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RESUMO

SOUZA, Cristian Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2011. Estudo da urbanizagdao de flebotomineos e aspectos
epidemiolégicos de leishmaniose tegumentar americana no municipio de
Timéteo, Minas Gerais, Brasil. Orientadora: Paula Dias Bevilacqua.
Coorientador: José Dilermando Andrade Filho.

O presente trabalho se caracterizou como um estudo descritivo dos casos
humanos autdctones de leishmaniose tegumentar americana notificados no
municipio de Timéteo-MG, no periodo de 2002 a 2010, associado a pesquisa
entomoldgica na area urbana e detecgao de Leishmania spp. em amostras de
flebotomineos capturadas. Os casos humanos foram caracterizados através da
ficha de notificagao e aplicacdo de questionario socioeconémico e ambiental; o
estudo entomolégico foi realizado com a utilizagdo de armadilhas Falcao,
distribuidas em 35 residéncias onde houveram casos e 15 com auséncia de
casos na area urbana do municipio. Os flebotomineos capturados foram
identificados e verificou-se a infeccdo natural das fémeas utilizando a técnica
de PCR/RFLR. Foi realizada analise do comportamento sazonal dos
flebotomineos, onde se trabalhou com as variaveis pluviosidade, umidade
relativa do ar e temperatura. Em busca de enriquecer o estudo, os casos
humanos autéctones de leishmaniose tegumentar americana foram analisados
a partir de um estudo quantitativo, para a detecgao de conglomerados de casos
segundo setores censitarios, utilizando como ferramenta a analise espacial.
Através da caracterizagdo dos casos € sugerida a presenga de dois ciclos de
leishmaniose tegumentar americana instalados no municipio, um rural e outro
urbano. O ciclo de transmissé&o de leishmaniose na area urbana do municipio
ficou mais evidente apds o grande numero de flebotomineos coletados na area
urbana do municipio e a presenca de amostras infectadas com Leishmania
braziliensis. Entre os flebotomineos capturados Nyssomyia whitmani foi a
espécie mais encontrada, e também com maior numero de amostras infectadas
por Leishmania braziliensis, seguidas por Nyssomyia intermedia e
Micropygomyia quinquefer ambas espécies também encontradas com infec¢ao

por Leishmania braziliensis. Nas analises espaciais ficou evidenciado que os

Xvi



setores censitarios proximos ao Parque Estadual do Rio Doce sdo os mais
afetados com a doenca, necessitando de maior atencdo. Esse perfil de
ocorréncia da doencga sugere a necessidade de reorientagdo das estratégias de

controle e prevengao adotadas pelos 6rgaos de saude do municipio.
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ABSTRACT

SOUZA, Cristian Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September,
2011. Studies of sandflies urbanization and epidemiological aspects of
American leishmaniasis cutaneous in the municipality of Timéteo, Minas
Gerais, Brazil. Adviser: Paula Dias Bevilacqua. Adviser: José Dilermando
Andrade Filho.

The present work was characterized as a descriptive study of autochthonous
human cases of cutaneous leishmaniasis reported between 2002 and 2010 in
the city of Timéteo-Minas Gerais, associated with entomological research in the
urban area and detection of Leishmania spp. among samples of sandflies
captured. The human cases were characterized by a notification form and a
socioeconomic and environmental questionnaire; the entomological survey was
conducted with the use of Falcao traps distributed in 35 houses where cases
were reported and in 15 with the absence of cases in the urban area of the
municipality. The sandflies captured were identified and it was verified the
natural infection of the female using PCR/RFLR technique. It was analyzed the
seasonal behavior of sandflies considering the variables rainfall, air relative
humidity and temperature. To enrich the study, autochthonous human cases of
American cutaneous leishmaniasis were analyzed from a quantitative study, to
detect clusters of cases according to census sectors, using spatial analysis as a
tool. Through the characterization of cases it is suggested the presence of two
installed cycles of American cutaneous leishmaniasis in the municipality, one
rural and one rural. The transmission cycle of leishmaniasis in the urban area
was more evident after the high number of sandflies collected in the urban area
and the presence of infected samples with Leishmania braziliensis. Among the
captured sandflies Nyssomyia whitmani was the specie most commonly found
and also with higher number of samples infected with Leishmania braziliensis,
followed by Nyssomyia intermedia and Micropygomyia quinquefer, and both
species were also found to be infected with Leishmania braziliensis. In the
spatial analysis it was evidenced that the census sectors near to Parque
Estadual do Rio Doce are the most affected with the disease, requiring more

attention. This profile of the occurrence of the disease suggests the need for
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reorientation of the strategies adopted for the control and prevention of the

disease by the health agencies of the municipality.
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1 INTRODUGAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € um espectro de doencgas
causadas por protozoarios do género Leishmania. Sua transmissdo natural

ocorre pela picada de fémeas de flebotomineos.

O Brasil € um dos paises com o0 maior numero de casos de Leishmaniose
Tegumentar no mundo. Os casos notificados no pais, somados aos do Ira,
Peru, Arabia Saudita e Siria, representam 90% dos casos notificados em todo o
mundo, (WHO, 2011). Atualmente, a LTA encontra-se em franca expanséo
geografica, sendo que no inicio da década de 80, haviam sido registrados
casos autoctones em 19 estados brasileiros e, em 2003, foi confirmada

autoctonia em todas as unidades federativas do pais (BRASIL, 2011).

O aumento dos casos de LTA ao longo dos anos é devido as agées humanas
sobre o meio ambiente, como exemplo as destruicdo de vegetagao nativa.
Acdes que atuam diretamente na mudanca de comportamento e habitat, tanto
dos vetores quanto dos reservatorios, possibilitando a selecdo de espécies e
adaptacdo ao ambiente antrépico, explicando, em parte, a persisténcia das
leishmanioses em area domiciliar e peridomiciliar. Além disso, as habitacdes
humanas de ma qualidade ou em locais inadequados, a construcao
desordenada de abrigos de animais domésticos no ambiente peridomiciliar e a
caréncia de condigdes minimas de saneamento basico sdo condi¢gdes comuns
em areas rurais e periféricas de centros urbanos (TEODORO, 1996;
TEODORO et al.,, 2001; LIMA et al.,, 2002). Nessas areas, os mamiferos
reservatorios de Leishmania spp. tém sobrevivido e os flebotomineos tém sido
capturados em grande numero (TEODORO, 1996; CARVALHO et al., 2010)

favorecendo a infecgdo humana e de animais domésticos.
1



Diferentes regides brasileiras vém, nas ultimas décadas, passando por um
processo de urbanizacdo da leishmaniose, o que leva a um crescimento dos
casos de Leishmaniose. No estado de Minas Gerais é possivel observar,
segundo dados do Ministério da Saude, que numero de caso notificados de
LTA aumentaram de 1.116 casos em 2001 para 1.887 casos notificados em
2010 (BRASIL, 2011). O municipio de Timoteo-MG possui registros
sistematizados de casos humanos de LTA desde 2002, totalizando 164 casos
até o ano de 2010. Entretanto, a investigacdo desses casos € um processo
pouco eficiente e moroso. Para o efetivo estabelecimento de medidas de
controle da LTA, é importante o conhecimento da epidemiologia desse agravo,
identificando a populagao sob risco, quais os possiveis reservatorios existentes
e as espécies de flebotomineos e Leishmania que participam do ciclo de

transmissao da LTA.

Estudos no municipio de Timoteo, envolvendo a caracterizagdo da fauna de
flebotomineos, vém demonstrando a ocorréncia de espécies incriminadas como
vetores de LTA, como é o caso de Nyssomyia (Ny.) whitmani (Antunes &
Coutinho, 1939) e Ny. intermedia (Lutz & Neiva, 1912) (ANDRADE FILHO et
al., 1997; SOUZA et al., 2009), porém estudos de deteccao de infecgdo natural

ainda nao foram realizados.

A busca constante de informagdes sobre o aumento do numero de casos
humanos de LTA em areas urbanas e a adaptacdo dos vetores a esses
ambientes € necessaria para a compreensao da epidemiologia desse agravo e
o subsidio de a¢des de prevencao e controle. Especificamente na area urbana
do municipio de Timoéteo, apesar dos trabalhos ja realizados (ANDRADE
FILHO et al., 1997; SOUZA; BORGES, 2008; SOUZA et al., 2009), poucos sao
os dados existentes sobre os aspectos ecolégicos e a transmissdo de
leishmanioses, embora sejam notificados casos humanos de LTA nesse
ambiente desde 2002.

Nesse sentido, o conhecimento de aspectos que interagem na transmissao da
LTA, como a determinacdo das espécies de flebotomineos vetores, o
monitoramento da taxa de infeccédo de populagdes de flebotomineos e o estudo

epidemiologico dos casos em ambientes urbanos no municipio de Timoteo é de
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grande relevancia para o planejamento eficaz das acdes de intervencéo e

controle.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Breve histérico da leishmaniose tegumentar americana

As leishmanioses, por se tratarem de um complexo grupo de doengas devido
as diferencas e peculiaridades de suas caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas, foram separadas em dois grupos: a leishmaniose visceral
(LV), também conhecida como calazar, e a LTA, que recebe este nome por

afetar principalmente a estrutura da pele e das mucosas.

A LTA pode se apresentar das seguintes formas: cutdnea, com lesdes
discretas de pele que se curam dentro de alguns meses, deixando cicatrizes;
cutanea difusa disseminada, que produz lesbes crénicas de pele de dificil
tratamento; e mucocutanea, que apresenta lesées que podem destruir total ou
parcialmente as mucosas do nariz, boca e garganta, além das cavidades e
tecidos circundantes (BRASIL, 2007).

A LTA é uma doenga antiga com relatos e descrigdao na literatura desde o
século | d.C., na Asia Central, ao norte do Afeganistdo, onde era conhecida
como “Ulcera de Balkh” (LAVERAN, 1917). Nas Ameéricas, os primeiros
registros foram em ceradmicas incas, entre os anos de 400 e 900 do século |
d.C., onde se encontraram imagens humanas com mutilagées de labios e nariz,
sintomas caracteristicos da leishmaniose mucocutdnea (LAINSON; SHAW,
1988). No Brasil, a primeira confirmagdo de um caso de Leishmaniose com
lesdes cutaneas e nasofaringeas se deu na cidade de Bauru, interior do estado
de S&o Paulo em 1909, por Lindenberg, que encontrou formas de Leishmania,
idénticas a Leishmania (Leishmania) tropica (Wright, 1903), um dos agentes da

leishmaniose tegumentar do Velho Mundo, em individuos que trabalhavam nas



matas do interior do estado (PESSOA; MARTINS, 1982). Gaspar Vianna, em
1911, (citado por SILVEIRA et al., 1997) em suas observacgdes, considerou o
parasito diferente da L. tropica, e deu o nome de Leishmania (Viannia)
braziliensis (Vianna, 1911), ficando assim denominado o agente etiolégico da

"Ulcera de Bauru", "ferida brava" ou "nariz de tapir".

2.2 Os agentes etiologicos envolvidos na transmissao da LTA

O género Leishmania constitui um grupo de espécies morfologicamente muito
similares. Até a década de 70, todos os casos de LTA, no Brasil, eram
associados a L. braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas de analise e a
intensificagdo dos estudos ecoldgicos e epidemioldgicos, outras espécies foram
descritas. Atualmente, nas Américas sdo conhecidas 11 espécies
dermotrépicas de Leishmania causadoras de doenga humana. No Brasil ja
foram identificadas sete espécies, sendo 6 do subgénero Viannia e uma do
subgénero Leishmania (LAINSON; SHAW, 1987; BRASIL, 2009).

As promastigotas de Leishmania podem ser classificadas de acordo com sua
distribuicdo preferencial das populagbes dentro do trato digestivo, formando
‘micro-habitats’ nas partes anatdbmicas. Considerando essa colonizacao
Lainson e Shaw (1987) propés uma divisdo do género Leishmania em dois
subgéneros: Vianna e Leishmania, respectivamente, para parasitas com
padrdo de desenvolvimento peripilarico (areas posteriores do trato digestivo,
intestino médio abdominal e a regido pildrica) e suprapilarico (restrito a por¢cao
do trato digestivo anterior ao piloro, regides abdominais e toracicas do intestino
médio).

As espécies L. (Vianna) guyanensis (Floch, 195), L. (Vianna) braziliensis e L.
(Leishmania) amazonenses (Lainson & Shaw, 1972), s&o os principais agentes
responsaveis pela maioria dos casos de LTA no Brasil,. O Quadro 1 apresenta
as sete espécies de Leishmania presentes no Brasil, sua distribuicdo

geografica e os principais vetores responsaveis pela sua transmissao no pais.



Quadro 1: Espécies de Leishmania responsaveis pela LTA no Brasil, distribuicdo
geografica e vetores envolvidos

Espécie de Leishmania Onde ocorre Vetor
. . . . | Psychodopygus wellcomei
Difundido em todo o Brasil (mais : . .
S ) Nyssomyia whitmani
L. (V.) braziliensis frequente no Para, Mato Grosso, L :
; ; ~ Nyssomyia intermedia
Minas Gerais e Sdo Paulo) . o
Nyssomyia neivai
° . "
o . Amapa, Amazonas, Par3, Nyssomyia um_brat|||§
e =| L.(V.) guyanensis . Nyssomyia whitmani
@ = Roraima, Acre e Mato Grosso : .
o5 Nyssomyia anduzei
_Q . —
5 >
n
L. (V.) lindenbergi Para Nyssomyia antunesi
L. (V) lainsoni Para, Acre e Rondbnia Trichophoromyia ubiquitalis
L. (V.) shawi Maranhgo, PaPriaéul?ernambuco © Nyssomyia whitmani
L. (V.) naiffi Para e Amazonas Nyssomyia whitmani
© Acre, Para, Amazonas, Mato
o= Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio | . . .
o5 ; . Bichromomyia flaviscutellata
c . de Janeiro, Santa Catarina, )
@ £| L. (L.) amazonenzis = . . . Nyssomyia reducta
o c Maranhao, Ceara, Bahia, Minas Nvssomvia olmeca nociva
52 Gerais, Espirito Santo, Rondénia, | Y>>0
» Tocantins, Sao Paulo, Goias

Fonte: Adaptado de Young e Duncan (2004); WHO (2010); Brasil (2007).

2.3 Os vetor no ciclo de transmissao da LTA

Os vetores da LTA sao insetos denominados flebotomineos, pertencentes a
Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, que se
infectam no momento em que as fémeas picam para se alimentar de sangue do
vertebrado infectado (ASHFORD, 2000). As primeiras espécies de
flebotomineos registradas nas Américas foram descritas no ano de 1907 e até
1940 se limitavam a 33 espécies. Com a incriminagcédo de algumas espécies de
flebotomineos como transmissores de leishmanioses o interesse de estudar
estes insetos aumentou e o0 quadro das espécies conhecidas mudou, passando
atualmente para aproximadamente 500 espécies e subespécies descritas nas
Américas. O Brasil possui uma grande variedade de espécies de
flebotomineos, sendo o pais com maior niumero de espécies e subespécies, em
torno de 229, em todo mundo (AGUIAR; MEDEIROS, 2003).



As principais espécies envolvidas na transmissao da LTA, no Brasil, sio:
Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942), Nyssomyia whitmani,
Nyssomyia umbratilis (Ward & Fraiha, 1977), Nyssomyia intermedia,
Psychodopygus wellcomei (Fraiha, Shaw & Lainson, 1971) e Migonemyia
migonei (Franca, 1920). No municipio de Timoéteo, ja foram relatadas as
presencas de Ny. intermedia, Ny. whitmani, Br. flaviscutellata e Mg. migonei,
sendo essas as principais espécies encontradas no estado de Minas Gerais e
envolvidas na transmissao de LTA (AGUIAR; MEDEIROS, 2003; SOUZA et al,
2009; BRASIL, 2007).

Os flebotomineos s&o insetos holometabdlicos, suas formas imaturas tém o
habitat terrestre, desenvolvendo-se em locais ricos em matéria organica em
decomposicéo, especialmente de natureza vegetal (AGUIAR; MEDEIROS,
2003).

Os abrigos utilizados pelos flebotomineos adultos variam de acordo com o
micro-habitat, estacdo do ano, umidade relativa do ar e de acordo com a
espécie. Os ventos e chuvas podem influenciar no nivel de atuagdo dos
flebotomineos, sendo os fenbmenos mais importantes na inibicdo da atividade
desses insetos, embora quando moderados ndo impegam sua atividade. O
ciclo lunar também interfere consideravelmente na distribuicdo dos
flebotomineos, principalmente em noites mais claras, proporcionadas pela lua
cheia. Assim, a densidade populacional dos flebotomineos pode ser afetada
por fatores climaticos, alteragdes do ‘micro-habitat’, disponibilidade de sangue
para o repasto das fémeas, competicdo entre espécies e fatores ligados a
alteragdes antropicas do ambiente (AGUIAR et al., 1987; FERRO et al., 1997).

2.4 O papel dos reservatoérios na transmissao da LTA

Segundo o Ministério da Saude, é considerado como reservatorio, a espécie ou
0 conjunto de espécies que garantem a circulacdo de um determinado parasito
na natureza, dentro de um recorte de tempo e espago. A dispersdo da
leishmaniose esta diretamente ligada aos movimentos de seus reservatorios, e
identifica-los é de fundamental importancia para o controle efetivo da
transmissao (BRASIL, 2007).



Segundo Lainson e Shaw (1988), os reservatoérios de leishmaniose podem ser
classificados em dois tipos: reservatério primario, que se refere aos
reservatorios infectados que albergam o parasito e sdo responsaveis pela
manutencdo do ciclo do parasito na natureza; e reservatorio secundario, que se
refere a situagao onde o animal esta infectado, mas € incapaz de manter o ciclo
do parasito. A infeccdo dos reservatorios por Leishmania ja foi descrita em

espécies de animais silvestres, sinantropicos e domésticos.

Os reservatorios silvestres naturais de LTA tém sido alvo de varios estudos
desde as primeiras décadas do século XX e muitos relados tém sido
documentados, como a presenga de Leishmania em roedores, marsupiais,
edentados e canideos silvestres (NERY GUIMARAES et al., 1968; BRASIL,
2007). No Brasil, muitos autores ja descreveram a participagédo de roedores na
epidemiologia das leishmanioses. No estado de Minas Gerais, Oliveira et al.,
(2005) relataram a infeccédo de L. (V.) braziliensis presentes em amostras de

sangue e de pele de roedores sinantropicos e silvestres.

No estudo realizado por Melo (2008), em Belo Horizonte, foi investigada a taxa
de infecgao natural em 34 marsupiais do género Didelphis, e foi detectada uma
taxa de 23,5% de animais positivos para L. (V.) braziliensis. Esses animais sao
facilmente encontrados em florestas alteradas pela agcao antrépica e sao
frequentemente vistos nos quintais de residéncias situadas proximo de matas.
Eles séo fonte de alimento para diferentes espécies de flebotomineos, o que os
leva a serem elos perfeitos entre os ciclos silvestres e periurbano (CABRERA
et al., 2003).

Inumeros animais domésticos ja foram relatados com infecgéo por Leishmania,
tais como: suinos (BRAZIL et al., 1987), felinos (PENNISI et al., 2004; SOUZA,
2005) e equinos (AGUILAR et al., 1986), porém seu papel na manutencdo do
parasito no meio ambiente ainda nao foi esclarecido. Apesar de os caes serem
o reservatério doméstico mais importante da LV e ja terem sido observados
infectados com L. (V.) braziliensis em areas endémicas de LTA (GONTIJO et
al., 2002, MADEIRA et al.,2003), ainda ndo se pode afirmar que sejam um

reservatorio na transmissdo de LTA, pois ndo ha evidéncias cientificas que



comprovem o seu papel como reservatério, sendo considerados reservatorios
acidentais da doenca (BRASIL, 2007).

O ministério da Saude n&do recomenda acdes de controle de animais silvestres
e sinantropicos em areas endémicas para LTA e nos casos de animais
domésticos com LTA s6 € permitida a eutanasia quando as lesbes mucosas e
infeccdes secundarias causem sofrimento ao animal. Desta forma, conhecer a
biologia dos reservatorios € importante para oferecer alternativas mais eficazes
para o controle dos vetores (LAINSON; SHAW, 1988; BRASIL, 2007).

2.5 Ciclo biolégico da Leishmania spp.

A transmissdo de Leishmania ao ser humano e outros mamiferos normalmente
se da quando a fémea de flebotomineo infectada pica o hospedeiro vertebrado,
durante o repasto sanguineo, ingerindo macrofagos infectados pelas formas
amastigotas. O ciclo de vida de Leishmania é intracelular: o parasito se
desenvolve e multiplica dentro dos macréfagos, células do sistema
mononuclear fagocitario. As amastigotas, ao serem ingeridas pelos
flebotomineos, se multiplicam e se transformam em formas extracelulares,
flageladas, alongadas e moveis, no intestino do inseto, denominadas de
promastigotas. (PIMENTA et al., 2003; DESJEUX, 2004).

Os flebotomineos infectados, ao realizarem um novo repasto sanguineo,
transmitem para o hospedeiro vertebrado as promastigotas que tendem a ser
fagocitadas pelos macréfagos e se transformam em amastigotas. A
multiplicacdo dos protozoarios no interior das células ocupa todo o citoplasma,
deslocando o nucleo até o rompimento da membrana celular, ocasionando a
liberagdo das amastigotas no tecido, sendo essas novamente fagocitadas,
dando continuidade ao ciclo biolégico (NIEVES; PIMENTA, 2000; REY, 2001;
PIMENTA et al., 2003).

2.6 Epidemiologiada LTA

As leishmanioses encontram-se amplamente distribuidas em 88 paises
ameacgando cerca de 350 milhdes de pessoas, em quatro continentes (Asia,

Europa, Africa e América) com registro de 1 a 2 milhdes de casos novos por
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ano. Na América do Sul, apenas Chile e Uruguai ndo apresentam registro de
casos. A Organizagdo Mundial de Saude considera a Leishmaniose como uma
das seis mais importantes doencas infecciosas. Pelo seu alto coeficiente de
detecgao e capacidade de produzir deformidades, é classificada como uma
doenca negligenciada, devido aos limites dos recursos investidos em
diagndstico, tratamento, controle e sua grande associagdo a populacéo de
baixa renda (WHO, 2011; BRASIL, 2007; CDC, 2011).

A epidemiologia da LTA nas Américas € complexa, com variagao nos ciclos de
transmissao, reservatorios, vetores, manifestacées clinicas e resposta a
terapia, além das espécies de Leishmania que circulam na mesma area
geografica. A LTA era, predominantemente, uma doencga profissional,
relacionada com atividades como extracido de borracha, operacdes militares,
construcdo de estradas e de desenvolvimento agricola. A exposigcao
ocupacional continua a ser importante, mas o desmatamento generalizado
levou a um rapido aumento no numero de casos, mudando os aspectos
epidemioldgicos da doenga. No Brasil, por exemplo, de 1980 a 2001, houve um
aumento de 10 vezes na incidéncia de LTA, em todos os estados (BRASIL,
2007; WHO, 2010).

Além da incidéncia da doenga aumentar substancialmente, os sub-registro de
casos nos impede de conhecer a magnitude do problema. O controle das
leishmanioses é uma das prioridades da OMS. Medidas como eliminagcédo de
vetores com inseticidas no domicilio e peridomicilio, colares impregnados para
prevenir a infecgdo canina, além do sacrificio de caes com LV, ndo causaram o
impacto esperado. Uma vacina eficaz seria uma alternativa, porém o que se
tem até o momento sdo pesquisas clinicas (DESJEUX, 2004; FUNASA, 1999;
BRASIL, 2007).

O estado de Minas Gerais tem registrado ocorréncias de surtos desde a
metade do século passado e a grande maioria dos casos esta relacionada com
atividades de desmatamento para a construcdo de estradas e implantagao de
projetos agrarios (MARTINS et al., 1956; FURTADO et al., 1966). Ao longo dos
anos, este quadro veio se modificando, ha registros de ocorréncia de surtos em
areas ja colonizadas (HERMETO et al. 1994; GONTIJO et al., 2002), além do
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aparecimento de casos em areas periurbanas das cidades, como por exemplo
no estudo de Mayrink et al., (1979), realizado na cidade de Caratinga, Vale do

Rio Doce.

2.7 Aspectos ambientais relacionados a transmissdo da LTA e ao

processo de urbanizagao

Em um dos primeiros estudos de LTA realizados no Brasil, Pesséa (1963)
identificou um padrao de transmissao fundamentado no contato do ser humano
com o ambiente silvestre. Assim, os grupos humanos mais expostos a contrair
esta enfermidade seriam constituidos por individuos que trabalham em
atividades extrativistas vegetais ou minerais e aqueles que se ocupam da
construcdo de obras de engenharia civil desenvolvidas em zonas florestais.
Porém, esse padrao de transmissdo vem sofrendo alterag¢des, devido a grande
expansao geografica dos casos de LTA, ao longo dos anos, decorrente da
extensa modificacdo de ambiente florestais primarios, por meio de intervengdes

massivas do ser humano.

De acordo com Barreto et al. (1984), podem-se descrever trés padrdes de
transmissao de LTA no Brasil: o primeiro padrao foi descrito como silvestre,
ocorrendo em focos naturais em ecossistemas florestais, localizados na regido
Amazoénica e no Centro-Oeste brasileiro; o segundo padréao foi identificado em
areas desmatadas e agricolas proximas de mata, como ocorre no Nordeste nos
estados do Ceara e da Bahia, na Regido Sudeste, em Minas Gerais e no Rio
de Janeiro; e o terceiro padrédo de transmissdo, cuja ocorréncia tem sido
observada nas periferias de areas urbanas, gracas a um processo de
urbanizacao dos vetores (SARAIVA et al., 2011).

Um grande problema relatado nos estudos é a proximidade das residéncias as
areas de matas (CORTE et al., 1996). Em um estudo realizado na Bolivia,
Alcais et al. (1997), analisando as caracteristicas ambientais onde se
encontravam as residéncias envolvidas nos casos, verificaram que, a
proximidade das habitacbes a areas de matas, e locais de trabalho e lazer dos
pacientes também préximos de mata, também influenciariam no risco de

contrair a doenca.
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As alteragdes ambientais causadas pelo ser humano provocam efeitos diretos
sobre a saude publica, causando impactos sobre os ciclos de transmissao de
doencas, modificando os habitats, e deslocando as doencas para as
proximidades dos peridomicilios do entorno das areas impactadas (OLIVEIRA,
2006).

2.8 Uso de ferramentas moleculares para identificagcao de Leishmania

spp. em flebotomineos

Diagnosticar e identificar Leishmania sempre foi um grande desafio. Ross, em
1903, tentou classificar os parasitos do género Leishmania apenas
considerando aspectos clinicos e epidemioldgicos da doencga, pois a distingdo
de espécies através da morfologia do parasito nunca foi um método facil,
devido a similaridade entre as espécies e sua diferengas morfologicas
minusculas. Da década de 80 em diante, técnicas de biologia molecular vém
sendo desenvolvidas para a deteccdo e identificacdo precisa desses parasitos,
sem a necessidade de isolamento em cultura, auxiliando na caracterizagao
taxondbmica das espécies de Leishmania (QUARESMA et al, 2009;
MARGONARI et al, 2010; QUARESMA et al, 2011, SARAIVA et al, 2010).

No presente estudo foi utilizado, como técnica de biologia molecular, a PCR
(Reagao em cadeia da polimerase), método esse baseado na amplificagcao de
fragmentos de DNA (Acido desoxirribonucléico) e tém sido desenvolvido para a
deteccdo de material genético de Leishmania (SCHALLIG; OSKAN, 2002). A
PCR tem sido utilizada para varias finalidades, desde o diagndstico até
monitoramento do tratamento e estudos epidemioldgicos. Esta técnica tem sido
descrita como um método sensivel para a deteccdo do parasito, independente
da imunocompeténcia ou da histdria clinica do paciente (WEISS, 1995). Apesar
de ser um método sensivel para a detecgao de Leishmania em uma variedade
de amostras biolégicas de humanos e caes, a PCR tem sido mais utilizada em
estudos epidemiolégicos do que no diagndstico de rotina (SOLANO-GALLEGO
et al, 2001), isso porque para o emprego da PCR em larga escala, seriam
necessarios ajustes para que a técnica se tornasse mais simples e com custo

mais baixo.
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A PCR é um método que vem inovando a pesquisa com vetores e reservatorios
de Leishmania spp. E um método que possui alta sensibilidade e
especificidade, com resultados rapidos e seguros. Esse método se baseia na
sintese de milhares de copias de DNA in vitro catalisada pela Taq DNA
polimerase. A técnica requer o conhecimento do DNA alvo de um determinado
organismo, para o desenvolvimento de oligonucleotideos iniciadores (primers)
que irdo hibridizar-se especificamente a sequéncia alvo (YANG; ROTHMAN,
2004; ROSELINO, 2008; SOARES et al., 2005).

A PCR também tem sido muito utilizada para diagnéstico etiolégico da LTA por
se tratar de uma técnica mais sensivel que as convencionais (GARCIA et al.,
2005). Em um estudo realizado no estado de S&do Paulo, foram comparadas as
técnicas de identificagdo do parasito por PCR e detecc¢ao histopatolégica. Os
autores relataram que a técnica de PCR demonstrou ser superior a deteccao
histopatoldgica de Leishmania para o diagnéstico da LTA (MEDEIROS et al.,
2002).

Para se identificar as diferentes espécies de Leishmania, tanto em
flebotomineos quanto nos diagndsticos etioldgicos, tem sido descrita na
literatura, a utilizagcdo de uma grande quantidade de enzimas de restricdo, por
se tratar de um método mais barato e mais rapido (GARCIA et al., 2005;
ROTUREAL et al., 2006).

Além do bom desempenho no diagnéstico etioldgico, a PCR tem sido muito
utilizada nos estudos epidemiologicos que buscam identificar animais silvestres
ou domésticos como possiveis hospedeiros reservatorios de diferentes
espécies de Leishmania (SOLANO-GALLEGO et al. 2001, BRANDAO FILHO et
al. 2003; OLIVEIRA et al, 2005, QUARESMA et al, 2009).

Apesar do grande avango tecnologico, os métodos de biologia molecular
apresentam limitacbes que incluem falsos-positivos devido a contaminacéo,
falsos-negativos devido a baixa carga parasitaria em alguns tecidos e também
limitacbes intrinsecas da PCR como a presenca de inibidores da reagcao
(YANG; ROTHMAN, 2004).
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29 Utilizagao da analise espacial em estudos epidemiolégicos

Em diversos estudos de enfermidade dos seres humanos, é cada vez mais
comum a abordagem ambiental oferecida pela epidemiologia paisagistica,
associada a utilizagdo de Sistemas de Informacdo Geografica (SIG). Segundo
a OMS, os SIGs estdo se tornando ferramentas importantes para a
compreensao da epidemiologia das leishmanioses (WHO, 2010). A evolugéo
do Sistema de Informacado Geografica possibilitou sua crescente utilizagcao
como ferramenta de auxilio a analise espacial, tornando possivel avaliar
cenarios geograficos com rapidez e, consequentemente, tornar mais agil as
tomadas de decisbes, com uma vasta gama de dados de diferentes fontes,
incluindo o geoprocessamento e o sensoriamento remoto (CROSS et al., 1996;
MIRANDA et al., 1996; COSTA, 2001). Além disso, os SIGs podem ser flexiveis
e se adaptam as necessidades dos paises e regides geograficas, facilitando a
tomada de decisbes e apoiando o planejamento estratégico para a
disponibilizagao de recursos e controle eficaz das leishmanioses. Os dados dos
sistemas, aliados aos dados das atividades de vigilancia epidemiolégica,
podem gerar mapas delineando a dispersdo dos casos, com base na
prevaléncia ou incidéncia da leishmaniose e mapear a distribuicao de vetores e
reservatorios, produzindo, assim, mapas de zona de risco de contato entre o
vetor da LTA e o ser humano, em busca de relagdes dessas zonas de contato
com fatores ambientais (APARICIO; BITENCOURT, 2004; WHO, 2010).

As aplicagdes do SIG mostram o poder e o potencial desses sistemas para
lidar com questdes importantes de saude em nivel local, nacional e
internacional. Isso, gragas ao sistema de analises espaciais, uma ferramenta
que possibilita manipular dados espaciais de diferentes formas e extrair

conhecimento adicional como resposta (CLARKE et al.,1996).

Em 2004, Camara et al., relataram que a taxonomia mais utilizada em analise
espacial considera trés tipos de dados: (i) eventos ou padrdes pontuais,
fendmenos expressos por ocorréncias identificadas como pontos localizados no
espaco, denominados processos pontuais (exemplo: localizagdo de crimes,

ocorréncias de doengas, entre outros); (ii) superficies continuas, estimadas
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com base em um conjunto de amostras de campo que podem estar
regularmente ou irregularmente distribuidas (usualmente, esse tipo de dado é
resultante de levantamento de recursos naturais e incluem mapas geoldgicos,
topograficos, ecoldgicos); (ii) areas com contagens e taxas agregadas,
referem-se a dados associados a levantamentos populacionais, como censos e
estatisticas de saude e que originalmente relacionam-se a individuos

localizados em pontos especificos do espaco.

Na década de 80, surgem o interesse no estudo dos padrbes espaciais e
temporais de doengas, conforme salienta a literatura publicada em periédicos
de diferentes areas (WILLIAMS, 1984; SMITH, 1982; MARSHALL, 1991;
KULLDORFF et al., 1998). A distribuicdo de doengas no espago e no tempo &
um tema muito explorado em epidemiologia (WERNECK; STRUCHINER,
1997). Dentre os desenhos epidemioldgicos utilizados neste contexto,
destacam-se os denominados estudos de “cluster” ou conglomerado, onde o
objetivo central da investigagdo é o esclarecimento dos mecanismos

responsaveis pela sua formagao (MARSHALL, 1991).

Segundo Moura (2006), um conglomerado € uma area que apresenta risco de
casos para uma determinada variavel resposta e, ao se detectar um
conglomerado de casos, busca-se o(s) fator(es) gerador(es) destes
conglomerados. Estes casos podem ser: doencgas, espécies de vetor,
hospedeiro, espécies de plantas entre outros. Nos ultimos anos, os estudos de
conglomerados espaciais vém ganhado espago e alguns métodos vém sendo
sugeridos (KULLDORFF; NAGARWALLA, 1995; KULLDORFF, 1997;
ASSUNCAO, 2001).

Os métodos de deteccdo de conglomerados espaciais se dividem em duas
categorias: gerais e focados, segundo Besag e Newell (1991). Os testes de
agregagdes gerais sao aqueles que visam identificar a existéncia de
conglomerados sem o conhecimento a priori, da localizagdo deste. Ja os testes
de agregacgdes focados visam avaliar a presenga de conglomerados de casos

em torno de uma fonte suspeita.

De acordo com Kulldorf e Nagarwalla (1995), os conglomerados podem ser

detectados em dois tipos: hot-spot, que apresentam risco elevado em toda sua
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area; e clinais, que apresentam risco elevado no seu centro e, a medida que
vai se afastando do centro, o risco diminui de forma a ficar praticamente

desprezivel.

O método de varredura de Kulldorff, também conhecido como estatistica Scan,
pertence a classe de testes de agregacao gerais e foi desenvolvido inicialmente
por Kulldorff e Nagarwalla (1995).

Ao utilizar o estatistica Scan, algumas letras funcionam como simbolos: N
representa o numero total de individuos na populacédo; C, o numero total de
casos observados na regiao de estudo; Z, o conjunto das areas z candidatas a
formarem um conglomerado. As areas candidatas z sdo circulos de raio (r)
arbitrario centrados em cada um dos n centrdides (ponto central dos circulos).
Esses circulos sdo limitados a distdncia dos outros centréides ou, ainda,
limitados ao raio que determina que o conglomerado z contenha no maximo
50% da populagao total da area (KULLDORFF, 1997) (Figura 1).

0 3.000
s

Figura 1: Exemplo hipotético da varredura espacial da estatistica scan

O estatistica Scan possui como vantagens: evitar o viés de pré-selegcdo na
busca de conglomerados, sem especificar a sua dimensdo ou localizagao,
reduzindo o problema da unidade de area modificavel referente ao
zoneamento; considerar a densidade populacional ndo constante na regiao e
também qualquer numero de variaveis de risco conhecidas, como idade e sexo;

fornecer a localizagdo mais provavel e mais correta do aglomerado, fornecendo
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um p-valor real caso a hipétese nula for rejeitada (BALIEIRO, 2008; CARMO,
2009).

Entre as desvantagens do método, estdo: a fixacdo da forma geométrica dos
candidatos a aglomerados como circulo, que tende a criar aglomerados
compactos englobando muitas vezes areas que, de fato, ndo fazem parte do
aglomerado; o baixo poder de detecgdo em situagdes onde ha um grande
numero de pequenos aglomerados localizados em posigdes bastante diferentes
(ASSUNCAOQ, 2001).

O estatistica Scan utiliza o modelo de probabilidade de acordo com a variavel
de interesse no estudo, para dados com origem em contagens sao indicados
os modelos de Poisson, Bernoulli e Permutacao espacgo-temporal. Os modelos
a serem utilizados nos estudos dependem também de como as contagens séo
apresentadas, por exemplo: quando o numero de casos for representado
através de categorias hierarquicas (nivel baixo, médio e alto) o modelo ordinal
€ 0 mais indicado; no caso dos numeros continuos (positivo e negativo) os

modelos normal e ordinal podem ser usados (KULLDORFF, 1997).

Nos modelos de Poisson e de permutagdo espago-temporal, é possivel
incorporar informagdes de co-variaveis, porém, apenas o modelo Poisson
permite a incorporacdo de dados sobre a populacdo em risco, enquanto o
modelo permutagdo espacgo-tempo sé ajusta conglomerados espago-temporais
(BALIEIRO, 2008; CARMO, 2009).

Analises de deteccdo de conglomerados puramente temporais e espago-
temporal podem ser executadas de duas maneiras: analise retrospectiva, que
visa detectar em um espacgo e tempo fixados, tanto os conglomerados ativos,
que permanecem até o periodo final do estudo, quanto conglomerados
histéricos, que por sua vez, deixam de existir até o final do estudo; e a analise
prospectiva: visa detectar apenas os conglomerados ativos, aqueles que nunca

deixaram de ocorrer no periodo de tempo estudado (KULLDORFF et al., 1998).

Para realizar a analise espago-temporal, a varredura usa cilindros (Figura 2),
sendo que a base da varredura do cilindro representa o espaco geografico e a

altura do cilindro representa o tempo.
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Figura 2: Procedimento de varredura espacgo-temporal

Durante as ultimas décadas, o numero de casos de Leishmaniose no Brasil
vem crescendo e sua distribuicdo geografica se ampliando e se tornando um
dos problemas mais sérios enfrentados pelas autoridades em saude publica
(BRASIL, 2006). A epidemiologia das leishmanioses s6 sera compreendida
plenamente através da andlise da ecologia dos vetores e reservatérios
envolvidos na transmissdo da doenca. Sendo assim, informacdes sobre a
distribuicdo dos vetores associadas a variagbes sazonais associados e a
incidéncia de casos de LTA sao essenciais para o conhecimento da
epidemiologia das leishmanioses (SARAIVA et al., 2011). Neste trabalho foi
empregado o modelo de Poisson para compreender melhor o processo de
dispersao dos casos de LTA ao longo dos anos, entre os setores censitarios do

municipio de Timoteo-MG.

Esse estudo, desenvolvido no municipio de Timoteo-MG, compreendeu quatro
fases/etapas de investigagéo. Inicialmente, foram trabalhadas as fichas de
investigacao de casos humanos de LTA, notificadas no municipio, e aplicagao
de questionario para obtencdo de dados dos pacientes e das residéncias
envolvidas no estudo. A partir dos enderegos dos pacientes, obtidos na ficha de
notificagdo, foram selecionadas residéncias de casos e n&o casos, da area
urbana do municipio, onde foram instaladas armadilhas para o levantamento
entomolodgico da fauna de flebotomineos. Os flebotomineos capturados foram

submetidos as técnicas moleculares para a detecgao de infecgao natural por
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Leishmania spp. Por fim, foi realizado analise espacial em busca de identificar

conglomerados de casos de LTA, associados a presencga do vetor infectado.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

o Avaliar o processo de urbanizagdo da leishmaniose tegumentar
americana no municipio de Timéteo-MG, através de aspectos entomoldgicos e

comportamentos espacial dos casos notificados de LTA.

3.2 Objetivos especificos

o Pesquisar a presenca de flebotomineos vetores na area urbana do
municipio.
o Verificar a taxa de infecgao natural por Leishmania spp. nas fémeas de

flebotomineos capturados.

o Verificar a variagdo sazonal da ocorréncia do vetor durante o periodo de
12 meses.

o Realizar estudo descritivo dos casos humanos notificados.

o Identificar possiveis fatores que contribuem para a proliferagcao do vetor

no meio urbano.

o Identificar a ocorréncia de conglomerados de LTA através do método de

varredura de Kulldorff.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizagao da area de estudo

A area escolhida para a realizagdo do trabalho foi o municipio de Timoteo,
situado na regido Leste do estado de Minas Gerais, Mesorregido do Vale do
Rio Doce, Regido Metropolitana do Vale do Ago. O municipio possui uma area
de 144.381 km?, o centro do municipio situa-se a 42°38’16” de Longitude Oeste
e 19°30’36” Latitude Sul, distando 198 km da cidade de Belo Horizonte, capital
do estado, e possui uma populacédo de 81.119 habitantes, dos quais 99,85% e
0,15% vivem em dreas urbanas e rurais, respectivamente’. Timoéteo tem como
municipios limitrofes Antonio Dias, Bom Jesus do Galho, Caratinga, Coronel
Fabriciano, Ipatinga, Marliéria, e Jaguaragu. Entre 0 municipio de Timéteo e os
municipios de Marliéria e Dionisio esta localizado o Parque Estadual do Rio

Doce, que constitui uma das maiores areas de conservacdo do pais?.

O clima é classificado como tropical de altitude, com secas no inverno e chuvas
no verao. No inverno, a média de temperaturas minimas é de 15°C, e no verao

a maxima ultrapassa os 35°C, podendo chegar aos 40°C3.

O relevo é bem acidentado, sendo composto, principalmente, por montanhas.

O ponto mais alto € o Pico do Ana Moura com 864 metros de altura®.

A vegetacao nativa é do tipo Floresta Tropical do Sudeste Brasileiro, matas de
galerias e ciliares, que atualmente restringem-se a poucas manchas e a area

delimitada pelo Parque Estadual do Rio Doce®.

! htp://www.cens02010.ibge.gov.br/resultados do censo02010.php
2 http://www.mapas.ibge.gov.br MapadeDivisdesTerritoriais
® http://www.timoteo.mg.gov.br/entidades.aspx?cd=27
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4.2 Caracterizagao dos casos humanos

O estudo descritivo dos casos humanos foi realizado a partir da revisao
rigorosa de todas as fichas de investigacao dos casos de LTA procedentes do
municipio de Timdéteo-MG, notificados pela Secretaria Municipal de Saude
(SMS-Timo6teo), durante o periodo de janeiro de 2002 a agosto de 2010
(Apéndice 1) e que integram o Sistema Nacional de Agravos de Notificagao
(SINAN).

Na revisao das fichas, foram selecionadas apenas aquelas que correspondiam
a casos humanos residentes em area urbana do municipio de Timéteo e
confirmados como casos de LTA por critério laboratorial (parasitolégico direto,
intradermorreagao de Montenegro ou histopatoldgico). As demais fichas foram
descartadas do estudo. Das fichas selecionadas, foram obtidas as seguintes
variaveis: data de notificagao, idade, endereco, sexo, escolaridade e ocupacao

do paciente.

A partir do endereco registrado na ficha de notificacdo, o paciente (ou seu
responsavel) foi procurado e solicitado que respondesse a um questionario
para obtencdo de dados socioecondémicos e demograficos, referentes ao
paciente e dados ambientais e de saneamento, referentes ao domicilio do
paciente (Apéndice 2). Na entrevista, orientou-se que o0 respondente
procurasse se referir a um periodo de um ano antes do diagndéstico de LTA
para responder as seguintes questdes: tempo de residéncia no municipio (em
meses), registro de viagem distante do municipio (sim/ndo), freqiiéncia a area
rural (sim/nao) e se tinha conhecimento sobre o provavel local onde ocorreu a

infecgao.

Além das variaveis mencionadas, foram coletadas também, referindo-se ao
momento da aplicagdo do questionario, as seguintes informagdes: renda
familiar (em salarios), ocupagao, escolaridade, (se iniciaram e concluiram),
presenca de lesdo e/ou cicatriz (sim/ndao), conhecimento sobre a forma de
transmissdo da LTA (sim/ndo) e conhecimento sobre o inseto

vetor/flebotomineo (sim/néo).
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4.3 Inquérito entomoloégico
4.3.1 Método de captura dos flebotomineos

Para o inquérito entomolégico, foram selecionadas residéncias na area urbana
com e sem casos humanos notificados no periodo de janeiro de 2002 a julho
de 2009.

Para escolha dos pontos de amostragem e instalacdo das armadilhas, foi
tomado como referéncia o mapa do municipio de Timéteo, com suas divisdes
por setores censitarios, segundo o IBGE (2009), totalizando 95 setores
censitarios. As residéncias com casos de LTA notificados no periodo indicado
anteriormente foram localizadas no mapa e, com o auxilio do programa
CoreIDRAW Graphics Suite X4, foi desenhada ao redor de cada residéncia
uma circunferéncia com raio de 250 m. Esse valor foi adotado tendo como
critério a metade da distdncia maxima de dispersdo de espécies de
flebotomineo observado por Forattini (1973), qual seja, 500 m. Em seguida,
foram definidas como pontos de amostragem todas as residéncias com
circunferéncias isoladas. Os locais onde as circunferéncias apresentaram
sobreposi¢cdes foram considerados como uma unica area e se escolheram,
visualmente, as residéncias com casos que melhor representassem
espacialmente as areas, ou seja, que incluissem o maior numero de
residéncias (Figura 3). Os proprietarios das residéncias selecionadas foram
procurados e solicitados a participar do estudo, permitindo a instalagcdo de
armadilhas. Caso o proprietario da residéncia escolhida ndo concordasse em
participar do estudo, era escolhida outra residéncia localizada na mesma area
e, quando a residéncia era unica na circunferéncia, a mesma era retirada do

estudo.

Além das armadilhas instaladas nas residéncias com casos, foram instaladas
armadilhas em setores censitarios que n&o apresentavam casos de LTA
notificados até outubro de 2009. Para determinar esses setores censitarios
foram sorteados 20% de um total de 75 setores sem casos de LTA, resultando
em 15 setores censitarios. Em cada um dos 15 setores censitarios
selecionados, foi sorteada uma rua, avenida ou praga e, em seguida, foi

sorteado um numero de uma residéncia da rua, avenida ou praca sorteadas,
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onde foi instalada a armadilha (Figura 4). Nao havendo possibilidade da
instalagdo das armadilhas nas residéncias selecionadas, era escolhida a
residéncia localizada imediatamente ao lado direito. Ndo havendo possibilidade
da instalacdo na residéncia do lado direito, era selecionada a residéncia do

lado esquerdo como ponto de amostragem.

Foram instaladas 30 armadilhas em residéncias com casos notificados de LTA
e 15 armadilhas em residéncias sem casos notificados até outubro de 2009
(Quadro 2 e Figura 4).
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.Circunfarbncia com raio de 250m
@ Residéncia com caso de LTA
. Residéncia com caso de LTA escolhida para instalagdo de armadilhas
o 30010002500 2000 — 2300 3000, — Limite entre setores censitarios

Figura 3: Selecdo das residéncias com casos de LTA para instalagdo das armadilhas utilizadas para captura de flebotomineos, municipio de
Timoéteo-MG, novembro de 2009 a outubro de 2010.



Quadro 2: Armadilhas instaladas em residéncias com casos e sem casos de LTA
segundo setores censitarios, Timéteo-MG, 2009 a 2010

RESIDENCIA ARMADILHA SETOR CENSITARIO
01 8
02 4
05 11
06 10
07 15
09 19
10 19
11 22
12 26
13 54
16 43
19 91
20 59
21 60
22 62

Com casos de LTA >3 65
24 67
25 68
26 66
27 71
28 70
29 70
30 70
31 70
32 73
33 72
34 73
35 82
37 84
39 85
03 06
04 58
08 18
14 51
15 78
17 40
18 88

Sem casos de LTA 36 92
38 95
40 03
41 12
42 13
43 23
44 24
45 45
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.Residéncia com caso humanos autdctone de LTA
.Residéncia sem caso de LTA
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Figura 4: Localizagao das residéncias selecionadas para instalagdo das armadilhas utilizadas para captura de flebotomineos, municipio de Timéteo-
MG, novembro de 2009 a outubro de 2010.



Em cada residéncia selecionada, foram colocadas armadilhas luminosa do tipo
Falcdo (FALCAO, 1981) (Figura 5), sendo uma armadilha por residéncia. As
capturas foram realizadas durante duas noites consecutivas, a cada més, no
periodo de novembro de 2009 a outubro de 2010. Foram instaladas 45
armadilhas com distadncia de, no maximo, 20 m do entorno da residéncia e a
uma altura de 150 cm do chéao, priorizando os locais onde repousavam animais
domésticos e se fazia plantio de arvores frutiferas. As armadilhas foram ligadas

as 18:00 h e retiradas as 06:00 h do dia seguinte.

Além da colocagao das armadilhas, foram aplicados questionarios aos
proprietarios para obtencdo de informacdes sobre as caracteristicas das

residéncias (Apéndice 2).
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Figura 5: Armadilha luminosa tipo Falcao

4.3.2 Identificagdao dos flebotomineos

O trabalho de triagem dos flebotomineos capturados foi realizado na Secretaria
Municipal de Saude de Timéteo, com ajuda dos funcionarios do Centro de
Controle de Zoonoses. Todos os insetos capturados foram sacrificados em
camara refrigerada. As fémeas de flebotomineos capturadas foram separadas

em microtubos de polipropileno de 0,5ml em solugdo de DMSO a 6% e
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congeladas a -20°C para posterior identificacdo e extracdo de DNA para
analise de infecgdo. A identificacdo das fémeas foram realizadas através da
visualizagdo da espermateca, utilizando-se para isto, o ultimo segmento do
abdébmen. Também foi utilizada como caracter taxondmico na identificacido
especifica, a visualizacdo do cibario das fémeas, mantendo a parte ventral da

cabeca voltada para cima.

Os machos foram separados e conservados em alcool 70% e, posteriormente,
foram montados em laminas e laminulas e identificados. A identificagao dos
flebotomineos foi realizada de acordo com a classificagao de Galati (2003) e a
abreviagdo do nome das espécies neste estudo segue a proposta de
Marcondes (2007).

4.4 Ensaios moleculares para detecgao de Leishmania spp. em fémeas

de flebotomineos

As fémeas de flebotomineos que ndo apresentaram sinais de repasto
sanguineo em seu abdémen foram utilizadas como fonte de DNA em ensaios
moleculares para a pesquisa de infeccdo natural por Leishmania spp. Apos a
dissecgédo e identificacdo, os insetos foram acondicionados em microtubos,
individualmente ou em pools contendo de 2 a 10 insetos, de acordo com a
espécie e data de captura, e estocados no freezer a -20°C até sua utilizagcao

para extracado de DNA.

A extracdo do DNA procedeu-se utilizando o kit comercial de extracdo Gentra
Puregene® (QIAGEN), as concentracbes dos reagentes n&o foram
especificadas pelo fabricante. Durante toda a extracao, foi utilizado a mesma
metodologia, porém com quantidades de reagentes diferentes, de acordo com
as amostras. Para amostras individuais e amostras de pools de 2 a 5
individuos, foi adotado a mesma quantidade de reagentes (denominado
amostra |) e para amostras de pools de 6 a 10 insetos foram a utilizados outra

quantidade de reagente (denominado amostra Il).

Os microtubos contendo os insetos foram retirados do freezer -20°C e, apds o
descongelamento, os insetos foram ressuspensos em 100ul (amostra 1) ou

200ul (amostra Il) de solugao de lise celular, contendo 1ul (amostra I) ou 1,5ul
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(amostra Il) de proteinase K. Em seguida, os microtubos foram incubados em
banho-maria a 55°C overnight. Apds esse periodo, foi adicionado 1pl (amostra
[) ou 1,5ul (amostra Il) de RNase, os microtubos foram homogeneizados e
incubados em banho-maria a 37°C por 1 hora. Em seguida, os microtubos
foram centrifugados por 3 minutos a 14.000rpm e o sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo, contendo 300ul (amostra | e amostra Il) de
isopropanol (100%). Os microtubos foram homogeneizados e, novamente,
centrifugados por 5 minutos a 14.000rpm. Apds a centrifugagdo, o
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 300ul de etanol (70%) e 30ul
de acetado de sodio (10%) em cada amostra. Os tubos foram incubados em
freezer -80°C por 1 hora e, posteriormente foram centrifugados por 5 minutos a
14.000rpm. Ao término da centrifugacdo, descartou-se novamente o
sobrenadante e os microtubos foram invertidos em papel absorvente para a

evaporagao do etanol.

O DNA extraido foi ressuspenso em 15ul (amostra |) ou 40ul (amostra Il) de
solucao de reidratagcdo e os microtubos foram incubados a 65°C por 1 hora
para a reidratacdo do DNA. Em seguida, o DNA foi incubado em temperatura
ambiente overnight, e posteriormente, foram estocados em freezer -20°C até a

utilizacao.

O DNA extraido foi submetido a técnica de PCR para amplificagdo de uma
regido alvo do DNA de Leishmania spp., o ITS-1 (internal transcribed spacer 1).
O ITS-1 é uma regido intergénica entre os genes SSU e 5.8S (Figura 6),
podendo distinguir as seguintes espécies de Leishmania: L. donovani, L.
infantum, L. chagasi, L. aethiopica, L. tropica, L. major, L. mexicana, L.
amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis e L. panamanensis (Cupolillo et al.,
2009).

LITSR LSYES'P'
ssu ITS1 m ITS2 LSU
“GEs v
| | |
I I 1
300-350 bp 700-750 bp

Figura 6: Regido intergénica do ITS-1.



O iniciadores LITSR 5 CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L58S ¥%
TGATACCACTTATCGCACTT 3 (Schonian et al., 2003) amplificam um
fragmento de 300-350pb por meio da seguinte reagao: solugado tampao 1x (200
mM Tris-HCI pH8,4, 500 mM KCI), 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de mistura de
dNTPs, 0,5 pmol do iniciador LITSR, 0,5 pmol do iniciador L5.8S, 1 U de Taq
DNA polimerase platinum® (Invitrogen) e 5 yl de DNA molde, em um volume
final de 25uL. A amplificagdo foi realizada alternando-se 33 ciclos de
desnaturagdo a 95°C por 30seg, anelamento a 53°C por 1min e extensao a
72°C por 1min em equipamento termociclador automatico de DNA (eppendorff).
As amostras que apresentaram a banda especifica de 359pb foram submetidas
a digestdo endoenzimatica utilizando-se a enzima Haelll, para anélise dos
polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricdo, pela técnica de
Restriction fragment length polymorphism (RFLP). A reacdo de RFLP foi
preparada para um volume final de 15ul, contendo 1ul de Haelll (10U/ul), 1,5ul
de tampao da enzima e 12,5ul de produto de PCR. A mistura foi incubada a
37°C por 2 horas e os perfis de restricao foram analisados em gel de agarose
2% corado por brometo de etideo (10 mg/ml), e comparados com o padréao
obtido pela digestdo do produto de PCR de cepas referéncia de Leishmania
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L.
chagasi (cunha; Chagas 1937) (MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147).

Para a obtencdo do DNA das cepas de referéncias foram adotado os seguintes
procedimentos: as aliquotas de culturas de cepas referéncia de Leishmania
foram adicionados a tubos contendo meio de cultura NNN (Novy e Mc Nel,
1903; Nicolle, 1908) enriquecidos com Schneider, mantidos a 25° C + 1°C por
aproximadamente 30 dias. Quando o numero de células promastigotas
alcangou 1x10% foi realizada a lavagem da massa de parasitos e posterior
extracdo do DNA. A massa de promastigotas foi obtida centrifugando um
volume de 30mL de cultura a 3000 rpm por 10 minutos. Em seguida, despejou-
se o sobrenadante e recolheu-se o pellet, o qual foi lavado trés vezes com PBS
1x pH 7,2 estéril. O pellet contendo as promastigotas foi submetido a extragao

utilizando também o kit comercial de extragdo Gentra Puregene® (QIAGEN),
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como procedeu para as amostras |. A concentracdo de DNA de Leishmania

empregada como controle positivo nos experimentos de PCR foi de 100ng/uL.

4.5 Anadlises dos dados
4.5.1 Anadlises descritivas e de correlagao

Os casos de LTA notificados no periodo janeiro de 2002 a dezembro de 2010
foram trabalhados segundo o ano de notificagdo e a partir do calculo do
coeficiente de deteccdo de casos humanos de LTA para avaliagao da evolucéo

da notificacdo no municipio de Timoteo-MG.

A analise das variaveis referentes aos casos de LTA considerou apenas o0s
pacientes classificados como autoctones da area urbana do municipio de
Timoéteo. Para isso, tomaram-se como critérios: residir na area urbana do
municipio ha, no minimo, dois anos antes da data do diagnéstico e néao ter

realizado viagem nos 12 meses anteriores a data do diagndstico.

Os casos autéctones foram descritos segundo as variaveis: sexo, faixa etaria,
ocupacgao, frequéncia a area rural, renda familiar e escolaridade utilizando

tabela de frequéncia.

As caracteristicas das residéncias utilizadas para instalacdo de armadilhas

para captura de flebotomineos foram agregadas em trés grupos de variaveis:

- estruturais: numero de pessoas por residéncia (> 4 e <4), numero de
cdmodos utilizados para dormir (<2 e >2), tipo de construcéo (tijolo, material
aproveitado, abobe, madeira ou pau a pique/taipa), revestimento das paredes
(sim ou nao), piso (cimento ou ceramica), cobertura (telha ou laje) e energia

elétrica (sim ou n&o);

- de saneamento: abastecimento de agua (publico, pogo/cisterna, pogo
artesiano, fonte/mina/nascente, agua mineral ou ribeirdo/rio/cérrego),
acondicionamento da agua (caixa d’agua tampada, caixa d’agua nao tampada,
latdo tampado ou latdo n&do tampado), canalizagdo interna de agua (sim ou
ndo), destino do esgoto (fossa, cérrego/rio/ribeirdo ou rede publica) e coleta de

lixo (sim ou ndo);
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- ambientais: residéncia proximo de mata (sim ou nao), distancia
aproximada de area de mata (metros), residéncia préximo de plantagdes (sim
ou ndo), distancia aproximada de plantagdes (metros), presenca de animais na

residéncia (sim ou n&o) e presencga de plantas na residéncia (sim ou n&o).

A categorizacdo das variaveis ‘numero de pessoas por residéncia’ e ‘numero
de comodos utilizados para dormir’ foi realizada utilizando como ponto de corte
a mediana dos valores (igual a quatro pessoas por residéncia e a dois cdbmodos
utilizados para dormir). Para a variavel ‘cobertura’, a categoria ‘telha’ foi
considerada quando a residéncia era coberta ou com telha de amianto ou telha
colonial e a categoria ‘laje’, quando a residéncia era coberta com laje de

concreto, independente se a laje da residéncia possuia outro tipo de cobertura.

Para classificar a proximidade das residéncias as areas de mata, foram
consideradas como préximo da mata, as residéncias que estavam localizadas
até 500 m de distancia da mata, tendo como parametro o estudo realizado por
Forattini (1973) na regido sul do Brasil, sugerindo como sendo de até cerca de

500 m o alcance de véo de algumas espécies de flebotomineos.

Os dados foram trabalhados através da construcado de tabelas de frequéncia e
as comparagodes entre tipos de residéncias (com e sem casos) foram realizadas
através do calculo do x2 (teste de qui-quadrado), da razdo de chances e de

seu respectivo intervalo de confianga com 5% de significancia.

Os dados referentes ao inquérito entomolégico do vetor de LTA na area urbana
do municipio de Timéteo foram trabalhados por meio de tabelas, a partir do
célculo de propor¢des de flebotomineos segundo espécie e o sexo. Os dados
obtidos a partir da pesquisa da infeccao natural por Leishmania spp. das
fémeas dos flebotomineos capturados foram descritos segundo setor censitario
e especie de flebotomineos capturado. Foi realizado a inferéncia da taxa de
infeccdo natural, considerando o agrupamento de espécimes, dada a
impossibilidade de se saber a real taxa de infeccdo natural para cada um, por
estarem em sua maioria acondicionados em pool. O calculo da taxa de
infeccao dos flebotomineos, foi utilizado a seguinte formula: taxa de infecgao
(T1) = numero de grupos positivos x 100/ numero total de insetos (Paiva et al.,
2007).
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A existéncia de comportamento sazonal para a ocorréncia de flebotomineos foi
analisada considerando o percentual de flebotomineos capturados nas
residéncias (total e segundo o sexo) e a época de captura agregada em
trimestre. As comparagdes entre as frequéncias foram realizadas por meio do
teste do x2 (teste de qui-quadrado). Também foram realizadas analises
descritivas e de correlagado (Pearson) entre o as frequéncias de flebotomineos
capturados e varidveis climaticas: temperatura (°C), pluviosidade (%) e
umidade (mm). Os dados referentes as variaveis climaticas foram obtidos na
pagina eletronica do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET)* e
corresponderam ao periodo da coleta dos flebotomineos (novembro de 2009 a
outubro de 2010). Na analise descritiva, os dados das variaveis climaticas
foram trabalhados por meio de estatistica descritiva (média, mediana e desvio
padrdao) segundo o trimestre de coleta de flebotomineos. Analises de
correlagdo foram realizadas empregando modelos linear, exponencial,
logaritmico e geométrico, o arranjo dos dados das variaveis climaticas levou
em consideracao diferentes ‘momentos’ em relacdo a data de coleta dos
flebotomineos: durante a coleta, 24 horas antes, uma semana antes, duas
semanas antes e 30 dias antes. Para as variaveis temperatura e umidade, os
valores foram trabalhados em termos de média e mediana; para a variavel
pluviosidade foram trabalhados apenas os valores médios, uma vez que os

dados de pluviosidade resultaram sistematicamente valores nulos.

As anadlises foram realizadas utilizando-se os programas: Epi Info™verséo
3.5.3 (CDC, 2011); Microsoft® Office Excel 2007, BioStat versao 2.0 (AYRES et
al., 2000) e XLSTAT versao 1.02 (ADDINSOFT, 2009). As interpretagdes foram

feitas adotando-se o nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

4.5.2 Analise espacial segundo método de varredura de Kulldorff

O método de varredura de Kulldorff ou estatistica scan (KULLDORFF, 1997) foi
empregado com o objetivo de identificar a existéncia de conglomerados de

casos humanos notificados de LTA, numero de flebotomineos capturados e

4http://www.inmet.qov.br/
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numero de flebotomineos com presenca de Leishmania spp. segundo setores

censitarios do municipio de Timéteo-MG.

Os dados utilizados para a realizacdo da analise espacial foram: bases
cartograficas - mapas no formato shape, com os limites dos setores censitarios;
numero de casos de LTA notificados entre o periodo de janeiro de 2002 a
agosto de 2010, pela Secretaria Municipal de Saude de Timoteo-MG,
disponibilizados pelo Setor de Vigilancia Epidemiolégica do municipio; e
populacao dos setores censitarios segundo Censo 2000 e 2007 (IBGE, 2009).
Os softwares utilizados foram Excel, GPS Track Macker, e SATSCAN 9.1.1.
Antes da utilizacdo do software SATSCAN, foi necessario preparar arquivos

textos de casos, populagao e coordenadas.

A variavel resposta utilizada para busca de conglomerados foi a prevaléncia de
casos de LTA notificados no municipio de Timéteo, segundo ano de ocorréncia
e populagdo. Para a base populacional, foi utilizada como referéncia, a
populacdo dos setores censitarios segundo o censo de 2000 (base para os
anos de 2002 a 2006) e censo 2007 (para os anos de 2007 a 2010), onde
foram realizadas propor¢des de acordo com a populagdo estimada para os
anos de estudo, os dados foram utilizados na constru¢gao do arquivos ‘casos.txt’

e ‘populacao.txt’.

Para a construgao do arquivo ‘coordenadas.txt’, foram calculados os centroides

de cada setor censitario, utilizando para isso o softwares GPS Track Macker.

O modelo utilizado para a detecgédo de conglomerado foi o Modelo de Poisson,
pois as bases de dados eram compostas pelo numero de casos de LTA e a

populacdo em risco dos setores censitarios.

Como trabalhou-se com variagao espaco-temporal, foi definido como intervalo
maximo de busca, o valor de 1 ano, tendo em vista que os dados utilizados na
construgéo dos arquivos de texto foram anuais. Na analise, optou-se por utilizar
um percentual mais restritivo, de 20% da populacdo em risco, seguindo

recomendagao de Assuncgao (2001).

Foi utilizada uma analise retrospectiva para detectar os conglomerados de LTA

ativos e historicos, existentes até o final do estudo. Essa analise € importante
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para a adocdao de medidas preventivas e/ou corretivas pela vigilancia

epidemiologica.

O teste de hipdtese é baseado na razdo de verossimilhanga. O conglomerado
mais provavel, chamado de primario, foi aquele que apresentou maior valor na

razao de verossimilhanca.

O teste estatistico realizado pelo mecanismo de varredura espacial, para testar
a significancia dos conglomerados, adota as seguintes hipoteses: HO - que
assume a nao existéncia de conglomerados de casos; H1- que assume a

existéncia de conglomerados de casos.

Para testar a hipotese com relagdo aos conglomerados, foi adotado o
procedimento de Monte Carlo, que consiste em simular 999 permutacdes, ao
acaso, do numero de casos em relagdo a area e ao tempo de avaliagdo. Para
cada uma dessas permutacgoes, foi obtido o valor da razao de verossimilhanca
para todos os candidatos a conglomerados, sendo que, em cada uma dessas
simulagdes, o valor maximo foi identificado e utilizado para obter uma

distribuicdo ordenada desses valores.

Os conglomerados, detectados na base de dados que apresentaram valores da
razado de verossimilhanga menores do que o conglomerado identificado como
primario, foram identificados como secundarios. A significancia dos
conglomerados secundarios foi similar a realizada para o conglomerado
primario.

As interpretagdes foram feitas adotando-se o nivel de significancia de 5%
(a=0,05).

4.6 Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, da Universidade Federal de Vigcosa, para avaliacdo dos
procedimentos envolvendo a participagdo de pessoas nas coletas de dados e
aprovado em 18 de julho de 2009, protocolo numero 062/2009 (Apéndice 3). O
projeto também foi autorizado pelo Ministério do Meio Ambiente, para a
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instalagcdo e captura dos flebotomineos nas residéncias da area urbana do

municipio de Timoteo-MG (Apéndice 4).

Antes da aplicacdo dos questionarios e das instalacbes das armadilhas nas
residéncias, foi lido e explicado aos pacientes e/ou responsaveis o termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice 5), sendo, entao, solicitado que os

mesmos O assinassem.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Evolugao dos casos notificados

Segundo os registros da SMS-Timoéteo, foram notificados 164 casos de LTA
entre o periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2010, sendo 131 casos
(80%) registrados como autdctones residentes em area urbana. Observando a
tendéncia histérica dos casos e do coeficiente de deteccdo de LTA no
municipio, ao longo do periodo de estudo, foi verificado que, nos anos de 2003
e 2007, o numero de casos notificados e o coeficiente de deteccdo foram

maiores (Tabela 1 e Figura 7).

Tabela 1: Distribuicdo anual dos casos humanos notificados, populacao e coeficiente
de detecgao para LTA, municipio de Timéteo-MG, 2002 a 2010

ANOS | CASOS HUMANOS POPULAGAO" COEF'ﬁLﬁ"éEE)gfhgﬁ_T)ECQAO
2002 4 74.251 5.39
2003 20 75.538 26.48
2004 5 78.240 7.67
2005 7 79.735 8.78
2006 12 81.219 14,77
2007 36 76.002 4731
2008 20 79.100 25.28
2009 10 79.813 12.53
2010 16 81.119 19,72

TOTAL 131 : ;

Nota: (1) Dados referentes & estimativa da populagdo para o municipio de Timéteo, segundo IBGE”.

*http://www.ibge.gov.br
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Figura 7: Distribuicdo anual dos casos humanos notificados e dos coeficientes de
deteccao para LTA, municipio de Timoéteo-MG, 2002 a 2010.

O aumento de casos notificados em 2003, de acordo com informagdes dos
funcionarios da SMS-Timoteo, ocorreu devido a melhorias na agao de
investigacado dos casos, resultando na producéo de banco de dados secundario
de melhor qualidade, ou seja, maior e mais confidvel. A maioria dos estudos
publicados sobre LTA, utiliza como fonte de informacéo o SINAN. Sendo assim,
sub-notificacdo de casos, mau preenchimento das fichas de investigagdo e
inexatiddo de informacdes comprometem as analises e a producdo de
informacao de qualidade que venha a subsidiar acdes de controle e combate

as leishmanioses.

Em 2007, conforme informacdo da SMS-Timéteo e de pessoas entrevistadas
durante a aplicagao do questionario sobre casos humanos, ocorreu um surto de
LTA, cuja investigacdo o relacionou ao desmatamento de uma area de mata
localizada no bairro Recanto Verde e proxima as residéncias dos casos. O
desmatamento foi realizado para a constru¢do de um centro de convengdes

pela Igreja Batista Maanaim Renovada de Timoéteo-MG.
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O desmatamento de areas florestais € uma atividade ja relatada em outros
municipios do estado de Minas Gerais, como uma das principais causas do
crescimento dos casos de LTA. Ribeiro et al. (2007), em estudo descritivo
realizado no municipio de Tedfilo Otoni, observou que 0 aumento dos casos de
LTA estava relacionado com o desequilibrio ecologico produzido pelo
desmatamento e ocupacgao desordenados do solo. O desmatamento de areas
florestais acarreta a migragdo de reservatorios naturais (animais silvestres) de
Leishmania spp para outras areas em busca de novos abrigos ou mesmo a sua
extingdo. Consequentemente, os flebotomineos, que antes supriam suas
necessidades se alimentando desses animais, passam a procurar outras fontes
de alimentos, incluindo o ser humano que ja habita as proximidades dessas
areas recém desmatadas ou que migra para esse locais (MARTINS et al.,
1956; FURTADO et al., 1966).

Excluindo-se os anos epidémicos (2003 e 2007) da analise, percebe-se

tendéncia crescente do coeficiente de detecgdo (Figura 8).
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Figura 8: Distribuigdo anual dos casos humanos notificados, coeficientes de detecgéo
para LTA e linha de tendéncia, municipio de Timéteo-MG, 2002, 2004-2006 e 2008-
2010.
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5.2 Descricdo dos casos humanos de LTA notificados segundo

variaveis do paciente

No periodo de janeiro de 2002 a agosto de 2010, foram notificados e
confirmados por critério laboratorial 117 casos humanos de LTA, todos
residentes na area urbana do municipio de Timoéteo. Desses, 105 (90%)
pacientes puderam ser contactados e concordaram em responder ao
questionario. Os demais, por motivos de mudanga do municipio, ébito, ou se

recusarem a participar, ndo foram incluidos no estudo.

Considerando o tempo de residéncia no municipio antes do diagndstico da
doenca, cem pacientes (95,2%) relataram residir em Timo6teo ha mais de trés
anos. Dos casos entrevistados, 79 (75,2%) relataram nao ter realizado alguma
viagem até um ano antes do diagnodstico da LTA (Tabela 2). Das 26 pessoas
(24,8%) com relato prévio de viagem, nove (34,6%) estiveram em areas rurais
de municipios distantes de Timoteo e 17 (65,4%) relataram viagens a outros

municipios (area urbana), sendo o mais citado Belo Horizonte.

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2007), o periodo maximo de
incubacdo da doenga no ser humano € de dois anos. Nesse sentido, a
existéncia de pacientes residindo no municipio ha mais de trés anos antes do
diagnostico da doenga e de relatos de pacientes indicando n&o terem viajado
no ano anterior ao diagndstico sugerem que a transmisséo tenha se dado no

préprio municipio de Timoteo, caracterizando esses casos como autdctones.

Para os pacientes considerados como casos autoctones, a partir dos critérios
acima assumidos, a distribuicdo dos casos segundo as variaveis sexo e idade
demonstrou que 65,8% dos pacientes eram homens, a média de idade foi igual
a 40 anos (desvio padrdo igual a 21 anos), sendo que a maioria tinha idade
acima de 20 anos (82,4%). Por outro lado, observa-se que foram notificados

seis (7,6%) casos de criangas menores de nove anos (Tabela 2).

Com relagao a ocupacgao desenvolvida na época de diagndstico da doencga, as
atividades que mais agregaram casos foram: aposentado (20,3%), estudante
(16,5%), dona de casa (16,5%), pedreiro (3,8%) e agricultor (3,8%).
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Questionados sobre se frequentavam area rural® na época do diagnéstico da
LTA, 36 casos (45,6%) responderam positivamente (Tabela 2), sendo o motivo
mais frequentemente citado o lazer (91,7%). As atividades de lazer mais
mencionadas foram ‘visitas a sitios’ (60,6%) e ‘pescar em lagoas’ (36,4%). Por
outro lado, 43 pessoas (54,4%) responderam nao frequentar area rural a época
do diagnostico, sendo que todas as criangas menores de nove anos estavam

incluidas nesse grupo.

Os dados apresentados sinalizam para uma provavel transmissdo da doenca
na area urbana do municipio. Essa afirmativa se baseia na ocorréncia de casos
em menores de 9 anos; no fato de pessoas terem relatado n&o frequentarem a
area rural do municipio na época do diagndstico da doencga; de n&o terem
realizado viagens a outras localidades até um ano antes do diagnéstico da
doenca e de residirem no municipio de Timo6teo ha mais de trés anos antes do

diagnastico.

Diferentes autores sugerem que a ocorréncia de casos em criangas indica que
a infeccdo ocorreu em ambiente domiciliar ou peridomiciliar, devido a menor
mobilidade desse grupo etario (OLIVEIRA-NETO et al., 1988; PASSOS et al.,
1993, FOLLADOR et al., 1999; NUNES et al., 2006; SAMPAIO et al., 2009).
Contudo, ha de se avaliar cuidadosamente essa sugestdo, uma vez que os
estudos foram realizados em areas com caracteristicas diversas, sendo alguns
casos areas rurais, como Follador et al.(1999) e Nunes et al., (2006). Contudo,
de fato, a menor mobilidade de criangas sugere que a infeccdo ocorra nas

proximidades do domicilio, podendo esse estar localizado em area urbana.

A transmissao da LTA associada a ambientes rurais, mesmo que em situacdes
pontuais e isoladas, € bem reconhecida e estudada, contudo, os relatos de
pacientes ndo frequentarem area rural do municipio de Timo6teo a época do
diagndstico da doencga ¢é indicativo de que a transmissao possa ter ocorrido no
ambiente urbano. Some-se a isso, o fato de que entre os que néao
frequentavam area rural, 11,4% eram donas de casa, sendo esse grupo

relatado como possivelmente exposto ao ambiente domiciliar ou peridomiciliar

® Areas rurais mencionadas pelos/as entrevistados/as incluem areas localizadas no municipio de Timéteo
€ em municipios vizinhos, tais como: Ipatinga, Jaguaragu, Marliéria, Coronel Fabriciano, dentre outros.
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em funcdo de sua ocupagao estar mais restrita ao espago doméstico e ao
entorno do domicilio (OLIVEIRA-NETO et al.,, 1988; CORTE et al., 1996;
SILVA-NUNES et al., 2008). De forma semelhante, nesse mesmo grupo de
pacientes, 15,2% eram estudantes, ocupagdo nao relacionada a exposigcao a

areas rurais, reforcando a provavel infec¢ao na area urbana do municipio.

Interessante notar que, 73,4% dos pacientes considerados casos autoctones
relataram alguma localidade ou lugar quando questionados sobre o provavel
local de infecgdo. Os locais mais citados foram a propria casa (37,9%) e o
bairro (27,6%), sendo que a maioria associava o local ao fato de outros casos
terem ocorrido em pessoas moradoras nas vizinhangas e a forma de
transmissao, indicando a presenga de mosquitos na residéncia e dessa estar

proxima a matas, nesse caso, referenciando o Parque Estadual do Rio Doce.

A analise das variaveis citadas anteriormente indicam a provavel ocorréncia de
dois ciclos de transmissdo envolvendo a LTA: um rural, verificado quando
aproximadamente metade dos casos (45,6%) relatou ter frequentado areas
rurais, principalmente para lazer; e um urbano, demonstrado pela ocorréncia de
casos de LTA em criangas menores de 9 anos, estudantes e donas de casa
que nao frequentavam area rural, ndo tinham realizado viagens a outras
localidades até um ano antes do diagnostico da doenga e residirem no

municipio de Timoteo ha mais de trés anos antes do diagndstico.

Os pacientes também foram questionados sobre o uso de protecdo contra
mosquito, sendo que 63,3% relataram utilizar algum tipo. Desses, 80%
relataram o uso de repelentes quimicos (repelentes liquidos ou cremes de uso
pessoal; repelentes elétricos ou inseticidas espirais combustiveis) e 20%

relataram repelentes fisicos, como ventilador, mosquiteiros e telas em janelas.

A concentragdo de casos de LTA em homens é bem conhecida, conforme
resultados de estudos descritivos realizados em diferentes
municipios/localidade brasileiras (OLIVEIRA-NETO et al., 1988; LIMA et al.,
2002; VIEIRA et al., 2007; SAMPAIO et al., 2009; CASAVECHIA et al., 2009).
De forma geral, os autores justificam a ocorréncia de maior numero de casos
em pessoas do sexo masculino relacionando esse achado ao desempenho de

atividades em areas rurais, como trabalho e lazer, sendo essas, por sua vez,
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desenvolvidas em sua maioria por pessoas do sexo masculino. Contudo, séo
poucos os estudos analiticos que investigam a associagdo entre sexo e
ocupacgao e que possam, assim, identificar maior risco relacionado aos homens

em funcao das atividades desempenhadas.

A ocupacgao de agricultor esta diretamente relacionada a area rural, dentre os
trés casos diagnosticados com LTA que desenvolviam essa atividade, dois
eram mulheres. A ocupacdo de dona de casa era desenvolvida em sua
totalidade por mulheres. Esses dados demonstram a necessidade de
realizacdo de estudos epidemioldgicos analiticos para uma melhor definicao
dos fatores de risco associados a LTA, envolvendo sexo e ocupacido do

individuo.

Com relagao ao lazer desenvolvido em areas rurais como variavel explicativa
da maior concentracdo de casos no sexo masculino, aparentemente, no
municipio de Timoéteo, tem-se 0 mesmo padrdo de ocorréncia, uma vez que
maior numero de homens (75,8%) relatou frequentar area rural com esse
objetivo, citando mais frequentemente ‘visitas a sitios’ (75,0%) e ‘pescar em
lagoas’ (75,0%). Entretanto, ainda que menor percentual de mulheres relatar
frequentar area rural com o objetivo de lazer (24,2%), os motivos citados sao
0S mesmos e apareceram em frequéncias n&o despreziveis, ou seja, ‘visitas a
sitios’ (25,0%) e ‘pescar em lagoas’ (25,0%). Tais resultados demonstram que
a frequéncia a areas rurais tendo como objetivo o lazer, tradicionalmente
relacionada a um comportamento masculino e, dessa forma, expondo esse
sexo a infeccdo, pode ter seu perfil alterado, uma vez que observamos
mulheres relatando esse tipo de comportamento. De fato, o tipo de lazer
mencionado, ‘visitas a sitio’, € uma atividade normalmente exercida por

homens e mulheres.

As variaveis ‘escolaridade’ e ‘renda familiar tiveram como referéncia o
momento da entrevista, assim, ndo refletem a situacdo do paciente na época
do diagndstico. Entretanto, comparando os dados de ocupacgao obtidos com a
entrevista (questionario) e aqueles referidos na ficha de notificagao, observa-se
que nao houve mudangas significativas entre esses momentos. Dentre os

casos considerados autoctones, 84,8% (67 pacientes) tiveram o campo
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‘ocupacgao’ preenchido na ficha de notificagado, desses, 23,9% (16 pacientes)
eram aposentados no momento da notificagcdo e continuaram com essa
ocupacao na época da entrevista. Dentre os 76,1%(51 pacientes) que referiram
alguma atividade profissional, 53,0% referiram a mesma ocupacéao, 13,7%
estavam aposentados e 33,3% referiram outra ocupagao quando entrevistados.
Nesse ultimo grupo, observamos que a mudanga de ocupagéo provavelmente

nao impactou significativamente a renda familiar.

Essa descricdo permite assumir que a caracterizacdo da renda familiar do
paciente a partir dos dados obtidos com o questionario, reflete de forma
adequada o perfil de renda dos pacientes no momento da notificacdo. Nesse
caso, 0s casos apresentaram renda familiar média igual a 2,8 salarios minimos
(desvio padrao igual a 1,6 salarios minimos), sendo que 60,7% dos casos

relataram renda-média familiar de até 3 salarios minimos.

Quanto a escolaridade, tanto as informagbdes presentes na ficha de
investigacao, preenchidas no momento do diagndstico, quanto as informagdes
obtidas durante a aplicacdo do questionario, demonstraram que os pacientes
possuiam, em sua maioria, baixa instrugcdo. Considerando os dados do
questionario, 49,4% dos pacientes eram analfabetos ou possuiam, no maximo,
4 anos de estudo (até 42 série completa) (Tabela 2). Estudos descritivos
relatam que um grande numero de pacientes com escolaridade e renda familiar
baixas sugere que a LTA atinge, principalmente, populagdes pobres, quadro
tipico da maioria das doencgas infecto-parasitarias (PASSOS et al.,, 2001,
GONTIJO et al., 2002). A renda familiar baixa determina que os individuos,
nesse caso com menor poder aquisitivo, habitem locais com infraestrutura
urbana precaria, muitas vezes associada a um maior risco de transmissao da
LTA. No municipio de Timodteo, os locais com esse perfil se encontram
justamente na periferia da cidade, onde vive a grande maioria dos casos de
LTA.
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Tabela 2: Distribuicdo dos casos humanos notificados de LTA segundo variaveis do
paciente, municipio de Timoéteo-MG, 2002 a 2010

VARIAVEIS CASOS (%)
TEMPO DE RESIDENCIA NO MUNICIPIO ANTES DO DIAGNOSTICO
Mais de trés anos 100 95,2
Menos de trés anos 5 4.8
RELATO DE VIAGEM ANTES DO DIAGNOSTICO!"
Sim 26 24,8
Nao 79 75,2
SEXO
Masculino 52 65,8
Feminino 27 34,2
FAIXA ETARIA
0-9 6 7,6
10-19 8 10,1
20-29 13 16,5
30-39 10 12,7
40-49 12 15,2
50 - 59 12 15,2
60 e mais 18 22,8
OCUPAGAO
Aposentado 16 20,3
Estudante 13 16,5
Dona de Casa 13 16,5
Pedreiro 3 3,8
Agricultor 3 3,8
Outros 19 23,9
Nao informado 12 15,2
FREQUENTOU AREA RURAL
Sim 36 45,6
Nao 43 54,4
RENDA FAMILIAR®
< 1 salario 5 6,3
De 1 a 3 salarios 43 54,4
De 3 a 5 salarios 21 26,6
De 5 a 10 salarios 8 10,1
Desempregado 1 1,3
Nao Informado 1 1,3

GRAU DE ESCOLARIDADE

12 a 42 Série 32 40,5
52 a 82 Série 17 21,5
2° grau 17 21,5
3° grau 3 3,8
Técnico 3 3,8
Analfabeto 6 7,6
Nao se aplica 1 1,3

Nota: (1) Relato de viagem se refere a deslocamentos para municipios distantes de Timoteo e até um ano
antes do diagnoéstico da doenga. (2) valor do salario: R$ 510,00 (quinhentos e dez reais).

Quando questionados se tinham conhecimento sobre como a LTA é
transmitida, 72,2% dos entrevistados responderam que era por meio da picada
do inseto, referindo que souberam da informagao depois que tiveram a doenca.

Quando questionados se ja viram um flebotomineo, 88,6% informaram que
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nunca viram o inseto transmissor, os demais (11,4%) informaram que viram o
inseto em atividades promovidas’ pela prefeitura e/ou a partir da observagao
de ilustracbes e/ou fotografias disponibilizadas em diferentes meios de

comunicacao (internet e televiséo).

Percebeu-se que apesar da baixa escolaridade, a experiéncia da enfermidade
e 0 acesso a informagcdo sao importantes para o conhecimento de
caracteristicas sobre a doencga (epidemioldgicas, por exemplo). Destacou-se as
atividades de informacgao da populagdo como aliadas poderosas na prevencao
e controle de doengas, sendo praticas importantes a serem adotadas e

privilegiadas em ag¢des de saude publica.

Considerando os casos entrevistados (105 casos), classificados como
autdctones ou nao, todos se submeteram ao tratamento, contudo, trés pessoas
nao o concluiram, alegando que o tratamento era doloroso e que o0s
medicamentos usados produziam varios efeitos colaterais. A época da
entrevista, nenhum caso relatou apresentar lesdo, sendo que 94,3%

apresentavam cicatrizes.

5.3 Descricdao das residéncias utilizadas como locais de coletas de

flebotomineos

De forma geral, as residéncias com e sem casos foram bastante semelhantes
em relacdo as variaveis analisada, sejam as estruturais, de saneamento ou
ambientais, o que provavelmente pode ter ocorrido devido ao pequeno numero
de residéncias (com e sem casos) amostrado no presente estudo. Apesar de
nao terem sido identificadas diferencas estatisticamente significativas entre as
frequéncias observadas, as residéncias com casos apresentaram
caracteristicas de infraestrutura e saneamento piores que as residéncias sem
casos. Destaca-se as variaveis: revestimento das paredes (6,75% das
residéncias com casos néo tinham revestimento e 100% das residéncias sem

casos tinham revestimento); cobertura (40% das residéncias com casos e 20%

4 Segundo informagdes da SMS-Timoéteo, em diferentes momentos foram promovidas atividades de
informagao sobre a doenga, sendo que uma das estratégias adotadas foi a exposigdo de exemplares do
vetor para visualizagao por meio de lupas e microscoépios.
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das residéncias sem casos tinham cobertura de telha sem laje); abastecimento
publico de agua (36,7% das residéncias com casos e 13,3% das residéncias
sem casos ndo tinham acesso ao servigo); destino do esgoto (33,3% das
residéncias com casos e 6,7% das residéncias sem casos nédo estavam ligadas
a rede publica de coleta de esgoto) e coleta de lixo (13,3% das residéncias com

casos e nenhuma das residéncias sem casos n&o tinham acesso ao servico).

O fato das residéncias com casos apresentarem caracteristicas de
infraestrutura e saneamento piores que as residéncias sem casos concorda
com a caracterizacdo anterior sobre os pacientes de LTA. Esses pacientes
foram caracterizados como, em sua maioria, pessoas de baixa renda familiar e
escolaridade, habitando, provavelmente, areas com infraestrutura urbana

precaria.

Caracteristicas de infraestrutura da residéncia e de saneamento ja foram
exploradas como variaveis associadas ao risco de transmissdo da LTA. No
estudo de caso-controle realizado por Armijos et al. (1997), no Equador,
individuos residentes em casas construidas com material vegetal ou barro
apresentaram maior risco de contrair a LTA do que aqueles que moravam em
casas construidas com tijolos (OR=1,77, 95% CIl =1,38-2,53, p=0,02). Segundo
os autores, esses riscos possivelmente estariam relacionados a presenca de
frestas e buracos nesse tipo de material, que facilitariam a entrada do vetor na

residéncia, servindo, ainda, como abrigo para 0 mesmo.

Em estudo descritivo realizado por Machado-Coelho et al. (1999), no municipio
de Caratinga-MG comparando area urbana e rural, os autores observaram que
em residéncias rurais, onde a falta de saneamento basico e o acumulo do lixo
eram maiores ocorriam mais de casos de LTA, e sugeriram que a falta de
saneamento e o lixo podem atrair hospedeiros de LTA para os ambientes

domeésticos, onde encontram abrigo e alimento.
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Tabela 3: Caracterizagdo das residéncias utilizadas para coletas de flebotomineos,
segundo variaveis estruturais, de saneamento e ambientais, municipio de Timoteo-
MG, 2009 a 2010

. RESIDENCIAS Valor
VARIAVEIS COMCASOS  SEMCASOS X2 RC®  1C95%%)
() o, e p
N %o N %o
N° de pessoas por
residéncia
>4 7 233 3 200 0569 - 1,22 %%%‘
<4 23 76,7 12 80,0
N° de cobmodos
utilizados para
dormir
0,28-
<2 17 56,7 8 53,3 0,43 1,14 474
>2 13 43,3 7 46,7
Revestimento das
paredes
Néo 2 6,7 0 0,0 0,3 1,05 Indefinido -
Sim 28 93,3 15 100,0
Tipo de piso
Cimento 5 167 2 133 0,18-
’ ’ 0,77 0,08 1,30 15,35
Ceramica 25 83,3 13 86,7
Tipo de cobertura
Telha 0,54-
12 40,0 3 20,0 0,18 1,80 2,67 17,47
Laje 18 60,0 12 80,0
Abastecimento
publico de agua
0,63-
Néo 11 36,7 2 13,3 0,1 2,65 3,76 39,46
Sim 19 63,3 13 86,7
Destino do esgoto
Fossa/Cérrego @) 0,79-
10 33,3 1 6,7 0,05 - 7,00 325,07
Rede publica 20 66,7 14 93,3
Coleta de lixo
N3o 4 13,3 0 0,0 0,18" - Indefinido -
Sim 26 86,7 15 100,0
Residéncia préximo
de mata
0,84-
Sim 23 76,7 7 46,7 0,04 4,05 3,63 17,60
Nao 7 23,3 8 53,3
Presenga de
animais na
residéncia
0,36-
Sim 19 63,3 8 53,3 0,52 0,42 1,15 6,39
Nao 11 36,7 7 46,7
Presenca de plan-
tas na residéncia
0,21-
Sim 20 66,7 10 66,7 1,00 0,00 1,00 4,39

Nao 10 33,3 5 33,3
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Nota: (1) Qui-quadrado McNemar Corrigido. (2) RC: Raz&o de Chances. (3) Intervalo de confianca para
95%. (4) Valor de p para Teste exato de Fischer.

A variavel ‘proximidade das residéncias as areas de matas’, embora
apresentando p < 0,05, ndo pode ser considerada como associada ao risco de
ocorréncia de casos de LTA na residéncia, pois o intervalo de confianca da
medida de intensidade de associagdo n&o foi estatisticamente significativo
(IRgs% = 0,84-17,6) (Tabela 3). Contudo maior numero de residéncias que
apresentaram casos (76,7%) estavam localizadas em areas préximas de matas
quando comparadas as residéncias sem casos (46,7%) (Tabela 3).
Considerando a distédncia mediana entre as residéncias e as areas de mata,
observa-se que metade das residéncias com casos estavam localizadas a
menos de 70 metros de areas de mata, enquanto que para as residéncias sem

casos, essa distancia foi igual a 100 metros.

Segundo Forattini (1973), os flebotomineos apresentam capacidade de
dispersédo que pode variar entre 200 a 500 metros. Assim, apesar de ambas as
distancias medianas identificadas (para residéncias com e sem casos) estarem
incluidas na capacidade de dispersdo do vetor, as residéncias com casos

estavam localizadas mais préximas a areas de mata.

A proximidade a areas de mata como sendo de maior risco para transmissao
da LTA também leva em consideracdo a possivel presenca de reservatorios
silvestres, que podem se deslocar até as residéncias em busca de alimento e,
assim, expor o ser humano. Apesar de néo ter sido investigada a presenga de
reservatorios silvestres nas proximidades das residéncias na area urbana do

municipio de Timéteo, essa possibilidade nao pode ser descartada.

5.4 Inquérito entomolégico do vetor de LTA na area urbana do
municipio

Durante as capturas realizadas nas residéncias localizadas na areas urbana,
foram coletados 1.958 espécimes de flebotomineos, pertencentes a 17
espécies: Brumptomyia avellari (Costa Lima, 1932), Brumptomyia cunhai
(Mangabeira, 1942), Brumptomyia nitzulescui (Costa Lima, 1932);
Micropygomyia quinquefer (Dyar, 1929), Micropygomyia capixaba (Dias;
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Falcao; Silva; Martins, 1987), Micropygomyia oswaldoi (Mangabeira, 1942);
Evandromyia sallesi (Galvédo; Coutinho, 1939); Pintomyia pessoai (Coutinho;
Barreto, 1940); Pintomyia fischeri (Pinto, 1926), Pressatia choti (Floch;
Abonnenc, 1941), Trichopygomyia longispina (Mangabeira, 1942), Evandromyia
lenti (Mangabeira, 1938), Evandromyia edwardsi (Mangabeira, 1941),
Migonemyia migonei; Nyssomyia whitmani, Psathyromyia aragaoi (Costa Lima,
1932), Nyssomyia intermedia (Tabela 4).

Tabela 4: Frequéncia de flebotomineos capturados, segundo espécie e sexo,
municipio de Timoteo-MG, novembro de 2009 a outubro de 2010

ESPECIE | FEMEA | (%) | MACHO | (%) |TOTAL| (%)
Brumptomyia spp. 2 0,2 - - 2 0,1
Br. avellari - - 6 0,7 6 0,3
Br. cunhai - - 2 0,2 2 0,1
Br. nitzulescu - - 1 0,1 1 0,1
Ev. edwardsi 2 0,2 - - 2 0,1
Ev. lenti - - 2 0,2 2 0,1
Ev. sallesi 5 0,5 2 0,2 7 0,4
Mi. capixaba 2 0,2 - - 2 0,1
Mi. oswaldoi 1 0,1 - - 1 0,1
Mi. quinquefer 251 23,2 51 5,8 302 15,4
Mg. migonei 6 0,6 12 1,4 18 0,9
Ny. whitmani 653 60,2 650 74,4 1.303 66,5
Ny. intermedia 139 12,8 124 14,2 263 13,4
Pi. fischeri 8 0,7 13 1,5 21 1,1
Pi. pessoai 12 1,1 6 0,7 18 0,9
Pr. choti 1 0,1 4 0,5 5 0,3
Pa. aragaoi 2 0,2 - - 2 0,1
Ty. longispina - - 1 0,1 1 0,1
Total 1.084 100,0 874 100,0 1.958 100,0

Na fauna de flebotomineos encontrada no municipio, proporcionalmente se
encontrou maior numero de fémeas (55,4%) do que de machos (44,6%), sendo

a diferenca estatisticamente significativa (X = 45,05; p < 0,0001).

A espécie predominante foi Ny. whitmani (66,5%), seguida por Mi. quinquefer
(15,4%) e Ny. intermedia (13,4%). Dessas, apenas Mi. quinquefer ndo é
suspeita de ser vetor ou de ter papel vetorial comprovado. Destaca-se que
80,9% dos flebotomineos capturados consistiam de espécies ja reconhecidas
como vetoras de Leishmania spp., Ny. whitmani, Ny. intermedia, Mg. migonei e
2,0% se referiam a espécies suspeitas de participarem do ciclo de transmissao
da Leishmania spp., Pi. pessoai e Pi. fischeri. Essas espécies, vetores
confirmados ou suspeitos, sdo relatadas como predominantes em ambientes
antrépicos onde ha ocorréncia de casos autéctones de LTA, como
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demonstrado nos estudos de levantamento entomoldgico realizados por
Teodoro e Kulh (1997), no municipio de Sao Jorge do Ivai-PR e, mais
recentemente, por Saraiva et al. (2011), em estudo realizado no municipio de

Belo Horizonte-MG.

Segundo Andrade Filho et al. (2007), as espécies Ny. whitmani e Ny.
intermedia passam por um processo de adaptagcdo domiciliar rapido e com
grande importancia epidemiologica, pois sdo citadas como as principais
envolvidas na transmissao de Leishmania spp. em varias localidades do Brasil,
especialmente na regido sudeste do pais. Especificamente em relacdo a
espécie Ny. whitmani, Queiroz et al. (1994) e Luz et al. (2000) relatam seu
papel como vetora de L. braziliensis no estado do Parana e Ceara,
respectivamente. Estudos desenvolvidos por Mayrink et al. (1979), no Vale do
Rio Doce, em localidades préximas ao municipio de Caratinga-MG, indicam
que Ny. whitmani foi a espécie predominante entre os periodos de 1973-1974 e
1976-1976.

No municipio de Timéteo, Ny. whitmani foi a espécie predominante, sugerindo
que esse flebotomineo esteja envolvido na transmissao da Leishmania spp.
nesse local e, consequentemente, que os casos humanos identificados na area

urbana do municipio possam ser realmente autoctones.

Apesar de Ny. whitmani ser considerada o principal vetor, ndo se pode
menosprezar a presencga de outros possiveis vetores como: Ny. intermedia,
Mg. migonei, Pi. fischeri, Pi. pessoai, Ev. sallesi, Ev. lenti. Todas essas
espécies ja foram encontradas com infecgédo natural por Leishmania spp. e/ou

com relatos de serem espécies antropofilicas, conforme descrito a seguir.

Rangel et al. (1986), em estudo realizado no estado do Rio de Janeiro, relatam
que Ny. intermedia foi a espécie predominante e apresentou grande
antropofilia, provavelmente devido ao elevado grau de modificagdo antrépica
caracteristico da regiao do estudo. No estado de Minas Gerais, essa espécie é
bastante abundante em &reas de ocorréncia de casos humanos de
leishmaniose tegumentar. Gontijo et al. (2002), em trabalho realizado no Vale

do Jequitinhonha-MG, descreveram a prevaléncia de N. intermedia na regido,
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bem como sua preferéncia por ambientes com maior grau de modificacéo

antropica.

Rangel e Lainson (2003) apontam Mg. migonei como espécie vetora de
Leishmania. Estudos realizados no estado do Rio Grande do Sul (SILVA e
GRUNEWALD, 1999) e no norte do estado do Parana (TEODORO et al.,
1993), indicam que essa espécie é predominante nessas regides sendo

apontada como uma possivel espécie vetora.

Tem sido sugerido que as espécies Pi. pessoai e Pi. fischeri participam do ciclo
de transmissao de Leishmania na regido sudeste do Brasil, devido a alta
antropofilia, alta densidade e invasdo de domicilios em regides endémicas de
LTA (RANGEL; LAINSON 2003). Em estudos recentes, Margonari et al. (2010)
registraram a presencga de Pi. pessoai e Pi. fischeri com infecgdo natural por
Leishmania em Divinépolis-MG, contudo, como a taxa de infeccdo dessas

especies € muito pequena, pode nao ser identificada.

As espécies Ev. lenti e Ev. sallesi também tém sido sugeridas como possiveis
vetoras de Leishmania spp. Margonari et al. (2010), em estudos realizados na
cidade de Divinépolis-MG, identificaram Ev. lenti com infec¢gdo natural por L.
braziliensis e Saraiva et al. (2009) observaram a presencga de infec¢cado natural
de L. chagasi em Ev. sallesi em estudo realizado nas cidades de Corinto-MG e

Lassance-MG.

Esses relatos chamam a atencido para a possibilidade de novos vetores no
ciclo de transmissado das leishmanioses. Nesse sentido, caso essa hipdtese
venha a ser confirmada, essas espécies também podem estar atuando como

vetores no municipio de Timoteo.

5.5 Deteccao da infecgao natural por Leishmania spp. nas fémeas de

flebotomineos

A pesquisa de infeccdo natural por Leishmania spp. foi realizada a partir de
1.084 fémeas nao alimentadas de flebotomineos capturados, identificadas e
distribuidas em 303 amostras (individuais ou pools). Através da reagao de PCR

(utilizando o fragmento de 359pb do ITS1), foram detectados 69 amostras
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(22,8%) positivas para infeccao por Leishmania spp. A Figura 9 ilustra algumas

das amostras analisadas.

Pb La Lb Lc Lg 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 N

-
400 pb—> TR o = =

Figura 9: Deteccao de infecgao natural por Leishmania spp, através de PCR da regido
ITS 1. Gel de agarose 2% corado com brometo de etideo. Pb: marcador de pares de
base (100pb); La - controle positivo de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); Lb —
controle positivo de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); Lc — controle positivo de L.
chagasi (MHOM/BR/74/PP75); Lg - controle positvo de L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147); N — controle negativo; Amostras negativas 01 (Ny. whitmani),
09 (Mi. quinquefer) e 13 (Ny. whitmani); Amostras positivas 02 (Ny. whitmani), 03 (Ny.
whitmani), 04 (Ny. whitmani), 05 (Ny. whitmani), 06 (Ny. intermedia), 07 (Mi.
quinquefer), 08 (Pi. pessoai), 10 (Ny. intermedia), 11 (Ny. intermedia), 12 (Mi.
quinquefer), 14 (Ny. whitmani).

As amostras positivas foram provenientes de 16 setores censitarios do
municipio de Timéteo, representando 39,0% dos 41 setores amostrados no
estudo. Dentre esses setores, apenas quatro (26,7%) nao apresentaram casos

humanos de LTA notificados no periodo estudado (12, 24, 92 e 95).

Outro aspecto importante, diz respeito ao fato de que, dentre os setores com
fémeas de flebotomineos positivas para Leishmania spp., sete (43,8%)
correspondiam a setores localizados proximos a area do Parque Estadual do
Rio Doce, sendo: 66, 68, 70, 71, 73, 82 e 84 (Tabela 5). Esses setores
totalizaram 78,3% das amostras de flebotomineos positivas. O setor 70
apresentou o maior numero de amostras positivas para Leishmania spp., ou
seja, 37 amostras (53,6%) seguido pelo setor 19, com seis (8,7%) amostras
positivas (Tabela 5). O setor censitario 70 registrou 0 maior numero de casos
de LTA notificados 32,9% (26) e o setor censitario 19, dois casos (2,5%).
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Dentre as 69 amostras de fémeas de flebotomineos positivas, em 22 (31,9%)
foi possivel a identificacdo da espécie de Leishmania spp. empregando a PCR-
RFLP do ITS1. Em 20 amostras (90,9%), a espécie identificada se tratava de L.

braziliensis e em duas (9,1%), L. chagasi (Tabela 5, Figura 10).

Nao foi possivel identificar as espécies de Leishmania spp. presentes nas
demais amostras (47), possivelmente, devido a quantidade insuficiente de
copias de DNA de Leishmania presente nessas amostras. A baixa carga
parasitaria dificulta a visualizacdo do perfil de restricdo produzido apds a
digestdo enzimatica na técnica RFLP. Assim, idealmente, essas amostras
devem ser submetidas a outras metodologias para a identificagdo do parasito,
como, por exemplo, a utilizagcdo de outros alvos para a PCR-RFLP, hibridizacao

ou sequenciamento.

Tabela 5: Frequéncia de amostras de flebotomineos capturados e com infeccao
natural por Leishmania spp., segundo setor censitario, municipio de Timoteo-MG,
novembro de 2009 a outubro de 2010

SETOR ESPECIES DE AMOSTRAS Leishmania spp.
CENSITARIO | FLEBOTOMINEO | POSITIVAS L. braziliensis | L.chagasi
10 Ny. whitmani 1 - -
12 Ny. whitmani 1 1 -
15 Mi. quinquefer 1 1 -
19 Mi. quinquefer 5 1 -
19 Ny. whitmani 1 - -
22 Mg. migonei 1 - -
22 Ny. whitmani 1 1 -
24 Ny. whitmani 1 - -
62 Ny. whitmani 1 - -
66 Mi. quinquefer 3 2 -
68 Ny. intermedia 1 - -
68 Pi. pessoai 1 - -
68 Mi. quinquefer 2 - -
70 Ny. intermedia 8 4 -
70 Pi. pessoai 2 - -
70 Mi. quinquefer 8 2 -
70 Ev. sallesi 1 - -
70 Ny. whitmani 18 3 2
71 Mi. quinquefer 1 1 -
73 Ny. intermedia 1 - -
73 Ny. whitmani 1 - -
82 Mi. quinquefer 1 - -
82 Ny. whitmani 2 - -
84 Ny. intermedia 2 1 -
84 Mi. quinquefer 1 - -
84 Ny. whitmani 1 1 -
92 Ny. whitmani 1 1 -
95 Mi. quinquefer 1 1 -

Total

(e2}
©

20 2
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Figura 10: Anadlise de espécies de Leishmania spp. por RFLP dos produtos de
amplificacdo da regido do ITS1. Gel de agarose 2% corado com brometo de etideo
(10mg/ml). PM: padrdao de peso molecular 100pb; La - controle positivo de L.
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); Lb — controle positivo de L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903); Lc — controle positivo de L. chagasi (MHOM/BR/74/PP75); Lg
— controle positivo de L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); 01 (Mi. quinquefer), e 03
(Ny. whitmani) — amostras positivas para L. braziliensis e 02 (Ny. whitmani) — amostras
positivas para L. chagasi.

Analisando a taxa de infeccdo natural das espécies de fémeas de
flebotomineos positivas para Leishmania braziliensis, foi observado que Ny.
whitmani, espécie com maior numero de fémeas capturadas, apresentou menor
taxa de infecgéo (1,1%). Ja Mi. quinquefer, com menor numero de fémeas
capturadas, foi a espécie com maior taxa de infeccdo (5,8%). A taxa de
infeccdo natural para Ny. intermedia foi igual a 2,0% (Tabela 6). E importante
mencionar que a taxa de infec¢ao foi calculada a partir de pools de insetos e
nao de individuos. Assim, uma amostra positiva (que poderia ser constituida
por um ou até dez insetos) foi considerada como apresentando apenas uma
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fémea positiva, dessa forma, os valores das taxas de infecgao calculadas

podem estar subestimados.

Ny. whitmani e Ny. intermedia sado espécies ja incriminadas como vetores de
Leishmania e identificadas com infeccéo natural por L. braziliensis (RANGEL et
al., 1992;, PAIVA et al., 2010). Sabendo-se do papel das espécies Ny. whitmani
e Ny. intermedia na transmissao da LTA é possivel sugerir que o principal vetor
envolvido na transmissdo de Leishmania no municipio de Timéteo € Ny.
whitmani, devido ao grande numero de insetos capturados dessa espécie
(Tabela 2), seguido de Ny. intermedia, incriminado como vetor, principalmente,
no estado do Rio de Janeiro (PITA PEREIRA et al., 2005).

Tabela 6: Taxa de infeccao natural de Leishmania braziliensis por espécie de
flebotomineos capturados, municipio de Timéteo-MG, novembro de 2009 a outubro de
2010

ESPECIES DE NUMERO DE FEMEAS AMOSTRAS TAXA DE INFECCAO

FLEBOTOMINEO CAPTURADAS POSITIVAS" NATURAL (%)
Ny. whitmani 653 7 1,1
Ny. intermedia 251 5 2,0
Mi. quinquefer 139 8 5,8
Total 1.043 20 1,9

Nota: (1) As amostras se referem a pools, podendo compreender entre uma a 10 fémeas de
flebotomineos.

Considerando a taxa de infecgdo natural por L. braziliensis identificada em
fémeas de Mi. quinquefer, segundo a literatura consultada, apenas o estudo de
Paiva et al. (2010), realizado no estado do Mato Grosso do Sul, relata a
identificacao dessa espécie de flebotomineo infectada por L. braziliensis. Esse
achado tem especial significado epidemiolégico, uma vez que Mi. quinquefer
pertence a um grupo de flebotomineos em que as fémeas se alimentam de
animais de sangue frio (DEANE; DEANE, 1957). Na medida em que L.
braziliensis é espécie que infecta mamiferos, tais resultados sugerem que Mi.
quinquefer, por oportunismo, possa se alimentar de animais de sangue quente.
Ainda que ndo se possa estabelecer essa espécie como vetora de L.
braziliensis, ndo se pode desconsiderar que a mesma foi a segunda mais
capturada na area de estudo (Tabela 4), representando 15,4% do total de
insetos e 23,2% das fémeas coletadas, e que apresentou a maior taxa de
infecgao (5,8%).
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Por outro lado, poder-se-ia sugerir como explicagao para a identificagao de Mi.
quinquefer infectado com L. braziliensis a possibilidade de ocorréncia de
amplificagdo do alvo ITS1 na PCR-RFLP na presenca de material genético de
outros tripanossomatideos presentes nas amostras de Mi. quinquefer ou de
contaminagdo da amostra com outro DNA, o que pode ocorrer durante
diferentes etapas da analise (pipetagem dos reagentes, diluicdo dos primers,
manuseio dos equipamentos, dentre outras). Contudo, no primeiro caso, néo
ha relatos na literatura sobre a amplificagdo de DNA envolvendo o fragmento
ITST em outros tripanossomatideos, conforme Cupolillo et al. (2009), as
espécies de Leishmania que podem ser amplificadas na reagdao de PCR do
ITS1 s&o : L. donovani, L. infantum, L. chagasi, L. aethiopica, L. tropica, L.
major, L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis e L.
panamanensis. Corroborando essa informagao, Schonian et al. (2003)
consideram que a técnica molecular do PCR-RFLP do ITS1 é bastante sensivel

e especifica para o género Leishmania.

No segundo caso, o fato de mais de uma amostras (oito) ter resultado positiva
e das anadlises ndao terem sido feitas simultaneamente, diminuindo a
possibilidade de contaminagéo, fragiliza essa hipotese explicativa. Ainda, foram
identificadas amostras negativas, sendo esse mais um argumento para

descartar a ocorréncia de contaminagao.

Ressalta-se que no estudo de Paiva et al. (2010) nenhuma dessas hipoteses

foi aventada.

Ainda assim, seria importante a realizagcdo de outros estudos e utilizagcdo de
outras técnicas para caracterizagcdo do parasito (como sequenciamento
genético, outros alvos para PCR-RFLP, sondas de DNA) para investigar melhor
a possivel infeccdo natural de Mi. quinquefer por alguma espécie de

Leishmania spp.

A espécie Mg. Migonei foi encontrada infectada com Leishmania spp., porém
nao foi possivel identificar a espécie do parasito. Essa espécie de
flebotomineo, entretanto, ja foi incriminada como vetora de Leishmania,

conforme discutido no item 5.4. No municipio de Timoteo, essa espécie nao foi
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muito abundante (Tabela 4) sugerindo nao ser o principal vetor na area de

estudo.

Ev. sallesi e Pi. pessoai foram identificadas com infecgdo natural por
Leishmania spp., contudo também né&o foi possivel identificar qual espécie do
parasito. Recentemente, esses flebotomineos tém recebido atengdo, em
decorréncia de relatos envolvendo infecgdo natural dessas espécies por
Leishmania, conforme estudos realizados por Saraiva et al. (2009), no estado
de Minas Gerais, e Margonari et al. (2010), no municipio de Divindpolis-MG. No
primeiro caso, os autores identificaram, por métodos de biologia molecular, a
presenca de L. braziliensis em Ev. sallesi, e, no segundo, também por métodos

de biologia molecular, foi identificado Pi. pessoai infectado com L. braziliensis.

Também foram identificadas amostras (2) da espécie Ny. whitmani infectados
com L. chagasi. Essa espécie de Leishmania € o agente etioldgico da
leishmaniose visceral, sendo que o vetor normalmente associado a
transmissao desse parasito € Lu. longipalpis. Saraiva et al (2010) relata, em
estudo no municipio de Belo Horizonte, o primeiro registro de Ny. whitmani
infectado por L. chagasi. Entretanto, apesar de ter sido identificada infecgao,
nao se pode afirmar que Ny. whitmani € vetor de L. chagasi, participando,
assim, da epidemiologia da leishmaniose visceral, sendo necessarios mais
estudos que comprovem o papel dessa espécie de flebotomineo no ciclo desse

parasito.

As informagbes apresentadas acima, corroboram com a hipétese do trabalho
de ocorréncia de casos autdctones de LTA no municipio de Timéteo, uma vez
que todos os elementos bioldgicos necessarios a transmissao do parasito estao
presentes: vetor (infectado), agente etiolégico e hospedeiro susceptivel. Com
relagdo aos achados referentes a infecgao de fémeas de flebotomineos por L.
chagasi., apesar das ressalvas feitas anteriormente e do fato de ndo existir
notificacdo de casos humanos de leishmaniose visceral no municipio de
Timéteo, Souza e Borges (2008) observou a presenga de Lu. longipalpis no

municipio, sugerindo a possibilidade de circulacédo de L. chagasi nessa area.
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5.6 Correlagao entre a presenga de vetores e sazonalidade

Como parte desse estudo, também se objetivou analisar a existéncia de
comportamento sazonal na ocorréncia das espécies de flebotomineos
capturadas no municipio. Essa tematica tem sido explorada em diferentes
estudos, sendo que as variaveis climaticas frequentemente correlacionadas a
ocorréncia de flebotomineos sédo temperatura (ANDRADE-FILHO et al., 1998;
MAYO et al., 1998; GOMES et al., 1980; SALOMON et al., 2002; SARAIVA et
al., 2006; DIAS et al., 2007), pluviosidade (SALOMON et al., 2002; DIAS et al.,
2007) e umidade relativa do ar (ANDRADE-FILHO et al., 1998; GOMES et al.,
1980; SARAIVA et al.,, 2006; DIAS et al.,, 2007). Essas variaveis tém sido
utilizadas para explicar o comportamento das populacées de flebotomineos e,

consequentemente, a variagao na ocorréncia de casos humanos.

Outras variaveis, tais como velocidade do vento (AGUIAR; SOUCASAUX,
1984), precipitacdo (MAYO et al., 1998) e fase lunar (AGUIAR; SOUCASAUX,
1984) tém sido estudadas e consideradas como determinantes do sucesso ou
insucesso da coleta de exemplares. Resultados desses estudos séao
importantes para orientar o planejamento e a selecdo de periodos mais

adequados para coleta de flebotomineos.

Na busca de se explicar o eventual comportamento sazonal dos flebotomineos
durante o periodo de coleta, foram consideradas como variaveis climaticas a

umidade relativa do ar, temperatura e pluviosidade.

Na Tabela 7, observa-se a distribuicdo do total de insetos coletados segundo a
estacdo do ano (periodo de colocagédo das armadilhas). Observa-se que houve
diferenca estatistica (p <0,0001) entre os percentuais de flebotomineos
capturados, sendo que o periodo ‘janeiro a margo’ apresentou o maior valor
(42,1%), seguido do periodo ‘outubro a dezembro’ (25,5%). Esses periodos
corresponderam ao verao e a primavera, respectivamente. Anda que o tenha
ocorrido diferenga estatistica entre esses periodos (p = 0,042), esses meses,
juntos, concentraram 67,7% dos flebotomineos capturados. Por outro lado, os
periodos ‘abril a junho’ e ‘julho a setembro’ concentraram, respectivamente,
13,7% e 18,6% dos flebotomineos capturados, demonstrando queda

significativa da presenca de vetores nos meses de outono e inverno.
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Tabela 7: Frequéncia e percentual de flebotomineos capturados, segundo o periodo
de coleta, municipio de Timoéteo-MG, novembro de 2009 a outubro de 2010

FLEBOTOMINEOS R
PERIODO CAPTURADOS FEMEAS MACHOS
Total | %M@ Total | %P0 Total | %®™®
JAN-MAR 858 42,12 503 46,4% 322 36,87
ABR-JUN 208 13,7° 185 17,1%% 83 9,5%
JUL-SET 267 18,6° 132 12,2% 233 26,7
OUT-DEZ 625 25,5¢ 264 24 4% 236 27,0%
TOTAL 1.958 100,0 1.084 100,0 874 100,0

Nota: (1) X*=482,8; GL =3; p <0,0001. (2) Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve
diferenga estatisticamente significante ao nivel de 5% (a = 0,05). (3) X? =396,5; GL = 3; p < 0,0001. (4)
X2 = 180,6; GL = 3; p <0,0001. (5) Simbolos diferentes na mesma linha indicam que houve diferenga
estatisticamente significante ao nivel de 5% (a = 0,05).

Segundo Aguiar e Soucasaux (1984), a densidade de flebotomineos tende a
aumentar nos meses quentes e umidos e a diminuir nos meses mais frios e
secos do ano. Ja Zeledon et al. (1984), em estudo realizado na Costa Rica,
correlacionou a ocorréncia de Lu. longipalpis com meses mais secos. Dias et
al. (2007) citam que, em condicbes naturais, variagdbes na temperatura e
umidade podem interferir na presenca desses insetos, ja que 0os mesmos sao
muito sensiveis a dessecagdao. Uma pequena variacdo desses fatores nos
microhabitats € suficiente para alterar a dindmica das populagdes de

flebotomineos.

Conforme Brazil e Brazil (2003), a duracdo das diferentes etapas do ciclo
bioldgico dos flebotomineos depende das condigdes de temperatura, umidade
e disponibilidade de alimento. Em condi¢cdes de laboratério, a temperatura
6tima para o desenvolvimento da maioria das espécies neotropicais é 25°-27°,
sendo que condigdes térmicas ligeiramente acima dessa faixa implicam em um
ciclo mais rapido. Esses mesmos autores, citam a umidade como fator
determinante da longevidade dos insetos adultos; sendo que a maioria das
espécies neotropicais nao sobrevive muito tempo em condigdes de umidade
abaixo de 50%.

Por outro lado, no estudo de Rutledge e Ellenwood (1975), realizado em
condigdes naturais, na estagdo chuvosa, a pluviosidade (chuva) moderada
beneficiaria os flebotomineos, contudo, os prejudicaria quando em grande
intensidade pelo fato de inundar o solo e destruir os criadouros e fases do ciclo

de vida (ovo, pupa e larvas).
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Os periodos de ‘janeiro a margo’ e ‘outubro a dezembro’ sdo os periodos mais
quentes do ano, no municipio de Timoteo (Tabela 8), o que pode ter favorecido
a captura de maior numero de flebotomineos nesses periodos (Figura 11). As
maiores amplitudes térmicas (médias ou medianas) verificadas foram de,
aproximadamente, 4,0°C (Tabela 8), concordando com a informagdo de que
mesmo pequenas variagdes de temperatura podem impactar a ocorréncia de

flebotomineos.

Em relacdo aos parametros pluviosidade e umidade, correlagbes com as
populacdes de flebotomineos foram menos nitidas. Valores de pluviosidade
média ou mediana foram extremamente baixos em todos os periodos
analisados. Entretanto, os periodos de maiores pluviosidades, ‘janeiro a margo’
(0,22 mm) e ‘outubro a dezembro’ (0,28 mm) foram os de maiores ocorréncias
de flebotomineos (Tabelas 7 e Figura 12). Ja para umidade, os valores para os
periodos estudados ndo apresentaram diferencas evidentes, contudo, ressalta-

se que a pluviosidade média e mediana estiveram sempre acima de 50%.

Tabela 8: Estatistica descritiva para dados climaticos, segundo o periodo de coleta,
municipio de Timoéteo-MG, novembro de 2009 a outubro de 2010

) TEMPERATURA (°C) PLUVIOSIDADE (mm) UMIDADE (%)
PERIODO

cv cV cV
u DP  Med . " DP  Med | u DP Med

JAN-MAR 254 34 249 74 0,22 00 013 686 148 690 456
ABR-JUN 213 35 213 6,1 0,13 00 009 757 109 780 69
JUL-SET 20,7 34 203 6,0 0,00 00 006 637 141 650 45
OUT-DEZ 232 34 226 6,7 0,28 00 015 725 138 740 53

= O
© O o1 N
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1000 - C—Flebotomineos capturados - 30,0
900 - — Temperatura Média ( C)
800 - - 27,0
700 - N
g 600 - P - 24,0
QE’ 500 - o
2 400 | - 21,0
300 A
200 - - 18,0
100 -
0 ' ' ' 15,0
Jan-Mar Abr-Jun Jul-Set Out-Dez
Periodos

Figura 11: Distribuicdo dos flebotomineos capturados e da temperatura média,
segundo o periodo de coleta, municipio de Timéteo-MG, novembro de 2009 a outubro
de 2010.
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Figura 12: Distribuicdo dos flebotomineos capturados e da pluviosidade média,
segundo o periodo de coleta, municipio de Timéteo-MG, novembro de 2009 a outubro
de 2010.

As analises realizadas nao revelaram importantes diferencas entre os modelos
testados, assim, optou-se por apresentar apenas os resultados da correlagao

linear (Tabela 9). A variavel temperatura foi a que apresentou os melhores
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ajustes de correlagao, seja para os valores meédios ou medianos, sendo que a
ocorréncia de flebotomineos aumentou com o aumento da temperatura (média
ou mediana) (Tabela 9 e Figura 13). De forma geral, observou-se que a medida
que periodo utilizado para o calculo da temperatura média ou mediana se
aproximou do momento da coleta o ajuste da correlacdo melhorou. Entretanto,
apenas para os dados referentes ao momento da coleta foi identificada
significancia estatistica para o coeficiente de regresséo linear (temperatura
média: b=31,5 e p=0,032; temperatura mediana: b=33,3 e p=0,009).
Correlagao positiva entre a temperatura média do més de coleta e o numero de
flebotomineos também foi identificada por Saraiva et al. (2006), contudo, os

autores ndo explicitam a correlacao utilizada na analise.

Tais resultados demonstram que a variavel climatica temperatura foi a que
melhor informou sobre uma eventual ocorréncia sazonal de flebotomineos, o
que pode contribuir na definicdo de estratégia de controle desses insetos na

area urbana do municipio.
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Tabela 9: Analise de correlagao linear entre niumero de flebotomineos capturados e dados climaticos médios e medianos em diferentes momentos,

unicipio de Timoteo-MG, novembro de 2009 a outubro de 2010

MOMENTO EM RELAGAO A COLETA"/PARAMETROS DOS MODELOS

VARIAVEIS Durante 24 horas antes uma semana antes duas semanas antes 30 dias antes
b p R? b p R? B p R? b p R? b p R®
Te”:np:(;fg“ra 315 0032 47,93 218 0052 32,7 243 0,053 3253 286 0,063 30,39 224 0203 1565
Ter’r?é’;;?;ra 332 0,009 5025 211 0,057 3157 252 0,049 3331 309 0056 31,75 270 0151 1946
l;’n’g'o‘l’igf;’/f 23 0667 193 .04 0935 007 75 0175 17,56 58 0265 12,25 68 0255 12,75
erqr;‘('j‘f:gg 10 0825 051 05 0887 021 47 0354 863 52 0266 1219 60 0252 12,90
P'“‘r’:]‘(’ésd'i‘;ade 2718 0300 1067  -501 0568 337 1836 0346 891 1671 0422 656 1769 044 6,00

Nota: (1) b = coeficiente de regressdo ; p = valor de p; R* = coeficiente de determinagao.



500
400
300
200
100

0

Flebotomineos (n)

500
400
300
200
100

0

Flebotomineos (n)

7 a — 500 ~ b
£
. ‘. @ 400 - .
@
1 £ 300 -
> E .
1 . £ 200 + .
* * _8 * *
1 -, © 100 - . .
. . . L N . -
T T 1 o T T 1
15,0 20,0 25,0 30,0 15,0 20,0 25,0 30,0
Temperatura média (%) Temperatura média (%)
- c G 500 - d
| . ® 400 - .
- Q
S 300 A
. E *
¢ £ 200 .
. * -8 . *
.« " © 100 - . .,
- . . . (18 . ¢ *
. * 0 T T 1
' ' ' 15,0 20,0 25,0 30,0
15,0 20,0 25,0 30,0
o Temperatura média (%)
Temperatura média (%)
G 500 - e
@ 400 - .
()
£ 300 -
E *
2 200 - .
[e] *
3 100 - . ’,
i .« * .
0 T T 1
15,0 20,0 25,0 30,0

Temperatura média (%)

Figura 13: Graficos de dispersdao entre numero de flebotomineos capturados e
temperatura média em diferentes momentos: (a) durante a coleta; (b) 24 horas antes
da coleta; (¢) uma semana antes da coleta; (d) duas semanas antes da coleta e (e) 30
dias antes da coleta, municipio de Timoteo-MG, novembro de 2009 a outubro de 2010.

A distribuicdo das frequéncias de machos e fémeas de flebotomineos segundo

o periodo de captura revelou que para fémeas as propor¢cdes de animais
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capturados ao longo dos periodos seguiu o0 mesmo padrao verificado para o
total de vetores. Ou seja, maiores propor¢gdes nos meses ‘janeiro a margo’ e
‘outubro a dezembro’, 46,4% e 24,4% e menores nos meses ‘abril a junho’ e
‘julho a setembro’ 17,1% e 12,2%, sendo que as diferengas verificadas entre
todos os periodos foi estatisticamente significante (p < 0,05) (Tabela 7). Para
machos, o periodo ‘janeiro a margo’ apresentou a maior proporcéo (36,8%) e
‘abril a junho’, a menor (9,5%) (p < 0,05); os periodos ‘outubro a dezembro’ e
‘julho a setembro’ apresentaram proporgdes semelhantes (p > 0,05), 27,0% e
26,7%, respectivamente. Contudo, considerando a amplitude de variagao entre
os periodos de maior e menor captura, observou-se que a mesma foi

semelhante para fémeas (73,7%) e machos (74,2%).

O maior numero de fémeas e machos capturados nos periodos de ‘janeiro a
margo’ e ‘outubro a dezembro’ esteve, provavelmente, relacionado ao fato de
corresponderem aos periodos mais quentes no municipio de Timoéteo (25,4°C e

23,2°C, respectivamente) (Tabela 8).

As analises de correlacao realizadas considerando individualmente populacdes
de machos e fémeas nao revelaram bons ajustes para nenhum modelo testado.
Esse resultado pode ser devido ao fato dos dados se referirem a apenas um

ano de coleta.

Analisando a distribuicdo proporcional entre machos e fémeas para um mesmo
periodo, observou-se que as fémeas foram mais prevalentes em ‘janeiro-
marco’ (p <0,0001) e ‘abril-junho’ (p <0,0001). Nos periodos, ‘julho a
setembro’ e ‘outubro a dezembro’, a relagdo se inverte e os machos foram
identificados como mais prevalentes, sendo que nesse Uultimo periodo a
diferenca entre as proporgdes nao foi estatisticamente significante (p = 0,198)
(Tabela 7).

Nao foram identificados trabalhos que comparam a ocorréncia de machos e
fémeas entre periodos do ano. Sendo assim, sao necessarios mais estudos
para que se possa avaliar melhor se a prevaléncia de insetos machos ou
fémeas segue algum padrao diferenciado de ocorréncia em relagao a época do

ano.
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5.7 Identificagcdo de conglomerados de casos de LTA

As analises espaciais foram realizadas utilizadas informacbdes de 79 casos
humanos de LTA classificados como autdctones do municipio de Timoéteo e
distribuidos em 95 setores censitarios. Foram identificados trés conglomerados
de casos de LTA, sendo que apenas um com significAncia estatistica,
conglomerado primario (p < 0,05). Todos os conglomerados foram classificados
como histdricos, nao tendo sido identificados, portanto, conglomerados ativos,

ou seja, que incluissem o ano de 2010 (Tabela 10).

O conglomerado primario incluiu os setores 68, 69, 70, 71, 72, 73, 82, 83, 84,
85, com raio de 3.280m (Figura 14), esteve ativo durante o periodo de janeiro
de 2007 a dezembro de 2007. Nesse conglomerado, a probabilidade dos casos
de LTA agrupados em torno do centréide e em um raio de 3.280m ser devida
ao acaso foi menor que 0,01, indicando que o agrupamento de casos nesses

setores censitario nio foi aleatdria.

Tabela 10: Estatistica scan para 79 casos autéctones de LTA utilizando o modelo de
Poisson, municipio de Timoteo-MG, 2002 a 2010

CONGLOME- SETOR CASOSDELTA RAZAODE |\, or

ANO A NOTIFI- | ESPERA- VEROSSI- )
RADO CENSITARIO CADOS DOS MILHANGA®™ DEP
68, 69, 70, 71,
Primario 2007 72,73, 82, 83, 15 0,90 29,55 < 0,01
84 e 85
Secundario 1 2007 6,7e11 3 0,27 4,59 0,85

Secundario 2 2008 19 2 0,12 3,80 1,00
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@ Residéncia com caso de LTA
= Limite entre setores censitarios
00 Nuamero do setor censitirio

P Conglomerado primério

S1 Conglomerado secundério nimero um
S2 Conglomerado secundirio nimero dois

0 1000 2000 3000 4000 5000m

Figura 14: Distribuicao espacial dos casos autéctones de LTA e dos conglomerados primario e secundarios identificados, municipio de Timoéteo-MG,
2002 a 2010.



Os setores incluidos no conglomerado primario corresponderam aqueles onde
foi capturado o maior numero de flebotomineos, totalizando 1.681 (85,9%)
espécimes, sendo as espécies predominantes Ny. whitmani (69,8%) seguida
de Ny. intermedia (14,4%), sendo ambas vetores de LTA (Tabela 11).

Tabela 10: Numero e frequéncia de flebotomineos capturados, segundo setor
censitario, municipio de Timéteo-MG, novembro de 2009 a outubro de 2010

FLEBOTOMINEOS CAPTURADOS

CEﬁg-lr%iIO Ny. o Ny. o Mi. o Outras o
whitmani (%) intermedia (%) quinquefer (%) espécies (%)
8 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
4 3 0,2 0 0,0 0 0,0 0 0,0
6 1 0,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0
10 0 0,0 0 0,0 2 0,7 0 0,0
11 0 0, 0 0,0 1 0,3 0 0,0
12 1 0,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0
13 3 0,2 2 0,8 1 0,3 0 0,0
15 2 0,2 0 0,0 3 1,0 0 0,0
18 4 0,3 3 1,1 0 0,0 0 0,0
19 66 5,1 2 0,8 69 22,8 7 7,8
22 1 0,1 0 0,0 1 0,3 1 1,1
23 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
24 1 0,1 1 0,4 0 0,0 0 0,0
26 12 0,9 0 0,0 0 0,0 1 1,1
40 0 0,0 0 0,0 3 1,0 0 0,0
43 0 0,0 1 0,4 3 1,0 0 0,0
45 1 0,1 0 0,0 1 0,3 0 0,0
51 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
54 2 0,2 0 0,0 2 0,7 0 0,0
58 1 0,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0
59 1 0,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0
60 1 0,1 1 0,4 0 0,0 0 0,0
62 3 0,2 3 1,1 0 0,0 1 1,1
65 0 0,0 0 0,0 1 0,3 0 0,0
66 2 0,2 1 0,4 7 23 0 0,0
67 2 0,2 0 0,0 1 0,3 0 0,0
68 12 0,9 13 4,9 34 11,3 8 8,9
70 1.022 78,4 169 64,3 138 45,7 60 66,7
71 0 0,0 1 0,4 1 0,3 0 0,0
72 0 0,0 1 0,4 0 0,0 0 0,0
73 8 0,6 18 6,8 4 1,3 1 1,1
78 1 0,1 0 0,0 1 0,3 0 0,0
82 129 9,9 34 12,9 12 4,0 10 11,1
84 1 0,1 2 0,8 4 1,3 0 0,0
85 1 0,1 4 1,5 0 0,0 0 0,0
88 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
91 11 0,8 1 0,4 3 1,0 0 0,0
92 2 0,2 0 0,0 0 0,0 0 0,0
95 9 0,7 6 2,3 10 3,3 1 1,1
Total 1.303 100,0 263 100,0 302 100,0 90 100,0

Dentre as amostras de fémeas de flebotomineo submetidas a deteccéo da

presenca de Leishmania spp., foi observado que, do total de 69 amostras
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positivas, 51 (73,9%) haviam sido coletadas nos setores que compdem o
conglomerado primario, sendo que a espécie de Leishmania predominante foi
L. braziliensis (Tabela 5).

A presencga de Ny. whitmani e Ny. intermedia infectados com L. braziliensis nos
setores do conglomerado primario confirma a manutencdo do ciclo da LTA
nessas areas. Um fator que nitidamente contribui para a ocorréncia de elevado
numero de insetos nesses setores € proximidade com Parque Estadual de Rio
Doce. Na Figura 13, pode-se observar que os setores incluidos no
conglomerado primario margeiam as bordas do Parque. Essa proximidade
permite a dispersao dos vetores e de possiveis reservatorios, que por sua vez,

podem encontra abrigo e alimento nas areas urbanas.

De fato, na analise envolvendo as caracteristicas das residéncias com e sem
casos autoctones de LTA (item 5.8), a variavel ‘residéncia proximo de mata’ foi
a que apresentou o menor valor de p (0,04) demonstrando possivel associagéo
com a ocorréncia de casos de LTA. Contudo, o intervalo de confianca da
medida de intensidade de associacdo (razdo de chances) nao foi

estatisticamente significativo (IRgse, = 0,84-17,6) (Tabela 3).

A Tabela 12 mostra a distribuicado dos flebotomineos capturados e infectados
com Leishmania spp, segundo os setores censitarios com casos e sem casos
humano de LTA. Em 96,0% das armadilhas instaladas nas residéncias com
casos humanos de LTA ocorreram capturas de flebotomineos, e nas
residéncias sem casos de LTA foram coletados em 73,3% das armadilhas.
Amostras de flebotomineos infectados com Leishmania spp estiveram
presentes em 50% e 36% das armadilhas instaladas nas residéncias com
casos e sem casos de LTA respectivamente, onde a presenca de Leishmania
braziliensis foi predominante, sendo encontrada em sete setores censitarios

com caos de LTA e em 3 dos setores senciatarios sem casos de LTA.

Apesar do numero de armadilhas instaladas nos setores censitarios sem casos
humanos de LTA serem menores que a quantidade de armadilhas instaladas
nas residéncias com casos humanos de LTA, o numero de flebotomineos

capturados nas residéncias com casos de LTA (97,3%) € proporcionalmente
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superior ao numero de flebotomineos capturados em residéncias sem casos de
LTA (2,7%).

Esses dados demonstram que os setores onde foram notificados os casos
humanos de LTA no municipio de Timéteo sao provaveis locais de infecgcéo de
LTA, tendo em vista, o grande numero de flebotomineos capturados, sobretudo
as espécies Ny. whitmani e Ny. intermedia, vetores de LTA, encontrados
nesses setores e principalmente a identificacdo infecgdo natural por

Leishmania braziliensis, em amostras de fémeas dos flebotomineos capturados

Tabela 11: Presenca de Flebotomineos infectados segundo setores censitarios,
Timéteo, 2009 a 2010.

] SETOR CENSITARIO COM SETOR CENSITARIO SEM
FLEBOTOMINEOS CASOS DELTA CASOS DELTA
N % n %
Presenca de flebotomineo
Sim 24/25 96,0 11/15 73,3
Nao 1/25 4,0 4/15 26,7
Presenca de flebotomineo
com Leishmania spp 12/24 50,0 4/11 36,4
Presenca de flebotomineo
com Leishmania 712 58,3 3/4 75,0
braziliensis
Numero de flebotomineos
Fémeas 1.059 55,6 25 47,2
Machos 846 44 .4 28 52,8

Total 1.905 100,0 53 100,0
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6 CONCLUSOES

A realizacao desse estudo permitiu indicar que a LTA tem condi¢gdes de ocorrer
de forma autdoctone na area urbana do municipio de Timoéteo-MG. Tal
constatagao esta baseada na ocorréncia de casos humanos (79 casos foram
considerado autéctones), na presenga de espécies de flebotomineos (Ny.
whitmani) reconhecidamente vetoras e na identificacdo de fémeas de
flebotomineos com infec¢cao natural por L. braziliensis. Vale ressaltar que o
levantamento da fauna de flebotomineos indicou grande numero de espécimes
de flebotomineos na area urbana do municipio. Tais condi¢gdes sao favoraveis

a instalagcao e manutencao do ciclo do parasita em populagcées humanas.

A analise descritiva dos casos evidenciou maior ocorréncia da doenca em
homens (65,8%), com idade média de 40 anos; contudo a ocorréncia de casos
em mulheres néo foi desprezivel (34,2%). A caracterizagéo dos casos indicou a
provavel transmissao do agente no ambiente domiciliar ou peridomiciliar, com
ocorréncia de casos em donas de casa e criangas menores de nove anos que
nao frequentavam a area rural do municipio. As areas que mais concentraram
casos corresponderam aos setores censitarios localizados préximos ao Parque
Estadual do Rio Doce, indicando a influéncia que os ambientes silvestres

exercem sobre a ocorréncia da doenga.

Por outro lado, também foi evidenciada a ocorréncia de um provavel ciclo rural
da doenga, uma vez que, aproximadamente, metade dos casos humanos de
LTA (45,6%) relatou ter frequentado areas rurais. Entretanto, aparentemente,
as tipicas caracteristicas de ruralidade da doenga (associada ao trabalho)
também tém se alterado, uma vez que os casos relataram a frequéncia a area

rural, principalmente para realizar atividades de lazer.
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As analises sobre o comportamento sazonal do vetor ndo revelaram padrao
evidente, sendo que apenas a variavel temperatura apresentou correlagdo com
a ocorréncia de flebotomineos. Tais resultados podem estar associados ao
relativo pequeno periodo de captura (um ano), fica aqui a sugestdo de outros
estudos que permitam detalhar melhor as relacbes entre a presenca de
flebotomineos e as variaveis climaticas, em um periodo maior de tempo,

permitindo melhor compreensao do comportamento desses insetos.

Vale evidenciar a necessidade de estudos envolvendo a compreensdo da
participacdo de espécies de flebotomineos nao consideradas vetores, como a
exemplo de Mi. quinquefer, registrada no presente trabalho com infecg&o por L.
braziliensis. Estudos esses, permitiram conhecer melhor a ecologia dessas
espécies e 0s seus possiveis papeéis no ciclo de transmissao da leishmaniose.
Outro aspecto importante, diz respeito a caracterizacdo da preferéncia
alimentar dos flebotomineos, uma vez que tal informacgao contribuiria para a
identificacdo dos possiveis reservatorios que participam da manutengao do

ciclo da doenca em areas urbanas.

Enfim, os resultados do presente estudo permitem subsidiar a atuagao do
servigo de vigilancia epidemioldgica do municipio de Timo6teo na adogdo de
medidas mais especificas para a prevencao e o controle da LTA no municipio,
como por exemplo, a priorizagdo dos setores censitarios que margeiam o

Parque Estadual do Rio Doce.
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2 | Agravoldoenga Cédiga (CID10} Data da Notificacao
; LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA B535 1 J YikE J
£ UF Municipia da Natifieaga Chdigo (IBGE)
= ‘ L L1 J
EI Unidade da Salide (ou outra fortes notificadara) ‘ Codigo Data da Diagnéstico J
L 111 faal g L
P Mome do Pacients Data de Nascimento
. JEiiiii
= » Hora i tante
= |[10] (ou) Idade Toa (1] Sexo M vassine [ ] 12]5881aNE8 B . Raga/Cor
_E : s J F « Fariiro D e M o Sy o O O TGanza DiFrats Sedmaves L]
= _1 e pnorado | o dPards Seindigene  Se jgnorado
= Escolarldade
3 c-ma fabein 11" a &* shrie incompleta do EF (anlign priméria u 1° grau)  2:4° série completa do EF {antipa primério o 1° grau) I:‘
§ Ga" & B sériem n:u-rplulu do ntigs gindsio ou 1° grau)  £«Ensing fundamental compleds {antige gindsio ou 1° grau)  5-Ensino médio incompleio {anbgo oolegial ou 2° grau |
= BeEnsing média compiatn (anfg salegial ou 2° praw ) TaEducagio superior incomaleta  BeEducagla suzerior complets  Guignorada 10s N2 4 aalica
Z ? Mimero do Cartio SUS Moma da mis J
[l i | _J
Municipio de Residéncia Cédigo (IBGE) Ditrito J
LTI )
-g E] Bairro Logradoure (rua, avenida,...) Cédigo j
= |
= I ) [N |
;: ? NUmer JEC:}mgiemenm {apto., casa, ...) JGea campa 1
: J
.% F‘ Geo campo 2 J Ponio de Refaréncia CEP
= | S J
[28] (DDD) Telefone Zoma. \rhana 2 - Rural [ |[po]Fate {sa residente fora do Brasil)
| | I 3 - Periurbana 9 - Ignorado
Dados Complementares do Caso _]
45 Fl Data da Invastigacio Jocupa.;ao J
33 JELIND iy
£ Prezenca de Lesao Em Cazo da Presanca de Lesao Mucoza, Co-infescao HIV D
E D Cuthnaa H4a Presanca da Cicarizes Cutdnaas
3 -5im 2-MNas
£ I:I Mucosa 1-8m 2-Nio |:| 1-8im 2-Nio  8-lignorado
g
-]
e Parasitolégico Direta 37 IRM Histopatologia
'E £ ﬁ D . ‘I - Encontra do Parasita 2 - Compatival El
=3 - Positiva 2 - Megativa 3 - Nao Realizado| | 1- Positiva 2 - Nagativa 3 - Nao Rsal-zaco 3 - Nao Compativel 4 - Nao Realizado
i3 Tioa de Entrada [] [#0)Forma Ciinica D
R 1-CascNovo 2 -Recidiva  3-Transferéncia 8- lgnorado 1-Cutdrnea 2 - Mucosa 8- lgnaorada
Data da Inicio do Tratamanta Draga Inicial Administrada D
- | I | I | J - Antimanial Pentavalanta 2. Anfotericinab 3 - Pentamidina 4 - Outras 5 - Nao Utilizada J
5 baso Dosa Prescrita am mglkg/dia 5670 D
E | 1 Kg 1 - Manar que 10 2 - Maior ou igual a 10 & menor que 15 3-iguala s ‘
= 4 -Maler que 15 & menor que 20 5 - Maior ou igual a 20
N° Tatal da Ampalas Prescritas [46] Qutra Droga Utilizada, na Faléncia do Tratamento Inicial D
[ AmpolasJ 1-Anfotericinab 2 - Pentamidina 3-Outros 4 - Nao Se Aplica J
Sinan NET SWS  27/09/2005
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1 - Laboratorial 2 -Clinico-Epidemiciogico 1 - Autbctona 2 - Importado 3 - Indetarminada

E Criterio de Confirmacan D I Classificagio Epidemiolégica i:‘

Local Provavel de Fonte de Infecgao

El O caso & autdctone do municipio de residéncia® L__| @ ufF |51| Pais
1-Sim  2-Mao  3-Indatarminade J

=
£ | [52Municipia Cédigo (IBGE) J?‘ Distrit Bairro
L
‘ | | N ! J
Doanca Relacionada ao Trabalha Evolugao do Caso
i i 5 bAn B . | 1-Cura 2-Abandong 3-Ohito por LTA 0
ToSimissinaas9 ~igneracn 4-Obito por outras causas  5-Transferéncia  B-Mudanga de diagnéstico

F] Data do Qbita Data do Encerramanto
(= il 1 J|J|||||J

Informagoes complementares e observagdes
Dasiocamento (datas a locals frequentados no pericdo da seis mesas anterior a0 inicio dos ginais e sintomas)

Data UF MUNICIPIO Pais

Wnotar todas as informagdes consideradas importantes e gue ndc estao na ficha (ex: outros dados clinicos, dados
aboratoriais, laudos de outros exames e necropsia, etc.)

Cadign da Unid. de Salde

« | (Municipio/Unidade de Sadide
=
=
i l ﬂ [ I
g l.\eoms J {Fun;;ao J Assinatura
: L
Leishmaniase Tagumentar Amaricana Sinan NET svs 2710972005
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APENDICE 2

UNNERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
DEPARTAMENTO DE VETERINARIA
QUESTIONARIO DE DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS/SANEAMENTC/AMBIENTAIS

Questionario nimero: Data da aplicagdo: f /

A) Dados sobre o paciente (preencher quando o local de coleta caracterizar residéncia de paciente)

1. Nome:

2 Enderego (rua, av...): 3. Ne: 4. Complemento (apto, casa..):
5.Bairro; 6. Cep: 1. Telefone:

8. Sexo: masculino femininog 9, Data de nascimento: __ /[

10. Local de nascimentos: municipio UF area urbana  area rural
11. Escolaridade:

analfabeto (sem escolaridade)

nao se aplica (quando for crianga fora da idade escolar)

nao informado

183 48 série completa  incompleta

5% a 8% série completa incompleta

27 grau {ensino médio) completo incompleto

37 grauw'nivel superior completo incompleto

Técnico completo incompleto
Anos de Estudo:

12. Ocupacao/Profissao:
Méao informado MN&o se aplica (quando for crianga e n&o ser estudante)

13. Renda familiar:
<1 salario
=1 e <3 saldrios
=3 & <b saldrics
=5 e <10 salaros
=10 salarios
desempregado
nao informaou

14. Tempo de residéncia no domicilio: anos meses

15. Local de residéncia anterior:

ndo se aplica (quando o atual enderego for o Unico local de residéncia do caso)

Renda = reais

a) Municipio: UF: drea urbana area rural
Tempo de residencia: anos meses
b) Municipio: UF: drea urbana area rural
Tempo de residéncia: anos meses
¢} Municipio: UF: area urbana area rural
Tempo de residéncia; anos Meses
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16. Registro de viagem no Gitimo ano para fora do municipio:

qual o local:
a) Municipio: LIF:

Sim Mao

drea urbana

Periodo: ! ! a / /

b} Municipio: LIF:

drea urbana

Periodo: ! ! a / /

¢} Municipio: LUF:

area urbana

Periodo: ! ! a ! !

17. Frequenta a area rural do municipio (Timateo):  Sim
Se sim, qual o local:

Mao

area rural

area rural

area rural

Se sim, qual a frequéncia:

Se sim, qual o objetivo:
pescaria
passeio/lazer
trabalho

caga
Qutro Cual:

18. Pernoite nos locais anteriores:  Sim Mao
19. Presenga de lesdes para leishmaniose:  Sim Néo

20. Presenga de cicafrizes compativels com leishmanioss:

21. Ja foi diagnosticado para LTA algumavez: Sim Méo

Se sim, data do primeiro diagnéstico positivo para LTA:

Sim Mao

! !

Se sim, tipo de diagndstico:
Mao sabe
Parasitoldgico direto
IDRM
Histopatologica
Qutro Clual;

22, Fez tratamento;  Sim Mao
23. Concluiu o tratamento:  Sim Mao

Se ndo, porque parou?

24, Como acha que ficou doente?
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B) Dados sobre o domicilio

25. Numero de pessoas que vivem no domicilio:

26. Numero de cémodos ufilizados para dormir (qualquer tipo de comodo):

27. Tipo de construgdo:
Tijolo
Madeira
Matenal aproveitado
Adobe
Pau a pique/Taipa
Qutros Especificar:

28. Revestimento da construgdo:  com revestimento

29. Tipo de Piso/Teto:

sem revestimento

30. Abastecimento publico de 4gua:  Sim  Mao
Se nao for abastecimento poblico, qual:
pogo/cisterna
pogo artesiano
fonte/mina/nascente
agua mineral
rio/ribeirdo/comego oufros:

3. Canalizagio interna:  Sim MNao
32, Acondicionamento:

Caixa d'agua

Latéo

Tampada(o)

Méo tampadaio)

outros:

33. Esgotamento sanitdrio:
rede publica
fossa
rioribeirdo/comego
ceu aberto
34. Destino do lixo:
Coletado
Clueimado
Céu aberto
Enterrado
Rio Ribeirao
Qutros Especificar:

Frequéncia da coleta

35. Energia elétrica  Sim Mao
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36. Moradia proxima a mata: Sim  MNao Distancia Média:

7. Moradia préxima a plantagbes: Sim MNao

Se sim:  bananal outros

Distancia Media: :

38. Presenga de abrigo para animais no peridomicilio:

Se sim, qual animal:

Sim Mao

39. Presenca de plantagies no peridomicilio:  Sim
Se sim, qual plantagdo:

Mao

C) Dados sobre o vetor
40. Sabe como a doenca & fransmitida:  Sim

Se sim, como:;

Mao

41. Conhece o inseto que transmite a leishmaniose:
Se sim, qual a fonte de informacao:
escola
televisda/radio (meios de comunicagio de massa)
campanhas da prefeitura

outraCual:

42. Uso de protegdo individual contra mosquito:  Sim
mosguiteiros repelente Cutras

43. Presenga de flebotomineos:  Sim Nio

44. Espécie de flebotomineo encontrada;

Sim Mao

Mao
Clual:

Observagdes complementares:
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APENDICE 3

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS

Campus Universitario - Vigosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-1269

Of. Ref. N°® 062/2009/Comité de Etica

Vigosa, 08 de julho de 2009.

Prezada Professora:

Cientificamos V. $* de que o Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos analisou e aprovou, ad referendum, sob o aspecto
ético, o projeto de pesquisa intitulado Estudo da wurbanizagdio de
Flebotomineos (Diptera: Psychodidae) e aspectos epidemiologicos da
leishmaniose tegumentar americana no municipio de Timoteo, Minas
Gerais, Brasil.

Atenciosamente,

é‘))—;\w_c

Professor Gilberto Paixao Rosado
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Presidente

A Professora
Paula Dias Bevilacqua
Departamento de Veterindria

/ths
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APENDICE 4

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 20481-1 | Data da Emissao: 08/06/2009 11:45 Data de Validade: 08/06/2010
Dados do titular
Registro no lbama: 4132812 | MNome: Cristian Ferreira de Souza CPF: 046.141.046-06
Tiulo de Projeto: Estude da Urbanizacdo de Flebotomineos (Diptera: Psychedidae) e aspectos epidemiclégicos da leishmaniose tegumentar

americana ne municipie de Timéteo, Minas Gerais, Brasil.

Nome da Instituicdo : UFV - UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIGOSA | CNPJ: 25.844 455/0001-96

Observacgoes, ressalvas e condicionantes

N

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o temitorio nacional, gue impliguem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biclogicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,

obtidos por meio de recursos e tecnicas que se destinem ao estudo, & difuséo oua pesquisa, estéo sujettas a autorizacio do Ministerio de Ciéncia e Tecrnologia.

Esta autorizacao nao exime o ttular & a sua equipe da necessidade de obter as anueéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do

2 responsavel pela ares, publica ou prvada, onde sera realizada a atividade.
5 Esta autorizagao ndo podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizagio de atividades inerentes ao processo de licencamento
ambiental de empreendimentos. O material biclogico coletado devera ser utiizado para atividades cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.
A autorizacBo para envio B0 exterior de material biologico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov. br (Servicos on-line
4 | Licenga para importagio ou exportagéo de flora & fauna - CITES e néo CITES). Em caso de material consignado, consulte wwiw.ibama.gov. br'sisbio - menu
Exporntagio.
O titular de licenca ou autorizacao & os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 |[aogrupo taxonomico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigo in situ
Este documento néo dispensa o cumprimento da legislagio que dispbe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no teritorio nacional, na
& | plataforma continental & na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional assodado ao patimonio genetico, para fins de pesguisa cientifica,

bioprospeccao & desenvolvimento tecnologico.

" |das expedicoes. as condicOes para realizacio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
8

Em caso de pesquisa em Unidade de Conservagao Federal, o pesquisador titular devera contactar a administragao dessa unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS

As atividades contempladas nesta autorizacio NAC abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
especies ameagadas de extingao, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagao.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#]

Municipio | UF [Descricac do local | Tipo |

TIMOTED |MG | AreaUrbana (residA®ncias) do Municipio de TimAteo | Forade UC |

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1 Captura de animais silvestres in situ Psychodidae

2 | Coletaftransporte de especimes da fauna silvestre in situ Psychodidae (*Qtde: 2000)

* Qtde. de individuos por espedelocalidade/unidade de conservacao, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

Método de capturalcoleta (Invertebrados Temestras) | Armadilha luminosa

Destino do material bioldgico coletado

[#] Nome local destino [ Tipe Destino |
[1_[UFV - UNIVERSIDCACE FEDERAL DE VICOSA | Banco de Dados & Estudos do Departamento de Medicina Veterinaria |
Este documento (Autorizacio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugde Normativa Ibama n™ 54/2007. Afravés do

codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenlicidade ou regularidade deste documente, por meie da pagina do

Ibama/Sisbio na intermet (www.ibama.gov br/sishio)

Cadigo de autenticagdo: 68564717 MIH“HHI"M'"

Pagina 1/2 |
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Ministerio do Meio Ambiente - MMA

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacde e Infermacgio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 20481-1 | Data da Emissao: 08/06/2009 11:45 Data de Validade: 08/06/2010

Dados do titular

Registro no Ibama: 4132812 | Nome: Cristian Ferreira de Souza CPF: 046.141.046-06

Tiule do Projeto: Estudo da Urbanizacao de Flebolomineos (Diplera: Psychodidae) e aspeclos epidemiclégicos da leishmaniose legumentar

americana no municipio de Timoteo, Minas Gerais, Brasil

Nome da Instituicdo : UFV - UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIGOSA CNPJ: 25.844 455/0001-96

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biologico

De acordo com a Instrugdo Normativa Ibama n®154/2007, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotacdo. O material biclégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegéo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Nivel Taxon* Qtde Amostra Qtde Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico mais especifico possivel.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instrugde Mormativa Ibama n™ 54/2007. Através do
codigo de autenticacdo abaixo, gqualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sishic na internet (www.ibama.gov.br/sishio).

Caddigo de autenticacao: 68564717 ‘HI‘ ‘l‘lm‘"lm"‘

Pagina 2/2 |
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APENDICE 5

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
DEPARTAMENTO DE VETERINARIA

Projeto: Leishmaniose tegumentar amearicana: urbanizacdo de flebotomineos e analise espacial dos
casos humanos notificados no municipio de Timoteo, Minas Gerais, Brasil.

Professora responsawvel:

Paula Dias Bevilacqua (DVT): telefone (31) 3899-1467

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Aos dizs do més de de 2010, eu, F

carteira de identidade n* fui  procurado(a) pelofa) Sr{a)
carteira de identidade n* .

pesquisador do presente estudo, no enderego

» meu local de residéncia. Na ocasido, fui convidado(a)

para participar do projeto acima referide, permitinde a instalagdo de armadilhas para captura de
flebotomineos (mosquite vetor da leishmaniose) na area no entorno da minha residénda e também a
realizagdo da entrevista para preenchimento de questionario para coleta de dados sécio-demograficos,
de saneamento e ambientais relacionados a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). O objetive
do estudo & awvaliar o processo de urbanizacio dessa doenga no municipio de Timoteo-MG,
identificando possiveis fatores explicativos desse processo, De acordo com o que foi esclarecido, as
armadilhas serdo instaladas na drea extema da residéncia s 18:00 e recolhidas no dia seguinte as
05:00 horas, no momento da instalagdo ou do recolhimento das armadilhas sera realizada entrevista
para preenchimento do questiondrio. Se o dia e hordrio definidos para coleta das informagfes n3o
forem adequados para mim, poderei sugerir ocutros de acordo com a minha disponibilidada. A
participacdo no estudo & woluntdria, portanto n3o existe remuneragdo ou vinculo empregaticio, e
podersi me recusar a participar ou me retirar do estudo a gqualguer momento, sem prejuizo ou
justificativa. Fui informadoia) de que terminado o trabalhe de coleta dos dados, e tendo garantido o
material necessario ao desenvolvimento do projeto, teda e qualguer referéncia gue permita a
identificacdo nominal da minha partidpacdo, bem como a de outros participantes, sera destruida,
garantindo assim sigilo absoluto das informagSes. Os resultados da pesquisa serdo analisados = foi-
me assegurada total privacdidade. Em contrapartida, cedo ao(a) pesquisador{a) o direito de utilizar as
informacgdes prestadas para a realizacio do trabalho e publicacdo de seus resultados, direito limitado

unica e exclusivamente para este fim, ndo sendo permitido qualguer cutro tipo de uso das mesmas.

Timoteo, aos dias de de 20095.

Assinatura do(a) entrevistado(a)

Responsavel pela entrevista
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