flebotomineos em meses secos no DF (Ferreira et al. 2014).

—3

RB

FIGURA 6. Localizacdo geografica das quatro areas de estudo no Distrito
Federal. A: PNB: Parque Nacional de Brasilia (PA; PB); B: REBIO: Reserva
Biolégica da Contagem (RA; RB); C: FAL: Fazenda agua Limpa da UNB (BA;
BB); D: JBB: Jardim Botanico de Brasilia (JA; JB). Fonte: Google Earth 2014.
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4.2  Amostragem de flebotomineos

Os flebotomineos foram capturados usando armadilhas luminosas do

tipo HP (Pugedo et al. 2005) (Figura 7), alimentadas com pilhas alcalinas de

1,5 volts e armadilhas de Shannon (Shannon, 1939) com isca luminosa

(Figura 7). As armadilhas HPs foram instaladas a uma altura de

aproximadamente 1,5 m e ficaram expostas por 12 horas a partir do

crepusculo e as capturas na Shannon tiveram duracéo de quatro horas (18:00

- 22:00h) como preconizado pelo Minstério da Saude do Brasil.

Em cada mata de galeria amostrada no DF foram instaladas 40 HPs

em transectos lineares de aproximadamente 1.000 metros (espagcamento de

50 metros entre as HPs) durante quatro noites consecutivas e oito armadilhas
do tipo Shannon em maio e outras oito em setembro. O esfor¢co de captura

total dos meses de maio e setembro foi de 1.280 armadilhas HP (160 por area

em cada periodo) e 16 armadilhas do tipo Shannon (4h) em todo o periodo.

FIGURA 7 - Armadilhas utilizadas nas amostragens de flebotomineos. A:

armadilha do tipo HP. B: Armadilha do tipo Shannon.
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4.3 Montagem, disseccéo e identificacdo dos flebotomineos

Os flebotomineos capturados foram montados em Balsamo do Canada,
entre lamina e laminula, para identificacdo especifica segundo Galati (2015).
Para montagem das laminas de fémeas foi separada a cabeca e a porcao
final do abdomen (quatro ultimos segmentos) que passaram por uma bateria
de clarificacdo: 24 horas em KOH, depois lavados com acido acético 10% e
em seguida mais dez minutos em acido acético 100%, dez minutos em alcool
70%, dez minutos em alcool 80%, dez minutos em alcool 90%, dez minutos
em &lcool absoluto e 24 horas em eugenol. A cabeca e a porgdo final do
abdomen foram montadas em laminas e o restante do corpo (térax, parte do
abdome, asas e pernas) foi utilizado na extracdo de DNA para a realizacao

das PCRs (ver detalhes no capitulo 2).

4.4 Captura dos pequenos mamiferos

Os pequenos mamiferos silvestres foram capturados, nas mesmas
trilhas de captura dos flebotomineos e no mesmo periodo, em armadilhas de
contencao viva “live trap”, modelo Tomahawk e/ou Sherman (Figura 8), de
tamanho e resisténcias proporcionais as espécies-alvo. As armadilhas foram
alternadamente distribuidas no mesmo transecto das armadilhas dos
flebotomineos, nas areas selecionadas. As armadilhas foram espacadas em
torno de 10 metros uma da outra, ao nivel do solo, e a uma altura de um a
dois metros, quando o habitat apresentava uma estratificacdo vertical, para
gque o estrato arbéreo também fosse amostrado em locais propicios a
presenca de pequenos mamiferos arboricolas e escansoriais, como rede de

cip6s e galhos das arvores (Figura 8).
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FIGURA 8 - Armadilhas utilizadas para amostragens de mamiferos. A:
Armadilha tipo Tomahawk localizada no solo. B. Armadilha tipo Tomahawk
com pequeno mamifero capturado. C. Armadilha tipo Sherman localizada

em estrato arboéreo.

As armadilhas permaneceram abertas por quatro noites seguidas. Para
0 monitoramento dos pequenos mamiferos foi utilizada a metodologia de
captura-marcacao-recaptura (Figura 9) (Krebs 1999). Este método permite
uma caracterizagdo da estrutura da comunidade de pequenos mamiferos, a

partir da determinacéo da riqueza e diversidade de espécies.
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FIGURA 9- Roedor marcado por um brinco de identificagcdo (observar a ponta

da pinga).

As armadilhas foram instaladas em locais abrigados, protegendo os
animais contra as intempéries. Foram armadas e iscadas no final da tarde e
vistoriadas logo ao amanhecer. Foi utilizada como isca uma mistura de
pedacos de sardinha, farinha de milho, milho em conserva, pasta de

amendoim e banana amassada.

4.5 Contencao e marcacao dos pequenos mamiferos

Apobs a captura, os animais foram levados até uma base montada pela
equipe (Figura 10), onde se procedeu a pesagem, anestesia para coleta de
material biologico (biopsia de orelha) e foram retornados a natureza no
mesmo dia da captura. Os mamiferos silvestres ficaram alojados nas proprias
armadilhas por um curto tempo, suficiente para manipulacdo e retorno da
anestesia. Durante esse periodo, eles tiveram disponivel a propria isca como

alimento.
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FIGURA 10 — Base de trabalho de campo.

Os pequenos mamiferos foram contidos com o auxilio de
equipamentos de protecédo individual e de contencdo, como luvas de raspa de
couro e sacos de pano ou de plastico grosso, para retirada do animal da
armadilha e pesagem.

O protocolo anestésico utilizou a associacdo de Tiletamina/Zolazepan —
Zoletil 50®, na dosagem de 20 a 40 mg/Kg, de acordo com a espécie do
animal, via intramuscular, ou utilizando 80 mg/kg de cloridrato de quetamina e
10 mg/kg de cloridrato de xilazina IM com auxilio de seringas e agulhas com

dimensdes proporcionais a espécie manejada.

Outros parametros aferidos e/ou medidos durante o periodo de
sedacdo dos animais foram: sexo, medidas corporais (comprimento cabeca-
corpo, comprimento da cauda, tamanho da orelha direita e comprimento da
pata posterior direita, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e
temperatura foram aferidos conforme a apresentagdo do estado geral do
animal (Figura 11). Logo em seguida, realizou-se a coleta de amostras
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biolégicas. As medidas corporais foram usadas em comparagcdo a chave de

identificacdo para roedores do Brasil de Bonvicino et al. (2008).

FIGURA 11 — Procedimentos de pesagem (A) e exame clinico geral em

roedor e marsupial (B).

4.6 Coleta de material biolégico

Dos animais silvestres, foi-se coletado fragmentos de pele (ponta de
orelha) (Figura 12). Os fragmentos de orelha foram colocados em isopores,

dentro de tubos eppendorf secos, em temperatura ambiente e identificados.
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FIGURA 12 — Roedor apos coleta de tecido. A seta aponta o local da coleta

da ponta de orelha.

O material foi transportado no mesmo dia para o Laboratério de
Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia. As amostras coletadas no més de maio, foram
mantidas em freezer a temperatura de -20° durante quatro meses e
juntamente com as amostras coletadas em setembro foram transferidas para
freezer a temperatura de -80° por dois meses, até o processamento das
amostras (ver detalhes no capitulo 3). O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica de Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicas (IB) da
Universidade de Brasilia (UnBDOCN°21793/2014) (Anexo 2). As capturas dos
pequenos mamiferos nas areas foram realizadas mediante autorizacdo n°
36808-6, emitida pelo Instituto Chico Medes de Biodiversidade (ICMBIo)
(Anexo 1) e também de autorizagbes das Unidades de Conservacao

amostradas.
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6 Consideracdes Finais

A taxa de infecgdo por Leishmania encontrada nos mamiferos e o fato
de néo ter sido detectada nos flebotomineos capturados durante o presente
estudo poderiam estar relacionados ao estado de preservagdo das matas de
galeria amostradas. Ainda que exista algum grau de degradacdo ambiental
em fungdo da presenca humana e da consequente urbanizacdo ao redor
destes ecossistemas estudados, segundo (Kessing & Ostfeld 2006),
comunidades mais diversas podem diminuir o risco de epizootias e epidemias
ao impedir a dominancia de espécies consideradas vetoras ou reservatérias

de determinadas doencgas.

De fato, a diversidade de espécies de flebotomineos, incluindo novos
registros para o DF e Brasil, e de mamiferos nas areas amostradas
demonstram que a fragmentacdo dos ambientes parece ndo ser suficiente
para gerar um efeito de borda, onde observa-se pobreza de diversidade de
espécies, generalismo e antropofilia dos vetores ou reservatérios
competentes que, adaptados, se beneficiam da nova condicdo da
fragmentacdo, levando a um maior risco de infeccdo para o homem (Nardi
2010). Entretanto, considerando-se o0 tempo que o ser humano habita o
planeta, a urbanizacdo € um fendmeno muito recente e a compreensao dos
seus efeitos permanece um grande desafio para a salde publica. Esta
perspectiva torna-se ainda mais dramatica quando se considera a

urbanizacdo em paises tropicais pouco desenvolvidos (Lau et al. 2010).

A importancia epidemiolégica das leishmanioses nas grandes cidades
brasileiras ilustra este desafio: apesar de varios estudos de diversos aspectos
da doenca e da implementacdo de medidas de controle, as infec¢coes humana
e canina ainda permanecem um sério problema (MS 2006). Aléem disso, uma
avaliacdo dos impactos das medidas de controle nos cenarios
epidemiologicos onde a doenca ocorre permanece problematica, pois um

grande numero de fatores pode influenciar a qualidade das medidas de
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controle, mas ndo ha procedimento pradonizado para avaliar-se a qualidade

das acdes implementadas (MS 2006).

Nas matas de galeria do presente estudo encontrou-se elevado nimero
de espécimes de Bi. flaviscutellata, principalmente na REBIO e PNB, ao norte
do DF. O predominio de Bi. flaviscutellata era esperado, a julgar pela
frequéncia que tem ocorrido em areas florestais, como também puderam
observar Carvalho et al. (2010) quando compararam suas capturas de
flebotomineos em domicilio, peridomicilio e matas de galeria. Devido a
presenca de pequenos mamiferos infectados por Leishmania (Leishmania)
amazonensis nestas areas (Cardoso et al. 2015), esta espécie pode ser a
responsavel pela circulacdo enzodtica deste parasito; o qual € o agente
etiologico da leishmaniose cutanea difusa. O mesmo aplica-se para Ny.
whitmani, espécie capturada na REBIO, PNB e JBB, a qual € considerada
transmissora da Leishmania braziliensis no Brasil, devido a sua presenca
tanto em matas de galeria, peri-domicilio e domicilio (Carvalho et al. 2010). Os
resultados dos testes moleculares para infeccdo por Leishmania nos
mamiferos do presente estudo, corroboram com os dados de Cardoso et al.
(2015), devendo-se proceder o sequenciamento das amostras positivas para
ITS para uma melhor compreensdo das espécies de Leishmania poderiam
estar envolvidas no ciclo enzoo6tico da doencga, nessas localidades.

Modelos estatisticos complexos ja utilizados para a descricdo das
leishmanioses (Aradjo et al. 2013) estdo além dos objetivos do presente
estudo. Este estudo foi desenvolvido com uma metodologia que pode ser
reproduzida no campo dos servicos de salde dos municipios brasileiros e
demonstra a importancia de um monitoramento sistematico de flebotomineos
e de animais silvestres para a avaliacdo das medidas de controle das
leishmanioses, principalmente o controle quimico dos vetores (Saraiva et al.
2017) e identificacdo das espécies silvestres focalmente envolvidas no ciclo

biologico do parasito.

Estudos retrospectivos dos aspectos ecoldgicos das areas e o efeito da
fragmentacao de habitat ao longo do desenvolvimento urbano do DF, assim

como a comparacdo da diversidade de espécies de flebotomineos e
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mamiferos no curso desses anos e dos dados de incidéncia de leishmanioses
em animais silvestres, caes e seres humanos deveriam ser estimulados para
se julgar a verdadeira influéncia da pressdo antropica no ciclo enzoético de

Leishmania do Distrito Federal.
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3.

7 Conclustes

Bichromomyia flaviscutellata, importante vetor de L. amazonensis, foi a
espécie de flebotomineo mais capturada nas matas de galeria do DF.
Lutzomyia longipalpis, vetor de L. infantum, n&do foi detectada nessas
matas. Brumptomyia guimaraesi, Br. brumpti, Micropygomyia
ferreirana, Evandromya bourrouli e Psathyromyia pradobarrientosi
foram registradas pela primeira vez no DF, elevando para 35 o nimero
de espécies registradas nessa unidade da federacéo, revelando que a
fauna flebotominica do DF é rica e que as matas de galeria contribuem

para manutencado das populacdes de flebotomineos.

Nenhum “pool” de flebotomineos foi positivo para Leishmania spp. por
meio dos testes moleculares utilizados. Esse resultado ndo implica na
inexisténcia de vetores infectados nestas matas de galeria,
considerando que geralmente a taxa de infeccdo € baixa nesses
insetos e que ha circulacdo de Leishmania nos pequenos mamiferos

capturados nas mesmas areas e periodos.

Os mamiferos silvestres Rhipidomys macrurus e Gracilinanus agilis sao
reservatorios potenciais de espécies de Leishmania em matas de
galeria na Fazenda Agua Limpa da UnB e Jardim Botanico de Brasilia,
locais onde ainda ndo havia sido detectada infeccdo em roedores e
marsupiais. Na Reserva Biolégica da Contagem a deteccdo de
Leishmania em Didelphis albiventris e R. macrurus indica que a
transmissdo enzodtica ndo é um evento pontual nessas matas
considerando que infeccdo em pequenos mamiferos (R. macrurus e G.
agilis) por L. amazonensis e L. braziliensis ja tinha sido registrada ha
trés anos em outro trabalho. A ndo deteccdo de flebotomineos e
mamiferos silvestres infectados por espécies de Leishmania no PNB,
no presente estudo, ndo significa auséncia do ciclo enzodtico na area.
Dessa forma, as matas de galeria do DF abrigam hospedeiros e
potenciais vetores de espécies de Leishmania e tém papel importante
para manutencao da transmissao enzoodtica desses

tripanossomatideos.
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Anexo 1. Autorizacao para coleta

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Bicdiversidade - ICMBio
Sisterna de Autorizacdo e Informacio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 36808-3

Data da Emissao: 07/04/2014 17:18

Data para Revalidagao*: 07/05/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatrio de atividades a ser enviade por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissio.

Dados do titular

Nome: Rodrigo Gurgel Gongalves

CPF: 864.037.531-34

Titulo do Projeto: Biologia de tripanosomatideos e seus vetores no Brasil Central

Mome da Instituigdo : FUNDA[;.E‘O UNIVERSIDADE DE BRASILIA

CMNPJ: 00.038.174/0001-43

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio {(mes/ano) | Fim (mes/ano)
1 [ Coleta de flebotomineos 10/2012 10/2015
2 | Captura de Mamiferos 0472014 052016

Equipe
= HNome Funcao CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 | Andrey Jose de Andrade Pesguisador 042 450.886-99 M3163430 PC-MG Brasileira
2 [JONATAS BARBOSA CAVALCANTE FERREIRA | pesquisador 714.867.20153 2087016 SSP-DF Brasileira
3 | Aline Machado Rapello do Nascimento Pesguisadora B874.167.351-49 1789791 SSP-DF Brasileira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[F] Municipio [ UF [Descrigao do focal [Tipo

1 DF RESERVA BIOLOGICA DA CONTAGEM UC Federal

2 | BRASILIA OF Fazenda Agua Limpa UnB Fora de UC Federal

AREA DE RELEVANTE INTERESSE ECOLOGICO
3 DF | CAPETINGATAQUARA UC Federal
4 DF PARCIUE NACIONAL DE BRASILIA UC Federal

Atividades X Taxons

i Afividade

Taxons

1 | Captura de animais silvestres in situ

Oligoryzomys, Gracilinanus, Psychodidae, Rhipidomys macrurus, Didelphidae, Akodon,
Proechimys, Nectomys rattus, Oecomys bicolor, Necromys lasiurus, Oryzomys, Calomys

2 | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ

Gracilinanus, Rhipidomys macrurus, Nectomys rattus, Oryzomys, Oecomys bicolor, Proechinys,
Necromys lasiunus, Akodon, Oligoryzomys, Calomys, Didelphidae

3 | Coletaftransporte de espécimes da fauna silvestre in situ Psychodidae (*Qtde: 600)

4 | Marcagdo de animais silvestres in situ

Material e métodos

Proechimys, Gracilinanus, Oryzomys, Akodon, Calomys, Necromys lasiurus, Oecomys bicolor,
Oligoryzomys, Didelphidae, Mectomys rattus, Rhipidomys macrurus

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservago, a serem coletados durante um ano.

1 | Amostras biologicas {Outros mamiferos)

Sangue, Fragmento de tecido/orgao

Metodo de captura/coleta (Inver Terresires)

Cutros metodos de captura/coleta{Shannon), Amadilha luminocsa

Amiadilna tipo gaiola com afracao por iscas (“Box TrapTomahawk/Sheman™)

2
3 | Metodo de captura/coleta (Outros mamiferos)
3

Metedo de marcagao (Outres mamiferos) Brinco

Destino do material biclégico coletado

Nome local destino [

Tipo Destino

#
1 | FUNDACAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA [
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Anexo 3. Carta da editora da Checklist

Kirstern Lica Follmann Haseyama licahaseyama@gmail.com

mar. 13/06, 14:03

Vous;
Andrey José Andrade (bioandrey@gmail.com);

+5 autres

Aline Machado Rapello: We have reached a decision regarding your
submission to Check List, "Na wupdated list of sand flies (Diptera:

Psychodidae:Phlebotominae) in the Federal District of Brazil".

Our decision is to: Accept after required revisions
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