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RESUMO

A Leishmaniose Visceral é uma antropozoonose que tem avancado em nimero de casos na
regido Norte do Brasil. Nas Américas a doenca é causada pelo protozoario Leishmania
infantum, que no Brasil é transmitido principalmente por fémeas de flebotomineos da espécie
Lutzomyia longipalpis. O protozoario é adquirido pela fémea durante o repasto sanguineo em
um mamifero infectado e transmitido posteriormente apds reproducdo no intestino do vetor. A
preferéncia alimentar da espécie determina os hospedeiros com maior risco de infeccdo.
Objetivou-se neste estudo investigar habitos alimentares de Lu. longipalpis, utilizando métodos
de diagnostico moleculares através da amplificacdo de DNA mitocondrial. As fémeas de Lu.
longipalpis foram capturadas mensalmente durante dozes meses consecutivos utilizando
armadilhas luminosas tipo CDC instaladas no intradomicilio e peridomicilio de oito bairros da
zona urbana do municipio de Araguaina, Tocantins. As fémeas coletadas foram dissecadas, a
cabeca e terco final do abdémen seccionados e montados em liquido de Berlese para
identificacdo. Para extragdo de DNA, o torax e parte do abdémen foram utilizados para formar
pools de até 10 fémeas e reacdo em cadeia da polimerase convencional (PCRc) foi realizada
utilizando primers que amplificam regides do DNA mitocondrial (mtDNA) de humano, cdo,
gato e galinha. Um total de 610 fémeas foram analisadas em 61 pools. Frequéncia de
positividade significativamente maior (P<0,05) ocorreu para DNA de humano (47,5%) e de cdo
(34,40%) em relacdo a galinhas (13,10%) e gatos (6,50%). DNA de duas ou mais espécies
animais foi encontrado em 42,6% das amostras analisadas. Os resultados indicam que
populacdes de Lu. longipalpis estdo presentes em regides periféricas e central de Araguaina, o
vetor visita o intradomicilio para alimentacdo e possui fontes alimentares variadas, com
frequente alimentacdo em humanos e cées, advertindo para o risco de transmissdo da LV
quando na presenca de reservatério infectado.

Palavras-chaves: mtDNA; Diversidade alimentar; Calazar; Vetores.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is an anthropozoonosis that has increased in number of cases in the
northern region of Brazil. In the Americas, the disease is caused by the protozoan Leishmania
infantum, which in Brazil is transmitted mainly by female sandflies of Lutzomyia longipalpis.
The female acquires the protozoan during blood repast on an infected mammal and is
subsequently transmitted after reproduction in the vector's intestine. The feeding preference of
the species determines the hosts most at risk of infection.  This study aimed to investigate the
feeding habits of Lu. longipalpis, using molecular diagnostic methods through the amplification
of mitochondrial DNA. Females of Lu. longipalpis were captured monthly for twelve
consecutive months using CDC-type light traps installed in the intradomicile and peridomicile
of eight neighborhoods in the urban area of Araguaina, Tocantins. The females collected were
dissected, the head and the final third of the abdomen sectioned and mounted in Berlese liquid
for identification. For DNA extraction, the thorax and part of the abdomen were used to form
pools of up to 10 females, and conventional polymerase chain reaction (c-PCR) was carried out
using primers that amplify regions of mitochondrial DNA (mtDNA) from human, dog, cat, and
chicken. A total of 610 females were analyzed in 61 pools. A significantly higher frequency of
positivity (P<0.05) occurred for human (47.5%) and dog (34.40%) DNA compared to chicken
(13.10%) and cat (6.50%). DNA from two or more animal species was found in 42.6% of the
samples analyzed. The results indicate that populations of Lu. longipalpis are present in
peripheral and central regions of Araguaina, the vector visits the intradomicile to feed and has
varied food sources, with frequent feeding on humans, warning of the risk of VL transmission
when in the presence of an infected reservoir.

Keywords: mtDNA,; Food diversity; Calazar; Vectors.
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CAPITULO | - CONSIDERACOES INICIAIS

1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma antropozoonose transmitida pela picada de fémeas
de dipteros da familia Psychodidae popularmente conhecidos por “mosquito palha” ou
“flebotomo”, entre outras denominacodes. A doenga era caracterizada como de zona rural, mas
a partir da década de 90 se expandiu para &reas metropolitanas de grandes centros urbanos e,
como consequéncia, 0 nimero de casos aumentou no pais, atualmente o Brasil esté entre os seis
paises do mundo com maior nimero de casos reportados (Opas, 2022).

No Brasil, a leishmaniose se espalhou rapidamente e ndo se limita apenas as areas rurais
ou pequenas cidades do interior, encontrando-se presente também nos grandes centros urbanos.
A LV esté distribuida em 23 estados da Federagdo e no distrito federal, atingindo as cinco
regibes brasileiras, onde existem diferencas em relacdo a aspectos geograficos, climaticos e
sociais (Brasil, 2013).

Os fatores climaticos e ambientais exercem influéncias significativas na densidade e
abundancia de flebotomineos, no entanto, alguns estudos falharam em demonstrar essa
correlacdo (Mestre et al., 2011; Oliveira et al., 2016), devido a provavel interferéncia de fatores
ndo climaticos, tais como demograficos e socioeconémicos na epidemiologia das doencas
(Parham et al., 2015; Oliveira et al., 2016).

O controle dos vetores no Brasil, representa um dos principais gargalos dos programas
de vigilancia e controle de doencas transmitidas por vetores (Sales, 2015) e para LV ndo é
diferente. Estudo da fauna flebotominica, as preferéncias alimentares de cada espécie vetora e
a taxa de infec¢do por leishmania, ainda inexistem em algumas areas do pais, o que dificulta o
entendimento da cadeia epidemioldgica da doenca e o direcionamento das medidas de controle
(Oliveiraet al., 2016).

A utilizagdo da biologia molecular para identificar as fontes alimentares dos
flebotomineos mudou a diregdo dos estudos sobre o comportamento alimentar dos insetos
hematofagos (Pereira Filho, 2023). A Reacdo em cadeira da Polimerase (PCR) é uma
ferramenta de diagnostico cujas perspectivas parecem boas em comparagdo as técnicas
tradicionais, devido a sua alta sensibilidade e especificidade ao caracterizar o sangue ingerido
pelas fémeas de flebotomineos, associado ao fato de que o DNA mitocondrial é uma regido
especifica e ndo sofre mutacao, dessa maneira diminui consideravelmente as chances de erros

no estudo (Brito; Pereira, 2014). Ademais, conhecer o padréo alimentar dos vetores é relevante,
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pois permite compreender a ecoepidemiologia destes insetos bem como caracteristicas da
cadeia de transmissdo das leishmanioses, contribuindo para a elaboracdo de estratégias de

prevencdo e controle dessas zoonoses.

2 OBJETIVOS
Objetivo Geral

Identificar os habitos alimentares dos flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis
capturados na zona urbana do municipio de Araguaina — TO.

Objetivos Especificos

Investigar os habitos alimentares dos flebotomineos da espécie Lu. longipalpis do
municipio de Araguaina-TO, utilizando método molecular (cPCR);

Identificar as espécies de animais domésticos que fazem parte do ciclo biolégico dos
flebotomineos na zona urbana do municipio de Araguaina— TO;

Avaliar a participacdo do homem como fonte alimentar de Lu. longipalpis em areas da

zona urbana do municipio de Araguaina.
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3 REVISAO DE LITERATURA

As leishmanioses sdo doencas de carater zoonotico, consideradas uma das seis endemias
prioritarias do mundo. Séo classificadas em duas formas bésicas, a leishmaniose tegumentar
(LT) quando acomete a pele e mucosas, e a leishmaniose visceral (LV), quando atinge 6rgédos
internos (Fiocruz, 2013; Opas, 2021).

A LV afeta principalmente pessoas pobres, de paises como a Africa, Asia e América
Latina, e est4 associada a condi¢cdes como a desnutri¢do, deslocamento da populacéo, condi¢des
precérias de habitacdo, sistema imunoldgico deficiente e falta de recursos financeiros. A LT
estd intimamente ligada a alteragdes ambientais, como o desmatamento, construcdo de

barragens, sistemas de irrigacdo e ao processo de urbanizacdo (Brasil, 2019; Opas, 2021).

3.1 Leishmaniose visceral no Mundo, América Latina, Brasil e no Tocantins

Ocorrem de forma endémicas em 99 paises nos trépicos, subtrdpicos e bacia
mediterranea, sendo 89 endémicos para LT, 80 endémicos para LV e 71 endémicos para as duas
formas clinicas (Who, 2020, Opas, 2021).

A leishmaniose cutanea e visceral estdo presente em 21 paises, sendo que 19 paises sao
endémicos para LC e 13 paises para LV. No periodo de 2001 a 2021, foram registrados e
notificado a OPAS, um total de 1.105.545 casos de LC e Leishmaniose mucosa (LM) nas
Américas, correspondendo a uma média de 52.645 casos por ano. No mesmo periodo, foram
registrados 69.665 novos casos de LV, com média anual de 2.488 casos e taxa de letalidade de
cerca de 8% — considerada a mais alta quando comparada a outros continentes (Opas, 2021).

Nas Américas, a maior parte dos casos notificados esta no Brasil (Figura 1), onde a
incidéncia da doenca aumentou nas Ultimas décadas devido ao éxodo rural, caracterizado pela
massiva migracdo de pessoas das zonas rurais para 0s centros urbanos, ao aumento populacional
de cdes infectados cronicamente, bem como a adaptacdo dos flebotomineos vetores ao habitat
peridomiciliar doméstico urbano e suburbano (Harhay et al., 2011; Alvar et al., 2012; Ferreira
et al., 2018, Opas, 2021).
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Figura 1. Mapa demonstrativo dos cinco paises da América do Sul que apresentaram 0s
maiores indices de casos confirmados de leishmaniose visceral em humanos, intervalo
compreendido entre os anos de 2012 e 2022
M Brasil (30.434 casos)

M Bolivia (14 casos)
Guiana (9 casos)
M Paraguai (5 casos)

M Venezuela (4 casos)

Da plataforma Bing
Microsoft, OpenStreetMap

Fonte da ilustragdo: Arquivo do autor. Fonte de dados: Sinan, 2023.

O pais possui seis estados com os maiores indices da doenca, e apesar do estado do
Maranhdo destacar-se por apresentar o maior nimero de casos notificados (Figura 2), o
Tocantins € o estado que registrou a maior incidéncia em 2022 (6,68/100.000 habitantes),
seguido do Maranhé&o (4,23/100.000).

Figura 2. Mapa demonstrativo dos dez estados brasileiros com os maiores indices de
notificagcdo de casos confirmados de leishmaniose visceral em humanos, no intervalo do
periodo compreendido entre os anos de 2012 e 2022

B Maranhao (5818)

B Minas Gerais (3981)

B Ceard (3722)

W Pard (3282)

B Bahia (2662)

M Piaui (2.731)

M Tocantins (2183)

B Mato Grosso do Sul (1.808)
M S3o Paulo (1.807)

M Pernambuco (1.526)

Da plataforma Bing
© Microsaft, OpenStreetMap

Fonte da ilustracdo: Arquivo do autor. Fonte de dados: Sinan, 2023.
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No estado do Tocantins, entre os anos de 2016 e 2022 houve um total de 1.240 casos
diagnosticados (Figura 3). No entanto, grande parte dos casos estd concentrada nos trés
primeiros anos abordados, ocorrendo uma reducdo gradativa da quantidade de casos
confirmados nos anos de 2019 a 2022, possivelmente devido a adogdo de medidas de prevencéo,
como exemplo o combate do inseto vetor (Silva et al., 2023). Ainda assim, a estratificacdo do
risco de Leishmaniose Visceral Americana (LVA) por municipios brasileiros realizada pelo
Ministério da Saude do Brasil no periodo 2020-2022 classifica 10 municipios do estado do
Tocantins como area de transmissdo intensa, entre eles as duas maiores cidades do estado
Araguaina e a capital Palmas (BRASIL, 2023).

Figura 3. Mapa demonstrativo das dez cidades do estado do Tocantins com 0s maiores
indices de notificacdo de casos confirmados de leishmaniose visceral em humanos, no
intervalo do periodo compreendido entre os anos de 2012 e 2022.

‘)- B Araguaina (915)

< B Palmas (484)

l Augustindpolis (95)

B Paraiso do Tocantins (89)
Gurupi (84)

Porto Nacional (81)

L‘i M Colinas do Tocantins (55)

M Miracema do Tocantins (51)
B Tocantindpolis (43)

B Araguatins (19)

Da plataforma Bing
© Microsoft, OpenStreetMap

Fonte da ilustracéo: Arquivo do autor. Fonte de dados: Sinan, 2023.

A cidade de Araguaina destaca-se no estado e nacionalmente, pois apresenta processo
endémico de leishmaniose visceral. Nos anos de 2007, 2008 e 2012 foi 0 municipio brasileiro
que apresentou a maior incidéncia da doenca no pais (Toledo et al., 2017; Nina et al., 2023).
Dos 2.111 casos diagnosticados no Estado entre os anos de 2012 e 2022, 25,5% (538) tiveram
como municipio de infeccdo Araguaina, enquanto no municipio de Palmas, o segundo em
namero de casos, foram notificados 231 casos (10,9%) (BRASIL, 2023).

3.3 Agente etioldgico
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A leishmaniose € causada por protozoarios do género Leishmania, ordem Kinetoplastida
e familia Trypanosomatidae, cujos representantes apresentam como caracteristica uma
mitocondria unica (cinetoplasto), rica em DNA mitocondrial (mtDNA) (Ferreira et al., 2018).
Nas Américas, a LV € ocasionada pelo protozoario da espécie Leishmania infantum, cujo
principal vetor é o flebotomineo Lutzomyia longipalpis (Brasil, 2017; Opas, 2021). O cdo, é 0
principal reservatorio urbano, por ser considerado uma fonte de alimentagdo para o vetor e
possuir intenso parasitismo cutaneo (Menegatti et al., 2020).

A dindmica de transmissdo da doenca se diferencia entre os locais de ocorréncia em
funcdo das varidveis relacionadas aos parasitos, aos vetores, ao nivel de susceptibilidade dos
hospedeiros, aos ecossistemas e aos processos sociais de producdo de uso do solo e a
disponibilidade de fontes de alimentacdo e ocupacédo de novas areas pelo homem (Aradjo et al.,
2013).

3.4 Flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, sendo conhecidos popularmente no Brasil, dependendo do estado
ou da regido, como mosquito palha, asa dura, tatuquira, birigui, cangalha, cangalhinha,
ligeirinho, péla-égua, arrepiado (Brasil, 2014).

Anatomicamente os flebotomineos sdo marcados por terem cerdas abundantes em seu
corpo, 0 que os distingue dos outros dipteros. Seu ciclo de vida é completo, ou seja, sao
holometabdlicos, passam pelo estagio larval com quatro estagios evolutivos (L1, L2, L3 e L4),
durante fase de pupa seu desenvolvimento ocorre em matéria organica e chegam a fase adulta
alada com dimorfismo sexual (Silva et al., 2017).

As formas imaturas de flebotomineos se desenvolvem no solo, locais ricos em matéria
organica em decomposi¢do, onde a visualizagdo das larvas em ambientes naturais é rara, pois
nesse estagio elas tém grande mobilidade e se deslocam a procura de alimento, e ao emergirem
de pupa para a fase adulta, podem utilizar uma infinidade de ec6topos como abrigo (Tonelli et
al., 2017).

Quando adultos apresentam dimorfismo sexual, cujas diferencas morfologicas mais
observadas estdo nos ultimos segmentos abdominais modificados que constituem a genitalia
(Figura 4) e na cabeca, na qual a probdscide é mais desenvolvida nas fémeas para sugar o sangue
e estas possuem dentes no cibario, que sdo adaptados para iniciar a digestdo sanguinea de forma

mecanica. Os adultos se abrigam em lugares imidos e com sombra até necessitarem realizar
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repasto sanguineo e cépula, que se configura como momento ideal para invadir &reas

antropizadas (Tonelli et al., 2017).

Figura 4 — Espécimes de Lutzomyia longipalpis, macho (a) e fémea (b), capturados em area
da zona urbana de Araguaina, Tocantins.

N

Fonte: Laboratdrio de Parasitologia, UFNT, 2023.

Esses insetos sdo de ambientes silvestres, com habito crepuscular e noturno. Durante o
dia, permanecem em locais protegidos, abrigam-se nas copas ou nas bases de arvores ocas,
troncos apodrecidos ou raizes tubulares, no chdo entre as folhas secas caidas, dentro de
cavernas, em frestas de rochas, dentro de tocas de animais, entre outros locais que oferecem
protecdo (Casanova et al., 2013; Dutra-Rego et al., 2022). No entanto, as mudancgas ambientais
provocadas por fenbmenos naturais ou pela intervencdo humana, como a destruicdo da
vegetacdo nativa, a ocupac¢do humana desordenada e invasdo de areas florestais tém alterado os
habitats naturais dos flebotomineos (Valderrama et al., 2011).

Estudos em areas antropizadas, mostram a presenca dos flebotomineos em abrigos de
animais domésticos, como em galinheiro, chiqueiro, estabulo, curral e sob material acumulado
nos quintais das habitacbes. Em ambiente peridomiciliar, sdo encontrados nas paredes internas
e externas das residéncias (Santini et al., 2017; Machado et al., 2017; Santos et al., 2017).

Os flebotomineos representam um grupo de aproximadamente 1000 espécies
conhecidas em todo o mundo, das quais 530 foram encontradas nas Ameéricas. Estima-se que
98 espécies sdo possiveis vetores naturais de Leishmania spp. (Shimabukuro et al., 2017). No
Brasil, foram identificadas cerca de 230 espécies, das quais Nyssomyia whitmani, Nyssomyia

intermedia e Migonemyia migonei, sdo atribuidas como vetores de espécies de Leishmania que
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causam a forma cutanea ou tegumentar e Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi importantes
vetores da espécie de Leishmania que causa a forma visceral (Missawana et al., 2011).

O inicio do ciclo dessa enfermidade comeca quando a fémea do flebotomineo se
alimenta em um animal infectado e ingere a forma amastigota do protozoario presente na
circulacdo periférica, em seguida ha a transformacdo em promastigota no intestino do vetor que
migra para a proboscide e podem ser eliminados em um hospedeiro suscetivel. Quando na
forma promastigota séo fagocitados por macréfagos e se transformam em amastigotas, nessa
fase eles se multiplicam e causam o rompimento do macrofago, sendo fagocitados por novos
macrofagos e infectando varios tecidos (Rocha et al., 2021).

A duracdo do ciclo de infec¢do no invertebrado é em torno de seis a nove dias, e varia
de acordo com a espécie envolvida. O ciclo se completa, com o desenvolvimento de formas
metaciclicas infectantes que sdo altamente ativas e migram ao longo do intestino anterior,
podendo ser liberadas em um novo repasto sanguineo (Aguiar; Rodrigues, 2017).

Uma infeccdo bem-sucedida depende da amplificacdo do parasito e é impulsionada pela
ingestdo de varias refeicdes sanguineas pelo flebotomineo, quando o nimero de parasitos é
muito baixo inicialmente, a realizacdo de novo repasto sanguineo aumentara a replicacao de
leptomonas, e eleva o nimero de parasitos, de modo que favorece a diferenciagdo em formas
metaciclicas (Elnaiem, Ward e Young, 1994). A efetivacdo de terceiro repasto sanguineo e
outro ciclo de replicacdo do parasito pode ser necessaria, a depender do indculo inicial (Serafim
et al., 2018). O periodo de incubacdo é dependente da espécie acometida e o tipo de

leishmaniose, mas normalmente possui uma variacdo de 10 dias a 7 meses (Brasil, 2017).

3.4.1 Fonte alimentar dos Flebotomineos

Os flebotomineos possuem mandibulas atrofiadas e probdscide curta, especializada em
obter carboidratos em fontes naturais tais como: néctar, excre¢des de afideos, seiva vegetal e
frutas maduras. No entanto, as fémeas mudam sua alimentacéo, trocando fontes naturais por
sangue de animais vertebrados, para fins reprodutivos (Kamhawi, 2000; Ready, 1979).

A espécie Lu. longipalpis & uma espécie que tem como caracteristica possuir diferentes
fontes alimentares, sendo assim, humanos, cées, gatos, aves e outros animais podem ser alvos
de repastos sanguineos (Soares et al., 2014; Sousa et al., 2021). Esse comportamento facilita a
transmissdo de doencas. Além disso, a diversidade vegetal, animal e fatores microclimaticos

que caracterizam as florestas tropicais fornecem recursos alimenticios, abrigos e condicdes
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Otimas de temperatura e umidade para o desenvolvimento dos flebotomineos, influenciando a
abundéancia e diversidade de espécies (Killick-Kendrick, 1999; Silva et al., 2007).

3.4.2 Investigacdo de habitos alimentares dos Flebotomineos

Para avaliar os habitos alimentares de flebotomineos, a principal ferramenta é a busca
por vestigios de sangue no tubo digestivo do vetor que identifiquem os animais que sdo usados
como fonte alimentar dos insetos, assim como para identificar potenciais reservatdrios de
Leishmania spp. e analisar a presenca do parasito. Como forma de estudo da fonte alimentar
podem ser utilizadas ferramentas, tais como: teste de aglutinacdo em latex (Boorman et al.,
1977), ensaios de antigeno-anticorpo com a precipitina (Nery et al., 2004, Afonso et al., 2005),
o teste imunoenzimatico (ELISA) (Agrela et al., 2002 , Bongiorno et al., 2003; Marassa et al.,
2006, Rossi et al., 2008; Maleki-Ravasan et al., 2009; Svobodova et al., 2003), além de difusao
em gel de agarose (Srinivasan; Panicker, 1992; Guzman et al., 1994). Ensaios com precipitina
tornaram-se ultrapassados devido a necessidade de uso de sangue fresco, possuir baixa
sensibilidade e haver possibilidade de reacdo cruzada (Marassa et al., 2004; Souza et al., 2021).

O teste de reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) é o mais adequado para realizar a
analise do contetdo estomacal das fémeas, pois permite identificar e ampliar quantidade
suficiente de DNA de uma sequéncia de interesse, com maior especificidade e sensibilidade
(Alves; Bevilacqua, 2004).

A identificagdo da fonte alimentar em flebotomineos € realizada a partir da captura de
fémeas em ambiente natural e processamento dos segmentos finais do abddémen e da cabeca
para identificacdo e posterior processamento individual ou em pools do restante do abdémen
(Anaguano et al., 2015; Avila et al., 2018). A anélise de pools com 10 a 20 fémeas garante
maior quantidade de material a ser analisado, facilitando a visualizagdo dos resultados dos testes
empregados, que pode ndo ser suficiente quando realizadas andlise individuais (Soares et al.,
2014).

O conhecimento da preferéncia alimentar dos flebotomineos permite o emprego de
medidas mais adequadas e eficazes para seu controle. Dessa forma, estudos sobre a biologia e
0 comportamento de flebotomineos, sdo importantes ndo apenas para um melhor entendimento
da historia natural da doenca (Forattini, 1973; Dias-Sversutti et al., 2007), mas também
apresentam grande relevancia nas investigacbes da relagdo hospedeiro-vetor e
consequentemente na ecoepidemiologia das leishmanioses (Roque; Jansen, 2014). Conhecendo

o0s habitos alimentares dos flebotomineos pode-se ter indicios dos possiveis reservatorios que
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estariam atuando na manutencdo do ciclo enzooético, além de melhor avaliar o grau de

antropofilia da espécie (Nery et al., 2004; Afonso et al., 2012).

3.5 Diagnostico do repasto sanguineo pela PCR para Flebotomineos

Os primeiros registros da utilizagdo da biologia molecular como forma de investigacéo
da fonte alimentar de insetos surgiram a partir da primeira década do século XXI (Ngo; Kramer,
2003; Kent; Norris, 2005). A partir dai as técnicas de amplificacao de acidos nucléicos por PCR
para deteccdo de DNA e suas variagOes foram investigadas e testadas para identificacdo de fonte
alimentar (Soares et al., 2014; Tanure et al., 2015; Rodrigues et al., 2017).

A evolucdo da técnica de PCR e o advento da PCR quantitativa ou em tempo real
(gPCR), entre outras variantes, possibilitou uma ferramenta valiosa na detec¢do, quantificacéo
e tipagem de alvos de DNA (Kaltenboeck; Wang, 2005; Quaresma et al., 2009).

Para a realizagdo da PCR é fundamental que o DNA esteja muito bem purificado, livre
de organelas celulares que possam comprometer o resultado, tanto para analise diagndstica
guanto para genotipagem (Watson; Berry, 2005).

A extracdo de DNA pode ser realizada por métodos que variam tanto nos seus principios
norteadores, como no rendimento, tempo de execucao, relagdo custo / beneficio e na qualidade
dos &cidos nucleicos obtidos. Este processo possui basicamente duas etapas: a lise celular e a
purificacdo do DNA (Watson; Berry, 2005).

Entre os alvos escolhidos para identificacdo de fontes alimentares por PCR estdo os
genes de cdpia tnica PNOC (prepronociceptin gene) e o citocromo b (cyt b) mitocondrial, que
sdo utilizados em estudos filogenéticos, em diferentes espécies de mamiferos, tornando-se bons
alvos para o estudo da origem do contetddo alimentar de insetos hemat6fagos (Heouas et al.,
2007). No entanto, o ensaio depende de uma série de fatores como a escolha dos reagentes e
equipamentos especificos para que a reacdo ocorra de forma adequada, tais como o
termociclador, material biolégico, primers, dNTPs, MgCl», tampé&o e Taq polymerase (Novais;
Pires-Alves, 2004; Agne et al., 2009; Santos et al., 2014).

O cyt b ja foi utilizado em muitos estudos para detec¢do de habitos alimentares de varios
vetores (Kent; Norris, 2005; Moloei et al., 2008; Rodrigues et al., 2017). Entre as vantagens
deste marcador, esta sua localizagcdo no genoma mitocondrial (que ndo sofre recombinacéo) e a
disponibilidade de sequéncias completas no GenBank, permitindo uma comparacdo extensa

entre as espécies (Perkins; Schall, 2002).
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CAPITULO Il - IDENTIFICACAO DA FONTE ALIMENTAR DE FEMEAS DE
Lutzomyia longipalpis (DIPTERA: PSYCHODIDAE) EM UMA AREA DE
TRANSMISSAO INTENSA DE LEISHMANIOSE VISCERAL NO NORTE DO
BRASIL

RESUMO

A picada de fémeas de Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) infectada € a principal
forma de transmisséo da leishmaniose visceral no Brasil. Estes insetos sao hematdfagos e o
conhecimento da fonte alimentar € uma ferramenta importante para a compreensdo da cadeia
epidemioldgica da doenca em uma regido. Objetivou-se neste estudo investigar os habitos
alimentares de fémeas de Lu. longipalpis, provenientes de populac@es de flebotomineos da zona
urbana do municipio de Araguaina, Tocantins, por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Os flebotomineos foram capturados, ao longo de um ano, em armadilhas luminosas tipo
CDC instaladas mensalmente, durante trés dias consecutivos, no intradomicilio e peridomicilio
de residéncias localizadas em oito bairros da cidade. Para investigacdo do habito alimentar as
fémeas capturadas foram identificadas e analisadas em pools de até 10 fémeas, utilizando-se
iniciadores que amplificam regides do DNA mitocondrial do ser humano, céo, gato e galinha.
Foram analisados 61 pools e em todos alguma fonte alimentar foi identificada. As maiores
frequéncias observadas foram para DNA de humanos (29 pools; 47,5%) e de cdo (21 pools;
34,4%), que diferiram significativamente da frequéncia observada para DNA de galinha (8
pools; 13,1%) e gato (4 pools; 6,5%), porém ndo diferiram entre si. Refei¢cbes mistas de sangue
foram encontradas em 26 pools (42,6%) analisados, com maior frequéncia de DNA de humano
e cdo (18,0%). Os resultados demonstram que populacdes de Lu. longipalpis na zona urbana de
Araguaina possuem habitos antropofilicos e zoofilicos, podendo alimentar-se em humanos,
cdes, gatos e galinhas.

Palavras-chaves: Biologia molecular. Habitos alimentares. Reservatorio. Primers.

ABSTRACT

The bite of female Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) is the main form of
transmission of visceral leishmaniasis in Brazil. These insects are hematophagous, and
knowledge of the food source is an important tool for understanding the epidemiological chain
of the disease in a region. This study aimed to investigate the eating habits of females of Lu.
longipalpis, from sandfly populations in the urban area of the municipality of Araguaina,
Tocantins, using polymerase chain reaction (PCR). The sandflies were captured in CDC-type
light traps installed monthly, for three consecutive days in the intra-domestic and peridomicile
areas of residences located in eight city neighborhoods. To investigate feeding habits, captured
females were identified and analyzed in pools of up to 10 females, using primers that amplify
regions of mitochondrial DNA from humans, dogs, cats, and chickens. 61 pools were analyzed
and in 61 some food source was identified. The highest frequencies observed were for human
DNA (29 pools; 47.5%) and dog DNA (21 pools; 34.4%), which differed significantly from the
frequency observed for chicken DNA (8 pools; 13.1%) and cat (4 pools; 6.5%), but they did
not differ from each other. Mixed blood meals were found in 26 (42.6%) analyzed pools, with
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a higher frequency of human and dog DNA (18.0%). The results demonstrate that populations
of Lu. longipalpis in the urban area of Araguaina have anthropophilic and zoophilic habits and
can feed on humans, dogs, cats, and chickens.

Keywords: Molecular biology. Feeding habits. Reservoir. Primers.

1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral é uma doenca de transmissdo vetorial, causada nas Americas
pelo protozoario Leishmania infantum (Lima et al., 2020). A doenca afeta principalmente
criancas, idosos e imunocomprometidos e é letal se ndo tratada (Opas, 2023). No Brasil, a partir
da década de 20 a doenca passou a ser registrada com elevada incidéncia em grandes centros
urbanos, o que foi atribuido a migracdo de pessoas da zona rural e ocupagdo da periferia de
centros urbanos (Jogas Junior, 2023).

Dentre os paises da América do Sul o Brasil se destaca por responder por mais de 90%
dos casos de LV notificados (Opas, 2022). O Tocantins € um estado que esté situado na regido
norte do Brasil, localizado na mesorregido ocidental do estado (Rodrigues et al., 2023), em uma
area de transicdo entre o Cerrado e a Floresta Amazoénica (Alencar et al., 2019) considerado
regido endémica para LV, configurando entre os 10 estados brasileiros com maior incidéncia
média de LV (Reis et al., 2019). No periodo de 2007 a 2015 foi classificado pelo ministério da
salde do Brasil como area de transmissao muito intensa de LV, passando a transmissdo intensa
em 2016 (Nina et al., 2023).

A principal forma de transmissdo da LV é a picada de dipteros da familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, no Brasil especialmente as espécies Lutzomyia longipalpis,
Lutzomyia cruzi e Migonemyia migonei, sendo a primeira com ampla distribuicéo no territorio
brasileiro (Silva et al., 2023).

A hematofagia € um habito exclusivo das fémeas de flebotomineos, uma vez que
precisam de sangue para a maturacdo dos ovos. Durante o repasto sanguineo podem adquirir
formas amastigotas de Leishmania em hospedeiros infectados e posteriormente transmitir
promastigotas metaciclicos em repastos seguintes a hospedeiros susceptiveis (Concei¢do-Silva
e Alves, 2014). Estes insetos sdo antropofilicos, porém diversas espécies animais ja foram
identificadas como fonte alimentar, entre elas o céo, gato, roedores, aves (De Sousa et al.,
2021), demonstrando uma preferéncia alimentar eclética, o que justifica sua presenca em locais

onde vivem galinaceos, suinos, caprinos e equinos (Baum et al., 2013)
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A identificacdo da fonte alimentar de flebotomineos tem importante significado
ecoldgico e epidemioldgico, pois indica possiveis locais, como criadouros animais favoraveis
ao desenvolvimento do vetor e potenciais reservatorios da doenca, alem de subsidiar
investigacOes sobre o papel dos animais como fator de risco ou fator protetor para a infecgédo
no homem, dessa maneira, norteando as atividades de controle e vigilancia sanitéria (Oliveira-
Pereira et al., 2008).

Métodos como testes de precipitina, inibicio de hemaglutinacdo, ensaio
imunoenzimatico foram utilizados para identificacdo da fonte alimentar de flebotomineos
(Ogusuku et al., 1994; Boreham, 1975; Svobodova et al., 2003), porém a necessidade de
produzir anticorpos especificos contra cada potencial hospedeiro e uso de sangue relativamente
fresco limitam o uso destes métodos. Os métodos moleculares baseado na amplificacdo de DNA
nuclear ou mitocondrial de diferentes hospedeiros por PCR (reacdo em cadeia da polimerase)
simplificaram e melhoraram a sensibilidade na identificacdo do repasto sanguineo (Mukabana
et al., 2002; Rodrigues et al., 2013).

Este estudo objetivou investigar os habitos alimentares de Lu. longipalpis provenientes
da zona urbana de Araguaina-TO, utilizando a PCR convencional como ferramenta diagnostica,
visando contribuir para o conhecimento da diversidade alimentar dos vetores da leishmaniose

visceral na regiao.

2 METODOLOGIA

2.1 Local do Estudo

O estudo foi conduzido em pontos da zona urbana do municipio de Araguaina,
Tocantins, regido Norte do Brasil. A sede do municipio esta a 227m de altitude e situa-se nas
coordenadas de 07° 11” 28” de latitude Sul e 48° 12’ 26” de longitude Oeste (Figura 1). O clima
é tropical imido, com temperaturas médias maxima de 32°C e minima de 20°C. A estacédo
chuvosa ocorre entre os meses de novembro e maio e o periodo de seca de junho a outubro. A
precipitacdo anual é acima de 1.700 milimetros (Araguaina; Pmae, 2013). A vegetacdo da
regido apresenta ambos os biomas, do cerrado e da floresta amazonica (Reis et al., 2019).

Os pontos de coleta foram selecionados por conveniéncia em oito bairros
representativos das regifes norte (Universitario e Parque Bom Viver), nordeste (Presidente
Lula), sul (Lago Sul e Xixebal), leste (Alto Bonito), oeste (S&o Pedro) e Central da zona urbana

do municipio, selecionados considerando a ocorréncia prévia de casos de Leishnmaniose
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visceral humana (LVH) e a presenca de cdo no domicilio, sendo selecionadas oito residéncias,
uma em cada bairro que foram feitas as coletas ao longo do periodo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da UFT
sob numero de parecer CEP/UFT 4.214.357.

2.2 Captura de Flebotomineos

As fémeas de flebotomineos foram capturadas por meio da instalacdo de armadilhas
luminosas tipo CDC (Center of Diseases Control) posicionadas a aproximadamente 1,5m de
altura (Figura 2) no intradomicilio e peridomicilio de residéncias localizadas em cada um dos
oito bairros selecionados. Cada domicilio foi identificado como ponto de coleta e incluido no
estudo apos consentimento do responsavel, por meio da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Para captura as armadilhas eram ligadas diariamente, durante trés dias consecutivos, as
18h00 e retiradas a partir das 06h00, permanecendo ligadas por no minimo 12 horas continuas.
No dia posterior a instalacdo, os copos coletores presentes nas armadilhas eram recolhidos e
encaminhados ao Laboratério de Entomologia do Centro de Controle de Zoonoses de Araguaina
para triagem dos flebotomineos. As fémeas capturadas em cada ponto foram acondicionadas
separadamente em tubos Falcon, armazenadas a seco e mantidas congeladas a 20°C negativos
e encaminhadas para identificacdo e realizacdo dos testes moleculares.

As capturas foram realizadas mensalmente em cada ponto, durante 12 meses
consecutivos, no periodo de novembro de 2020 a outubro de 2021, totalizando 72 armadilhas
por residéncia e 576 no total do experimento. As mesmas residéncias foram utilizadas como

ponto de coleta ao longo da pesquisa.

2.3 ldentificacdo das Espécies

Cada fémea capturada foi submetida a um processo de dissecagdo em uma gota da
solucéo tampéo fosfato pH 7,0. O corpo foi separado em trés partes, onde a cabeca e 0s trés
ultimos segmentos abdominais foram montados entre laminas e laminulas em meio Hoyer's e
apos clarificacdo as espécies foram identificadas por meio de observacdo de caracteristicas
morfol6égicas em microscopia éptica e chaves taxonémicas (Young e Ducan, 1994; Galati,
2003). O térax e o restante do abdémen foram colocados individualmente em microtubos e

estocados a -20°C para analises moleculares.



33

2.4 Técnicas moleculares

2.4.1 Extracdo de DNA

Foram capturados e identificados 3380 espécimes de Lu. longipalpis nas 8 localidades
pesquisadas. As fémeas representaram 22,8% (771) dos espécimes capturados e a maior
propor¢do de fémeas foi obtida no peridomicilio (55,8%). Foram analisados contetdos
intestinais de 610 fémeas, totalizando 61 pools.

Para extracdo de DNA, foram formados pools de até 10 fémeas por ponto pesquisado.
Em pontos onde o nimero de fémeas ndo atingiu a quantidade determinada, as amostras foram
formadas pelo nimero total de fémeas capturadas.

O DNA foi extraido utilizando-se o kit comercial PureLink™ Genomic DNA Mini Kit
(k182001 - Invitrogen®), com protocolo ajustado para a extracdo do DNA de flebotomineos,
onde cada pool de fémeas foi macerado em 180uL de tampé&o de digestdo gendmica e 20 uL de
proteinase K e mantido em processo de digestdo por 4 horas.

2.4.2 PCR

O DNA extraido foi submetido a PCR convencional (cPCR) para amplificacdo de DNA
mitocondrial utilizando os primers apresentados no quadro 1. Para controle da reacéo, foram
utilizadas amostras de DNA de cdo (Canis lupus familiaris), gato (Felis catus), galinha (Gallus

gallus) e humano (Homo sapiens), e para controle negativo foi utilizado agua Milli-Q®.

Quadro 1 - Primers, regido do DNA, sequéncia e tamanho dos pares de bases dos
oligonucleotideos usados na cPCR para amplificar genes de mamiferos utilizados como fonte
alimentar de flebotomineos coletados no periodo de novembro de 2020 a outubro de 2021

Espécie Descri¢do dos Primers Tama;go dos

Homo Sapiens primer F AAT CAT ACA AAG CCC CCG CA 162 ob

(Hmt2) primer R TGG GGT TAG CGA TGG AGG TA P

Canis lupus familiaris Primer F CAC ACC CAC TAC CAT CCC AC 193 pb

(Dmt1) primer R TGA GGC GGT GCATAATGG TT P

. primer F TGT GGC TCA AAC CAT AGT TTC

Felis catus (Camtl) - 167 pb
primerR TGT GGC ATG TCATTA AGG GGA G
primer F CCC AAG CCC ATG ACC AATCT

Gallus gallus (Chmt6) — 168 pb
primer R | TGG AAG GTG CTT TCT CGG AC

Fonte: Rodrigues et al., 2017
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As reagdes tiveram volume total de 25uL contendo 21,4 pL de mastermix
(Invitrogen), 0,3 pL de primer forward (20 pmol), 0,3 puL de primer reverse (20 pmol) e 3uL. de
DNA (20 a 50mmol). As amplificaces foram realizadas em termociclador BIO-RAD T100TM
Thermal Cycler, com ciclos de 95°C — 10 min, 40 ciclos de: 95°C - 15 seg, 60°C - 45 seg, 45°C
- 1 min e extenséo final de 72°C - 7 min e hold infinit a 12°C (Rodrigues et al., 2017).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% em TBE
1x, corados com brometo de etidio e o tamanho do produto de amplificacdo foi determinado
por comparacao com um marcador de 100 bp, visualizados sob luz ultravioleta e posteriormente

fotografados.

2.5 Analise de dados

Os dados obtidos foram tabulados e analisados utilizando o programa o Excel versao
office 365 (Office 365, 2023) utilizando o suplemento para Excel Real Static (Zaiontz, 2023).

A frequéncia de positividade para cada DNA pesquisado em cada ponto de coleta foi
calculada dividindo-se o nimero de pools positivo por ponto pelo nimero de pools analisados,
multiplicado por 100.

A comparacao entre as propor¢des de positivos para 0 DNA de cada animal analisado

foi realizacdo aplicando-se o teste Z para duas propor¢des (Ross, 2019).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade de pools analisados por bairro e a frequéncia de positividade para DNA
das espécies animais pesquisadas esta demonstrada na Tabela 1, onde observa-se que 0 DNA
de humano e cdo foram encontrados com frequéncia significativamente maior que de gato e
galinha, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre a frequéncia de fémeas com
DNA humano e de cdo. Refei¢bes mistas de sangue foram encontradas em 26 pools (42,6%)
analisados, com maior frequéncia de DNA de humano e céo, que representaram 18,0% (Tabela
2).

Os 61 pools foram formados seguindo a ordem de data e local de coleta, desta forma 27
pools foram formados por flebotomineos coletados no intra e peridomicilio (268 fémeas), 22
pools foram compostos por fémeas capturadas exclusivamente no peridomicilio (227) e 12 por
fémeas capturadas no intradomicilio (115 fémeas). Nos pools originarios do peridomicilio em
11 (50%) foi amplificado DNA de humano, 6 (27,3%) DNA de cdo e 5 (22,7%) DNA de
galinha, enquanto nos pools do intradomicilio o DNA humano foi amplificado em 7 (58,3%),
de cdo em 7 (58,3%), DNA de galinha em 3 (25%) e de gato em 3 (25%). O padrao de banda
formado pelos produtos da PCR na eletroforese em gel de agarose, esta apresentado na figura
1.

Figura 1 — Gel de agarose corado com brometo de etidio, representativo dos produtos de
amplificagdo obtidos com iniciadores Hmt2 (Humano), Dmtl (Canis familiaris), Camtl
(Felis silvestres catus) e Chmt6 (Gallus gallus).

M: marcador de peso molecular. ( Lutz) amostra 1‘{ de pool de flebotomineos. Ctr+ (DNA de Homo t
sapiens), ctr+ # (DNA de Canis familiaris), ctr+ # (DNA de Felis silvestres catus)e ™ ctr+ (DNA
de Gallus gallus). (Ctr-) controle negativo da reagéo.
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Tabela 1 — Frequéncia de positividade para DNA de diferentes espécies animais em pools de Lutzomyia longipalpis capturadas em 8 bairros do
municipio de Araguaina-TO.

Quantidade Fonte alimentar

. A Pools
Bairro ‘i‘i)r:tr:;;: analisados Humano Céo Galinha Gato
Pools Pools Pools Pools
positivos (%) positivos (%) positivos (%) positivos (%)
Presidente Lula 157 15 9 60,0 8 53,3 3 20,0 4 26,6
Universitario 87 9 5 55,6 3 33,3 1 11,1 0 0,0
Parque Bom viver 31 3 1 33,3 2 66,7 0 0,0 0 0,0
Alto Bonito 22 3 3 100,0 3 100,0 0 0,0 0 0,0
Lago Sul 19 2 2 100,0 2 100,0 0 0,0 0 0,0
Xixebal 99 10 7 70,0 1 10,0 0 0,0 0 0,0
Centro 193 18 4 22,2 2 11,1 4 22,2 0 0,0
Entroncamento 2 1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Total 610 61 29 47,502 21 34,402 8 13,10° 4 6,50°
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.Valores com letras diferentes apresentaram significancia estatistica (P<0,05) no teste z.
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Tabela 2. Frequéncia de positividade para DNA de mais de um tipo de hospedeiro, em pools de Lutzomyia longipalpis provenientes de 8 bairros
da zona urbana do municipio de Araguaina, Tocantins, Brasil.

Humano + Céo Humano + Galinha

Humano + Céo +

Humano+ Céo + Gato

Bairro Pools Galinha
ools ools ools ools

poesitivos (%) popsitivos (%) por?s,itivos (%) popsitivos (%)
Presidente Lula 15 2 13,3 1 6,66 1 6,7 4 26,7
Universitario 9 3 33,3 1 11,10 0 0,0 0 0,0
Parque Bom viver 3 1 33,3 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Alto Bonito 3 1 33,3 2 66,60 0 0,0 1 33,3
Lago Sul 2 0 0,0 2 100,00 0 0,0 0 0,0
Xixebal 10 0 0,0 1 10,00 0 0,0 0 0,0
Centro 18 4 22,2 0 0,0 2 11,1 0 0,0
Entroncamento 1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TOTAL 61 11 18,0 7 11,50 3 4,9 5 8,2

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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Neste estudo verificou-se que no bairro Presidente Lula todas as espécies animais
pesquisadas funcionam como fonte alimentar, demonstrando a adaptagéo de Lu. longipalpis em
relacdo as fontes alimentares disponiveis, ndo exigindo um hospedeiro especifico. Este bairro
localiza-se em uma area periférica do municipio com abundancia de vegetacdo, auséncia de
pavimentacdo asféltica e pobre em urbanizacdo, isso, associado a presenca de animais no
peridomicilio tornam o bairro ideal para proliferacdo de Lu. longipalpis (Werneck, 2016;
Alvarenga et al., 2023).

Os resultados demonstram a fonte alimentar diversificada de Lu. longipalpis em areas
da zona urbana de Araguaina, uma vez que o DNA de todas as espécies estudadas foi encontrado
entre os especimes analisados, como observado em outras areas urbanizadas do Brasil onde
estudos foram conduzidos (Dias; Larossa; Rebélo, 2003; Barata et al., 2005; Afonso et al.,
2012; Tanure et al., 2015; Carvalho et al., 2017, Silva et al., 2017).

O humano foi a principal fonte alimentar de Lu. longipalpis, corroborando com 0s
habitos antropofilicos do vetor, j& verificados em outros estudos (Souza et al., 2010; Medeiros
et al., 2016; Santini et al., 2017). Resultado semelhante quanto ao repasto sanguineo em
humanos, cées e galinhas foram observados também por Sales, 2015; Carvalho et al., 2017,
Santos et al., 20109.

O municipio de Araguaina é considerado um dos prioritarios no Estado para as a¢oes de
controle e nos Gltimos anos o encoleiramento dos cées foi realizado em varios bairros do
municipio. As coleiras impregnadas com repelentes protegem os cdes das picadas dos
flebotomineos e interrompem o ciclo de transmissdo da Leishmania, pois, as preparacées mais
utilizadas sdo a base de piretréides sintéticos, que além do efeito téxico, provoca irritagdo e
desorientacdo nos flebotomineos, resultando na diminuicdo da taxa de alimentacdo (Leite,
2016), o que pode justificar a elevada frequéncia de Lu. longipalpis alimentadas com sangue
humano, uma vez que os cées estdo mais protegidos.

Como o cdo é considerado o principal reservatorio urbano da LV e Araguaina é um
municipio classificado como de transmisséo intensa da doenga, além das acGes de prevencao
da leishmaniose visceral canina adotadas pelos 6rgdos publicos, os tutores de forma geral,
tendem a seguir as orientagcdes do médico veterinario e adotar medidas de protecdo dos animais,
com o objetivo de impedir a infeccdo canina.

O papel das aves como importante fonte alimentar para flebotomineos foi demonstrada
em varias regides do Brasil onde a leishmaniose é endémica (Marassa et al., 2006; Baum et al.,
2013; Costa et al., 2013, Baum et al., 2015; Tonelli et al., 2017; Santos et al., 2019). A presenca

de galinheiros no peridomicilio tem sido frequentemente apontada como um fator de risco para
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a leishmaniose visceral, pois mesmo nédo funcionando como reservatdrio para Leishmania spp.,
em algumas situacdes as galinhas podem facilitar a aproximacao dos flebotomineos a outros
animais domésticos e ao humano, considerando que geralmente os galinheiros sdo construidos
préximos as residéncias (Tonelli et al., 2017; Santos et al., 2019).

O DNA de galinha apareceu como o terceiro tipo de vertebrado mais prevalente e
desempenha papel importante na peridomicilizacdo do vetor funcionando como atrativo
(Carvalho et al., 2000) além disso a presenca desses animais amplia a oferta de sangue e facilita
0 segundo e terceiro repasto sanguineo, podendo potencializar a capacidade vetorial de Lu.
longipalpis (Elnaiem, Ward e Young, 1994).

Em um estudo realizado no Rio Grande do Sul, Brasil, a presenca de anticorpos anti-
leishmania em galinhas ja foi constatada em areas de ocorréncia da doenca, indicando que o
contato destes animais com o protozoario durante a alimentacdo dos flebotomineos, embora
ndo produza a doenga, ¢ suficiente para induzir a producdo de anticorpos, possibilitando o uso
destes animais como sentinela para a circulagéo do agente (Tatoo et al., 2023).

Apesar de existir no municipio de Araguaina uma Lei Municipal N° 2908, de 09 de maio
de 2014, que proibe a criacdo de suinos, aves, equinos, caprinos, ovinos e bovinos em domicilio
e peridomicilios, existe uma resisténcia da populacdo em seguir a lei e insuficiéncia de
fiscalizagdo, principalmente nas areas mais periféricas. Os resultados deste estudo demonstram
a importancia do controle de popula¢bes de galinhas na zona urbana, pois funcionam como
fonte alimentar e certamente favorecem a proliferacdo do vetor.

Na presente pesquisa também foi constatado o gato como fonte alimentar de Lu.
longipalpis, porém com menor frequéncia que os demais vertebrados.

Alguns estudos ja demonstraram que 0s gatos servem como fonte de alimento para Lu.
longipalpis (Ogusuku et al., 1994; Dias; Larossa; Rebélo, 2003; Coelho et al., 2010, Baum et
al, 2013; Soares, 2014; Sales, 2015), porém, ndo parece ser a fonte alimentar preferencial,
corroborando com o que foi observado nesse estudo. O felino doméstico tem habito feral e sai
em busca de alimento a noite, permanecendo em movimento, 0 que pode desfavorecer a
aproximacgdo e o processo de alimentacdo do flebotomineo, isso pode justificar a menor
frequéncia de fémeas alimentadas nesta espécie (Alves, 2021).

Os gatos sdo hospedeiros de L. infantum e podem adoecer e morrer em consequéncia da
leishmaniose visceral felina (Sousa, 2017; Souza et al., 2019), alem de funcionarem como
reservatorio da doenca para o cdo (Batista, 2019), portanto, enquanto ndo se esclarece o real

papel do gato na epidemiologia da LV os resultados aqui apresentados indicam que medidas
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protetivas individuais também devem ser adotadas para estes animais, com o objetivo de evitar
a infeccgéo felina.

Vale ressaltar que dentre os bairros pesquisados, 0s que apresentaram maiores indices
de positividade sdo bairros periféricos, onde as precarias condi¢des de vida e a desassisténcia
por parte do poder publico sdo condi¢bes que favorecem a perpetuagdo da LV (Brasil, 2017;
Lima et al., 2020).

Os fatores climaticos sdo condicionantes essenciais para que os flebotomineos se
desenvolvam. A temperatura cerca de 25°C e 60% de umidade relativa do ar sdo condicdes
Otimas para o desenvolvimento da espécie Lu. longipalpis, condi¢des estas que prevalecem no
municipio pesquisado a maior parte do ano (INMET, 2023).

O encontro de exemplares de Lu. longipalpis alimentadas com sangue de diferentes
espécies no intra e peridomicilio, corrobora e confirma a domiciliagdo de Lu. longipalpis
(Aguiar; Medeiros, 2003). Os resultados encontrados associados a presenca do reservatorio
canino e a ocorréncia de casos humanos indicam que os elementos da cadeia de transmisséo da
LV estdo presentes no intradomicilio e peridomicilio ativos na zona urbana nas regides
periféricas e central, mantendo o risco de transmissdo, e explicitam a necessidade de
monitoramento constante dos casos humanos, reservatorios e vetores, além de reforcar a
necessidade de estudos que esclarecam o papel de outras espécies de mamiferos domésticos na

cadeia epidemioldgica da doenca.

4 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonsram que as fémeas de Lu. longipalpis na zona urbana
de Araguaina — TO, utilizam como fonte alimentar véarias espécies de animais domésticos,
porém ocorre maior frequéncia de alimentacdo em humanos e cées, demonstrando que o ciclo
de transmissao da leishmaniose visceral, na presenc¢a do agente causal, pode ser mantido e agdes

de vigilancia direcionadas a protecéo destas espécies hospedeiras precisam ser constantes.
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CAPITULO 11l - CONSIDERACOES FINAIS

Conhecer e compreender os habitos alimentares dos parasitos de interesse em salde
publica fornecem importantes evidéncias epidemioldgicas que permitem responder a perguntas
sobre comportamento, ecologia e adaptacdo dos vetores.

A adaptacdo de Lutzomyia longipalpis a novos habitats decorre de sua habilidade
de parasitar diferentes espécies animais, utilizando-se daquela fonte alimentar mais disponivel
em um dado tempo, fator que é determinante no processo de expansdo e urbanizacdo, assim
como do surgimento de novos perfis epidemiolégicos.

Levantar informagdes a respeito das fontes alimentares dos vetores, colabora com
a compreensdo da ecoepidemiologia das leishmanioses, uma vez que gera evidéncias para
investigacdo de possiveis reservatorios que possam estar incriminados no ciclo de transmisséo
da doenga.

E perceptivel que a urbanizacio do vetor tem sido um dos principais gargalos para
a efetividade das acOes de vigilancia e controle da doenca, uma vez que a urbanizacao avanca
sem planejamento o vetor Lu. longipalpis continua se apresentando como o fator mais
importante da cadeia de transmissdo da LV, sendo um fator biol6gico de risco, absolutamente
fundamental na transformacao do perfil epidemioldgico, assim como no avanc¢o da urbanizagéo
da doenga.

Diante das evidéncias do aquecimento global que trazem grande magnitude e
potencializam os efeitos nocivos a salde das populacfes, € de suma importancia que sejam
intensificadas pesquisas norteadas para as doencas relacionadas a mudancas implicadas ao
ambiente, sobretudo as que cursam e dependem de vetores para concluir o ciclo de transmisséo,

como a LV.



