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RESUMO

Mamiferos silvestres, sinantropicos e domeésticos podem ser hospedeiros de
diferentes espécies de Leishmania. Estudos sobre possiveis reservatorios de
Leishmania em diferentes areas sdo fundamentais para a definicdo das
estratégias de vigilancia e controle das doencas. No presente estudo,
avaliou-se a ocorréncia de infeccdo por Leishmania spp. em mamiferos de
duas unidades de conservacdo e entorno do DF, Brasilia, Brasil. Pequenos
mamiferos foram capturados em 2011 e 2012 em duas Unidades de
Conservacao Federais do DF, o Parque Nacional de Brasilia (PNB) e a
Reserva Biologica da Contagem (Rebio), e, em 2013, foram amostrados
caes de condominios residenciais e nucleos rurais do entorno das unidades.
Amostras de pele e sangue dos animais silvestres e dos cées foram
avaliadas por meio de diferentes testes moleculares, direcionados a regiao
polimdrfica D7 do gene 24Sa rRNA, para a regido conservada do minicirculo
de kDNA e para a regiao espagadora interna do DNA ribossémico ITS1 de
Leishmania spp. As espécies de Leishmania foram identificadas mediante o
sequenciamento dos produtos amplificados. As amostras de sangue dos
cdes foram submetidas ao teste imunocromogratico rapido (DPP) para
deteccdo de anticorpos anti-Leishmania. Foram estudados 179 mamiferos
silvestres, os quais 20,1% tiveram amostras positivas para Leishmania spp.
nos testes moleculares (Clyomys laticeps, Gracilinanus agilis, Necromys
lasiurus, Nectomys rattus, Rhipidomys macrurus e Didelphis albiventris). Nao
foram observadas diferencas significativas comparando a proporgdo de
individuos infectados por Leishmania spp. entre as duas areas amostradas e
entre as espécies. A maioria das amostras positivas era do roedor N.
lasiurus, as quais foram identificadas como L. amazonensis ou L.
braziliensis. As 19 amostras dos cées estudados foram positivas ao teste
DPP, porém, apenas cinco (26,3%) foram positivas para Leishmania spp.
nas analises moleculares. As amostras de cées foram identificadas como L.

infantum. Os resultados sugerem o0 envolvimento de seis espécies de
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mamiferos silvestres na transmissdo enzodtica de Leishmania spp. no
Distrito Federal, sendo o primeiro registro de L. amazonensis no roedor

silvestre N. lasiurus no Brasil Central.

Palavras chaves: Leishmania, Eco-epidemiologia, Mamiferos, Hospedeiros,

Diagnostico molecular, PCR.

ABSTRACT

Wild, synanthropic and domestic mammals are hosts of Leishmania spp.
Studies on possible reservoirs of Leishmania in different areas are
fundamental for the development of strategies for the surveillance and control
of this disease. In the present study, we evaluated the Leishmania spp.
occurrence in mammals in two conservation units and their surroundings in
Brasilia, Federal District (FD) Brazil. Small mammals were captured in 2011
and 2012 in two conservation units of FD, the Brasilia Nacional Park (BNP)
and the Biological Reserve of Contagem (BRC). In 2013, we took samples
from dogs in residential areas in the surroundings of these conservation
units. Skin and blood samples were evaluated by PCR using different
molecular markers (D7 24Sa rRNA, kKDNA and DNA ITS1). The Leishmania
species were identified by sequencing. Blood samples from the dogs were
also subjected to the rapid imunocromogratical test (DPP) for detection of
anti-Leishmania antibodies. 179 wild mammals were studied, of which 20.1%
had DNA of Leishmania spp successfully detected in at least one positive
sample. Six species were considered infected: Clyomys laticeps,
Gracilinanus agilis, Necromys lasiurus, Nectomys rattus, Didelphis albiventris
and Rhipidomys macrurus. No significant differences comparing the
proportion of individuals infected with Leishmania spp were observed
between the two sampled areas and between wild mammal species. Most of

the positive samples were collected from the rodent N. lasiurus, infected by

Xviii



L. amazonensis or L. braziliensis. All 19 dog samples studied were positive
by DPP, however, only five (26.3%) were positive for Leishmania spp. by
PCR. DNA sequence of ITS1 amplicons from dog samples had 100% identity
with L. infantum sequence. The results suggest the involvement of six
species of wild mammals in the enzootic transmission of Leishmania spp. in

FD. This is the first record of L. amazonensis in N. lasiurus in Central Brazil.

Keywords: Leishmania, Eco-epidemiology, Mammals, Hosts, Molecular

diagnostics, PCR.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo zoonoses, que acometem os animais silvestres,
0s animais domeésticos e 0 homem, apresentando ampla ocorréncia mundial.
Representam um grupo de doengas com diferentes caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas, causadas por 18 espécies de protozoarios do género
Leishmania (Ready 2013) e que séo transmitidas aos humanos pela picada
de insetos vulgarmente conhecidos como flebotomineos, constituindo um
grave problema de saude publica no Brasil e no mundo. As leishmanioses se
manifestam de quatro formas diferentes: i) visceral, também conhecida como
calazar, a forma mais grave da doenca; ii) cutanea, a mais comum; iii)
mucocutanea; e iv) cutanea difusa. A Leishmaniose Visceral (LV) € uma
doenca crbnica sistémica, que afeta os 6rgdos como o figado e o baco. A
Leishmaniose Tegumentar (LT) inclui as formas cutanea, cutanea difusa e
mucocutanea, caracterizadas pela formacao de Ulceras na pele (Brasil 2006,

2010). Existem também as infec¢Bes assintoméaticas e autoresolutivas.

1.2 Situacéo epidemioldgica das leishmanioses

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO 2014a) as
leishmanioses afetam principalmente pessoas de baixa renda na Africa, Asia
e América Latina, e estdo associadas a pobreza e ao deslocamento da
populacdo para é&reas com ciclos de transmissdo existentes, sendo
considerada uma Doenca Tropical Negligenciada. A subnutricdo, com dietas
pobres em proteinas, ferro, vitamina A e zinco, pode comprometer a

imunidade dos individuos, aumentando o risco de uma infec¢do evoluir para
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a doenca. As condi¢des sanitarias domeésticas precarias, por exemplo, falta
de gestdo de residuos e esgoto a céu aberto, podem aumentar os locais de
criacao e repouso de flebotomineos e, bem como, 0 seu acesso aos seres
humanos. A migracdo e a exposicdo ocupacional sdo fatores de risco
importantes, uma vez que as pessoas ao Se movimentarem ou se
estabelecerem em areas de florestas, ficam mais préximas do habitat de
flebotomineos (WHO 2014a). Tal fato tem mudado o perfil epidemioldgico

das doencas.

A expansdo das leishmanioses também esta ligada as mudancas
ambientais, como desmatamento, construcdo de barragens, sistemas de
irrigagcdo e urbanizagdo. Karagiannis-Voules et al. (2013) associaram a
doenca a fatores socioecondmicos e a precipitacdo. As leishmanioses séao
sensiveis ao clima, e fortemente afetadas por mudancas na precipitacao,
temperatura e umidade, que podem levar a fortes efeitos sobre vetores e 0s
hospedeiros reservatorios, alterando sua distribuicdo e influenciando na sua
sobrevivéncia e nos tamanhos das populacdes. Pequenas flutuacdes na
temperatura podem ter um efeito profundo sobre o ciclo de desenvolvimento
de promastigotas de Leishmania em flebotomineos, permitindo a
transmissdo do parasito em areas anteriormente ndo endémicas para as
doencas. Seca, fome e inundacdes resultantes das alteracbes climaticas
podem levar ao deslocamento em massa e a migracao de pessoas para

areas com transmissao de leishmanioses (WHO 2014a).

A OMS estima que mais de 350 milhdes de pessoas estejam expostas
ao risco da infeccdo por Leishmania spp., com registro aproximado de 1,3
milhdes de casos novos das diferentes formas clinicas ao ano. Um estudo
realizado por Alvar et al. (2012) mostrou que um total de 98 paises e 3
territérios, distribuidos em 4 continentes (Américas, Europa, Africa e Asia),
registraram a transmissdo endémica de leishmanioses, com uma estimativa
de que ocorrem a cada ano 0,2 a 0,4 milhdes de casos de LV e 0,7 a 1,2

milhdes de casos de LT. Além disso, entre 20.000 e 40.000 mortes sao
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estimadas por ano. Atualmente, apenas cerca de 600.000 dos casos de
leishmanioses estimados sdo registrados ao ano. Como a notificacdo é
obrigatoria em apenas um terco dos paises afetados, o verdadeiro aumento

de casos permanece desconhecido (Alvar et al. 2012, WHO 2014b).

Mais de 90% dos casos globais de LV ocorrem em apenas seis
paises: india, Bangladesh, Sud&o, Sud&o do Sul, Brasil e Etidpia (Figura 1b).
No Brasil, aproximadamente 3500 casos humanos de LV foram registrados
por ano entre 2003-2007, o que corresponde a 95% de todos os casos
registrados nas Américas. A LT é mais amplamente distribuida, com
aproximadamente um terco dos casos ocorrendo nas Américas, no
Mediterraneo e na Asia ocidental, partindo do Oriente Médio até a Asia
Central (Figura 1a). Os 10 paises com 0 maior nimero estimado de casos,
Afeganistdo, Argélia, Colébmbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo do Norte,
Costa Rica e Peru, juntos, correspondem de 70 a 75 % da incidéncia global
estimada de LT. Quase 90% dos casos de leishmaniose mucocutanea

ocorrem no Brasil, Peru e Bolivia (Alvar et al. 2012).

O aumento da distribuicdo geogragica das leishmanioses vem
ocorrendo desde 1993 e tem havido um aumento do numero de casos
registrados. De acordo com Aagaard-Hansen et al. (2010), diferentes tipos
de movimentos populacionais, destacando a urbanizacdo e a migracdo
laboral, desenvolvem um importante papel na propagacdo das

leishmanioses, expondo as pessoas a transmissao.
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Figura 1. Distribuicdo geografica da leishmaniose tegumentar — LT (A) e da
leishmaniose visceral — LV (B) no mundo, 2012. Fonte: WHO. Mapa: NTD/WHO
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De acordo com dados da Organizacdo Pan-Americana da
Saude/Organizacdo Mundial da Saude (OPAS/OMS 2012), na regido das
Américas, 0s casos autoctones das leishmanioses em humanos foram
registrados desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com
excecgdo das ilhas do Caribe, Chile e Uruguai. Anualmente, uma média de
60.000 casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e 4.000 casos

de LV séo diagnosticados, com uma taxa de mortalidade de 7%.

A LV esta presente em 24 estados em todas as cinco regides do
Brasil, principalmente na periferia dos grandes centros urbanos. Epidemias
foram registradas em 1980 e 1990. Em 1999 e 2000, cerca de 4.000 casos
foram relatados a cada ano. Entre 2001 e 2010, ocorreram 33.633 casos e
2.279 mortes. O grupo mais afetado compreende criancas do sexo
masculino com menos de 10 anos de idade que vivem no Nordeste do Brasil
(OPAS/OMS 2012).

No Brasil o numero de casos de LTA subiu de 6.335 em 1984 para
30.030 em 1996 (Brandao-Filho et al. 1999). Entre 1988 e 2009, houve uma
média de 26.021 casos de LTA por ano no Brasil, com uma taxa de infec¢éo
de 14,1 casos por 100.000 habitantes (OPAS/OMS 2012). Depois de 2005, o
namero total de casos de LTA caiu e permaneceu estavel, um pouco acima
de 20.000 (Karagiannis-Voules et al. 2013).

Na década de 1980, a LTA foi assinalada em 19 Unidades da
Federacdo (UF), verificando sua expansao geogréafica quando, em 2003, foi
confirmada a autoctonia em todos os estados brasileiros. A regidao Norte é
responsavel pelo maior nimero de casos e a maior taxa de infeccédo (66,9
casos por 100.000 habitantes). Em 2010, 22.397 casos de LTA foram
registrados no pais (OPAS/OMS 2012).

O primeiro registro da LV no Distrito Federal foi no ano de 2005, nos
meses de agosto e outubro, em Sobradinho Il, nas localidades da Fercal

(Bananal) e Setor de Mansdes no Condominio Serra Azul. Nos dltimos anos
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tem sido registrado um aumento nos casos de Leishmania infantum em cées
domésticos na regido norte do DF, que vem sofrendo com a urbanizacao

descontrolada da sua area rural (Carranza-Tamayo et al. 2010).

Em um estudo conduzido por Carranza-Tamayo e colaboradores
(2010) no DF, caes soropositivos da regido de Sobradinho (n = 162), foram
eutanasiados e em 24 (15%) dos animais as culturas foram positivas para
Leishmania, a partir da medula éssea, figado, linfonodos, baco ou pele.
Doze desses isolados foram identificados como L. infantum por eletroforese
enzimatica. Esta pesquisa demonstrou a presenca de cédes infectados em

areas onde foram confirmados casos de LV humana.

Nos ultimos anos casos humanos de LTA e LV tém sido observados
no DF (Sampaio et al. 2009; Carranza-Tamayo 2010); considerando somente
0S casos autéctones, entre 2007 e 2012, 24 casos humanos de LV e 36 de
LTA foram registrados (SES/DF 2012). Em 2013 foram notificadas no
Sistema de Informacado de Agravos de Notificacdo — SINAN/NET, 98 pessoas
com suspeita de LV e 47 casos foram confirmados. Desse total, 45 casos
(96%) eram importados de outras UFs e dois (4%) autdctones, provenientes
de Sobradinho e Lago Norte. Em relacdo a LTA, 26 casos foram
confirmados, dois autoctones em Planaltina (SES/DF 2014).

1.3 Agentes etiologicos das leishmanioses

As leishmanioses sao resultantes da infec¢do por protozoarios do
género Leishmania, pertencentes a familia Trypanosomatidae, parasitos
intracelulares obrigatérios das células do sistema fagocitico mononuclear.
Esses parasitos possuem duas formas principais: uma flagelada ou
promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e outra
aflagelada ou amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros

vertebrados.
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A LT é causada por 18 espécies de Leishmania patogénicas para os
seres humanos, sendo que nas Américas a infeccdo humana ocorre por 11
espécies (Ready, 2013) agrupadas nos subgéneros Leishmania e Viannia,
onde as trés espécies mais importantes do subgénero Leishmania séo: L.
mexicana, L. amazonensis e L. venezuelensis e do subgénero Viannia sao:
L. braziliensis, L. panamensis, L. peruviana e L. guyanensis. As espécies sao
morfologicamente indistinguiveis, mas podem ser diferenciadas por analise
isoenzimatica, analise da sequéncia do DNA, ou anticorpos monoclonais
(PAHO 2014).

No Brasil j& foram identificadas sete espécies responsaveis pela LTA,
sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés
espécies mais encontradas sdo: L. braziliensis, L. guyanensis e L.
amazonensis. As espécies L. lainsoni, L. naiffi, L. lindembergi e L. shawi
foram identificadas mais recentemente em estados das regides Norte e
Nordeste (Brasil 2010). Nas Américas, a Leishmania infantum (syn. L.
chagasi) é a espécie envolvida na LV (Brasil 2006).

1.4 Vetores de Leishmania spp.

Os vetores das leishmanioses sdo insetos denominados
flebotomineos, pertencentes a Ordem Diptera, Familia Psychodidae,
Subfamilia Phlebotominae, conhecidos popularmente, dependendo da
localizacédo geografica, como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros.
Existem mais de 900 espécies de fletobomineos descritas no mundo. Nas
Américas, ha cerca de 50 espécies de flebotomineos envolvidas na
transmissdo (PAHO 2014). Até 2013, 267 espécies haviam sido registradas
no Brasil e 19 sdo apontadas como vetores de importancia médico-
veterinaria (Shimabukuro & Galati 2010, Andrade et al. 2013).

No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissao da LTA
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sdo: Bichromomyia flaviscutellata, Nyssomyia whitmani, N. umbratilis, N.
neivai, Psychodopygus wellcomei e Migonemyia migonei (Barbosa et al.
2008, Ready 2013, Diniz et al. 2014). Estas espécies de flebotomineos
foram definidas como potenciais vetores, de acordo com o Manual de
Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana do Ministério da Saude,
por atenderem aos critérios que atribuem a uma espécie a capacidade
vetorial segundo Killick-Kendrick e Ward (1981) e Killick-Kendrick (1990).
Cabe ressaltar que o papel vetorial de cada uma dessas espécies
dependera da espécie de Leishmania presente no intestino. Embora ainda
nao tenha sido comprovado o papel da Pintomyia fischeri como vetor
primario da LTA, esta espécie tem sido encontrada infectada com frequéncia
em ambientes domiciliares em areas de transmissao da doenca (Brasil 2010,
Pita-Pereira et al. 2009, 2011).

O principal vetor da LV nas Américas é o flebotomineo Lutzomyia
longipalpis, espécie bem adaptada ao ambiente peridoméstico e com ampla
distribuicdo geografica (Brasil 2010), porém, Lu. cruzi aparece com vetor nos
municipios de Corumba e Ladario/MS, na fronteira entre Brasil e Bolivia (Dos
Santos et al. 1998) e Lu. evansi é também um importante vetor na Colémbia
e Venezuela (Lainson 2010). No DF séo conhecidas cerca de 30 espécies de
flebotomineos (Carvalho et al. 2010, Ferreira et al. 2014). Dados ecoldgicos
dessas espécies ainda sdo escassos e pouco se sabe sobre o papel vetorial
delas na manutencdo do ciclo silvestre de Leishmania spp. em matas de

galeria e areas de cerrado.

1.5 Hospedeiros e reservatorios de Leishmania spp.

A deteccdo de Leishmania spp. em uma espécie animal ndo é o
suficiente para definir tal espécie de hospedeiro como reservatério do
parasito. As populacbes de uma espécie tém sido tradicionalmente

caracterizadas como reservatorios quando as mesmas mantém um parasito

27



e ainda permitem a sua transmisséo para outras populacdes. Atualmente o
reservatorio vem sendo definido como um sistema ecologico, formado por
uma espécie ou um conjunto de espécies responsaveis por manter a
circulacdo de um parasito na natureza em um determinado periodo e espaco
(Haydon et al. 2002, Ashford 2003, Roque & Jansen 2014).

As diferentes espécies de Leishmania que causam LT e LV séao
encontradas em varios mamiferos silvestres, sinantropicos e domeésticos.
Véarias espécies de roedores, marsupiais, pilosos, cingulatos, morcegos,
primatas e carnivoros silvestres foram registradas como hospedeiros
naturais e potenciais reservatorios. Suinos e equinos também foram
registrados como hospedeiros da Leishmania (Roléo et al. 2005, Brazil et al.
1987, Schubach et al. 2004, De Souza et al. 2005, Souza et al. 2009,
Dahroug et al. 2010, Rougeron et al. 2011, Roque & Jansen 2014), porém,
seus papéis na manutencdo do parasito no meio ambiente ainda ndo foram

definitivamente esclarecidos.

Roque & Jansen (2014) revisaram as espécies de mamiferos
silvestres e sinantropicos encontrados infectados com Leishmania spp. nas
Américas, diferenciando-os entre hospedeiros e "potenciais reservatorios",
sendo a Ultima designacdo utilizada apenas quando o0s autores
demonstraram o0 potencial de manutencdo da infeccdo ou de
transmissibilidade dos parasitos aos vetores, por meio de xenodiagndéstico

positivo ou culturas de pele ou sangue (Tabela 1).
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Tabela 1. Mamiferos infectados por diferentes
Américas. Revisado por Roque & Jansen 2014,

espécies de Leishmania nas

Order Host species Leishmania species Infection pattern Country  References
Didelphimorphia  Didelphis marsupialis L infantum Potential reservoir  CO, VE Corredor et al, 1989; apud Quinnell and Courtenay, 2009
L amazonensis Parasite host BR Grimaldi et al, 1991
L guyanensis Potential reservoir  BR; FG Arias et al., 1981: Dedet et al., 1989
L forattinii Parasite host BR 10CL 0067
D. albiventris L infantum Potential reservoir  BR Sherlock et al., 1984; Sherlock, 1996
L braziliensis Parasite host BR Quaresma et al, 2011
L peruviana Potential reservoir PE Uanos-Cuentas et al, 1999
D. aurita L infantum Parasite host BR Carreira et al, 2012
Philander opossum L amazonensis Parasite host BR Lainson et al, 1981a
Marmosa cinerea L amazonensis Parasite host BR Arias et al., 1981
Marmosa sp L (Viannia) sp. Parasite host BR Brandlo-Filho et al, 2003
Micoreus paraguayanus L amazoensis Parasite host BR Quintal et al, 2011
L braziliensis Parasite host BR Quintal et al, 2011
Gracilinanus agilis L braziliensis Parasite host BR Quaresma et al, 2011
Marmosops incanus L guyanensis Parasite host BR Quaresma et al, 2011
Metachirus nudicaudatus L amazonensis Parasite host BR Lainson et al, 1981a
Monodelphis domestica L (Viannia) sp. Parasite host BR Limaetal, 2013
Pllosa Choloepus didactylus L guyanensis Potential reservoir  FG; BR Gentile et al, 1981; Lainson et al, 19812
L shawi Parasite host BR Lainson et al, 1989
C. hofmanni L colombiensis Parasite host PN Kreutzer et al, 1991
L equatoriensis Parasite host EC Grimaldi et al, 1992
L panamensis Parasite host PN apud Ashford, 2000
Bradypus tridactylus L shawi Parasite host BR Lainson et al, 1989
Tamandua tetradactyla L guyanensis Parasite host BR Lainsonet al, 1981a
L amazonensis Parasite host EC Mimori et al., 1989
L infantum Parasite host BR Aradjo et al 2013
Cingulata Dasypus novemcinctus L naiffi Potential reservoir BR Lainson and Shaw, 1989; Naiff et al,, 1991
L guyanensis Parasite host BR Lainson et al, 1979
Rodentia Proechimys species L amazonensis Potential reservoir  BR: FG Arias et al., 1981; Dedet et al., 1989
L guyanensis Parasite host BR: FG Dedet et al, 1989; Lainson et al., 1981b
P: canicollis L infantum Parasite host <o Travi et al, 1998a
P. semispinosus L panamensis Potential reservoir €O Travi et al, 2002
L infantum Parasite host o Travi et al, 2002
Thrichomys apereoides L braziliensis Parasite host BR Quaresma et al, 2011
L guyanensis Parasite host BR Quaresma et al, 2011
L infantum Parasite host BR Oliveira et al, 2005; Quaresma et al, 2011
L amazonensis Parasite host BR Oliveira et al, 2005
T. laurentius L infantum Potential reservoir  BR Roque et al, 2010
L braziliensis Potential reservoir BR Roque et al_, 2010
L naiffi Parasite host BR Cdssia-Pires, unpublished data
L shawi Parasite host BR Cdssia-Pires, unpublished data
T. inermis L shawi Parasite host BR Cdssia-Pires, unpublished data
T. pachyurus L naiffi Parasite host BR Cdssia-Pires, unpublished data
Nectomys squamipes L infantum Parasite host BR Dantas-Torres and Brandao-Filho, 2006
L braziliensis Parasite host BR Peterson et al., 1988
Rattus rattus L infantum Parasite host BR: VE apud Quinnell and Courtenay, 2009
L braziliensis Potential reservoir BR: VE Vasconcelos et al., 1994; De Lima et al., 2002
L mexicana Parasite host VE De Lima et al, 2002
Clyomys laticeps L infantum Parasite host BR Cdssia-Pires, unpublished data
Dasyprocta azarae L infantum Parasite host BR Cdssia-Pires, unpublished data
Dasyprocta sp. L amazonensis Parasite host BR Lainson et al, 1981b
Rhipidomys mastacalis L infantum Parasite host BR Quaresma et al, 2011
Coendu sp. L lainsoni Parasite host BR 10CL 1058
L hertigi/L. deanei Parasite host PN: BR Herrer, 1971; Silva et al, 2013
Coendu prehensilis L infantum Parasite host BO Le Pont et al, 1989
Akodon arviculoides L braziliensis Parasite host BR Forattini et al., 1972; Rocha et al., 1988
Akodon sp. L amazonensis Parasite host BO Telleria et al, 1999
Necromys lasiurus L braziliensis Potential reservoir  BR Brandio-Filho et al., 2003; de Freitas et al, 2012
Sigmodon hispidus L braziliensis Potential reservoir  VE De Lima et al, 2002
L mexicana Potential reservoir  MX, VE Van Wynsberghe et al., 2000; De Lima et al, 2002
Holochilus scieurus L infantum Parasite host BR Limaetal, 2013
H. scleurus L (Viannia) sp. Parasite host BR Branddo-Filho et al, 2003
Cerradomys subflavus L (Viannia) sp. Parasite host BR Limaetal, 2013
Mus musculus L braziliensis Parasite host BR de Freitas et al, 2012
Oryzomys species L amazonensis Parasite host BO Kerr et al,, 2006
0. melanotis L amazonensis Potential reservoir MX Van Wynsberghe et al., 2000
O. nigripes L braziliensis Parasite host BR Forattini et al, 1972
Oligoryzomys sp. L amazonensis Parasite host BO Telleria et al, 1999
Sciurus vulgaris L amazonensis Parasite host EC Mimori et al, 1989
S. granatensis L equatorensis Parasite host EC Grimaldi et al, 1992
Neotoma species L mexicana Potential reservoir  US Kerr et al, 1995; Raymond et al, 2003
Orotylomys phyllotis L mexicana Potential reservoir  BE; MX Ashford, 1996; Van Wynsberghe et al, 2000
Heteromys species L mexicana Parasite host BE; MX Ashford, 1996; Van Wynsberghe et al, 2009
H. dermarestianus L panamensis Parasite host CR Zeledon et al, 1977

(continued on next page)
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Table 1 (continued)

Order Host species Leishmania species Infection pattern Country References
Peromyscus yucatanicus L mexicana Potential reservoir MX Van Wynsberghe et al., 2000
Nyctomys sumichrasti L mexicana Parasite host HN Lainson and Strangways-Dixon, 1964
Reithrodontomys gracilis L mexicana Parasite host HN Disney, 1968
Agouti paca L lainsoni Potential reservoir BR Silveira et al., 1991
Phyllotis andinum L peruviana Parasite host PE Llanos-Cuentas et al., 1999
Cavia porcellus L enriettii Parasite host BR Machado et al., 1994
Carnivora Cerdocyon thous L infantum Potential reservoir BR Deane and Deane, 1955; Courtenay et al., 1996
L amazonesis Parasite host BR apud Rotureau, 2006
Speothos venaticus L infantum Potential reservoir BR Figueiredo et al., 2008:; Lima et al., 2009
Pseudalopex vetulus L infantum Parasite host BR Curi et al., 2006; Luppi et al., 2008
Chrysocyon brachyurus L infantum Parasite host BR Curi et al., 2006; Luppi et al., 2008
Puma concolor L infantum Parasite host BR Dahroug et al., 2010
Panthera onca L infantum Parasite host BR Dahroug et al., 2010
Nasua nasua L shawi Parasite host BR Lainson et al., 1989
Potos flavus L. guyanensis Parasite host FG Pajot et al., 1982
L. amazonensis Parasite host EC Kreutzer et al., 1991
Conepatus chinga L. amazonensis Parasite host BO Telleria et al., 1999
L. braziliensis Parasite host BO Buitrago et al., 2011
Primata Cebus apella L shawi Potential reservoir BR Lainson et al., 1989
Cebus xanthosternos L infantum Parasite host BR Malta et al., 2010
Chiropotes satanas L shawi Potential reservoir BR Lainson et al., 1989
Saguinus geoffroyi L amazonensis Potential reservoir PN Herrer et al., 1973
Aotus trivirgatus L braziliensis Potential reservoir PN Herrer and Christensen, 1976
Aotus azarai L (Viannia) sp. Parasite host AR Acardi et al., 2013
Aotus nigriceps L infantum Parasite host BR Malta et al., 2010
Callicebus nigrifrons L infantum Parasite host BR Malta et al., 2010
Alouatta guariba L infantum Parasite host BR Malta et al., 2010
Leonthopitecus crysomelas L infantum Parasite host BR Malta et al., 2010
Pithecia irrorata L infantum Parasite host BR Malta et al., 2010
Saguinus imperator L infantum Parasite host BR Malta et al,, 2010
Ateles paniscus L. amazonensis Parasite host BR Lima et al,, 2012a
Chiroptera Carollia perspicillata L. infantum Potential reservoir VE De Lima et al., 2008
Molossus molossus L infantum Parasite host BR Savani et al., 2010
L amazonensis Parasite host BR Savani et al.,, 2010
L (Viannia) sp. Parasite host BR Shapiro et al., 2013
M. rufus L. amazonensis Parasite host BR Savani et al., 2010
Glossophaga soricina L infantum Parasite host BR Savani et al., 2010
L. amazonensis Parasite host BR Savani et al., 2010
L (Viannia) sp. Parasite host BR Shapiro et al., 2013
Nyctinomops laticaudatus L amazonensis Parasite host BR Savani et al., 2010
Eumops glaucinus L. amazonensis Parasite host BR Savani et al., 2010
E. auripendulus L amazonensis Parasite host BR Savani et al., 2010
Artibeus literatus L amazonensis Parasite host BR Savani et al., 2010
Sturnira lilium L amazonensis Parasite host BR Savani et al., 2010
Myotis nigricans L amazonensis Parasite host BR Savani et al., 2010

Countries: AR - Argentine, BR - Brazil, CL - Chile, CO - Colombia, VE - Venezuela: FG - French Guiana; PE - Peru; PN - Panama; EC - Ecuador; BO - Bolivia; US - United
States of America; BE - Belize; MX - Mexico; HN - Honduras: CR - Costa Rica.

10C L*: Characterized Strains deposited in the Leishmania sp. Collection of the Oswaldo Cruz Institute (www.clioc.fiocruz.br). The number refers to the deposit number in
CLIOC Catalogue.

Antes do desenvolvimento de técnicas bioquimicas, sorolégicas e

moleculares para a caracterizacdo e identificacdo de isolados de
Leishmania, s6 era possivel se basear em caracteristicas bioldgicas dos
parasitos, tais como a morfologia de amastigotas e promastigotas e seu
comportamento em meio de cultura ou no comportamento bioldégico da
infeccdo em hamster. Os primeiros pesquisadores apenas podiam dizer que
os isolados de animais silvestres em areas endémicas de LT humana eram

provavelmente de L. braziliensis (Lainson 2010).
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Lainson e Shaw (1970) encontraram amastigotas compativeis com
Leishmania em exames histoldégicos de lesGes dos roedores Oryzomys spp.,
Neacomys spinosus amoenus, Nectomys rattus e do marsupial Marmosa
murina. Dos 46 animais que apresentaram lesdes de pele, 21 (20%) foram
positivos para Leishmania sp. Isolados de Leishmania provenientes de
infeccdo natural em Akodon arviculoides, Oryzomys nigripes e Oryzomys
capito laticeps foram identificados por Forattini e colaboradores (1972;
1973). Lainson e colaboradores (1979) isolaram Leishmania de tatu galinha
(Dasypus novemcinctus). Silveira e colaboradores (1991) isolaram pela
primeira vez Leishmania lainsoni do roedor Agouti paca. Brandao-Filho e
colaboradores (1994) realizaram um estudo tendo como alvo a investigacéo
de pequenos mamiferos como provaveis reservatorios de Leishmania
braziliensis em Amaraji, Pernambuco. Amastigotas em esfregaco do figado e
baco compativel com Leishmania spp. foram encontrados em amostras de
Nectomys squamipes, Necromys lasiurus (syn. Bolomys lasiurus) e Rattus
rattus (rato preto). Na Venezuela, De Lima e colaboradores (2002), também
isolaram Leishmania braziliensis de Rattus rattus e Sigmodon hispidus (rato

do algodao).

Em 2003, parasitos dos roedores brasileiros Necromys lasiurus e
Rattus rattus foram conclusivamente classificados como L. braziliensis por
meio de eletroforese enzimética multilocus (Brandao-Filho 2003). Um estudo
realizado por Quaresma e colaboradores (2011), na Reserva Indigena
Xakriaba, area endémica para leishmanioses, localizada no norte de Minas
Gerais, Brasil, encontrou, a partir de técnicas de PCR, Leishmania
braziliensis, L. infantum e L. guyanensis circulando entre diferentes animais
silvestres, sinantropicos e domeésticos presentes na reserva: duas espécies
de roedores silvestres (Thrichomys apereoides e Rhipidomys mastacalis),
uma de roedor sinantropico (Rattus rattus) e trés espécies de marsupiais
(Didelphis albiventris, Gracilinanus agilis e Marmosops incanus). Foi o

primeiro relato de L. guyanensis fora da regido norte do pais.
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Leishmania guyanensis comumente infecta seres humanos no Brasil,
especialmente ao norte do rio Amazonas, e nos paises vizinhos da Guiana
Francesa e Suriname. S&o encontrados em hospedeiros silvestres como a
preguica Choloepus didactylus, o tamandua-mirim Tamandua tetradactyla
(Gentile et al. 1981, Lainson et al. 1981), roedores e marsupiais. Lainson e
colaboradores (1981) isolaram L. guyanensis em Didelphis marsupialis,

Proechimys guyannensis e Tamandua tetradactyla.

O roedor Proechimys guyannensis foi encontrado parasitado por L.
amazonensis no norte do estado do Para (Lainson & Shaw 1972), assim
como Proechimys cuvieri na Guiana Francesa (Dedet et al. 1985). Lainson e
colaboradores (1981) isolaram L. amazonensis de Didelphis marsupialis,
Philander opossum, Metachirus nudicaudatus, Proechimys guyannensis e
Dasyprocta sp. Outros pequenos roedores silvestres como Oryzomys sp.
também foram encontrados parasitados (Lainson & Shaw 1968). Leishmania
amazonensis foi identificado por PCR kDNA em Akodon spp. por Telleria e
colaboradores (1999).

No Brasil, os canideos sao considerados os principais hospedeiros de
L. infantum, especialmente os cdes domésticos, que preenchem as
condi¢cdes necessarias para serem eficientes reservatorios deste parasito.
Os caes sdao altamente susceptiveis a infec¢cdo, com uma grande proporcéo
de assintomaticos por varios anos e até mesmo a vida inteira; por
apresentarem intenso parasitismo cutaneo; e também pela proximidade das
habitacbes humanas, que favorece a manutencdo da transmissdo do
parasito (Dantas-Torres e Brandao-Filho 2006, Dantas-Torres 2007). Ha
também diversos relatos de infeccdo de cdes domésticos por L. braziliensis
(Aguilar et al. 1989, Madeira et al. 2003, 2006, Castro et al. 2007, Quaresma
et al. 2011) e com infeccdo mista por L. infantum e L. braziliensis (Madeira et
al. 2006, Quaresma et al. 2011).

Apesar de o cdo ser considerado o mais importante reservatoério

doméstico da L. infantum, sendo responsabilizado pela manutengcdo de
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endemias nos grandes centros urbanos (Silva et al. 2001), a importancia de
Didelphis spp. como reservatorios silvestres vem sendo sugerida por varios
autores, uma vez que sua capacidade sinantropica facilita a ligacao entre os
ambientes peridoméstico e o silvestre (Lainson et al. 1969). Sherlock e
colaboradores (1984) isolaram L. infantum de um Didelphis albiventris,
sendo o primeiro mamifero silvestre n&o canino a ser achado com o agente
da leishmaniose visceral no novo mundo. A partir de entdo L. infantum tem
sido detectado frequentemente em Dildelphis spp. em areas endémicas do
Brasil (Sherlock 1996, Cabrera et al. 2003, Humberg et al. 2012, Carreira et
al. 2012) e da Colémbia (Corredor et al. 1989, Travi et al. 1994).

Vérias espécies de canideos silvestres também ja foram encontradas
parasitadas com L. infantum, como o lobo guarda, Chysocyon brachyurus, o
cachorro do mato, Cerdocyon thous, a raposa-do-campo, Lycalopex vetulus,
e o cachorro-vinagre, Spheotos venaticus (Lainson et al. 1969, Curi et al.
2006, Figueiredo et al. 2008, Souza et al. 2010). Em 1969, Lainson e
colaboradores ja discutiam o papel do Cerdocyon thous como potencial
reservatorio de L. infantum no norte do Brasil e, em 1990, descreveram a

eficiéncia desse canideo como fonte de infeccao.

Outros tripanossomatideos também sdo encontrados com frequéncia
em mamiferos silvestres (Herrera et al. 2008a e b, Rocha et al. 2013a e b,
Roque et al. 2013). De Arauljo e colaboradores (2013) detectaram por
exames moleculares infeccdo mista em um tamandua-mirim, Tamandua
tetradactyla, com Trypanosoma cruzi, T. rangeli e L. infantum no estado do
Para, Brasil. Além disso, uma nova espécie de tripanossomatideo (T.
caninum) foi recentemente descrita em cdes domésticos no Brasil (Madeira
et al. 2009).
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1.6 Ciclos de Transmissao

A epidemiologia das leishmanioses na regido das Américas é
complexa, com variacao intra e inter-especifica nos ciclos de transmisséo,
hospedeiros, vetores flebotomineos, manifestacfes clinicas e resposta a
terapia. Além disso, diferentes espécies de Leishmania podem circular na

mesma area geografica.

As espécies de Leishmania mantém classicamente dois ciclos de
transmissdo: o domiciliar e o silvestre. O ciclo domiciliar, incluindo o
intradomicilio e o peridomicilio, definido com sendo a area existente ao redor
de uma residéncia num raio ndo superior a cem metros, envolve o homem,
0S animais sinantropicos e domésticos e o0s vetores (flebotomineos)
domiciliados. Ja o ciclo silvestre envolve os vetores e 0s reservatorios
silvestres (Figura 2). A transmissdo vetorial dos tripanossomatideos para
humanos é resultado da interacdo entre os ciclos silvestre e domiciliar, com
a invasdo do ecétopo silvestre pelo homem ou a invasdo de vetores e/ou
mamiferos silvestres, que trazem populagbes do parasito do ambiente
silvestre permitindo a infeccdo humana (Barretto 1979, Lainson & Rangel
2005, Rangel & Lainson 2009).

Considera-se que o0 surgimento de surtos e epidemias de
leishmanioses pode estar diretamente ligado a ecologia humana, a partir da
introducao do ser humano em regides onde existem naturalmente os vetores
desta doenca (Aguiar & Medeiros, 2003). Porém, algumas espécies de
flebotomineos também podem ter modificado o seu comportamento,
afetando seu papel na transmissdo das leishmanioses ao adquirir habitos

domiciliares ou peridomésticos (Souza et al. 2001).

34



Figura 2. Eco-epidemiologia da leishmaniose visceral no norte do Brasil. O parasito
Leishmania infantum, enzodtico proveniente de raposas silvestres e, possivelmente,
outros animais selvagens (1), é mantido por uma populacdo silvestre do mosquito
palha Lutzomyia longipalpis. Invasdo das moradas na borda da floresta por este
flebotomineo permite o estabelecimento da infeccdo canina e humana (2, 3), e 0
cao doméstico torna-se a principal fonte do parasito. Linhas continuas indicam rotas
definidas de transmisséo. Linhas quebradas representam possivel transmissdo com
outros animais selvagens e, possivelmente, o proprio homem, servindo como fonte
de infecgéo para flebotomineos. Fonte: Lainson & Rangel (2005).

1.7 Estratégias de Controle no Brasil

Ha 60 anos, o programa de controle da leishmaniose visceral no
Brasil € baseado em trés principais medidas de controle: diagnostico e
tratamento precoce dos casos humanos, triagem imunoldgica e eutanasia de
cdes soropositivos e uso de inseticidas contra flebotomineos (Dantas-Torres
& Brandao-Filho 2006). A tendéncia crescente de casos de LV observado no
Brasil e a propagacdo de transmissdo para areas anteriormente nao

afetadas levantam ddvidas sobre o impacto das medidas de controle em
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curso (Romero & Boelaert, 2010).

Segundo Karagiannis-Voules e colaboradores (2013), as dificuldades
no diagnoéstico e a subnotificacdo dos casos sdo 0s principais obstaculos
para a implementacdo de um programa de controle das leishmanioses bem
definido. Romero & Boelaert (2010) reforcam que o fortalecimento da
capacidade do sistema de vigilancia é essencial para evitar a subnotificacdo
de casos humanos e acompanhar o comportamento da infeccdo na

populacao canina.

A eutanasia de caes parece ser a intervencdo menos aceitavel pela
populacdo e pode ter sua eficiéncia reduzida pela rapida substituicdo dos
cées eliminados por filhotes suscetiveis. JA 0 controle dos vetores é bem
mais aceito pelas populacdes afetadas, porém, € necessario um melhor
conhecimento da sazonalidade e comportamento do vetor, para intervencao
adequada. As evidéncias atuais indicam que nebulizagdo espacial no
peridomicilio possui baixa eficacia, uma vez que a reinfestacdo € muito
rapida. Coleiras impregnadas com inseticidas para os cdes parecem ter um
efeito residual mais longo e vantagens sobre os outros métodos, uma vez
que o processo de liberacdo dessas coleiras permite que o seu principio
ativo se distribua diretamente sobre a pele do céo, evitando perdas por
evaporacao. Porém, este método ainda apresenta um custo elevado para a
maior parte da populacdo. As vacinas de cées ja registradas no Brasil tém
algum efeito protetor contra LV canina, mas nenhuma delas foi devidamente
avaliada como medida de controle contra LV humana (Romero & Boelaert,
2010). Além disso, a vacinacdo pode resultar em resultados sorologicos

falsos positivos para Leishmania infantum em céaes.

Com relacdo aos hospedeiros e potenciais reservatérios, as
investigagbes sao geralmente verticais e pontuais ndo refletindo as
condi¢cdes epidemioldgicas. O carater zoonédtico das leishmanioses, a
existéncia de espécies vetoras nativas com potencial sinantrépico e 0s

processos de urbanizacdo/fragmentacdo de habitats, com a invasdo do
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ambiente silvestre pelo homem, levando ao aumento da interagao entre os
ciclos silvestre e domeéstico, sdo fatores que devem ser analisados para

subsidiar estratégias efetivas de vigilancia e controle.

1.8 Diagnéstico laboratorial de Leishmania spp.

O diagnostico laboratorial de Leishmania spp. € representado
fundamentalmente por trés grupos de exames: parasitologicos, imunolégicos
e moleculares. A demonstracdo direta da forma amastigota do parasito em
macréfagos é realizada por exame microscépico apos os procedimentos de
escarificacdo, bidpsia com impressdo por aposicdo ou puncao aspirativa. A
especificidade da microscopia é elevada, mas a sua sensibilidade € baixa.
Com o achado do parasito temos o diagndstico conclusivo. Srivastava et al.
(2011) classificam a visualizacdo do parasito em macréfagos como padrao
ouro para o diagnostico, porém, devido a dificuldade do achado direto do
parasito, diversos autores afirmam nao existir um método que possa ser
classificado como padrdo-ouro para o diagndéstico da infeccdo por
Leishmania spp (Wilson 1995, Romero & Boelaert 2010).

Os testes imunoldgicos, por meio da deteccdo da presenca de
anticorpos anti-Leishmania ou antigenos do parasito, s&o mais comumente
utilizados e sdo considerados indispensaveis, uma vez que sinalizam a
infeccdo ja que os anticorpos estdo em solugdo no plasma, portanto sao
homogeneamente distribuidos. Para os cées no Brasil, o teste de
imunofluorescéncia indireta (IFI), o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o
teste imunocromatogréafico rapido de duplo percurso — TR DPP especifico
para L. infantum sdo os utilizados na rotina. O TR DPP emprega uma
combinacdo de proteina A conjugada com particulas de ouro coloidal e
antigenos recombinantes para Leishmania K28 (fragmentos K26, K39 e K9).

Séo ligados a fase solida de uma membrana de nitrocelulose para detectar
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anticorpos especificos para Leishmania em sangue total, soro ou plasma
(Schubach, 2011).

A especificidade dos ensaios soroldgicos pode ser variavel, podendo
apresentar reacdo cruzada, com Trypanosoma cruzi, por exemplo, nos
testes dirigidos aos anticorpos anti-Leishmania (Ferreira et al. 2007, Brasil
2010). Também ha relatos de reacao falso negativa em pacientes humanos e
caninos com leishmanioses (Brasil 2010). Embora o desempenho dos testes
varie entre diferentes estudos, 0os mais recentes tém relatado sensibilidades
elevadas (Srivastava et al. 2011). Os testes soroldgicos sdo raramente
usados no diagnéstico de LTA, porque a sensibilidade pode ser variavel,
devido ao numero de anticorpos circulantes contra parasitos causadores que

tende a ser baixo.

Atualmente, os métodos moleculares vém sendo amplamente
utilizados para confirmar os resultados dos testes imunolégicos e para fins
de pesquisa. Porém, também ha relatos de resultado falso negativo
utilizando métodos moleculares, motivo pelo qual normalmente se utiliza
mais de um tipo de teste diagndstico para as leishmanioses. Contudo, varios
trabalhos tém demonstrado que os ensaios moleculares permitem uma
deteccdo rapida, sensivel e especifica de diversas doencas parasitarias
além da possibilidade de caracterizacdo dos microrganismos envolvidos na
infeccdo, em variadas amostras clinicas, isolados de cultura, bem como pool
de flebotomineos (Lachaud et al. 2001, Schoonian et al. 2003, Cortes et al.
2004, Saraiva et al. 2010), havendo destaque para a reacdo em cadeia da

polimerase (PCR - polymerase chain reaction).

1.8.1 PCR

Atualmente estdo disponiveis varias técnicas utilizando iniciadores
com diferentes alvos de genes, por exemplo, RNA ribossomal (rRNA), DNA
ribossomal (rDNA), minicirculos do DNA do cinetoplasto (kDNA), entre
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outros. Os varios ensaios de diagndstico baseados em PCR visando regifes
diversas do genoma de Leishmania e usando diferentes primers para a
amplificacdo possuem sensibilidades e especificidades distintas. Cada
meétodo de PCR é afetado por diversas variaveis e deve ser selecionado de
acordo com o objetivo especifico (diagnéstico da doenca, gestdo clinica,
deteccdo de infeccdo assintomatica, identificacdo das espécies, etc.), com a
amostra disponivel para a extracdo de DNA e com as instalacbes e
conhecimento técnico disponivel (Cruz et al. 2013). Ensaios de PCR sé&o
bastante atraentes, mas estimar a sua precisdo e reprodutibilidade ainda
constitui um prioridade de pesquisa (Romero & Boelaert 2010). A PCR em
tempo real (QPCR) representa o ultimo avanco na tecnologia da PCR,
permitindo a amplificacdo, deteccdo e quantificacdo de DNA em uma Unica
etapa, 0 que agiliza a obtencdo de resultados e minimiza o risco de
possiveis contaminacdes, além de ser altamente sensivel comparada com

outras técnicas (Paiva-Cavalcanti et al. 2009).

Os primers que possuem como alvo minicirculos do DNA do
cinetoplasto (KDNA) possuem mais chance de amplificagdo, uma vez que o
alvo esta presente em 10.000 cépias por célula, que sdo distribuidas em
cerca de 10 classes diferentes de sequéncias. Além disso, a sequéncia do
minicirculo ja é conhecida para maioria das espécies de Leishmania e possui
uma regido variavel que possibilita a diferenciacdo dos diversos grupos ou

complexos de espécies (Aransay et al. 2000).

A PCR-ITS1 utiliza primers que amplificam a regido espacadora
interna do DNA ribossémico (ITS) 1 de Leishmania spp. com fragmento que
varia entre 300 e 350pb, dependendo da espécie. Nao é tdo sensivel como
outros primers, no entanto, quando realizado PCR-ITS1 nested, um nivel de

sensibilidade idéntico a outros primers mais sensiveis pode ser conseguido.

Outra estratégia de PCR tem como alvo a amplificagdo da regido
polimérfica do D7 do gene 24Sa rRNA, utilizando como iniciadores os
oligonucleotideos D75 e D76 que correspondem a sequéncias conservadas
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dos genomas de tripanossomatideos, com fragmento de ~225 pb sugestivo
de Leishmania spp., ~240pb para Trypanosoma rangeli e ~270 a 290pb para
Trypanosoma cruzi (Briones et al. 1999, Souto et al. 1999, Schijman et al.
2006). Esta estratégia pode ser uma ferramenta rapida e sensivel para o
diagnostico diferencial de infeccdo por diferentes tripanossomatideos em
hospedeiros de areas endémicas.

40



2.  JUSTIFICATIVA

Cada é&rea de transmissdo deve ser considerada uma unidade
biolégica em particular, uma vez que o potencial de transmissibilidade das
espécies de reservatérios pode ser influenciado por diferencas regionais,
como a utilizacao da paisagem pelo homem, diferentes padrdes de viruléncia
das subpopulagbes de parasitos, diferentes populacdes de hospedeiros e
vetores e comportamento de possiveis reservatérios sinantropicos. O
Cerrado € um bioma complexo e diversificado no Brasil central, onde varias
espécies de possiveis hospedeiros e vetores nativos de Leishmania spp.
estdo presentes. Porém, a circulacdo dos tripanossomatideos em ciclos
silvestres e a caracterizagdo da dinamica desses ciclos no Cerrado

continuam pouco investigadas.

No Distrito Federal, a transmissdo da Leishmaniose Visceral teve
inicio na regido norte, no ano de 2005, em nucleos rurais e condominios
préximos a unidades de conservacao, e nos ultimos anos tem sido registrado
aumento nos casos de Leishmania infantum em cdes domésticos por todo o
DF. Portanto, estudos sobre hospedeiros e possiveis reservatorios de
Leishmania spp. em diferentes areas do DF sdo de fundamental importancia
para a definicdo das estratégias de vigilancia e controle, uma vez que a
identificacdo da infeccdo por Leishmania spp. em pequenos mamiferos
silvestres possibilitard definir a importadncia destes animais no ciclo
epidemiologico dos parasitos em questdo, como por exemplo, com
informacdes sobre até que ponto existe um transbordamento (spill over) de
Leishmania spp. do ambiente silvestre para o domiciliar ou se o ciclo da
Leishmania infantum esta se mantendo apenas entre o0s caes das

residéncias.

O Parque Nacional de Brasilia (PNB) e a Reserva biol6gica da

contagem (Rebio) s&o unidades de conservacdo federais de protecéo
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integral, ricas em espécies de mamiferos do cerrado, localizadas total ou
parcialmente na regido administrativa de Sobradinho, regido norte do DF,

areas adequadas para o desenvolvimento do presente trabalho.
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3.

3.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar o ciclo de transmissdo da Leishmania spp. entre os

mamiferos silvestres e domésticos, no interior e entorno do Parque Nacional

de Brasilia (PNB) e Reserva Bioldgica da Contagem (Rebio da Contagem).

3.2

Objetivos especificos

Diagnosticar, por meio de técnicas moleculares, as espécies de
Leishmania que estéo infectando os hospedeiros silvestres do PNB e

Rebio da Contagem e os cdes domésticos do entorno;

. Avaliar se as espécies de Leishmania que estdo infectando os

animais silvestres dentro das unidades de conservacdo sdo as
mesmas espécies que estdo infectando os cdes domésticos no

entorno;

. Calcular a proporcdo de mamiferos silvestres positivos para

Leishmania spp., entre os capturados, em areas do PNB e Rebio da

Contagem,

. Analisar se existe diferenca na frequéncia de Leishmania spp. entre

as espécies de mamiferos silvestres capturadas e entre as unidades

de conservacao;

. Comparar a positividade dos testes de diagndstico utilizados na

determinacao da infecgéo por Leishmania spp..
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Biossegurancae ética

Para diminuir os riscos de transmissdo de doencas aos
pesquisadores, seja por contato direto (mordidas e arranhaduras) ou por
contato indireto (urina, fezes, secrecbes, sangue, fomites ou aerossois),
foram adotadas medidas de seguranca. Foram utilizados equipamentos de
contengédo e de protecgdo individual, como luvas de raspa de couro, luvas de
procedimento e mascaras, e de habitos higiénicos, como a desinfec¢do das

armadilhas.

A equipe do projeto manteve uma conduta adequada no manejo dos
animais seguindo as orientacdes vigentes para evitar a dor nos individuos
pesquisados e todo o esfor¢o para proporcionar conforto e a reintegracdo ao
ambiente natural foi garantido. O projeto foi aprovado, sob o aspecto ético e
legal, pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade de Brasilia (UnBDOC n°105819/2011) (Anexo 1).
A captura e a coleta dos animais silvestres no interior das Unidades de
Conservacao foram realizadas mediante autorizacdo para atividades com
finalidade cientifica, n° 29486-4, emitida pelo 6rgdo responséavel, Instituto
Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade (ICMBIio) (Anexo 2).

4.2 Areas de Estudo

O estudo foi realizado em duas Unidades de Conservacdo Federais
no Distrito Federal, Parque Nacional de Brasilia (PNB) e Reserva Biologica
da Contagem (Rebio) (Figura 3), durante os meses de novembro de 2011 a

julho de 2012. Alem disso, foi pesquisado o entorno dessas areas que
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compreendem o Nucleo Rural Lago Oeste e condominios do Grande
Colorado (Figura 4). O clima predominante da regido, segundo a
classificacdo de Koppen, € tropical de altitude CWa e CWb, com uma
estacao fria e seca no periodo de inverno (abril a setembro) e uma estacéo

quente e chuvosa no periodo de veréo (outubro a marco).

A Reserva Bioldgica da Contagem possui uma area total aproximada
de 3.460 hectares, de acordo com seu Decreto de Criacdo de 13 de
dezembro de 2002. A Rebio da Contagem esta situada na Regido
Administrativa de Sobradinho — RA V, DF. Seus limites descrevem uma
poligonal que engloba a cabeceira do Ribeirdo da Contagem e parte de sua
microbacia, abrangendo as encostas e o topo da Chapada da Contagem,
préxima aos condominios do Grande Colorado, no entorno da Vila Basevi e
na extremidade leste do Nucleo Rural Lago Oeste. A Rebio abriga varias das
fitofisionomias presentes no Cerrado, entre elas as formacdes campestres
(campo sujo e campo limpo), cerrado sentido restrito, veredas e matas de
galeria, segundo formacdes propostas por Ribeiro e Walter (1998) para o

Bioma Cerrado.

O Parque Nacional de Brasilia abrange atualmente uma é&rea de
42.389,07 hectares, de acordo com os limites alterados pela Lei 11.285, de 8
de marco de 2006. Esta situado em sua maior parte na Regido
Administrativa de Brasilia — RA |, mas também sobrepde as Regibes
Administrativas de Brazlandia — RA V e de Sobradinho — RA V e 0 municipio
de Padre Bernardo/GO. Na extremidade nordeste do PNB, separados pela
DF-001, estdo o Nucleo Rural Lago Oeste e a Reserva Biologica da
Contagem. O PNB situa-se na Chapada da contagem em toda sua extensao
norte e oeste. Engloba cérregos que nascem no contato da chapada da
Contagem com a Depressdo do Paranod. Os coOrregos que se situam no
Parque Nacional de Brasilia sdo afluentes do Rio Paranoa. O PNB abriga
grande parte das fitofisionomias presentes no Cerrado: as formacodes

campestres (campo sujo, campo limpo, campo rupestre e campo de
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murundu), formaclOes florestais (cerraddo e matas de galeria) e as
formacdes savanicas (cerrados e veredas), segundo formagdes propostas
por Ribeiro & Walter (1998) para o Bioma Cerrado.

Para as capturas dos pequenos mamiferos, foram escolhidas duas
areas de fitofisionomias diferentes em cada uma das Unidades de
Conservacdo. No PNB foi amostrada uma area de formacéao florestal (mata
de galeria) e outra de formacdo campestre (campo de murundu) e na Rebio,
uma area de formacdo florestal (mata de galeria) e uma de formacao

savanica (cerrado sensu stricto/cerrado tipico).

As matas de galeria estdo localizadas ao longo dos cOrregos,
ribeirdes e principais ravinas e grotas. E facilmente identificada em imagem
de satélite. Por ser uma formacao florestal, possui um aglomerado de
cobertura arbérea de porte elevado e o formato da area de influéncia é
linear, acompanhando as redes de drenagem (Figura 3). A mata de galeria
amostrada no PNB localiza-se ao longo do Ribeirdo Tortinho, nas
coordenadas 15°37'30,98”S e 47°57'35,69”0, e a mata de galeria amostrada
na Rebio localiza-se ao longo do Cérrego Paranoazinho, nas coordenadas
15°40'25,3”S e 47°51'55,770.

O campo de murundu €& uma fitofisionomia que tem como
caracteristica a presenca de murundus, que sao microrrelevos positivos
oriundos da erosdo diferencial (Figura 3). Nos campos ndo ha cobertura
arbérea sobre os murundus. Visualmente, a identificacdo dos ambientes com
murundus é a coloracdo escura da superficie com tons azulados ou
acinzentados sobre a imagem em composicdo colorida. A area de estudo
correspondente ao campo de murundu localiza-se nas coordenadas
15°37'52,2”S e 48°01'00,3"0.

O cerrado sentido restrito € a fitofisionomia tipica do Bioma Cerrado e
caracteriza-se pela presenca de arvores baixas, inclinadas, tortuosas, com

ramificacbes irregulares e retorcidas, geralmente com evidéncias de
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queimadas, e com arbustos e subarbustos espalhados (Figura 3). A &rea
amostrada na Rebio € contigua a mata de galeria e encontra-se nas
coordenadas 15°40'31,5"S e 47°51'57,6”0.
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Imag!

Data das imac

Figura 3. Reserva Biologica da Contagem e Parque Nacional de Brasilia, com
indicagdo dos pontos de amostragem. Os quadrados amarelos representam o0s
gradeados em cada area amostrada (campo de murundu e mata de galeria no PNB
e cerrado sensu stricto e mata de galeria na Rebio).
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As areas escolhidas para o estudo dos cdes domésticos encontram-
se na regido administrativa de Sobradinho, localizada a 22km do Plano
Piloto, ao norte do Distrito Federal, em “bairros” localizados no entorno das
Unidades de Conservacéo: o Grande Colorado e o Nucleo Rural Lago Oeste
(Figura 4).

O Grande Colorado é uma regido de Sobradinho formada por 10
condominios de casas em processo de regularizacdo fundiaria. Esta
localizado na Chapada da Contagem, a margem esquerda da rodovia DF-
150 e a margem direita da DF-001. Faz limite, ao norte e a oeste, com a
Reserva Bioldgica da Contagem, em uma das regides mais altas do DF, com
mais de 1200 metros de altitude. Foram amostrados dois condominios:
Vivendas Bela Vista (Coordenadas: 15°39'21"S 47°51'55"0) e Mansobes
Colorado (Coordenadas: 15°40'18"S 47°51'21"0).

Image ©/2014 DigitalGlobe

-

Data das imagens:'11/19/2013  15°3 'S 47°52'56.46"0 elev 12"52@ altitude do:ponto de visao 8.17 km.

Figura 4. Areas amostrais no entorno das unidades de conservacdo estudadas no
Distrito Federal.
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O Nucleo Rural Lago Oeste é uma area rural de aproximadamente 35
km? situada na Regido Administrativa de Sobradinho, DF. Margeia o Parque
Nacional de Brasilia, tendo, como limites, a DF-001, sua principal via de
acesso, a area de expansao do Parque, a Chapada da Contagem e a
Reserva Biolégica da Contagem (Rebio). O atual Nucleo Rural Lago Oeste
foi formado a partir de quatro fazendas: Contagem de S&o Joao e
Palmas/Rodeador que séo de propriedade da Unido Federal, Buraco e Sitio
do Mato, fazendas particulares e que se situam na borda da Chapada da

Contagem.

4.3 Captura dos mamiferos silvestres

Para a captura dos mamiferos silvestres foram utilizadas armadilhas
de contencgao viva “live trap”, de aluminio tipo Sherman e de arame tipo
gaiola, distribuidas em gradeados montados nas areas selecionadas (Figura
5). Na Rebio foi montado um gradeado com oito transeccdes paralelas (A-H)
cobrindo as duas fitofisionomias (Figura 6), com dimensdes de 200 X 70m,
totalizando uma area de 1,4 ha (0,7 ha de formacao florestal e 0,7 ha de
cerrado). Cada transeccao foi composta por 21 estacfes de captura (1-21),
pontos onde foram posicionadas as armadilhas, espacadas 10m entre si.
Cada fitofisionomia contou com 84 estacOes de captura, sendo que no
cerrado foi posicionado um nuamero bem maior de armadilhas do tipo
Sherman, em 75 estagdes, enquanto as armadilhas tipo gaiola foram
posicionadas em apenas nove pontos (um em cada linha). Na mata de
galeria foram posicionados os dois tipos de armadilhas alternadamente,
sendo que, as do tipo Sherman foram colocadas a uma altura de 1 a 2 m,
em locais propicios a presenca de pequenos mamiferos arboricolas e
escansoriais, como rede de cip6s e galhos das arvores, para possibilitar a

amostragem do estrato arboreo.
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Figura 5. Armadilhas de contencgao viva “live trap”, de arame tipo gaiola (a) e de
aluminio tipo Sherman (b).

No PNB foram montados dois gradeados de armadilhas, um em cada
fitofisionomia. Na mata de galeria foi montado um gradeado com dimensdes
de 100 X 40m, totalizando uma area de 0,4 ha, formado por cinco
transecc¢Oes paralelas (A-E) contendo, cada uma, 11 estacdes de captura (1-
11) espagadas 10m entre si (Figura 7). As armadilhas tipo Sherman e gaiola
foram posicionadas alternadamente nos pontos de captura dentro de cada
linha e entre elas. Sendo que, as do tipo Sherman foram, em sua maioria,
colocadas a uma altura de 1 a 2 m, possibilitando a amostragem do estrato
arbéreo. No campo de murundu foi montado um gradeado com dimensdes
de 90 X 90m, totalizando uma area de 0,81 ha, formado por 10 linhas (A-J)
contendo 10 estacbes de captura cada (1-10), espacadas 10m entre si
(Figura 8). Nesta grade, as armadilhas do tipo gaiola foram posicionadas em
apenas um ponto de cada linha, enquanto as do tipo Sherman foram

armadas nos demais pontos.
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Figura 6. Grade montada na Reserva Biologica da Contagem.
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Figura 7.Grade montada na mata de galeria do Parque Nacional de Brasilia.
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Campo de murundu

Figura 8. Grade montada no campo de murundu do Parque Nacional de Brasilia.

As armadilhas foram iscadas com uma mistura de sardinha, farinha
de milho, milho, pasta de amendoim e banana amassada e foi utilizada a
metodologia de captura-marcacdo-recaptura dos pequenos mamiferos
(Krebs 1999), onde o individuo capturado é marcado e posteriormente solto

no mesmo local de captura.

As capturas foram realizadas por quatro noites consecutivas (uma
campanha) por més, ao longo de nove meses (novembro de 2011 a julho de
2012), sendo o esforco de captura (armadilhas-noite) calculado pelo nimero
de armadilhas vezes o niumero de noites em que elas ficaram armadas.
Foram realizadas nove campanhas de quatro noites, a cada 30 dias, porém,

cada localidade (Rebio ou PNB) foi amostrada a cada 60 dias.

ApGs a captura, os animais foram encaminhados para uma base de
campo temporaria, montada pela equipe, onde foram manipulados (ver item
4.4).
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4.4 Contencdo dos mamiferos silvestres

Os pequenos mamiferos foram contidos fisicamente com o auxilio de
equipamentos de protecdo individual, para aplicacdo intramuscular da
associacdo anestésica cetamina e midazolan, na dosagem de 10 a 40
mg/Kg e de 2 a 4 mg/Kg respectivamente, de acordo com a espécie.

Apo6s a contencdo quimica, os animais capturados foram identificados,
pesados, sexados, verificados quanto a condicdo reprodutiva e medidos com
relacdo aos comprimentos de cabeca-corpo, cauda, orelha interna direita e
pata posterior direita. A identificacdo dos pequenos mamiferos em nivel de
género foi feita a partir de chaves de identificacdo taxondmica (Bonvicino et
al. 2008) e a identificacdo especifica foi realizada com auxilio dos
mastozoodlogos Marcelo Lima Reis e Marina Motta de Carvalho e baseada na
comparacao com exemplares da colecdo de mamiferos do departamento de
Zoologia do Instituto de Biologia da UnB. Os individuos foram marcados na
orelha esquerda com brincos especificos para pequenos mamiferos (ZT 900,
n° 01, ~7mm), submetidos a coleta de amostras bioldgicas (Figura 9) (ver
item 4.5) e soltos, logo apds o retorno da anestesia, nos respectivos locais

de captura.
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NS,

Figura 9. Coleta de material biologico e marcacdo dos pequenos mamiferos no
campo.

4.5 Populacdo e amostragem dos caes domésticos

A amostragem dos cdes domésticos do Condominio Vivendas Bela
Vista foi realizada por conveniéncia, nos dias 06 e 07 de junho de 2013, em
animais com resultado positivo nos testes sorolégicos para o diagndéstico da
infeccdo por Leishmania spp., de acordo com inquérito amostral e censitario
canino do ano de 2013, realizado pelo programa de controle de LV em caes
(LVC), da Diretoria de Vigilancia Ambiental no Distrito Federal (DIVAL). A
abordagem nas residéncias do condominio foi realizada em conjunto com a

equipe da DIVAL, dentro de uma de suas campanhas.

A amostragem dos cdes no Condominio Mansdes Colorado e do Lago
Oeste foi realizada também por conveniéncia em setembro de 2013, tendo
como critério de inclusdo a proximidade do cdo com os pontos amostrados
nas unidades de conservacdo, aproximadamente 2 km, e a autorizacao

pelos proprietarios para 0 acesso aos animais.

Os animais receberam um numero de identificagdo de acordo com a
ordem de entrada na pesquisa. Os mesmos numeros foram utilizados para a

identificacdo das amostras coletadas. Durante a coleta foi preenchida ficha
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clinico-epidemioldgica individual com os seguintes dados: nome do céo,
sexo, idade, raca, cor, origem do animal, uso de coleira impregnadas com
inseticidas, vacinacdo, condicbes de moradia e mobilidade, além do nome

do proprietario e endereco.

4.6 Coleta e processamento do material biolégico

Foram coletadas amostras de sangue total do plexo retro orbital dos
pequenos mamiferos silvestres, até 1% do peso corporal, que foram
transferidas para recortes de papel filtro Melitta®. Para coleta foram
utilizadas seringas de 1mL e agulha de 20X5,5 (roxa). Foram coletados
também fragmentos de pele (ponta de orelha) dos pequenos mamiferos,
usando tesoura cirargica curva fina/romba. A tesoura passou por processo
de desinfeccdo com clorexidina degermante 2% e esterilizacdo em bico de
Bunsen entre um individuo e outro. Apds excisdo, os fragmentos foram
transferidos para tubos eppendorf secos. As amostras foram transportadas
no mesmo dia para o Laboratério de Leishmanioses do Nucleo de Medicina

Tropical/UnB, onde foram mantidas a 4°C (sangue) e -20°C (pele).

Dos cées domésticos, foram coletadas amostras de aproximadamente
5mL do sangue total, por puncdo venosa da veia cefélica ou femural, as
quais foram transferidas para tubos com anticoagulante (Vacuette® K3
EDTA). O material foi transportado no mesmo dia para o laboratério de
leishmanioses do Nucleo de Medicina Tropical/UnB, onde as amostras foram
deixadas em repouso para a separacdo espontanea do plasma. Apos a
separacao, foram coletados 500ul do plasma de cada amostra, colocados
em eppendorf com a devida identificacdo e congelados a -20°C para
realizagdo do teste imunocromatogréafico rapido. O restante da amostra foi
agitado com movimentos de inversdo suave de maneira que 0 sangue e 0
soro se misturassem novamente. Do sangue total, foram separadas

aliquotas de 300ul para a extragcao de DNA.
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As amostras foram processadas de acordo com o fluxograma abaixo:

Amostragem dos
animais

Cies positivosno
ELISAE RIFI ou
Mamiferos silvestres

de sangue em papel fil
de fragmento de pele

acao do DNA e p-a

leta de sangue total

Positivo?

Figura 10. Fluxo do processamento das amostras biologicas dos cées e dos
mamiferos silvestres.
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4.6.1 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) e Reacdo de

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os cées amostrados neste estudo haviam sido abordados
anteriormente em inquérito censitario canino da DIVAL, dos quais foram
coletadas amostras sanguineas para realizacdo os testes sorologicos ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), a partir do kit EIE-LVC
BioManguinhos/FIOCRUZ, e RIFI (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta),
a partir do kit IFI-LVC Bio-Manguinhos/FIOCRUZ. Os exames foram
processados pela DIVAL, utilizando protocolos padronizados por sua equipe
técnica. Os resultados destes testes foram registrados nos livros especificos

para registro de resultados do laboratério da DIVAL.

4.6.2 Teste imunocromatografico rapido de duplo percurso — TR

DPP (Dual Path Platform)

O Kit utilizado foi o TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina Bio-
Manguinhos, Brasil. As amostras de plasma armazenadas a -20°C foram
deixadas a temperatura ambiente até que se descongelassem por completo.
Em seguida, foram transferidos 5uL da amostra para o poco #1 do suporte
de teste e foram adicionadas duas gotas de tampao no mesmo po¢o. Apés 5
minutos, quando a linha teste (azul) e controle (verde) da janela havia
desaparecido, foram adicionadas quatro gotas de tampao no poco #2
(tampéo). O teste correu por 10 minutos a temperatura ambiente. O suporte
foi colocado sobre uma superficie plana e em local iluminado, posicionado a
uma distancia de 30cm a 50cm entre o suporte de teste e os olhos do
observador no momento da leitura. A interpretacdo do resultado seguiu

rigorosamente as recomendacdes do fabricante.
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4.6.3 Deteccdo de DNA de Leishmania spp. a partir de amostras

biol6gicas

4.6.3.1 Extracdo do DNA das amostras de pele de pequenos

mamiferos

Os fragmentos de pele coletados dos animais capturados e
acondicionados a -20°C foram submetidos a extracdo do DNA. A
metodologia para extracdo seguiu a orientacdo do fabricante do kit illustra

tissue & cells genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare).

As amostras foram transferidas (300uL) para tubos eppendorf de 2mL
com tampa, lavados com 1 mL de PBS estéril, centrifugadas a 16.000 x g
por 2 minutos e o sobrenadante descartado. O material foi triturado com
50uL de PBS estéril e centrifugado a 2.000 x g por 10 segundos. Esta etapa
foi necessaria para homogeneizagdo do material. Foram adicionados 50uL
da solugdo de n°1 e 10uL de proteinase K no material. As amostras foram
misturadas no vortex por 15 segundos e incubadas a 56°C por uma hora.
Apés o periodo de incubacado, os tubos com as amostras foram agitados
manualmente e centrifugados a 2.000 x g por 10 segundos para obtencéo
de um pellet. Foram adicionados 5uL de RNAse A de 20mg/mL nas
amostras, em seguida os tubos foram invertidos aproximadamente 25 vezes
para homogeneizar o material, que foi incubado por 15 minutos a
temperatura ambiente. Ap6s o periodo de incubacdo, foram adicionados
500uL da solugcdo de lise n°2, o material misturado no vortex por 15
segundos e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos. Apés este
periodo, as amostras foram transferidas para a coluna ja encaixada no tubo
sem tampa, centrifugadas por 11.000 x g por 1 minuto, e o liquido filtrado
gue migrou para o tubo foi descartado. Foram adicionados 500uL da solugéo
de lise n°2 a coluna, o material centrifugado a 11.000 x g por 1 minuto e o

liquido filtrado no tubo foi descartado. Em seguida, foram adicionados 500uL
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de tampé&o de lavagem a coluna, o material centrifugado a 11.000 x g por 3
minutos, e o tubo com o liquido filtrado foi descartado. A coluna com as
amostras foi transferida para um novo tubo eppendorf de 2mL com tampa.
Foram adicionados a coluna 200uL de solugao de eluicdo aquecida a 70°C,
deixando incubar por 1 minuto a temperatura ambiente. O material foi
centrifugando a 11.000 x g por 1 minuto, coletado no eppendorf e, apds a
quantificacdo do DNA no aparelho Nanovue™ Plus Spectrophotometer (GE

Healthcare, EUA), armazenado a -20°C até o momento da amplificacéo.

4.6.3.2 Extracdo do DNA das amostras de sangue dos

pequenos mamiferos

O DNA das amostras de papel filtro contendo aproximadamente 0,4ml
de sangue dos pequenos mamiferos silvestres foi extraido conforme descrito
por Marques et al. (2001) e Romero et al. (2009). As amostras foram
cortadas com “punch descartavel para biopsia” (um punch por amostra) e os
cortes circulares de papel com sangue de 7,0mm de diametro, foram
transferidos para tubos eppendorf de 1,5mL, com numeracao
correspondente aos individuos amostrados. Foram adicionados 40ul de
agua Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, EUA) nos tubos, os quais foram
aguecidos a 70°C por 10 minutos e centrifugados a 16.000 x g durante dois
minutos. Os sobrenadantes (preparados de DNA) foram transferidos para
novos tubos eppendorf, quantificados no aparelno Nanovue™ Plus
Spectrophotometer (GE Healthcare, EUA) e mantidos a -20°C até a sua

utilizacao.
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4.6.3.3 Extracdo do DNA do plasma dos céaes

O DNA foi extraido no Laboratério de Leishmanioses do Nucleo de
Medicina Tropical da UnB, utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega, Madison, WI, USA). Para cada amostra foi preparado um tubo
eppendorf (1,5mL) com 900uL de solugao de lise celular. Foram adicionados
300uL da amostra no tubo com a solucdo de lise celular. O material foi
ressuspendido com a pipeta. O tubo foi misturado por inversao e incubado
por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o material foi
centrifugado a 15.000 x g por 20 segundos, o sobrenadante foi desprezado,
o pellet no fundo do tubo foi submetido ao vortex. Adicionou-se 300uL de
solucéo de lise nuclear ao pellet, ressuspendendo-o com a pipeta. O material
foi misturado por inversdo, foram adicionados 100uL de solucdo de
precipitacdo de proteinas, o material foi misturado no vértex por 20
segundos e em seguida centrifugado a 15.000 x g por 3 minutos. Um tubo
eppendorf (1,5mL) foi preparado para cada amostra, contendo 300uL de
isopropanol 100%, para o qual foram transferidos os sobrenadantes. O tubo
com o pellet foi descartado. O material foi centrifugado a 15.000 x g por 1
minuto, o sobrenadante desprezado. O pellet que restou no tubo foi lavado
com 300uL de etanol a 70%. Novamente o material foi centrifugado por 1
minuto, o etanol foi descartado com a pipeta, e ficou secando ao ar por 15
minutos para a total evaporacdo do etanol. Foram adicionados em cada
tubo, 100uL de solugao de hidratacdo de DNA, agitando o tubo levemente
para desprender o pellet do fundo. As amostras foram quantificadas no
aparelho Nanovue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare, EUA) e
deixadas a 4°C overnight para que fossem submetidas ao processo de

amplificacao.
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4.6.3.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Antes de iniciar as PCRs com as amostras dos diferentes
hospedeiros, foram realizados experimentos para padronizar e validar a
técnica as condi¢des de trabalho do laboratério (reagentes e equipamentos)
para os diferentes alvos estudados. Parte dos experimentos descritos a
seguir foi realizada no Laboratério de Leishmanioses do Nucleo de Medicina
Tropical/Faculdade de Medicina/UnB e parte no Laboratério Multidisciplinar

de Pesquisa em Doenca de Chagas/Faculdade de Medicina / UnB.

4.6.3.5 Controle enddgeno da PCR - B-actina

A B-actina € uma proteina com importantes funcdes celulares, que
vem sendo utilizada como gene constitutivo em analises de PCR,

aumentando assim a confiabilidade das analises.

Para controle endégeno da qualidade e integridade do DNA extraido
das amostras dos caes (sangue) e dos mamiferos silvestres (sangue e pele)
foi realizada a PCR com alvo na amplificacdo da proteina B-actina, com
fragmento de 800 pb a partir dos iniciadores FW 5- CGG AAC CGC TCA
TTG CC -3’ e BW 5-ACC CAC ACT GTG CCC ATC TA -3’ (du Breuil et al.
1993). As reagbes foram preparadas em um volume final de 25uL, utilizando
0,2uM de cada iniciador, tampdo de enzima 1X, 0,2mM de
desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTPs), 1mM de MgCI2, 1,5 unidades de
Taq DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies, Brasil ) e ~20ng (5uL)
de DNA. A amplificacéo foi realizada em um termociclador TC-Plus (Techne,
Inglaterra, UK) utilizando as seguintes condicGes: desnaturacdo inicial a
95°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30 segundos,
pareamento a 60°C por um minuto, seguido de extensdo a 72°C por 1

minuto e uma extensao final de 72° C por 5 minutos.
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Nas reacdes do DNA extraido das amostras dos caes foi utilizada
como controle negativo agua deionizada purificada em sistema Milli-Q®. As
amostras foram mantidas a 4°C. Os produtos da PCR do sangue dos caes
foram examinados por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%,
150 volts, 75Amp, por 90 minutos, fixado com solucdo de acido acético e
corado com solucdo de prata a 0,2%, de acordo com protocolos
padronizados pelo laboratério de leishmanioses do NMT/UnB. O marcador
de peso molecular utilizado nos géis foi o 25 bp ladder (Invitrogen/Life
Technologies) com 13 fragmentos entre 25 e 450 pb em mudltiplos de 25 pb
mais um fragmento de 500 pb., sendo considerados positivos aqueles que

apresentassem bandas de peso molecular de 800pb.

Nas reacdoes do DNA extraido a partir das amostras dos mamiferos
silvestres foi utilizado como controle positivo DNA extraido de amostra
sanguinea de cdo B-actina positivo, e como controle negativo foi utilizado
agua deionizada purificada em sistema Milli-Q®. Os resultados foram
visualizados em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio e
examinado em exposicdo a luz ultravioleta (UV), sendo considerados

positivos aqueles que apresentassem bandas de peso molecular de 800pb.

4.6.3.6 PCR dirigida ao kDNA de Leishmania spp.

A amplificacdo do DNA foi realizada com iniciadores direcionados a
regido conservada do minicirculo de kDNA de Leishmania spp. com ~120
pares de bases (pb): BW-B: 5 CCG CCC CTATTT TAC ACC AAC CCC 3}
FW: 5 GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3’; BW-CA: 5 GGC CCA CTA
TAT TAC ACC AAC CCC 3’ (Carranza-Tamayo, 2010).

As reag0Oes foram preparadas em um volume final de 25ul, contendo
0,48uM de cada iniciador, tampdo de enzima 1X, 0,2 pM de
desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTPs), 2,0 mM de Cloreto de Magnésio
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(MgClI2), 1,5 unidades de Tagq DNA polimerase (Invitrogen, Life
Technologies, Brasil ) e ~20ng (5 pL) de DNA.

As reacOes foram realizadas em Termociclador TC-Plus (Techne,
Inglaterra, UK), utilizando as seguintes condi¢cfes: desnaturacao inicial a
95°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30 segundos,
pareamento a 63°C por 30 segundos, seguido de extensdo a 75° C por 30
segundos e uma extensao final de 72° C por 5 minutos. As amostras foram

mantidas a 4°C.

Os controles positivos utilizados nas reacées da PCR foram obtidos a
partir do isolamento do DNA de culturas em crescimento exponencial de L.
infantum (MCER/BR/79/M6445), L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e L.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2904). E como controle negativo foi utilizado

agua deionizada purificada em sistema Milli-Q.

Os produtos da PCR foram examinados por meio da eletroforese em
gel de poliacrilamida a 6%, 150 volts, 75Amp, por 90 minutos, fixado com
solucéo de acido acético e corado com solucéo de prata a 0,2%, de acordo
com protocolos padronizados pelo laboratorio de leishmanioses do
NMT/UnB.

O marcador de peso molecular utilizado nos géis foi o 25 bp ladder
(Invitrogen/Life Technologies) com 13 fragmentos entre 25 e 450 pb em
multiplos de 25 pb mais um fragmento de 500 pb., sendo considerados

positivos aqueles que apresentassem bandas de peso molecular de 120pb.
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4.6.3.7 PCR dirigida ao gene 24Sa rRNA de

tripanossomatideos

Uma estratégia de PCR tendo como alvo a amplificacdo da regido
polimérfica do D7 do gene 24Sa rRNA, utilizando como iniciadores os
oligonucleotideos D75 GCAGATCTTGGTTGGCGTAG (posicao 01-20) e
D76 GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT (posicdo 279—-298) que correspondem a
sequéncias conservadas dos genomas de tripanossomatideos, com
fragmento de ~225 pb sugestivo de Leishmania spp. (Briones et al., 1999;
Souto et al., 1999).

As reacOes foram preparadas em um volume final de 25ul, contendo
0,2uM de cada iniciador, 0,2uM de desoxirribonucleotideos trifosfato
(dNTPs), 1,5mM MgCI2, tampéo de enzima 1X e 1,5 unidades de Platinum
Taq DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies, Brasil ) e ~20ng (5 L)
de DNA.

As reagbes foram realizadas em Termociclador TC-Plus (Techne,
Inglaterra, UK) e a amplificacdo consistiu de uma desnaturacao inicial de 3
minutos a 94°C seguida por uma PCR com cinco graus “touch-down”,
variando de 60 a 52°C, com quatro rodadas de trés ciclos, cada um
consistindo de 1 minuto a 94°C, 1 minuto de anelamento a 60, 58, 56 e
54°C, da primeira para a quarta rodada, respectivamente, e 1 minuto de
extensdo 72°C. A quinta rodada consistiu de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1
minuto a 52°C e 1 minuto a 72°C. A etapa extensdo final a 72°C durante 10
minutos terminou o programa (Schijman et al.,, 2006). As reacdes foram

mantidas a 4°C até o uso.

Os controles positivos utilizados nas reacées da PCR foram obtidos a
partir do isolamento do DNA de culturas em crescimento exponencial de T.
cruzi  (LMPDC/Berenice), T. rangeli (SC-58) e L. infantum
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(MCER/BR/79/M6445). E como controle negativo foi utilizado &gua
deionizada purificada em sistema Milli-Q.

Os produtos da PCR foram examinados por meio da eletroforese em
gel de poliacrilamida a 6%, 150 volts, 75Amp, por 90 minutos, fixado com
solucdo de acido acético e corado com solucéo de prata a 0,2%, de acordo
com protocolos padronizados pelo laboratério de leishmanioses do
NMT/UnB e em gel de agarose a 1,3%, corados com brometo de etidio e

examinados em exposic¢ao a luz ultravioleta (UV).

O marcador de peso molecular utilizado nos géis foi o 25 bp ladder
(Invitrogen/Life Technologies) com 13 fragmentos entre 25 e 450 pb em
multiplos de 25 pb mais um fragmento de 500 pb., sendo considerados
positivos aqueles que apresentassem bandas de peso molecular de 225 pb.

Os testes foram feitos em triplicata.

Os fragmentos amplificados foram excisados do gel de agarose e
purificados por meio do kit lllustra GFX PCR DNA & Gel Band Purification Kit

(GE Healthcare, New York, USA), para posterior sequenciamento.

4.6.3.8 PCR dirigida a regido espacadora interna do DNA

ribossémico ITS1 de Leishmania spp.

Para o0s animais positivos para Leishmania spp. frente aos
oligonucleotideos D75 e D76 foi realizada a PCR direcionada para a regiao
espacgadora interna do DNA ribossémico (ITS) 1 de Leishmania spp. com
fragmento que varia entre 302 e 338pb utilizando os iniciadores LITS1 5' -
CTG GAT CAT TTT CCG ATG - 3'e L5.85 5' - TGA TAC CAC TTA TCG
CAC TT - 3', conforme descrito por Schodnian et al. (2003) e modificado por
Tojal da Silva et al. (2006). As reacdes foram preparadas em um volume

final de 25 pL utilizando 0,1uM de cada oligonucleotideo; 0,2 uM de
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desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTPs); 2,0 mM de Cloreto de Magnésio
(MgCI2); tampéo de enzima 1X; 1,5 unidades de Platinum Tag DNA
polimerase (Invitrogen, Life Technologies, Brasil ) e ~20ng (5 uL) de DNA.

As reacdes foram realizadas em Termociclador TC-Plus (Techne,
Inglaterra, UK), utilizando as seguintes condi¢fes: desnaturacado inicial a
95°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
pareamento a 58°C por 30 segundos, seguido de extensdo a 72° C por 30
segundos e uma extensdao final de 72° C por 5 minutos. Para aumentar a
sensibilidade da reagdo, os produtos obtidos na primeira reacdo foram
submetidos a uma segunda PCR com 0s mesmos iniciadores e mesmas

condicoes.

Os controles positivos utilizados nas reacées da PCR foram obtidos a
partir do isolamento do DNA de culturas em crescimento exponencial de L.
infantum (MCER/BR/79/M6445), L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e L.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2904). E como controle negativo foi utilizado
agua deionizada purificada em sistema Milli-Q. A especificidade dos
iniciadores foi testada com DNA extraido de roedor ndo infectado
proveniente do alojamento dos animais da Faculdade de Medicina/UnB.

Apls a reacdo da PCR realizou-se o diagndstico molecular dos
fragmentos amplificados com bandas de peso molecular de tamanhos entre
302 e 338pb por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e em
gel de agarose a 1,3%, corados com brometo de etidio e examinados em
exposicdo a luz ultravioleta (UV). Os testes foram feitos em triplicata.

Os fragmentos amplificados foram excisados do gel de agarose e
purificados por meio do kit lllustra GFX PCR DNA & Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare, New York, USA), para posterior sequenciamento.
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4.6.3.9 Preparacdo dos produtos da PCR para

sequenciamento

Os fragmentos amplificados para a regiao ITS1 que apresentaram
bandas de peso molecular entre 302 e 338pb, assim como os produtos da
PCR com alvo na regidao polimorfica do D7 do gene 24Sa rRNA que
apresentaram bandas de aproximadamente 225 pb, foram excisados do gel
de agarose 1% e purificados utilizando o kit Illlustra GFX PCR DNA & Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare, New York, USA), seguindo os
procedimentos recomendados pelo fabricante. Os produtos purificados foram
quantificados no aparelno Nanovue™ Plus Spectrophotometer (GE
Healthcare, EUA) e em seguida foi realizada a eletroforese em gel de
agarose das amostras purificadas para foto.

Os produtos de PCR purificados e diluidos na concentracdo minima
de 4,0 ng/ul de H,O foram enviados para Genomic Engenharia Molecular
(Sédo Paulo/SP), juntamente com 5ul do primer de sequenciamento na

concentragéo de 3.2uM.

4.6.3.10 Sequenciamento e analise das sequéncias

As reacdes de sequenciamento para identificacdo das espécies de
Leishmania foram realizadas pela empresa Genomic Engenharia Molecular
utiizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit da Applied
Biosystems. Os produtos de sequenciamento foram submetidos a
eletroforese em um sequenciador modelo 3130x| da Applied Biosystems.

As sequéncias obtidas foram editadas usando o programa Geneious
(Biomatters, New Zealand). Posteriormente, as sequéncias foram
comparadas com sequéncias de espécies de Leishmania depositadas no

GenBank usando o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do
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Centro Nacional para Informacdo Biotecnolégica dos Estados Unidos da
América (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST).

4.7. Andlise estatistica

O teste exato de Fisher e o qui-quadrado foram usados para
comparar a proporcdo de individuos infectados entre as duas areas
amostradas (PNB e REBIO) e entre as espécies de mamiferos (Excel 2010).
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Riqueza e abundancia de mamiferos silvestres no PNB e

REBIO

Com um esforco de captura de 5.840 armadilhas-noite, foram
amostrados 183 individuos, distribuidos em doze espécies de mamiferos
silvestres. Na Rebio da Contagem, o esforco de captura foi de 3.360
armadilhas-noite (168X20) e foram amostrados 86 individuos referentes a 11
espécies (Tabela 2 e Figuras 11 e 12). No Parque Nacional de Brasilia, o
esforco de captura foi de 2.480 armadilhas-noite (155X16) e foram

amostrados 97 individuos de oito espécies (Tabela 2 e Figuras 11 e 12).

A proporcao de ocorréncia dos individuos de cada uma das espécies
capturadas nas duas unidades de conservacdo e nas diferentes
fitofisionomias encontra-se na Tabela 2. Necromys lasiurus foi a espécie
mais abundante no cerrado da Rebio e no campo de murundu do PNB.
Rhipidomys macrurus e Gracilinanus agilis foram as espécies mais
abundantes na mata de galeria da Rebio, enquanto G. agilis foi a espécie
mais abundante na mata de galeria do PNB. As outras nove espécies foram
capturadas em propor¢des menores que 20% e algumas foram encontradas

com exclusividade em uma ou outra area (Tabela 2).

Dos 97 individuos capturados no PNB, 36 eram fémeas e 61 eram
machos; 57 haviam atingido a fase reprodutiva e 40 ainda ndo eram
reprodutivos. Dos 86 individuos capturados na Rebio, 34 eram fémeas e 52

eram machos; 48 eram reprodutivos e 38 n&ao reprodutivos.
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Tabela 2. Mamiferos silvestres capturados na Reserva Biolégica da Contagem e no Parque Nacional de Brasilia entre novembro de
2011 e julho de 2012.

Rebio PNB
Total Mata Cerrado Total Mata Campo
Familia Espécie NI NI % NI % NI NI % NI %
Cricetidae Calomys sp. 1 1,6 0 0 2 12 6 7,5
Cerradomys scotti 2 0 0 2 8,2 0 0 0
Necromys lasiurus 20 2 3,2 18 75 70 0 70 87,5
Nectomys rattus 8 8 13 0 0 2 2 12 0 0
Oecomys bicolor 5 8,1 1 4,2 0 0 0 0
Oecomys catherinae 1 1 1,6 0 0 0 0 0 0
Rhipidomys macrurus 25 25 40,3 0 0 1 1 0 0
Thalpomys lasiotis 2 1 1,6 1 4.2 2 0 0 2 2,5
Didelphidae Didelphis albiventris 3 2 3,2 1 4.2 3 3 17 0 0
Gracilinanus agilis 17 17 27,4 0 0 9 9 53 0 0
Echimyidae Clyomys laticeps 0 0 0 0 0 2 0 0 2 2,5
Procyonidae Nasua nasua 1 0 0 1 4.2 0 0 0 0 0
Total 86 62 100 24 100 97 17 100 80 100

NI - nimero de individuos; % - propor¢do do niumero de individuos capturados por espécie em cada unidade de conservacao.

71


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cricetidae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Didelphidae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Procion%C3%ADdeo

Figura 11. Espécies de roedores pertencentes a familia Cricetidae e subfamilia

Sigmodontinae: (A) Calomys sp., (B) Thalpomys lasiotis, (C) Necromys lasiurus, (D)
Cerradomys scotti, (E) Oecomys bicolor e (F) Oecomys catherinae. Fontes: Marcelo
Reis (A e D); Bonvicino et al, 2008 (B); Juliana Braganga (C);
http://www.boldsystems.org (E) e Asfora et al. 2011 (F).
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Figura 12. Espécies de roedores pertencentes a familia Cricetidae e subfamilia
Sigmodontinae: (A) Nectomys rattus e (B) Rhipidomys macrurus; marsupiais da
familia Didelphidae (C) Gracilinanus agilis e (D) Didelphis albiventris; (E) Clyomys
laticeps, roedor pertencente a familia Echimyidae; e (F) Nasua nasua, carnivoro da
familia Procyonidae. Fontes: http://www.planet-mammiferes.org (A e E); Juliana

Braganca (B); http://www.faunaparaguay.com (D) e http://en.wikipedia.org (F).
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5.2 Deteccdo molecular de Leishmania spp. nos mamiferos

silvestres

Foi coletado fragmento de pele de todos os 183 individuos de
mamiferos silvestres, porém, amostras de pele de 20 individuos né&o
passaram no controle endégeno da qualidade e integridade do DNA, sendo
descartadas da pesquisa. Desses 20 individuos, quatro ndo possuiam
amostras de sangue, ja que ndo foi possivel essa coleta em todos os
animais capturados. Portanto, foram estudados 179 individuos, sendo 84 da
Rebio e 95 do PNB.

No total foram analisados 163 fragmentos de pele, sendo 77 de
individuos da Rebio e 86 do PNB, e 154 amostras de sangue, sendo 76 de
individuos da Rebio e 78 do PNB.

Dos 179 individuos estudados, 20,1% (n=36) tiveram amostras
positivas para o gene 24Sa rRNA, apresentando um fragmento de
aproximadamente 225 pb, sugestivo para Leishmania spp. (Figura 13), e
4,5% (n=8) tiveram amostras positivas para os iniciadores ITS1 (Figura 14),
confirmando a presenca de Leishmania spp. (Tabela 3). As espécies que
apresentaram amostras positivas para o gene 24Sa rRNA foram Clyomys
laticeps, Gracilinanus agilis, Necromys lasiurus, Nectomys rattus,

Rhipidomys macrurus e Didelphis albiventris (Tabela 3).

A espécie mais abundante nas duas unidades de conservacao,
Necromys lasiurus (n=90), teve 20% (18/90) das amostras positivas para o
gene 24Sa rRNA, com fragmento sugestivo para Leishmania spp., e 3,3%
(3/90) das amostras positivas para o ITS1. R. macrurus e G. agilis tiveram
27% (7/26) e 28% (7/25), respectivamente, das amostras positivas para
24Sa rRNA, com fragmento sugestivo para Leishmania spp., e 3,9% (1/26) e
12% (3/25) de positivas para ITS1 (Tabela 3).

Dos 36 individuos que tiveram amostras positivas para 24Sa rRNA,
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22 eram machos e 14 eram fémeas; 26 (105) eram reprodutivos e 10 (78)
nao reprodutivos. Enquanto dos oito animais positivos para (ITS)1, quatro
eram machos e quatro eram fémeas; cinco eram reprodutivos e trés eram

nao reprodutivos.

Dos 36 individuos que tiveram amostras positivas para o gene 24Sa
rRNA, 32 foram positivos no DNA extraido da pele e 7 no DNA extraido do
sangue de papel filtro (Tabela 4), sendo 3 individuos positivos em ambas as
amostras (pele e sangue): um Necromys lasiurus, um Gracilinanus agilis e
um Rhipidomys macrurus. Dos oito individuos que tiveram amostras positivas
para o (ITS)1, 7 foram positivos no DNA extraido da pele e um no DNA
extraido do sangue de papel filtro (Tabela 4). Nenhum individuo foi positivo
para (ITS)1 nas duas amostras (pele e sangue). Dos seis Didelphis
albiventris capturados, 50% ndo passou no controle de qualidade da
extragdo do DNA da pele e apenas um individuo foi positivo para gene 24Sa

rRNA, em amostra de sangue.

Ndo foram observadas diferencas significativas comparando a
proporcao de individuos infectados por Leishmania spp. entre as duas areas

amostradas e entre as espécies (p>0.05).
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~225pb

Figura 13. Gel de poliacrilamida a 6% mostrando resultado da PCR direcionada ao
gene 24Sa rRNA, com fragmento aproximado de 225 pb sugestivo para Leishmania
spp., de amostras de mamiferos silvestres. MM: marcador de peso molecular;
Controles positivos: T. cruzi-T.c, T. rangeli-T.r e L. infantum-L.i; Controle negativo:
CN. As setas vermelhas indicam os produtos amplificados com tamanho esperado.

Figura 14. Gel de agarose a 1,3% mostrando resultado da PCR direcionada ao
ITS1, com as amostras de mamiferos silvestres n°® 03 e 437 apresentando
fragmento de aproximadamente 310 pb, sugestivo para Leishmania spp., e as
amostras n°® 415 e 416 apresentando fragmento de aproximadamente 500 pb,
sugestivo para outros tripanossomatideos. MM: marcador de peso molecular;
Controles positivos: L. infantum-L.i, L. braziliensis-L.b e L. amazonensis-L.a;
Controle negativo: CN.
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Tabela 3. NUumero de amostras positivas e propor¢cao de mamiferos positivos para o gene 24Sa rRNA de tripanossomatideos e para o
(ITS)1 de Leishmania spp., por espécie e em cada unidade de conservacao.

Rebio PNB
Familia Espécies NIE 24Sa rRNA ITS1 NIE 24Sa rRNA ITS1
NA % NA % NA % NA %
Cricetidae Calomys sp. 1 0 0 0 0 0 0
Cerradomys scotti 2 0 0 0 0 0 0
Necromys lasiurus 20 6 30 1 70 12 17,1 2 29
Nectomys rattus 2 25 1 12,5 2 0 0 0 0
Oecomys bicolor 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rhipidomys macrurus 25 7 28 1 1 0 0 0 0
Thalpomys lasiotis 0 0 0 0 2 0 0 0 0
Didelphidae Didelphis albiventris 1 33,3 0 0 3 0 0 0 0
Gracilinanus agilis 16 5 31,3 2 12,5 9 2 22,2 1 11,1
Echimyidae Clyomys laticeps 0 0 0 0 0 2 1 50 0 0
Procyonidae Nasua nasua 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 84 21 25 5 6 95 15 15,8 3 3,2

NA - Numeros absolutos das amostras positivas; NIE - nimero de individuos estudados.
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Tabela 4. Niumero de amostras de pele e de sangue positivas para 0 gene 24Sa
rRNA apresentando fragmento de ~225 pb, sugestivo para Leishmania spp., e para
o ITS1, apresentando fragmento de ~330 pb, por espécie e em cada unidade de
conservacao.

24Sa rRNA 24Sa rRNA ITS1 ITS1
Pele Sangue Pele Sangue
PNB Rebio PNB  Rebio PNB Rebio PNB  Rebio
Clyomys laticeps 1 0 0 0 0 0 0 0
Didelphis albiventris 0 0 0 1 0 0 0 0
Gracilinanus agilis 2 4 1 1 1 1 0 1
Necromys lasiurus 10 6 3 0 2 1 0 0
Nectomys rattus 0 2 0 0 0 1 0 0
Rhipidomys macrurus 0 7 0 1 0 1 0 0
Total 13 19 4 3 3 4 0 1

5.3 Deteccdo molecular de Leishmania spp. nos caes

domésticos

O presente estudo avaliou 19 cées, dos quais, 12 (63%) eram machos
e sete (37%) eram fémeas. Um dos cées era originario de Minas Gerais, um
de Goias e outro de Pernambuco, os demais eram de origem do Distrito
Federal. Todos os individuos eram criados soltos nos quintais das casas,
com livre acesso ao interior das residéncias, porém, ndo tinham acesso as
ruas do condominio. Dos cédes estudados, 11 (58%) usavam coleira
impregnada com inseticida e 10 (53%) foram vacinados contra LV. Dos 19
caes, quatro (21%) apresentaram algum tipo de sinal clinico inespecifico,

como emagrecimento, onicogrifose ou lesdes cutaneas (Tabela 5).

As amostras dos cdes foram todas positivas ao teste DPP. A
amplificacdo da regido conservada de kKDNA foi positiva para trés (15,8%)
cdes (Figura 15). A PCR com alvo na amplificacdo da regido polimorfica do
D7 do gene 24Sa rRNA, com fragmento de 225 pb sugestivo para
Leishmania spp., foi positiva para trés (15,8%) cées e a PCR direcionada a

regido espacadora interna do DNA ribossémico (ITS)-1 confirmou os trés
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cées positivos no alvo 24Sa rRNA (Figura 16). Duas das amostras positivas
na PCR-kDNA (cées n°® 10 e 15) foram negativas na PCR-ITS1 e PCR-24Sa
rRNA e duas das amostras positivas na PCR-ITS1 e na PCR-24Sa rRNA

(caes n°® 2 e 7) foram negativas na PCR-kDNA. Apenas a amostra do cdo n°

11 foi positiva para os trés marcadores. No total, cinco amostras de cées

(26,3%) foram positivas nos testes moleculares. O controle endégeno de [3-

actina evidenciou a qualidade do DNA nas amostras. Os resultados estéao

agrupados na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas dos cdes amostrados residentes em area endémica de
leishmaniose visceral e tegumentar e resultados da infec¢gdo por Leishmania spp.
Brasilia, Distrito Federal, 2013.

Cédo Idade Sexo Sinais  Vacinacdo Usode kDNA 24Sa ITS1
(anos) clinicos coleira

1 5 M Nao Nao Sim -
2 11 M Sim Nao Nao -
3 8 M Sim Nao Nao -
4 14 F Nao Sim Sim -
5 5 F Nao Sim Sim -
6 5 F Nao Sim Sim -
7 5 M Nao Sim Nao

8 NI F Sim Nao Nao -
9 14 F Nao Sim Sim -
10 11 M Nao Sim Nao +
11 4 M Sim Nao Nao +
12 7 M Nao Nao Sim -
13 2 F Nao Sim Sim -
14 3 M Nao Nao Sim -
15 6 M Nao Nao Nao +
16 8 M Nao Sim Sim NR
17 5 F Nao Sim Sim NR
18 5 M Nao Sim Nao NR
19 1 M Nao Nao Sim NR

* TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos; NR: ndo realizado; NI:

nao informado.
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Figura 15. Gel de poliacrilamida a 6% mostrando resultado da PCR direcionada
para a regido conservada de kDNA (120pb), com marcador de peso molecular
(MM), controle negativo (CN), amostras caninas 1 a 15 e controles positivos (L.
infantum, L. braziliensis e L. amazonensis). As setas vermelhas indicam os produtos
amplificados com tamanho esperado.

~310pb

Figura 16. Gel de poliacrilamida a 6% mostrando resultado da PCR (A) direcionada
ao gene 24Sa rRNA, com fragmento aproximado de 225 pb sugestivo para
Leishmania spp., das amostras caninas 1 a 19, e (B) ao ITS1, como fragmento de
aproximadamente 310 pb, das amostras caninas que apresentaram bandas com os
iniciadores D75 e D76. MW: marcador de peso molecular; Controles positivos: T.
cruzi-T.c, T. rangeli-T.r, L. infantum-L.i, L. braziliensis-L.b e L. amazonensis-L.a;
Controle negativo: NC; WC: Controles brancos. As setas vermelhas indicam os
produtos amplificados com tamanho esperado.
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5.4 Deteccao de outros tripanossomatideos nas amostras

Dos 179 individuos estudados, 7,3% (n=13) apresentaram em suas
amostras fragmento de aproximadamente 240pb a 290pb para o gene 24Sa
rRNA, sugerindo positividade para outros tripanossomatideos, diferentes de
Leishmania spp.. Sete apresentaram banda proxima a Trypanosoma rangel
(~240pb) e seis apresentaram banda proxima a Trypanosoma cruzi (~270 a
290pb), de acordo com Schijman et al. ( 2006). Dos 13 individuos, trés foram
capturados no PNB, todos da espécie Necromys lasiurus. Os outros dez
foram capturados na Rebio e pertencem as espécies Gracilinanus agilis
(n=3), Rhipidomys macrurus (n=3), Necromys lasiurus (n=2), Nectomys
rattus (n=1) e Oecomys bicolor (n=1).

Entretanto, outras quatro amostras que haviam apresentado banda
préxima a de Leishmania (~225pb), foram submetidas a amplificacao dirigida
a regido (ITS)1 e apresentaram bandas acima do esperado (~500pb) (Figura
14). Os produtos desta PCR foram sequenciados e identificados como

outros tripanossomatideos (ver item 5.5).

5.5 Identificacdo especifica das amostras

O sequenciamento dos produtos da PCR-ITS1 identificou a sequéncia
do DNA extraido da amostra do sangue de dois cdes (n°® 2 e 7) como
Leishmania infantum, com 100% de identidade (Tabela 6 e Figura 17). O
DNA extraido da amostra de pele de um Necromys lasiurus capturado no
campo de murundu do PNB de Brasilia foi identificado como Leishmania
amazonensis, com 100% de identidade (Tabela 6 e Figura 18) e a sequéncia
do DNA extraido da amostra de pele de um N. lasiurus capturado no cerrado
da Rebio apresentou 99% de identidade com sequéncias de L. braziliensis.

O sequenciamento dos produtos da PCR-24Sa rRNA identificou a sequéncia
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do DNA extraido da pele de dois R. macrurus da mata de galeria da Rebio

com 89% de identidade com L. braziliensis (Tabela 6).

Além da identificacdo de espécies de Leishmania infectando os
mamiferos silvestres, foram identificadas sequéncias de outros
tripanossomatideos de roedores. No sequenciamento dos produtos da PCR-
ITS1, que apresentaram bandas acima do esperado, as sequéncias do DNA
extraido das amostras de pele de dois Necromys lasiurus, capturados no
PNB, apresentaram 82% identidade com Trypanosoma otospermophili e a
sequéncia do DNA extraido de uma amostra de sangue de um N. lasiurus,
capturado no PNB, apresentou 79% de identidade também com uma
sequencia de T. otospermophili, entretando, a analise da sequencia do DNA
extraido da amostra de sangue de outro animal da mesma espécie,
proveniente da Rebio, foi reconhecida como Trypanosoma lewisi, com 79%
de identidade. No sequenciamento dos produtos da PCR-24Sa rRNA, as
sequéncias do DNA extraido das amostras de pele de trés dos mesmos
individuos de N. lasiurus apresentaram entre 98 e 99% de identidade com T.
otospermophili e 98% de identidade com T. kuseli e com T. grosi, e a
sequéncia do DNA de um individuo de G. agilis teve 91% de identidade com

T. grosi no sequenciamento dos produtos da PCR-24Sa rRNA (Tabela 6).
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Tabela 6. Identificacdo dos individuos com informacdes sobre a espécie, local de captura, tipo de amostra biologica, PCR
utilizada, resultado do Blastn, Score, e-value e identidade de cada sequenciamento.

Individuo Espécie Local de captura Amostra PCR Blastn N° de acesso Score e-value ldentidade

2 Canis familiaris Cond. Viv. Bela Vista Sangue ITS1 L. infantum gb|KC347301.1 565 bits(626) 5e-160 313/313(100%)
7 Canis familiaris Cond. Viv. Bela Vista Sangue ITS1 L. infantum gb|KC347301.1 567 bits(628) 2e-160 314/314(100%)
3 N. lasiurus PNB Pele ITS1 L. amazonensis gb|FJ753373.1 598 bits(662) 1e-169 331/331(100%)
437 N. lasiurus Rebio Pele ITS1 L. braziliensis gb|FJ753379.1 536 bits(594) 4e-149 300/302(99%)
523 N. lasiurus PNB Sangue ITS1 T. otospermophili  dbjJAB175625.1 329 bits(364) 2e-86 314/395(79%)
404 N. lasiurus Rebio Sangue ITS1 T. lewisi gb|GU252222.1 264 bits(292) 5e-67  280/356(79%)
415 N. lasiurus PNB Pele ITS1 T. otospermophili  dbjJAB175625.1 295 bits(326) 3e-76  270/331(82%)
416 N. lasiurus PNB Pele ITS1 T.otospermophili  dbjJAB175625.1 297 bits(328) 9e-77  270/330(82%)
404 N. lasiurus Rebio Pele 24Sa rRNA T .otospermophili  dbj|AB190228.1 286 bits(316) 6e-76 163/166(98%)
415 N. lasiurus PNB Pele 24Sa rRNA  T. otospermophili  dbj|AB190228.1 399 bits(442) 4e-110 226/229(99%)
416 N. lasiurus PNB Pele 24So.rRNA T .otospermophili  dbj|AB190228.1 401 bits(444) 1e-110 227/230(99%)
511 G. agilis PNB Pele 24SarRNA  T. grosi dbj|AB175624.1 221 bits(244) 2e-56  145/159(91%)
479 R. macrurus Rebio Pele 24So.rRNA L. braziliensis gbjJX030149.1 210 bits(232) 3e-53 153/171(89%)
481 R. macrurus Rebio Pele 24Sa rRNA L. braziliensis gb|JX030149.1 210 bits(232) 5e-51 153/171(89%)

Blastn: Basic Local Alignment Search Tool.
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Leishmania infantum strain MHOM/IR/2012/Savodjbolagh13 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, complete sequence; and
A 5.85S ribosomal RNA gene, partial sequence

L5.8S

TGATACCACTTATCGCACTTTACTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATCCATCGCGACACGT
TATGTGAGCCGTTATCCACACACGCACCCACCCCGCCAAAAACCGAAACGCCGTATATTTTTTGTATAAA
CGGACATTTTTGCTTTTGTATAGGCGGTGCGTTATAACGTCGATCGGCCTTTTTTTTACTGCAAATTTTGA
GTACAAAACTTTGCTGTGTATGTGGGAAAGGCCTACATATATATACATAGGTCTCCCCGAGTTGTATAT

GTTTTTTGGGTGTAATCATCGGAAAATGATCCAG

LITS1

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence @

KC347301 Leishmania infantum strain MHOM/IR/2012/Savodjbolagh13 .. S=580 E=3e-162

Color key for alignment scores

1 | 1
1 60 120 180 240

<40 40-50 50-80 80-200 >=200

I
300

C

Range 1: 2 to 315 GenBank Graphics

Identities Gaps Strand
314/314{100%) 0/314{0%) Plus/Minus

Score Expect

580 bits(314) 3e-162

TGATACCACTTATCGCACTTTACTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATCCAT 60
IH||H||||||||||||||||HIHII||||||||HIIIIIIIIHIIHIIIIII

Sbjct 315 TGATACCACTTATCGCACTTTACTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAMGCCAAGTCATCCAT 256

Query 1

Query 61  COCGACACOTTATGTGAGCCGTTATCCACACACGCACCCACCCOGLCAAARALT 128

. IHI|\I||||I||I||||I||I|\IHII||I||I||HIIIIIIIIIHHIIIIIII
Sbjct 255 CGCGACACGTTATGTGAGCCGTTATCCACACACGCACCCACCCCGCCARARACCGARACG 196

Query 121 CCQTATATTTTTTGTATAAACGGACATTTTTGCTTTTGTATAGGCGGTGCGTTATAACGT 18@

Sbjct 195 CCGTATATTTTTTGTATAAACGGACATTTTTGCTTTTGTATAGGCGGTACGTTATAACGT 136

Query 181 | |.-H'T‘ i |‘t tttttttAC GAGTACAAAACTTTGCTGTGTATGTGOGAAS 248

I||I||||I||I|||\I|\||I||I||IIHIIIIIIIIHIIHIIIIII
Sbjct 135 CGATCGECCTTTTTTTTACTGCAAATTTTGAGTACAARACTTTGCTGTGTATGTGGGARA 76

Query 241 GGCCTACATATATATACATAGGTCTCCCCGAGTTGTATATGTTTTTTGGGTGTAATCATC 300

IH||HIIII|||||||||||||\IHII||||||IIHIIIIIIIIHIHIIIIIII "

Sbjct 75 CTACATATATATACATAGGTCTCCCCOAGTTGTATATGTTTTTTOGGTGTAATCATC

GEAMRATGATCCAG 314

[T
Sbjct 15  GGAABATGATCCAG 2

Query 381

Figura 17. Identificacdo de DNA de Leishmania infantum em amostra de cédo. A)

Sequéncia amplificada na PCR-ITS com 314 pb utilizando o animal 7. Os primers
estdo sublinhados. B) Gréfico produzido pelo algoritmo BLASTn durante a busca

feita no GenBank. C) Alinhamento mostrando 100% de identidade com sequéncia
de Leishmania infantum do locus KC347301.
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A

Leishmania amazonensis isolate 43 clone 5 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence
L5.8S
TGATACCACTTATCGCACTTTACTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATCCATCGCGACACGT
TATGTGAGCCGTTATCCACACACGCACCCCCCCGCCCCAAAAACGGAAAACGCCGTATTGAAACGGGC
ATTTTTCTCTGCTTTTGTATATACGCGGTTGTGCGCTATAACGTCGATCGGCCATTTTTTGTTTACTGCAA
ATGTTGTTTTTGAGTACAAAAACTTTGCTGTGTATGTGTGGGAAAGGCGCCTATCGAAAGAATAGGTCT
CCCCGAGAGTTTTGTATATGTTTTTTTGGTGTAATCATCGGAAAATGATCCAG
LITS1
Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &
|F.l753373\pi hmania is isolate 43 clone 5 185 ribosomal.. 5=612 E=1.1e-171 \
. <4o orkewormmnmen—tsc »2200 C
h & ﬁo 1% 2% %0 Range 1: 1to 331 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
612 bits(331) le-171 331/331(100%) 0/331(0%) Plus/Minus

Query 1 TGATACCACTTATCGCACTTTACTGCOTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATCCAT 68

) \\\\I\I\I\I\IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 331 TGATACCACTTATCGCACTTTACTGCGTTC (GGAAGCCAAGTCATCCAT 272

Query 61 CGCGACACGTTATGTGAGCCGTTATCCACACACGCACccccoch 120

| I
Spject 271 CGCGACACGTTATGTGAGCCGTTATCCACACACGCACCCCCCCGCCCCARARACGRAAAL 212

Query 121 COTATTGAAACGGGCATTTTTCTCTGCTTTTGTATATACGCGGTTATGCGCTATAAL  18@

) \\\\I\I\I\I\IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 211 CGCCGTATTGAAACGGGCATTTTTCTCTGCTTTTGTATATACGCGGTTGTGCGCTATAAL 152

Query 181 GTCGATCGGCCATTTTTTGTTTACTGCAAATGTTGTTTTTGAGTACARAAACTT 248

Spjct 151 GTCGATCAGCCATTTTTTGTTTACTGCARATGTTGTTTTTGAGTACAAARACTT 92

Query 241 TOTOTGEGAAAGECG GAAAGAATAGGTCTCCCCGAGAGTTTTATATATGEE 308

Spject 91 TOTOTGGGAAAGECGCCTATCAAAGAATAGGTCTCCCCRAGAGTTTTGTATATATT 32

Query 381 TEGOTGTAN GUARAATGATCCAG 331

\\\\I\I\I\I\IIIIIIIIIIIIIIIIIII .

Spjct 31 TTTTTGGTGTAATCATCGGARAATGATC

Figura 18. Identificacdo de DNA de Leishmania amazonensis em amostra de
Necromys lasiurus. A) Sequéncia amplificada na PCR-ITS com 331 pb utilizando
amostra do animal 3. Os primers estdo sublinhados. B) Gréfico produzido pelo
algoritmo BLASTn durante a busca feita no GenBank. C) Alinhamento mostrando
100% de identidade com sequéncia de Leishmania amazonensis do locus
FJ753373.

85




6 DISCUSSAO

O DNA de trés espécies de Leishmania foi detectado em mamiferos
silvestres das unidades de conservacdo e em caes domésticos do entorno:
L. infantum L. amazonensis e L. braziliensis, sendo que as espécies
encontradas infectando os animais silvestres dentro das unidades de
conservacao (L. amazonensis e L. braziliensis) foram diferentes da espécie
encontrada infectando os cédes domésticos no entorno (L. infantum). Este
fato indica a existéncia de ciclos diferentes e independentes das espécies de
Leishmania na regido estudada. A auséncia de L. infantum no ambiente
silvestre nos leva a hip6tese de que esta espécie tenha sido introduzida na
regido pela aquisicdo de caes infectados provenientes de outras areas
endémicas, uma vez que a LV no Distrito Federal ndo havia sido registrada
até 2005. Porém, a possibilidade de mamiferos silvestres servirem como
fonte de infecgdo para os vetores no peridomicilio ndo deve ser ignorada
(Roque & Jansen 2014), uma vez que a participacdo desses mamiferos no
ciclo de transmisséo de L. infantum em &reas urbanas vem sendo proposta
(Lainson et al. 1969, Santiago et al. 2007, Carreira et al. 2012, Humberg et
al. 2012). Além disso, o esforco de amostragem para os caes foi pequeno e
nao podemos excluir, no cenario estudado, a possibilidade de L. braziliensis
ou L. amazonensis circulando na populacdo canina doméstica, conforme
relatado em outras areas endémicas para estas espécies (Tolezano et al.
2007; Oliveira et al. 2014).

Varios estudos tém demonstrado que os cdes tém papel fundamental
no ciclo doméstico de L. infantum, principalmente pelo grande contigente de
cades assintomaticos albergando o parasito na derme, o que favorece a
transmissdo (Dantas-Torres e Brandao-Filho 2006, Dantas-Torres 2007,
2009). Os mamiferos silvestres, no entanto, favorecem a manutengéo do
ciclo de L. amazonensis e de L. braziliensis nas unidades de conservacéo
estudadas. Leishmania amazonensis foi identificada com 100% de

identidade no DNA extraido da amostra de pele de N. lasiurus capturado no
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PNB, sendo o primeiro registro nesta espécie de roedor no Brasil Central e
também o primeiro registro de R. macrurus infectado por uma espécie de
Leishmania (L. braziliensis). Até o momento havia apenas o registro de uma
espécie de Rhipidomys da mata atlantica (R. mastacalis) infectada com L.
infantum (Quaresma et al 2011). Os resultados sugerem o envolvimento de
pelos menos 6 espécies de géneros diferentes de mamiferos silvestres no
ciclo biologico de Leishmania spp. no DF. Todos os seis géneros ja haviam
sido encontrados parasitados por alguma espécie de Leishmania (Brandao-
Filho et al. 1994 e 2003, Peterson et al. 1988, Dantas-Torres e Brandao-
Filho 2006, Quaresma et al. 2011, Roque & Jansen 2014).

Dos mamiferos silvestres estudados, 20,1% tiveram amostras
sugestivas para Leishmania spp. considerando o marcador 24Sa rRNA.
Apesar de nao ter sido detectada diferenca significativa na propor¢cao de
mamiferos positivos entre as areas, a Rebio apresentou uma taxa de
infeccdo superior que o PNB. A Rebio tem maior influéncia antropogénica
com o estabelecimento de areas residenciais em todo seu entorno e com um
intenso fluxo de animais domésticos e de pessoas no seu interior. Futuros
estudos analisando um maior nimero de mamiferos e incluindo dados de
ocorréncia e infeccdo natural das espécies de flebotomineos nessas areas
poderdo esclarecer o efeito de modificacdes ambientais na transmissao

enzoobtica de Leishmania.

A espécie Necromys lasiurus possui ampla distribuicdo geografica no
Brasil. Habita formacfes abertas e florestais do Cerrado e Mata Atlantica,
além de éareas de vegetacdo aberta no estado do Para. Possui habito
terrestre e onivoro, alimentando-se de sementes e insetos (Reis et al. 2006,
Bonvicino et al. 2008). E considerada a espécie mais abundante e mais
generalista de habitat em todo o Cerrado no Brasil Central (Alho et al. 1986,
Marinho-Filho et al. 1994), sendo encontrada em matas de galeria, cerradao,
cerrado sensu stricto e em areas abertas. Neste estudo N. lasiurus foi a

espécie de mamifero silvestre mais abundante (n=90, 50,28%), sendo que a
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propor¢cdo de individuos capturados dessa espécie foi maior no cerrado
sensu stricto da Rebio (n=18, 75%) e no campo de murundu do PNB (n=70,
87,5%). Apenas dois individuos de N. lasiurus foram capturados na mata de
galeria da Rebio e nenhum individuo na mata do PNB. Apesar de N. lasiurus
utilizar diferentes tipos de habitats, é encontrado em maior abundancia em
areas de campo e cerrado sensu stricto, podendo utilizar as outras areas
apenas marginalmente, para alimentacdo ou nidificacdo. As espécies de
hébito arboricola Rhipidomys macrurus e Gracilinanus agilis foram as mais

abundantes nas matas de galerias da Rebio e do PNB.

Necromys lasiurus apresentou 20% de suas amostras positivas para
Leishmania spp. Esta espécie foi considerada por alguns autores como
potencial reservatério, devido o seu papel na manutencdo da infec¢cdo e no
potencial para transmitir o parasito para os vetores (Brandao-Filho et al.,
2003; de Freitas et al., 2012). A taxa de infeccao por espécie variou de 16,7
a 28%, com excecdo do Clyomys laticeps, onde um dos dois individuos
capturados estava infectado. Entretanto ndo foram observadas diferencas
significativas comparando a propor¢cdo de individuos infectados por
Leishmania entre as espécies. O envolvimento de pelos menos 6 espécies
de géneros diferentes de mamiferos silvestres no ciclo bioldégico de
Leishmania spp. nas unidades de conservagdo estudadas ilustra a

complexidade dos ciclos enzoo6ticos desses parasitos.

Cada espécie de hospedeiro deve ter um papel distinto na
transmissao de Leishmania de acordo com diferentes cenarios espaciais e
temporais (Roque & Jansen, 2014). No presente estudo apresentam-se
evidéncias de associacdo de Leishmania amazonensis com roedores
cursoriais (N. lasiurus) em fitofisionomia campestre no PNB e de L.
braziliensis com N. lasiurus em cerrado sensu stricto na Rebio.
Adicionalmente L. braziliensis est4 associada a roedores arboricolas (R.
macrurus) de matas de galeria. Futuros estudos incluindo métodos que

avaliem a parasitemia nesses animais (hemocultura, xenodiagndstico,
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gPCR) poderao revelar se os mesmos seriam hospedeiros de manutencao
ou de amplificagdo (Roque & Jansen 2014). Adicionalmente o estudo da
infeccdo natural dos flebotomineos assim como a caracterizacdo molecular
das espécies de Leishmania poderdo fornecer mais dados para entender

como é a dindmica de transmissdo nessas areas.

A positividade na amplificacdo do 24Sa rRNA sugestivo para
Leishmania spp. (20,1%, n=36) foi semelhante a positividade de infec¢ao por
Leishmania encontrada em outros estudos com pequenos mamiferos
(Brandao-Filho et al. 2003, Oliveira et al. 2005, Quaresma et al. 2011, Lima
et al. 2013). Um estudo realizado no sudeste do Brasil registrou, por meio de
PCR, 24,7% de positividade para Leishmania spp. entre roedores e
marsupiais (Quaresma et al. 2011). Porém, com o0s iniciadores ITS1, mais
especificos para Leishmania spp., a positividade foi bem inferior (4,5%, n=8).
As diferencas nas taxas de positividade de infec¢cdo por Leishmania spp.
entre os estudos podem ser influenciadas pelas diferencas metodologicas,
como 0 numero e as espécies de mamiferos amostrados, os protocolos e
iniciadores de PCR utilizados, entre outros. Cada método de PCR pode ser
afetado por diversas varidveis e deve ser selecionado de acordo com o
objetivo especifico, com a amostra disponivel para a extracdo de DNA e com
as instalagfes e conhecimento técnico disponivel (Cruz et al. 2013). A PCR
com alvo na amplificagao da regiao polimérfica do D7 do gene 24Sa rRNA,
que corresponde a sequéncias conservadas dos genomas de
tripanossomatideos, apresentam fragmentos com pesos moleculares
diferentes para Leishmania spp., Trypanosoma rangeli e Trypanosoma cruzi
(Briones et al. 1999, Souto et al. 1999, Schijman et al. 2006), mostrando ser
uma ferramenta mais sensivel quando comparada com outros primers, além
de ser utilizada para o diagnéstico diferencial de infeccdo por diferentes
tripanossomatideos em reservatérios de areas endémicas. Ja a PCR-ITS1
possui menor sensibilidade, como mostrado por Tojal da Silva et al. (2006).
Neste estudo, a andlise do DNA extraido de biopsias de pele de humanos

infectados por Leishmania spp. indicou que a positividade da PCR-ITS1
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(82%) foi baixa em comparacdo com o mkDNA (100%). Em outro estudo
com sangue humano e de cdo, a PCR-ssu-rDNA foi mais sensivel que a
PCR-ITS1 (Schoonian et al. 2003). No entanto, quando realizado PCR-ITS1
nested, o nivel de sensibilidade aumenta consideravelmente, podendo

igualar com os outros primers (Schodnian et al. 2003, Cruz et al. 2013).

Também foram encontradas diferencas de positividade em relagédo as
amostras analisadas. Ficou claro que o percentual de amostras de pele
positivas nos testes moleculares foi bem maior que os obtidos com o sangue
em papel de filtro. Varios estudos mostram divergéncia nos resultados das
andlises de amostras diferentes coletadas de um mesmo individuo.
Quaresma e colaboradores (2011) encontraram uma maior positividade para
Leishmania spp., utilizando testes moleculares, em amostras de pele da
cauda de pequenos mamiferos, comparando com as amostras de fragmento
da orelha, baco e figado. Lima e colaboradores (2013), também utilizando
testes moleculares, encontraram maior positividade para Leishmania spp.
em amostras de baco de pequenos mamiferos capturados em 2003,
comparando com os fragmentos de orelha, e poucos individuos tiveram
ambas as amostras (bacgo e pele) positivas. Porém, em pequenos mamiferos
capturados em 2006, utilizando as mesmas técnicas moleculares, Lima e
colaboradores (2013) encontraram uma maior positividade nos fragmentos
de orelha, com relacdo as amostras de baco. Outro fato que pode explicar a
diferenca de positividade entre as amostras no presente estudo € o método
de extracdo de DNA, onde para as amostras de pele foi utilizado o kit de
extracdo, o que rendeu melhor qualidade e maior quantidade de DNA,
comparando com o método de fervura para extracdo do DNA do sangue em
papel filtro. Além disso, o0 DNA ndo € homogeneamente distribuido no
organismo como sdo os anticorpos, e sim de modo agregado, ou seja, a
deteccdo do parasito no individuo vai depender da presenca do DNA na

amostra coletada.
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Nossos resultados também demonstram a circulagdo de outros
protozoarios do género Trypanosoma em roedores silvestres e marsupiais
no Distrito Federal. Os produtos da PCR-ITS1 de algumas amostras que
foram sequenciados, embora tivessem sido gerados com primers especificos
para Leishmania, produziram fragmentos de tamanho diferente ao esperado,
resultantes de anelamento parcial dos primers. Sequéncias de DNA obtidas
a partir de amostras de quatro N. lasiurus e um G. agilis mostraram
identidade variando entre 79 e 99% com T. lewisi, T. Grosi, T. otospermophili
e T. kuseli. Essas quatro espécies sdo tripanossomas de roedores (Hoare
1972, Karbowiak e Wita 2004, Sato et al. 2007, Da Silva et al. 2010).
Trypanosoma lewisi € um parasito de células sanguineas comum em Rattus
spp. de todas as partes do mundo, transmitido por pulgas, e T. Grosi possui
uma restricdo de hospedeiros, sendo encontrado em pequenos roedores do
género Apodemus, distribuido na Europa e na Asia (Hoare 1972, Karbowiak
e Wita 2004). Trypanosoma otospermophili e T. kuseli séo tripanossomas de
esquilos também transmitidos por pulgas que ocorrem tanto no novo quanto
no velho mundo (Hoare 1972, Sato et al. 2007). A identificacdo desses
tripanossomas necessita de confirmacédo porque a maioria das amostras
apresentaram valores de identidade <90% e nds nao temos nenhuma
evidéncia morfolégica para apoiar estes resultados. E possivel que estes
tripanossomas pertengcam a outras espécies como, por exemplo, T. forattinii
e T. akodoni, detectadas em roedores no Brasil dos géneros Oryzomys e
Akodon, respectivamente (Hoare 1972), e que nao estdo depositadas no
GenBank. Embora estes protozoarios sejam especificos do hospedeiro e
nao patogénico para seres humanos, os estudos mostram que, pelo menos,
T. lewisi pode desempenhar um papel como um parasita oportunista em

seres humanos e macacos em cativeiro (De Sousa 2014).

Todas as 19 amostras dos caes estudados foram positivas ao teste
DPP, porém, apenas cinco (26,3%) foram positivas para Leishmania spp. por
meio dos testes moleculares. Os resultados do teste sorologico utilizando um

método baseado em antigenos recombinantes especificos para a infeccao
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por L. infantum devem ser considerados com certa cautela uma vez que
alguns cées submetidos a vacinagdo contra a doenca podem induzir
resposta imunolégica humoral, levando a resultados sorologicos falsos
positivos para L. infantum. Além disso, os testes sorolégicos podem levar a
reacfes cruzadas com outros tripanossomatideos. Dois dos cées positivos
haviam sido vacinados contra LV e 0s mesmos nao apresentavam sinais da
doenca, enquanto outros dois dos positivos apresentavam sinais clinicos
como emagrecimento, onicogrifose ou lesGes cutaneas e ndo haviam sido
vacinados. Este fato nos faz questionar sobre a eficacia da vacina contra a
infeccdo, mas também sobre seu efeito protetor contra a manisfestacdo da
doenca. Romero & Boelaert (2010) relatam que as vacinas de cées ja
registradas no Brasil tém algum efeito protetor contra LV canina, mas
nenhuma delas foi devidamente avaliada como medida de controle contra LV
humana. As evidéncias atuais indicam que as coleiras impregnadas com
inseticidas para os cdes possuem vantagens sobre os outros métodos de
controle da LV (Romero & Boelaert, 2010), como, por exemplo, o efeito
residual mais longo comparado com a nebulizagédo espacial no peridomicilio
e o fato de ndo induzir resposta imunolégica humoral como na vacinacao.
Neste estudo nenhum dos cées positivos para os testes moleculares usava

coleira impregnada com inseticida.

Dos cinco cées positivos para Leishmania spp. por meio dos testes
moleculares, apenas um céo, que nado havia sido vacinado e apresentava
sinais da doenca, apresentou positividade com todos os marcadores. A
PCR-ITS1 mostrou os mesmos resultados encontrados na PCR-24Sa rRNA,
porém, apresentou diferenca comparando com os resultados da PCR-KDNA,
que mesmo sendo considerada uma técnica mais sensivel, ndo conseguiu
reproduzir os resultados encontrados com 0s outros marcadores. Apesar de
serem técnicas que utilizam marcadores diferentes, este fato ndo pode ser
totalmente explicado, sendo uma limitagéo do trabalho, uma vez que a PCR-
KDNA nao foi realizada em triplicata, 0 que seria necessario para a

confirmagéo dos resultados.
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Os resultados deste trabalho sugerem o envolvimento de algumas
espécies de mamiferos no ciclo de Leishmania e Trypanosoma nas unidades
de conservacado do DF, ampliando o conhecimento dos ciclos enzodticos de
tripanossomatideos no cerrado. Porém, outros estudos monitorando a
infeccdo a partir de técnicas parasitologicas (ex. hemocultura) e moleculares
mais sensiveis (ex. gPCR, nested-PCR) (Cruz et al 2013), ao longo de um
maior periodo de tempo sdo necessarios para determinar se esses

mamiferos atuam como reservatorios desses parasitos.

Apesar dos resultados obtidos indicarem a presenca de L. infantum
no ciclo doméstico, tendo o cdo como reservatorio, este estudo sofreu uma
limitacdo devido ao pequeno numero de cées estudados, sendo necessaria
uma amostragem maior, para que possamos entender melhor os ciclos da
Leishmania spp. Além disso, o presente estudo focou em mamiferos
silvestres em unidades de conservagéo, havendo necessidade de ampliar os
estudos com mamiferos sinantropicos (e.g. Didelphis albiventris) no
peridomicilio. Outra limitacdo foi a ndo realizacao dos testes soroldgicos nos
animais silvestres e a pequena quantidade de DNA extraido das amostras
coletadas, sendo importante em futuros estudos a coleta de amostras que

possibilitem um maior rendimento de material genético.
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7 CONCLUSOES

Na area estudada ndo estd ocorrendo transbordamento de
Leishmania spp. do ambiente silvestre para o domiciliar e o ciclo da
Leishmania infantum estd se mantendo apenas entre o0s cdes das

residéncias.

Pelos menos 6 espécies de géneros diferentes de mamiferos
silvestres podem participar do ciclo enzodtico de Leishmania spp. no DF,
destacando N. lasiurus como hospedeiro de L. amazonensis e L. braziliensis

e R. macrurus como hospedeiro de L. braziliensis.

Fragmentos de DNA de outros tripanossomatideos, que
provavelmente sdo espécies de Trypanosoma de roedores ainda néo
depositadas no GenBank, também foram encontrados em N. lasiurus e G.

agilis.

N&do foram observadas diferencas significativas comparando a
proporcao de individuos infectados por Leishmania spp. entre as duas areas

amostradas e entre as espécies de mamiferos silvestres.

A PCR-24Sa rRNA foi mais sensivel no diagnéstico de Leishmania
spp. comparada com a PCR-ITS1, porém, menos especifica. Apesar da
PCR-ITS1 ter apresentado produtos com pares de bases acima do esperado
para Leishmania spp., a PCR-24Sa rRNA apresentou mais bandas com

diferentes pesos moleculares referentes a outros tripanossomatideos.
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ANEXO 2

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagdo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 29486-4 Data da Emissao: 07/02/2012 09:30

Dados do titular
Nome: Rebecca Martins Cardoso CPF: 584.366.933-53

Titulo do Projeto: Eco-epidemiologia de tripanosomatideos em unidades de conservagéo e entorno no Distrito Federal.

Nome da Instituigo : FUNDAGCAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA CNPJ: 00.038.174/0001-43

Cronograma de atividades

# | Descricio da atividade [ Inicio (més/ano) [Fim (mé&s/ano)

1 | Captura de pequenos mamiferos, coleta e analise do material biclogico | 1072011 [12/2012

De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser
revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua
€emissao.

Observagbes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territdrio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estio sujeitas a autorizagio do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do drgao gestor de terra indigena (FUNALI), da
unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizagao fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biologico nao consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
4 | Licenga para importago ou exportacéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportacdo.

O titular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxonémico de interesse em condigdo in situ.

O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislacao vigente, ou quando da inadequacao,

6 | omissdo ou falsa descrigao de informagdes relevantes que subsidiaram a expedigao do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagao ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biclégico coletado apreendido nos termos da legislacao brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislacac que dispoe sobre acesso a componente do patrimanio genético existente no territorio nacional, na

7 | plataforma continental @ na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigoes, as condigoes para realizagao das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas
[_[-NAO ESTA PERMITIDA A ABLACAO DE DIGITOS PARA RODENTIA, DIDELPHIMORPHIA E DASYPODIDAE NA REBIO CONTAGEM/DF. |

Equipe

# Nome Funcao CPF Doc. N

1 | David Duarte Franca Colaborador 017.899.941-52 2336940 ssp-DF

2 | Maria Jose de Oliveira Nunes Estagiaria 717.323.221-04 1927272 SSP-DF

[3 [ Silvia Neri Godoy Colaboradora 256.929.168-43 177119007 SSP-SP Brasileira
4 | rafael verissimo monteiro Colaborador 000.252.947-50 06479910-9 SSP-RJ Brasileira
5 [Marina Motta de Carvalho Colaboradora 717.896.501-00 2131534 SSP-DF ilei
6 | Narjara Veras Grossmann Colaboradora 007.260.661-41 2181140 SSP-DF

7 | Juliana Braganga Campos Colaboradora 715.304.361-68 1974125 SSP-DF

8 | Fernanda Mara Aragio Macedo Pereira Estagiaria 010.524.471-63 2485421 SSP-DF

9 | Rodrigo Gurgel Gongalves Co-orientador 864.037.531-34 1749898 SSP-DF

3 Pedro de Aguiar Botelho Estagiario 020.812.501-95 - Brasileira

Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagio: 47362418 ““l‘””“‘l‘ ‘"m m
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 29486-4

Data da Emissao: 07/02/2012 09:30

Dados do titular

Nome: Rebecca Martins Cardoso

CPF: 584.366.933-53

Titulo do Projeto: Eco-epidemiologia de tripancsomatideos em unidades de conservagéo e entorno no Distrito Federal.

Nome da Instituigdo : FUNDAGAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA CNPJ: 00.038.174/0001-43
1 JONATAS BARBOSA CAVALCANTE FERREIRA Colaborador 714.867.201-53 2087016 SSP-DF Brasileira
; MARCELO LIMA REIS Colaborador 379.767.611-53 587335 SSP-DF Brasileira
; Filipe Carneiro Reis Colaborador 003.471.171-63 2567590 SSP-DF Brasileira
l CARLOS ABS DA CRUZ BIANCHI Colaborador 610.173.611-34 1391547 SSP-DF Brasileira
; Gustavo Adolfo Sierra Romero Orientador 698.324.981-04 - Brasileira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF | Descricao do local Tipo

1 | BRASILIA DF PARQUE NACIONAL DE BRASILIA UC Federal

2 | BRASILIA DF RESERVA BIOLOGICA DA CONTAGEM UC Federal
Atividades X Téxons

# Atividade Taxons

1

Captura de animais silvestres in situ

Leopardus, Canidae, Mustelidae, Puma yaguarondi, Procyonidae, Rodentia, Didelphimorphia,

Puma yaguarondi, Mustelidae, Procyonidae, Leopardus, Rodentia, Didel

2 | Coletaltransporte de amostras biologicas in situ N phimorphia, Canidas,
Dasypodidae
3 |Cdl 1sporte de espécimes da fauna silvestre in situ Rodentia (*Qtde: 4), Didelphimorphia (*Qtde: 4)
= o L Canidae, Mustelidae, Leopardus, Procyonidae, Didelphimorphia, Dasypodidae, Rodentia, Puma
4 | Marcagao de animais silvestres in situ

yaguarondi

de. de individuos por espécie/localidade/unidade de conservacao, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1

Amostras biologicas (Carnivoros)

Fragmento de tecido/érgac, Fezes, Sangue, E

Amostras biolégicas (Outros mamiferos)

Fezes, Sangue, Ectoparasita, Fragmento de tecido/orgao, Animal encontrade morto ou partes

(carcaga)/osso/pele

Método de captura/coleta (Camivoros)

Armadilha tipo gaiola com atragdo por iscas (“Box Trap/Tomahawk/Sherman”)

Método de captura/coleta (Outros mamiferos)

Captura manual, Armadilha tipo gaiola com atragdo por iscas (“Box Trap/Tomahawk/Sherman”)

o[ sfw]

Método de marcagao (Carnivoros)

Foto-identificagao, Tatuagem (tinta)

Método de marcagao (Outros mamiferos)

Brinco, Outros métodos de marcagao(ablacao de digitos), Tatuagem (tinta)

Destino do material biol6gico coletado

[#

Nome local destino

[ Tipo Destino

[1

[
| FUNDAGAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo

de autenticagdo abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticacdo: 47362418
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Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 29486-4 Data da Emisséao: 07/02/2012 09:30

Dados do titular

Nome: Rebecca Martins Cardoso CPF: 584.366.933-53

Titulo do Projeto: Eco-epidemiologia de tripanosomatideos em unidades de conservagao e entorno no Distrito Federal.

Nome da Instituigio : FUNDAGAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA ‘ CNPJ: 00.038.174/0001-43

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
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 devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado 3 instituigdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagdo: 47362418 “Hl‘"”“m ‘"m m
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