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RESuUMO

Os municipios de Niteréi e Marica (RJ), a partir dos anos 70, vem sofrendo um processo de
impacto ambiental intenso e a ocorréncia esporadica de casos humanos e caninos de
leishamaniose tegumentar americana tem sido associada com a ocupacao humana préximo
as encostas da Serra da Tiririca. O Parque Estadual da Serra da Tiririca (PESET) inserido
entre estes dois municipios, area de preservacao recentemente criada, representa uma das
poucas areas com residuos de mata atlantica tdo proxima da area urbana. As
leishmanioses, doencas com diversas manifesta¢des clinicas, causadas por protozodrios
flagelados do género Leishmania, € transmitida pelos flebotomineos (Psychodidae:
Phlebotominae). No Brasil as leishmanioses tegumentar e visceral sdo, cada vez mais,
doencgas periurbanas; nesses ambientes, a falta de saneamento e coleta de lixo esporadica
ou inexistente favorece e contribui para o0 aumento dos criadouros dos flebotomineos, o que
aumenta o risco da doenga. A pobreza estd associada a fatores ecoldgicos que podem
aumentar esse risco, como as condi¢des precérias de moradia, permitindo a entrada dos
flebotomineos e proporcionando locais de repouso durante o dia. Dentro do Projeto Brasil
sem Miséria, proposto pelo governo federal, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o
papel epidemioldgico das leishmanioses, em algumas das comunidades inseridas na area
do PESET em Niterdi e Marica, através da pesquisa da fonte alimentar, infeccdo natural e
avaliacdo dos animais sinantrépicos. Foram realizadas coletas perioddicas, no periodo de
junho de 2013 a abril de 2016, em ambiente silvestre e peridomiciliar. Os insetos foram
capturados com a utilizagdo de armadilhas luminosas CDC (modelo HP) em 4 areas
diferentes, além das armadilhas utilizadas durante as duas expedi¢cdes para captura de
pequenos mamiferos (estacdo seca e chuvosa). Para a coleta destes Ultimos animais,
foram utilizadas armadillhas tipo live-trap, dos modelos Tomahawk® e Sherman®,
distribuidas em 6 transectos em cada expedi¢do, com 15 estagdes de captura em cada. Em
todo o trabalho foram coletados 4402 flebotomineos, sendo 2468 machos (56,1%) e 1934
fémeas (43,9%), de 11 espécies pertencentes a 8 géneros: Migonemyia migonei (39,85%),
Evandromyia tupynambai (21,07%), Micropygomyia schreiberi (16,39%), Brumptomyia
cunhai (5,51%), Br. nitzulescui (3,49%), Nyssomyia intermedia (3,24%), Ev. cortelezzii
(2,68%), Lutzomyia longipalpis (2,27%), Ev. edwardsi (2%), Ev. spp (1,78%), Br. spp
(1,07%), Psathyromyia pelloni (0,41%) e Pintomyia bianchigalatiae (0,22%). Destas, Ev.
tupynambai e Mi. schreiberi foram encontradas naturalmente infectadas por Leishmania
spp. pelo método molecular de PCR multiplex. No diagnéstico para fonte alimentar, apenas
duas espécies de aves foi detectado, Gallus gallus e Cairina moschata (pato do mato).
Dentre os pequenos mamiferos, foram capturados 32 exemplares, das seguintes espécies,
Trinomys eliasi (31,25%), Didelphis aurita (28,12%), Philander frenatus (18,75%),
Metachirus nudicaudatus (6,25%), Trinomys sp. (6,25%) e Oligoryzomys nigripes,
Monodelphis gr. americana, Gracilinanus microtarsus com 3,13% cada. Nenhum com
registro de infeccao por Leishmania sp. Portanto, Ev. tupynambai foi espécie de maior
frequéncia e Mg. migonei a de maior abundancia, sugerindo a possibilidade desta ser o
principal vetor na localidade; Lu. longipalpis, principal vetor da Leishmania infantum,
capturada em maior quantidade agora, sugerindo o inicio de sua expansao na regiao; Em
ltacoatiara (subsede do PESET), Ev. tupynambai pode ser a espécie mantenedora do ciclo
de transmissao da leishmaniose neste ambiente.
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Abstract

Since 1970’s, Niteréi and MaricA municipalities are undergoing a process of intense
environmental impact, and the occurrence of sporadic human and canine cases of
American Tegumentary Leishmaniasis has been associated with human occupation
near slopes of Serra da Tiririca. The Serra da Tiririca state park (PESET) is located
between both municipalities, is a natural area preserved recently created and represents
one of few areas with residual Atlantic forest close to an urban area. The leishmaniasis,
diseases with large clinical manifestations, caused by flagellate protozoan parasites of
the genus Leishmania, is transmitted by sandflies, small insects of order Diptera, family
Psychodidae and subfamily Phlebotominae. In Brazil, tegumentary and visceral
leishmaniasis are, increasingly, peri-urban diseases; In these environments, both poor
sanitation and rubbish collection support the increase of sand flies breeding sites which
consequently increases the risk of the disease. Poverty is associated with ecological
factors that can increase risk, such as poor housing conditions (mud walls and cracked
walls) that allow entry and provide resting sites during the day for sand flies. Within
Brasil sem miséria program, proposed by brazilian federal government, the main goal of
this study is to evaluate the epidemiological aspects of leishmaniasis in some of the
communities located in the area of Serra da Tiririca State Park in Niterdi and Marica,
through the research of food source, natural infection and evaluation of synanthropic
animals. Periodic collections were carried out, from June 2013 to April 2016, in a wild
and peri domiciliary environment. The insects were captured using HP light traps (CDC
type) in 4 different areas, in addition to the traps used during two expeditions to capture
small mammals (dry and rainy season). For the mammals capture, live-trap,
Tomahawk® and Sherman® models trap were used, distributed in 6 transects in each
expedition, with 15 capture stations in each. A total of 4402 phlebotomines were
collected, 2468 males (56.1%) and 1934 females (43.9%), of 11 species of 8 genus:
Migonemyia migonei (39.85%), Evandromyia tupynambai (21, 07), Micropygomyia
schreiberi (16.39%), Brumptomyia cunhai (5.51%), Br. nitzulescui (3.49%), Nyssomyia
intermedia (3.24%), Ev. cortelezzii (2.68%), Lutzomyia longipalpis (2.27%), Ev. edwardsi
(2%), Ev. spp (1.78%), Br. spp (1.07%), Psathyromyia pelloni (0.41%) and Pintomyia
bianchigalatiae (0.22%). Of these species, Ev. tupynambai and Mi. schreiberi were
found naturally infected by Leishmania spp. by the molecular method. In the food source
diagnosis, only two bird species were detected, Gallus gallus and Cairina moschata
(Muscovy duck). Among the small mammals, 32 specimens of the following species,
Trinomys eliasi (31.25%), Didelphis aurita (28.12%), Philander frenatus (18.75%),
Metachirus nudicaudatus (6.25%), Trinomys sp. (6.25%) and Oligoryzomys nigripes,
Monodelphis gr. americana, Gracilinanus microtarsus with 3.13% each. None infected
with Leishmania sp. Therefore, Ev. tupynambai presented higher frequency and Mg
migonei was the one of greater abundance, suggesting the possibility of this specie
being the main vector in the area; Lutzomyia longipalpis, the main vector of Leishmania
infantum, was captured in greater number, suggesting the beginning of its expansion in
the region; In Itacoatiara (substation of PESET), Evandromyia tupynambai may be the
specie that maintains the transmission cycle of leishmaniasis in this environment.
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1. INTRODUGCAO

1.1 — Leishmanioses — Aspectos gerais

As leishmanioses, consideradas um conjunto de doencas tropicais, sdo as mais
negligenciadas no mundo. Acometendo mais de 12 milhdes de pessoas, 2 milhdes de
novos casos a cada ano e 350 milhdes de pessoas com risco de contrair a infecgéo,
principalmente em areas, onde as taxas de incidéncia de populacdes pobres sao altas.
Atinge um total de 98 paises, com relatos de transmissao endémica, em todo o mundo
(Alvar et al. 2006; Alvar et al. 2012).

A pobreza é um dos fatores determinante no contexto das leishmanioses, porém
nao o principal (Alvar et al. 2006). Baixa renda per capita, muitas vezes abaixo de US$
1/dia, s&o relatados em estudos de pacientes com leishmaniose em Bihar (Thakur
2000), Nepal (Adhikari & Maskay 2003, Bangladesh (Anoopa Sharma et al. 2006) e
Brasil (Santos et al. 2000).

A pobreza esta associada a fatores ecolégicos que podem aumentar o risco de
transmissdo, como as condi¢cbes precdrias de moradia (paredes de barro e com
rachaduras) que permitem a entrada e que proporcionam locais de repouso durante o
dia para os insetos vetores, os flebotomineos (Quinnell & Dye 1994; Bern et al. 2000;
Bern et al. 2005; Barnett et al. 2005; Ranjan et al. 2005). Pois tais insetos desenvolvem-
se em criadouros constituidos por solos umidos, ricos em matéria organica, entre raizes
expostas, embaixo de folhas caidas, pedras e ambientes antrépicos, bem como
chiqueiros, galinheiros e estdbulos, sempre que existam condi¢cdes adequadas (Brazil &
Brazil, 2003)

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por varias espécies de protozoarios
flagelados do género Leishmania Ross, 1903. Esse género esta incluido na ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Estes, por sua vez, sao transmitidos pelas
fémeas de flebotomineos. As leishméanias sdo protozoarios heteroxénicos, parasitas
intracelulares obrigatérios. Seu ciclo tem a participagcdo de um hospedeiro definitivo, um
mamifero e um hospedeiro intermediario, o flebotomineo (Forattini 1973; Gontijo &
Carvalho, 2003).

As leishmanioses estao elencadas entre as doengas mais complexas e diversas

entre as transmitidas por vetores. Sua ecologia e epidemiologia, engloba diversas
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espécies de reservatérios, diferentes espécies de flebotomineos vetores e
aproximadamente 20 espécies de parasitos. Estas doengas possuem ampla variagao
geografica, geralmente com uma distribuicado focal. Tais agravos ocorrem em mais de
100 paises, de clima tropical e subtropical, em ciclos zoonéticos e antropondticos
(Ashford 1996; Lainson & Shaw 1987; Brazil et al. 2015).

Em sua epidemiologia, o hospedeiro silvestre, pode ser considerado, como
reservatorio natural das leishmanias. Em hospedeiros acidentais, incluindo o homem e
animais domésticos, comumente a infeccao é sintomatica (Lainson et al., 1983).

A doenga pode apresentar diferentes formas clinicas, dependendo da espécie de
Leishmania envolvida e da relagdo do parasito com seu hospedeiro, podendo ser
classificadas em quatro formas clinicas: leishmaniose visceral, leishmaniose cutanea,
leishmaniose cutdnea mucosa e leishmaniose cutédnea difusa. Sendo as duas
principais: leishmaniose cutanea ou tegumentar e a visceral (Saraiva et al. 1989;
Lainson & Rangel 2005).

1.2 — Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Calazar, € uma doenca
cronica grave, potencialmente fatal para o homem, cuja letalidade pode alcangar 10%
quando nado se institui o tratamento adequado (Gontijo & Melo, 2004; WHO 2016).
Também é considerada emergente em individuos portadores da infeccao pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV), tornando-se uma das doengas mais importantes da
atualidade. Caracteriza-se por episddios irregulares de febre, perda de peso, aumento
do baco e do figado e anemia. Tem ampla distribuicdo geogréafica, ocorrendo na Asia,
na Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas (Alvar et al. 2012; Brasil, 2014)
(Fig. 1.1), com um total estimado de 200 milh6es de pessoas vivendo sob risco de
adquirirem a infec¢do. Estima-se que entre 200 a 400 mil novos casos ocorrem a cada
ano. Em 2014, mais de 90% dos novos casos notificados a Organizacao Mundial da
Saude (OMS) ocorreram em 6 paises: Brasil, Etidpia, india, Somalia, Suddo do Sul e
Sudao. Programas para eliminacdo e o controle da LV no Sudeste Asiatico estao
alcancando progressos, e 0s casos estdo diminuindo nos trés principais paises
endémicos: Bangladesh, india e Nepal (WHO, 2016; Gontijo & Melo, 2004; Sharma e
Singh, 2008).
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Figura 1.1: Endemicidade da Leishmaniose Visceral no mundo, dados de 2013. Fonte:
adaptado de WHO (2015)

Na América do Sul e Central, a leishmaniose visceral se estabeleceu através de
caes infectados trazidos por colonos de Portugal e da regiao do Mediterraneo (Kuhls et
al. 2011). Tem se apresentado cada vez mais um perfil periurbano, decorrente da falta
de saneamento e coleta de lixo esporadica ou inexistente, propiciando o aumento dos
criadouros dos flebotomineos, e risco do surgimento de casos da doenca (Tesh 1995;
Costa et al. 2005). Atualmente a doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises da
Ameérica Latina, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, onde é considerada uma
antropozoonose endémica/epidémica rural e periurbana, com forte tendéncia a
urbanizacao (Rangel & Vilela, 2008; Marzochi et al. 2009; Saldmon et al. 2015). A
ocorréncia da doenca em uma determinada area depende basicamente da presenca do
vetor susceptivel e de um hospedeiro/reservatério igualmente susceptivel. A espécie
Lutzomyia longipalpis é o principal vetor da Leishmania infantum nas Américas. No
Brasil também foi incriminado como vetor Lu. cruzi nos estados do Mato Grosso
(Missawa et al. 2011; De Brito et al. 2014a e 2014b) e Mato Grosso do Sul (Pita-Pereira
et al. 2008; dos Santos et al. 1998; Casaril et al. 2014; De Oliveira et al. 2015). E
recentemente, no estado de Pernambuco, Mygonemyia migonei foi encontrada
infectada naturalmente, através de PCR-multiplex, e pode ser considerada como
potencial vetor da Leishmania infantum em caes (Carvalho et al., 2010).
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Deane & Grimaldi (1985) estimaram até 1984, que de um total de 8.959 casos
registrados no Brasil, 7.882 estavam na regido Nordeste (Lainson & Rangel, 2005). Em
meados dos anos 80, constatou-se uma transformacdo drastica na distribuicdo
geografica da LV. A doencga, antes restrita as areas rurais do nordeste brasileiro,
avangou para outras regides indenes alcangando inclusive a periferia de grandes
centros urbanos. Atualmente a maior incidéncia de LV ainda se encontra no Nordeste,
com aproximadamente 48% do total de casos do pais, seguido das regides Sudeste,
Norte, Centro-Oeste e, por ultimo a regidao Sul. Em 21 dos 26 estados brasileiros ja
foram registrados casos autdctones de LV (Lainson & Rangel, 2005; MS, 2014). A partir
dos anos 90, os estados do Para e Tocantins, na regidao Norte, Mato Grosso do Sul,
regiao Centro Oeste, e Minas Gerais e Sao Paulo, na regido Sudeste, passaram a influir
de maneira significativa nas estatisticas da LV no Brasil (Gontijo & Melo, 2004; MS,
2014).

1.3 — Leishmaniose Tegumentar

A leishmaniose tegumentar (LT) € uma doenca antiga com relatos e descrigcdes
na literatura desde o século | d.C. na Asia Central ao norte do Afeganistdo, onde era
conhecida como “Ulcera de Balkh” (Laveran, 1917). Os primeiros registros nas
Américas foram relatados em ceramicas pré-colombianas, entre 400 e 900 anos do
século | d.C., feitas por nativos do atual Peru, no qual apresentava imagens humanas
com mutilagoes de labios e nariz, caracterizando os sintomas da leishmaniose cutaneo-
mucosa (Lainson e Shaw, 1988). Através de estudos de paleomedicina, foram
descobertas mumias com lesdes de pele e mucosas caracteristica primordial da
leishmaniose (Santos e Coimbra, 1994).

A LT é a forma mais comum de leishmaniose e provoca lesdes cutéaneas,
principalmente Ulceras, em partes expostas do corpo, resultando em cicatrizes de longa
duracao e incapacidade grave. Apresenta uma distribuicdo mundial, e sdo endémicas
em 88 paises, 22 sdo do Novo Mundo e 66 do Velho Mundo, sendo sua notificagéo
compulséria em apenas 30 deles. (Fig. 1.2) Estima-se que 350 milhdes de pessoas
vivem em regides endémicas correndo o risco de contrair a infecgdo. Cerca de 0,7
milh&o a 1,3 milhdo de novos casos ocorrem anualmente em todo o mundo, onde cerca

de 95% dos casos de LT ocorrem nas Américas, na bacia do Mediterraneo, no Oriente
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Médio e na Asia Central. Mais de dois tercos dos novos casos de LT ocorrem em 6
paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Ira e Siria (Alvar, 2012; WHO, 2016).
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Figura 1.2: Endemicidade de leishmaniose tegumentar no mundo, dados de 2013 - Fonte:
adaptado de WHO (2015).

No Novo Mundo, a LT ocorre do sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina, com excegdo do Chile e Uruguai, causando diversas formas clinico-
epidemiolégicas (Lainson & Rangel, 2005; Aguiar et al. 2014; MS, 2014).

No Brasil, a primeira confirmagcdo de um caso de leishmaniose com lesbes
cuténeas e nasofaringeas se deu na cidade de Bauru, interior do estado de Sao Paulo
em 1909 por Lindenberg, que encontrou formas de Leishmania idénticas a Leishmania
(Leishmania) tropica (Wright, 1903), um dos agentes da LT do Velho Mundo, em
individuos que trabalhavam nas matas do interior do estado (Pessda e Martins, 1982).
Gaspar Vianna, em 1911, (citado por Silveira et al., 1997) em suas observacgoes,
considerou o parasito diferente da Leishmania tropica, e deu 0 nome de Leishmania
(Viannia) braziliensis (Vianna, 1911), ficando assim denominado o agente etiolgico da
"Ulcera de Bauru", "ferida brava" ou "nariz de tapir".

Na leishmaniose tegumentar, as leishmanias sao parasitas de células cuténeas e

de mucosas. Quando o parasito é inoculado, uma lesdo cutanea, de aspecto papulo-
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vesiculoso, € formada no local da picada (Leishmaniose Cutanea - LC), que pode
regredir e sofrer cura espontdnea ou evoluir para uma lesdo arredondada de borda
endurecida. Em outros casos a infec¢do pode disseminar-se para outros pontos e areas
do corpo surgindo lesées cutaneas disseminadas (Leishmaniose Cutanea Difusa - LCD)
pela auséncia de resposta imune, podendo ocorrer ainda a invasdo das mucosas,
comumente da nasofaringea (Leishmaniose Cutanea Mucosa - LCM). Nestas formas
clinicas, as leishmanias envolvidas sao especificas (Gontijo & Carvalho, 2003; Brazil et
al. 2015).

Nas duas ultimas décadas, a LT tem se expandido em praticamente todos os
Estados, com surtos epidémicos ocorrendo em todas as regides do Pais, tornando-se
um importante problema de saude publica.

Nos ultimos anos, o Mistério da Saude registrou uma média anual de 26 mil
novos casos de LT no pais. Entre 2001 e 2010 foram registrados no Brasil 269.855
casos confirmados de LT (DataSus2015). Sua importancia reside nao somente na sua
alta incidéncia e ampla distribuicdo geografica, mas também na possibilidade de
assumir formas que podem determinar lesbes destrutivas, desfigurantes e também
incapacitantes, com grande repercussdo no campo psicossocial do individuo (Lainson,
1988; Gontijo & Carvalho, 2003).

E uma doenca com diversidade de agentes, de reservatérios e de vetores que
apresenta diferentes padrdes de transmissdo e um conhecimento ainda limitado sobre

alguns aspectos, 0 que a torna de dificil controle (MS, 2014).

1.4 - Leishmaniose no Rio de Janeiro

No estado do Rio de Janeiro, o primeiro caso autdctone de leishmaniose cutanea
foi registrado por Rabello em 1913, posteriormente, houve relatos da doenga nos
bairros de Realengo, Jacarepagua, Gavea e Aguas Férreas (Dutra e Silva, 1915;
Aragao et al. 1922). Outros registros da doenga em areas rurais de outras cidades no
estado, foram efetuados, porém nao despertou interesse das instituicoes de saude. Nos
anos 70, com alguns focos relatados em varias areas do estado, aumentou interesse e
preocupacao sobre a questdo. Desde entdo, a doenca endémica foi concentrada, na
cidade do Rio de Janeiro, na regidao do Maci¢co da Pedra Branca (zona oeste da cidade).
Em 1986, no municipio de Mesquita, limitrofe com os municipios de Nova Iguacgu e Rio
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de Janeiro, um surto da doenca foi relatado na area ocupada pelo Maci¢co do Gericind
(Oliveira-Neto et al. 1988). Esta regido apresentou um perfil muito parecido ao do
Macico da Pedra Branca, quanto ao tipo de desmatamento e ocupacdo. Recentemente,
em 2013, foram diagnosticados dois casos de leishmaniose cutdnea americana na
regido ao redor do Cemitério de Sao Francisco Xavier, no bairro do Caju, na cidade do
Rio de Janeiro (Bernardes Filho et al. 2014).

Assim, a leishmaniose tegumentar, no estado do Rio de Janeiro, apresenta um
carater de transmissdo peridomiciliar e € classificado como area de transmissao
esporadica, principalmente provocada pela adaptacdo de algumas espécies do inseto
vetor aos ambientes naturais modificados, acarretando, dessa forma o envolvimento de
animais domésticos (Brazil et al 1991; Marzochi & Marzochi, 1994; Santos et al. 2005;
Madeira et al 2006; Mello et al. 2015).

Quanto a leishmaniose visceral, o Estado do Rio de Janeiro, também esta
classificado como area de transmissdo esporadica, com casos humanos e caninos
diagnosticados apenas no Municipio do Rio de Janeiro. Entretanto, nos ultimos anos,
foram relatados casos de leishmaniose visceral nos municipios de Angra dos Reis e
Mangaratiba, demonstrando a expansao tanto espacial quanto em numero de casos.
(Marzochi et al. 1985; Cabrera et al. 2003; Madeira et al. 2006; Marzochi e.t al., 2009).

Mais recentemente, entre 2007 a 2012, 18 casos de LV foram notificados com
autoctonia comprovada em Volta Redonda, Barra Mansa e Miracema, segundo dados
do SMS/MS, 2012. Em 2013 foi relatado, apds investigacdo da Secretaria Municipal de
Saude e Defesa Civil do Rio de Janeiro, o primeiro caso autoctone de leishmaniose
visceral em humanos na area urbana da cidade do Rio de Janeiro. A paciente é nascida
no municipio do Rio de Janeiro, residente do bairro do Caju, e funcionaria do cemitério
do Caju (Silva et al. 2014).

A identificacdo frequente de caes domésticos com altas taxas de infecgcéao
associados a doenca humana, aliada a evidéncia dos mesmos padrées genotipicos do
parasita circulando nas populacbes humanas e caninas, sinaliza e reforca o
envolvimento deste animal no ciclo de transmissao. (Lopes et al. 1984; Pacheco et al.
1986; Madeira et al. 2000; Marzochi et al. 2009; Silva et al. 2015; Abrantes et al. 2016).



A regiao oceénica de Niterdi, municipio do Estado do Rio de Janeiro, a partir dos
anos 70, apresentou uma grande especulacdo imobilidria e desde entdo foram
relatados diversos casos de LT nas encostas da Serra da Tiririca, inserida entre os
municipios de Maricé e Niterdi. Neste ultimo a ocorréncia esporadica de casos humanos
e caninos de LT tem sido associada com a ocupagao humana préximo a encosta (Brazil
et al. 1989; Horta et al. 1998; Uchda et al. 2001; Serra et al. 2003).

De Paula (2009) relatou o primeiro caso autdctone de LV canina, em Ino3,
municipio de Marica, fornecendo elementos relacionados a distribuicdo geografica de
Leishmania (Leishmania) infantum no Estado do Rio de Janeiro. Desde entdo, novos
casos foram descritos em regiées proximas.

Em 2012, a Vigilancia Epidemioldgica Estadual, relata a ocorréncia de casos de
LV em caes nos municipios de Mangaratiba, Maricd, Niter6i, Rio de Janeiro e Volta
Redonda, reiterando alerta para necessidade de atencao pelos servicos de vigilancia e
assisténcia municipais, quanto ao enfrentamento de um novo ciclo de transmissao da

doenga em cdes e seres humanos no estado (NOTA TECNICA N¢ 5/2012
GDTVZ/DTI/CVE/SVEA/SVS-SESRJ).

1.5— Agente etiologico das leishmanioses

Espécies do género Leishmania (Ross, 1903) sao os agentes etioldgicos das
leishmnaioses, estas, pertencem a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae.
Sao protozoarios digenéticos obrigatdrios, onde € necessario, que o seu ciclo tem a
participagdo de um hospedeiro definitivo, um mamifero e um hospedeiro intermediario,
o flebotomineo. S&o parasitas intracelulares obrigatorios das células do sistema
fagocitico mononuclear, nos tecidos dos vertebrados, sob a forma aflagelada”
(amastigota) e com a forma flagelada (promastigota) encontrada no tubo digestoério do
inseto vetor (Forattini 1973; Gontijo & Carvalho, 2003, Brasil, 2014).

As promastigotas sdo formas alongadas, com 16 a 40 ym de comprimento,
incluindo o flaglelo, que geralmente tem 0 mesmo tamanho ou superior ao corpo do
parasito. O flagelo é livre e longo, emergindo da regidao anterior do parasito. Na regiao
mediana da célula, esta o nucleo, que é arredondado. O cinetoplasto esta situado entre
a extremidade anterior e o nucleo. Nas formas amastigotas, o flagelo é curto e
interiorizado na bolsa flagelar (Guerra Silva et al. 2014), por isso, muitas vezes esta

forma é chamada de aflagelada. Seu tamanho varia entre 1,5-3 ym x 3-6,5 ym de
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didmetro, de acordo com a espécie do parasito. Possui um formato ovoide a esférico,
seu nucleo ocupa um terco do corpo do parasito e € arrendondado, enquanto o

cinetoplasto fica préximo a bolsa flagelar (Guerra Silva et al. 2014).

Figura 1.3: - Forma amastigota de Leishmania infantum encontrada em aspirado de medula éssea. 282 x
211 mm (72 x 72 DPI). Fonte : Silva et al. 2014

Figura 1.4: Forma promastigota no intestino médio de fémea de Lu. longipalpis infectada com Le. (L.)
infantum WT. Os intestinos foram dissecados 7 dias apds o repasto sanguineo infectante e processados
para Microscopia Eletrénica de Varredura. Fonte: Freitas VC, 2010.

O cinetoplasto é a regiao que possui 0 mais complexo DNA mitocondrial
encontrado na natureza. Este estd presente em flagelados unicelulares da ordem
Kinetoplastida, o k-DNA é conhecido como uma rede de milhares de DNAs circulares



catenados, que sdo de dois tipos: os maxicirculos e os minicirculos (Guerra Silva et al.
2014).

Os subgéneros Leishmania e Vianna foram definidos pelas diferencas
observadas em relagdo aos sitios anatomicos de desenvolvimento dos parasitos, no
tubo digestério dos insetos vetores. (Lainson & Shaw, 1987). Os parasitos que se
desenvolvem apenas nas porg¢des anterior e média do intestino, séo agrupados no
subgénero Leishmania, denominado como um comportamento suprapilario. Enquanto,
que os que apresentam uma fase de divisdo no intestino posterior, possuindo um
comportamento peripilario, pertencem ao subgénero Viannia (Lainson & Shaw, 1972;
Guerra Silva et al. 2014). A caracteristica fisiologica das espécies de leishmanias
permitiu dividi-las em trés grupos diferentes: dois subgéneros, Leishmania e Viannia e
separando o género Sauroleishmania, que posteriormente foi confirmado como um
género valido por estudos bioquimicos € moleculares. O Ultimo género inclui espécies
de lagartos e parasitas nao patogénicos para humanos (Brazil et al. 2015).

Na década de 70, no Brasil, todos os casos de LT eram atribuidos a Leishmania
braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas de analise e a intensificagdo dos
estudos ecologicos e epidemiologicos outras espécies foram descritas e relacionadas
com as formas clinicas: espécies envolvidas com LC sdo as Leishmania (Viannia)
braziliensis, L.(V) guyanensis, L. (V) lainsoni, L. (V) naiffi, L. (V) shawi, L. (Leishmania)
amazonensis e L. (V.) lindenbergi. A LCD é causada por L. (Leishmania) amazonensis,
enquanto que na LCM a espécie envolvida é a L. (V.) braziliensis (Lainson, 1988;
Silveira et al., 2002; Sharma & Singh, 2008; Rangel & Lainson, 2009; Brazil et al. 2015).

Nas Américas sao conhecidas 13 espécies de Leishmania causadoras de
doenga humana, distribuidas em dois subgéneros Viannia e Leishmania (Quadro 1.1)
(Lainson e Shaw, 1987; Brasil, 2009; Brasil, 2010; Lainson, 1997; Silveira et al.,1997;
Brazil 2015).
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Quadro 1.1: Principais espécies de Leishmania responsaveis pelas leishmanioses nas
Ameéricas, sua distribuicdo geografica, vetores e formas clinicas.

Espécie de S o g Forma
Leishmania Distribuicdo geografica Vetor Clinica
L. (Leishmania) América do Sul e América . . . , .
. Lu.longipalpis, Lu.cruzi, Lu.evansi Visceral
infantum Central
L.(Viannia) América do Sul e América | Y- intermedia, Ny. neivai, Ny. | & a0,
ore whitmani, Mi. migonei, Ps. wellcomei, A
braziliensis Central P Mucocutanea
's. complexus
L. (Viannia) Norte do Brasil, Guiana - Cutanea/
. ) Ny. umbratilis N
guyanensis Francesa e Suriname Mucocutanea
L. (Viannia) Norte da América do Sul e | Ny. trapidoi, Ny. ylephiletor, Lu. gomezi, Cuta
/ L ) uténea
panamensis América Central Ps. panamensis
L. (V’af’”’a) Peru Lu. peruensis, Lu. verrucarum Cuténea
peruviana
L. (Viannia) lainsoni Norte do Brasil, Bolivia e Tr. ubiquitalis, Lu. nuneztovari, Tr. Cutanea
' Peru velascoi
S . Norte do Brasil e Guiana . A
L. (Viannia) naiff Francesa Ps. ayrozai Cutanea
L. (Viannia) shawi Norte do Brasil Ny. whitmani Cutanea
L (V/ar.mla)' Colémbia e Panama Lu. hartmanni, Lu. gomezi, Ps. Cutanea
colombiensis panamensis
L. (Viannia) . . N
lindenbergi Norte do Brasil Ny. antunesi Cuténea
L.(Leishmania) América do Sul e América Bi. flaviscutellata. Pi. nuneztovari Cutanea/
amazonensis Central ) T Difusa
L. (Lelshman/a) Sl’J| _dos Esta(’jc.)s Unidos. Bi. olmeca olmeca Cut.anea/
mexicana México e América Central Difusa
L.(Le/shman/.;) Venezuela Bi. olmeca bicolor Cutanea
venezuelensis

Fonte: Adaptado de Brazil et al. 2015.

A transmissdo do parasito para o vertebrado se da quando a fémea de
flebotomineo infectada, pica o hospedeiro vertebrado e durante o repasto sanguineo,
inocula as formas promastigotas na corrente sanguinea do hospedeiro. No tecido do
hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos e
outras células do sistema mononuclear fagocitario e se transformam em formas
amastigotas, onde o parasito se desenvolve e se multiplica por divisdo binaria,
avangando para infectar outras células do sistema mononuclear fagocitario, e se
multiplicar (Figura 1.5) (Nieves e Pimenta, 2000; Rey, 2001; Pimenta et al., 2003; CDC,
2015). A infecgdo nos flebotomineos ocorre no momento do repasto sanguineo em um
vertebrado infectado com as formas amastigotas, estas formas ingeridas pelos
flebotomineos se transformam em promastigotas, com ciclo de vida extracelular,

desenvolvendo-se no intestino dos flebotomineos, e migrando para a probdscide para
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que ocorra uma nova infecgdo no vertebrado, mantendo o ciclo de vida da Leishmania.
(Figura 1.5) (Nieves e Pimenta, 2000; Rey, 2001; Pimenta et al., 2003; Desjeux, 2004;
CDC, 2015).

Estagio nos flebotomineos Estagio nos humanos

i I:llgab[igtominegéinqiigejs?ngéle do No erganismo os

ndividuo saudével (injetando com )

sua saliva protozoarios na forma de pffomas.ngotas sdo
‘agocitados por

promastigota) oF
Promastigotas dividem-se - macrofagos
no intestino e migram para/ _

a proboscide do inseto

Promastigotas se transformam em
amastigotas dentro do macrofago

-

Amastigota se transforma em
?igotas no intestino do
inseto

promas

Amastigotas se multiplicam dentro
da célula (incluindo macrofagos)
por divisdo binaria em varios
tecidos, e infectam oulris células.

\—-ﬂ'

Flebotomineo in.g-ere san‘?ue
com macréfagos infectados
por amastigotas

Ingestao de células
parasitadas

A: Estagio infeccioso
A: Fase de diagnostico

Figura 1.5: Ciclo biolégico da Leishmania spp. - Fonte: adaptado de CDC (2015)

1.6— Os Flebotomineos

Os flebotomineos sao pequenos insetos nematdceros, pertencentes a ordem
Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Est4 ultima apresenta
grande importancia em Sadde Publica, pois € composta por insetos hemat6fagos,
vetores naturais de alguns agentes etiolégicos de doengas humanas e de animais,

como protozodrios do género Leishmania e outros tripanossomatideos, bactérias do
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género Bartonella e varias espécies de arborvirus (Pessoa & Martins 1982; Young &
Ducan 1994; Alexander & Maroli 2003) que estdo relacionados a agravos com menor
notoriedade na literatura cientifica e na saude coletiva mundial, tais como: doenca de
Carrién, meningite do verdo, estomatite vesicular, encefalite do virus Chandipura e
sandfly fever (Maroli et al. 2013; Young & Duncan 1994).

A classificacao taxonémica desses insetos € morfoldgica, baseada nos adultos,
machos e fémeas. (Forattini, 1973; Young & Ducan, 1994). De acordo com Young &
Ducan (1994) a subfamilia agrupa seis géneros: Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius
no Velho Mundo, Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya no Novo Mundo. Destes trés
ultimos géneros, Lutzomyia é considerado o0 mais importante por conter representantes
vetores de leishmanias na regido neotropical.

Em 1995, Galati propds uma classificagdo utilizando uma abordagem
filogenética, na qual divide Phlebotominae em duas tribos: Hertigiini e Phlebotomini. A
primeira, mais primitiva e sem especies de interesse meédico, possui duas subtribos:
Hertigiina para a América e Idiophlebotomina para o Velho Mundo e Regiao Australiana.
Phlebotomini foi dividida em 6 subtribos: Phlebotomina, Australophlebotomina,
Brumptomyiina, Sergentomyiina, Lutzomyiina e Psychodopygina. Sendo as espécies
americanas distribuidas entre as quatro ultimas.

Em 2003, Galati et al. descreveram o género Edentomyia Galati, Andrade Filho,
Silva & Falcao, 2003, cuja espécie-tipo foi encontrada em cavernas no Estado do Piaui,
Brasil, com caracteristicas que permitem inclui-lo em Phlebotomini, mas ndo em
qualquer uma de suas subtribos consideradas na classificacdo de Galati (1995).
Portanto, existe um género dentro de uma subtribo ainda ndo determinada. De acordo
com a autora, estdo descritas 534 espécies nas Américas (517 atuais e 17 fdsseis),
divididas em 29 géneros, sendo que a maioria da espécies tem registros no Brasil
(Galati, 2003; 2015). Embora essa classificagdo tenha langado nova luz sobre a
evolugcao e a biogeografia dos flebotomineos, refletindo um sistema de classificagao
mais natural do que o atualmente utilizado, j& que contém informagdes sobre um
grande numero de caracteres, ainda é pouco aceita no Brasil (Shimabukuro, 2007),
porém, mais recentemente, foi publicado nota, com propostas e perpectivas de inclusao
da nova chave taxonémica (Nota técnica — MS, 2014).
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Os flebotomineos sdo conhecidos popularmente no Brasil, dependendo da
regidao, como asa branca, asa dura, birigui, cangalhinha, mosquito-palha, tatuquira,
frebdti, arrupiado, dentre outras designagdes. A maioria das espécies do Novo Mundo
habita areas de florestas primarias e/ou secundarias. Em fungdo das modificacoes
ambientais impostas pelo homem, algumas espécies vém se adaptando a ambientes
rurais e periurbanos (Andrade Filho et al. 2001; Rangel & Lainson, 2009).

As formas adultas nos flebotomineos podem ser distinguidas pelo tamanho
pequeno (2-3mm), o corpo e as asas cobertos de cerdas e a antena composta por 16
segmentos. Seus voos sao curtos e baixos, conferindo um comportamento saltitante e
uma dispersao nao superior a 200m (Foratini, 1973; Brazil & Brazil, 2003; Oliveira et al.
2013). Sao insetos holometabolos, suas formas imaturas desenvolvem-se em
criadouros constituidos por solos Umidos, ricos em matéria orgéanica, entre raizes
expostas, embaixo de folhas caidas, pedras e ambientes antrépicos, bem como
chiqueiros, galinheiros e estabulos, sempre que existam condi¢cdes adequadas (Brazil &
Brazil, 2003). Em condicées adequadas de umidade, a fémea pde em média de 40-70
ovos que eclodem em 6-17 dias, dando origem as larvas. A excecdo dos outros
Psychodidae, cujas larvas sao aquaticas ou semi-aquaticas, as larvas dos
flebotomineos sao terrestres, tém um aspecto vermiforme. Os criadouros naturais
desses insetos dificiimente sdo encontrados, no Novo Mundo, Hanson (1961) encontrou
resultados concretos, utilizando o método de flotagdo combinado a uma solugcao
saturada de acucar tendo obtido 2258 larvas do solo da floresta no Panama, em quatro
anos de estudo. Menos de 30% dessas larvas chegou a fase adulta, a qual a maioria foi
identificada como Lutzomyia longipalpis. Em revisao sobre este assunto, Feliciangeli
(2004) incluiu informagdes sobre criadouros de algumas espécies envolvidas na
transmissao de leishmanioses nas Américas (Feliciangeli, 2004).

O ciclo-de-vida dos flebotomineos tem em média 30-90 dias, conforme as
condigbes ambientais. Possuem habitos crepusculares ou noturnos e costumam
permanecer em seus abrigos durante as horas de alta luminosidade do dia,
abandonando-os na busca de alimento (Forattini, 1973; Brazil & Brazil, 2003).
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Figura 1.6: Estagios do ciclo de vida do flebotomineo. Ovo (A), larva (B) pupa (C) adulto (D).
Fonte: Andressa Fuzari

Os adultos de ambos o0s sexos necessitam de carboidratos como fonte de
energia, retirando-os do néctar de flores e frutos e/ou de seivas de plantas. O habito
hematofagico restringe-se as fémeas, necessario a maturacdo de seus ovos. Essa
caracteristica os inclui dentro de um grupo de vetores de importancia epidemiol6gica
(Forattini 1973, Brazil & Brazil 2003; Alexander et al. 1992). Os flebotomineos praticam
a hematofagia em diversas espécies de animais silvestres, tais como: gamb4d, tatu,
preguica, tamandua, paca e outros roedores silvestres. Porém com a invaséo e
devastacdo da mata pelo homem, existem indicios de que animais domésticos como o
cao e o cavalo podem ser infectados e servir como fonte de infeccdo para os
flebotomineos (Falqueto et al. 1986, 1987; Rangel et al. 1990; Yoshida et al.1988).

Nos insetos hematéfagos, a saliva cumpre papel essencial na inibicdo dos
mecanismos de homeostasia do hospedeiro, induzindo a vaso dilatagao e a inibicao de
coagulagcao sanguinea, acboes que facilitam o repasto. Para isso, é necessario que o
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inseto, no momento da alimentagao, apresente as glandulas salivares desenvolvidas e
com a reserva de secrec¢ao suficiente para o repasto (Brazil & Brazil 2003).

Na saliva dos flebotomineos foi observada a presenca de anticoagulantes e de
um peptideo, denominado maxadilan, um potente vasodilatador, que auxilia uma
formacdo de pocas de sangue que surgem dos pequenos vasos dilacerados pela
proboscida do inseto, que ndo é longa o suficiente para atingir vasos saguineos de
maior calibre, como fazem os culicideos e os triatomineos. Nos flebotomineos, o
repasto sanguineo das fémeas pode ocorrer 24 horas ap6s a emergéncia do adulto.
Entretanto, observagdes em laboratério, de Lu. longipalpis, demonstraram que um
namero maior de fémeas inicia essa atividade apd6s 48 horas, o que pode estar
associado ao amadurecimento das glandulas salivares e ao endurecimento das pecas
bucais (Brazil & Brazil 2003).

A importancia dos flebotomineos para o homem e para os animais deve-se,
sobretudo, a seu papel como vetores de doencgas, porém as vezes, tornam-se
importantes porque afetam diretamente as pessoas, com suas picadas dolorosas e
causadoras de reacgdes alérgicas (Young & Ducan 1994).

1.7- Complexo Lu. Longipalpis

Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) € o principal vetor da Leishmania
(Leishmania) infantum no Brasil, onde possui ampla distribuicdo geogréfica. Foi
colonizando gradualmente os ambientes rurais, e no final dos anos 1980, que esta
espécie iniciou sua introducao no ambiente urbano, encontrado principalmente no intra
e peridomicilio nas periferias das grandes cidades (Lainson & Rangel 2005; Brazil
2013).

E a espécie que mais atende aos critérios de competéncia vetorial, destacando a
antropofilia correspondendo a distribuicao espacial dos casos humanos, assim como a
infecgdo natural por Leishmania (Leishmania) infantum (Deane 1956; Killick-Kendrick
1990; Rangel & Vilela 2008).

Sua adaptabilidade ao ambiente urbano ou antropicamente modificado é relatada
por diversos autores em vdrias localidades brasileiras. Geralmente, esta espécie
apresenta elevada densidade em &reas urbanas e baixa densidade em areas silvestres
(Oliveira et al. 2003; Pinheiro et al. 2013; Carvalho et al. 2010).
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O primeiro relato de variacbes em exemplares de Lu. longipalpis foi observado
por Mangabeira (1969), que verificou diferengas morfolégicas nos machos de duas
populacdes dos estados do Para e do Ceara. Insetos coletados no Para apresentavam
um par de pintas claras, localizadas no quarto segmento abdominal (fenétipo chamado
de 1S) enquanto que machos coletados no estado do Ceara apresentavam dois pares
de pintas (fen6tipo chamado de 2S) no terceiro e quarto segmento abdominal. Essas
diferencas fenotipicas (Figura 1.7) junto ao fato das duas formas serem encontradas em
condicdes ecoldgicas distintas levaram o autor a propor que Lu. longipalpis pudesse ser

um complexo de espécies.

Figura 1.7: Machos de Lutzomyia longipalpis com um par de pintas (A) e dois pares de pintas
(B) nos tergitos abdominais. Fonte: Gonzalez 2013

Desde entdao varios estudos apontam diferencas morfologicas entre as
populacdes deste complexo. Em 2008, Souza e colaboradores, realizaram novos
experimentos de cruzamento entre populagdes alopatricas, de insetos oriundos de
Lapinha (MG), Sobral (CE) e Natal (RN), como também entre populagdes simpatricas
de Sobral (CE), e seus resultados mostraram que as pintas ndo poderiam ser utilizadas
como carater de diferenciacdo taxondmica. Porém, foi visto que o fenédtipo de pintas
poderia ser util para distinguir duas espécies simpatricas no complexo Lutzomyia
longipalpis. Situacao verificada em Sobral (CE), onde coexistem populagées com
machos apresentando ambos os tipos (1S e 2S), no entanto, uma populagdo esta
isolada reprodutivamente da outra (Ward 1983, 1988; Souza et al. 2008). Estudos em
outros paises comparando amostras da América Central com a América do Sul também
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sugeriram que Lu. longipalpis seja um complexo de espécies (Lanzaro 1993; Arrivillaga
2003).

Marcadores moleculares, também foram utilizados para a diferenciacao entre as
populacdes destes flebotomineos, utlizando uma sequencia do gene period (per),
homélogo ao gene de especiacdo de Drosophila. Bauzer et al (2002a e 2002b)
estudaram populacdées de Lu. longipalpis, simpatricas e alopatricas, de diferentes
localidades e observaram que estas apresentaram diferenciacdes genéticas (Bauzer et
al.2002c).

Diversas vertentes de estudos sustentam as idéias sobre a existéncia ou ndo de
mais de uma espécie entre as populagbes brasileiras de Lu. longipalpis. Segundo
alguns autores, em analises de isoenzimas e de genes mitocondriais ndo foram
detectados um grau de divergéncia suficiente que suporte a separagdo taxondémica
entre as populagdes (Mukhopadhyay 1998; Mutebi 1999; Azevedo 2000). No entanto,
outras pesquisas utilizando diferentes tipos de andlises, incluindo marcadores
moleculares (genes envolvidos com o comportamento sexual e microssatélites) como
sinais acusticos, indicam a possibilidade de separagdo de espécie (Souza et al. 2004;
Maingon et al. 2003, 2008; Bauzer et al. 2007; Souza et al. 2008; Lins et al. 2008; Araki
et al. 2009; Vigoder et al. 2010, 2015).

Outros aspectos também sao utilizados para diferenciar populagbes de Lu.
longipalpis, como os sons de coépulas e os ferombnios sexuais produzidos pelos
espécimes machos (Vigoder et al. 2010). Esses estudos mostraram diferencas que

poderiam apontar uma separacao entre as populagdes desses insetos.

1.8- Leishmanioses e seus reservatorios
A dispersao da leishmaniose esta diretamente ligada aos movimentos de seus
reservatorios, e identifica-los € de fundamental importancia para o controle efetivo da
transmissao. Entende-se como reservatorio, a espécie ou 0 conjunto de espécies que
garantem a circulagdo de um determinado parasito na natureza, dentro de um recorte
de tempo e espaco. (Brasil, 2010; Roque e Jansen, 2014).
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Os reservatorios podem ser classificados em dois tipos: reservatorios
mantenedores, que se refere aos mamiferos capazes de se infectar e manter infecgdes
estaveis por uma determinada espécie de parasito; e os reservatérios amplificadores,

que além de manter, garante a transmissibilidade do parasito (Roque e Jansen, 2014).

As investigagcbes com mamiferos para identificar possiveis reservatorios de
Leshmania vém sendo desenvolvidas desde as primeiras décadas do século XX e
muitos relatos tém sido documentados, como a presenga de Leishmania em roedores
silvesteres, marsupiais, edentados e canideos silvestres (Nery Guimaraes et al., 1968;
Sherlock et al., 1984; Oliveira et al., 2005; Quaresma et al., 2011).

As primeiras evidéncias da atuacdo de canideos domésticos e silvestres como
reservatorios dos agentes etiolégicos de Leishmania no Continente Americano,
iniciaram-se pelo diagndstico de infeccao natural por Le. (L.) infantum em Canis
familiaris e Dusicyon vetulus. Este ultimo, depois foi verificado tratar-se de Cerdocyon
thous (Deane e Deane, 1955, 1962; Courtenay et al. 1996, 2002).

Seguiram-se, entdo, outros achados de animais desta ordem naturalmente
infectados no Brasil: Cerdocyon thous, “lobinho” (Lainson et al., 1969; Silveira et al.,
1982; Courtenay et al.; 1996; Silva et al., 2000; Curi et al., 2006; Luppi et al., 2008),
Speothos venaticus, “cachorro-vinagre” (Figueireido et al. 2008; Luppi et al., 2008),
Lycalopex vetulus, “raposinha do campo” e Chrysocyon brachyurus, “lobo-guard” (Luppi
et al., 2008).

Varias espécies de roedores silvestres também ja foram encontradas
naturalmente infectadas por Leishmania, dos subgéneros Leishmania e Viannia, em
ambiente silvestre no Continente Americano, com deteccdo de parasitos com
preferéncia por células cutaneas (Forattini et al., 1960; 1973; Lainson e Shaw, 1969;
Falqueto et al., 1985; Brandao-Filho et al., 2003; Oliveira et al., 2005) ou por orgaos
viscerais (Travi et al., 1998; Oliveira et al., 2005).

Marsupiais sdo considerados reservatorios silvestres nao canideos de
Leishmania (Leishmania) infantum, a partir do isolamento e caracterizagdo do parasito
em Didelphis albiventris na Bahia (Sherlock et al., 1984) e, posteriormente, em D. aurita
no Rio de Janeiro, em Barra de Guaratiba (Carreira et al. 2012). Bem como hospedeiros
naturais, de outras espécies de Leishmania, causadoras de lesdes tegumentares (Arias
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et al., 1981; Arias e Naiff, 1981; Brandao-Filho et al., 2003; Dedet et al., 1989; Lainson
et al., 1981; Sherlock et al., 1988; Schallig et al., 2007; Van Wynsberghe et al., 2009).

Os carnivoros domésticos (caninos e felinos) e perissodactilos (Equus asinus,
Equus caballus e muares, hibridos de E. caballus e E. asinus) também demonstram
lesbes tegumentares causadas L. (V.) braziliensis, mas por ndo serem capazes de
manter o ciclo epidemiolégico em um ecdtopo, sdo considerados hospedeiros
secundarios ou acidentais (Pessoa e Barreto, 1948 apud Falqueto e Ferreira, 2005;
Lainson e Shaw, 1998; Madeira et al., 2003; Schubach et al., 2004; MS, 2007).

Também foram relatadas infecgdes ocasionais por L. (L.) amazonensis em
caninos (Tolezano et al., 2007) e felinos (De-Souza et al., 2005), em Sao Paulo, e
infeccdo mista por Le. (L.) infantum e Le. (V.) braziliensis em canino no Rio de Janeiro
(Madeira et al., 2006).

Relatos mais recentes ocorreram em regides endémicas para LV no Rio de
Janeiro (Barra de Guaratiba) em felinos domésticos (Silva et al., 2008) e em Mato
Grosso (Cuiaba) em felideos cativos, Puma concolor, “suguarana” e Panthera onca,
“onga-pintada” (Dahroug et al., 2010), sugerindo a participacdo destes mamiferos na
cadeia de transmissao deste agente, porém, mais estudos sdo necessarios para afirmar

tal hipbtese.

1.9 — Diagnodstico molecular de infecccao por Leishmania spp.

Os flebotomineos naturalmente infectados em areas endémicas e a identificacao
correta da Leishmania infectando uma determinada espécie sdo de importancia no
estudo epidemioldgico e vetorial da leishmaniose (Tesh et al. 1984; Killick-Kendrick
1990) e também na adocao de medidas de prevencao e controle desta parasitose.

O método mais comum para investigar a infeccdo em flebotomineos é a
dissecc¢ao do trato digestivo do inseto e o exame do parasito in loco, seguido do exame
microscépio direto entre 1amina e laminula. Neste caso, a positividade das amostras
deve ser confirmada das seguintes formas: com o isolamento do parasito em meio de
cultura, frequentemente susceptivel a contaminacdo, ou por meio de inoculacdo em
animais de laboratério. Tal confirmagéao € essencial, uma vez que os flebotomineos séo
também hospedeiros de outros flagelados, tais como espécies de Trypanosoma e
Endotrypanum, os quais passam por um estagio de promastigota indistinguivel das
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leishmanias, dificultando o diagnéstico microscépico e o isolamento em cultura
(Rodriguez et al. 1994; Tesh & Modi, 1984). Entretanto, deve ser ressaltado que a
prevaléncia de Leishmania no vetor € geralmente baixa (<1%) e sua estimativa requer a
disseccao de um grande numero de flebotomineos (Martin-Sanchez et al. 2006 Tesh et
al. 1984; Miranda et al. 2002; Galati, 1996). Além de consumir muito tempo, requer
grande habilidade técnica, devido principalmente ao tamanho reduzido dos
flebotomineos (Rodriguez et al. 1994; Tesh & Modi 1984 Oliveira-Pereira et al. 2006).

Considerando essas limitacdes na identificacdo, da década de 80 em diante,
técnicas de biologia molecular vém sendo desenvolvidas para a deteccao e
identificacao precisa desses parasitos, seja em amostras clinicas humanas, isolamento
em cultura, em flebotomineos, e em amostra de tecido ou sangue de mamiferos
(Michalsky et al., 2002; Quaresma et al., 2009; Margonari et al., 2010; Verma et al.,
2010; Quaresma et al., 2011; Saraiva et al., 2010).

Com o intuito de se aferir a real freqiéncia do encontro de flebotomineos
naturalmente infectados, outras estratégias foram introduzidas. O uso de anticorpos
monoclonais especificos em radioimunoensaio e em ensaios de imunofluorescéncia
indireta mostrou ser um teste rapido para a identificacdo imediata da espécie de
Leishmania que esta infectando o vetor, e a possibilidade da avaliagdo simultanea de
um grande numero de exemplares de flebotomineos (Adini et al. 1998). Intensas
pesquisas foram feitas para obter marcadores genéticos apropriados na identificacao de
Leishmania (Guevara et al. 1992; Ellis & Crampton, 1988). Sondas moleculares
especificas baseadas no DNA do cinetoplasto, ou KDNA de Leishmania, foram usadas
em ensaios de hibridizacdo para a detecgao e identificacdo de parasitos em vetores
flebotomineos (Ready et al 1988).

Os primeiros trabalhos de aplicagdo da PCR com flebotomineos foram descritos
no Novo Mundo (de Bruijn & Barker 1992) e na india (Mukherjee et al 1997). A
tecnologia de PCR representa um método alternativo para a deteccao e identificacao de
Leishmania spp em estudos de campo, que visam avaliar a competéncia vetorial de
flebotomineos e tem revelado valores distintos de sensibilidade e especificidade
(Rodriguez et al. 1999; Silva & Grunewald 1999; Aransay et al. 2000; Cérdoba-Lanus et
al. 2006; Paiva et al. 2006; Pita-Pereira et al 2008, 2009; Marcondes et al. 2009).
Amostras entomoldgicas provenientes de distintas regides geograficas tém sido
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analisadas por meio da técnica da PCR, porém, outros métodos se fazem necessarios
para a posterior caracterizagdo molecular das espécies de Leishmania detectadas nos
flebotomineos. Assim, produtos amplificados contendo DNA de Leishmania podem ser
submetidos a diversos procedimentos para genotipagem molecular do parasito, tais
como, as analises de polimorfismos de tamanho dos fragmentos obtidos por enzimas de
restricdo (RFLPs), hibridizacao com sondas especificas para
subgénero/complexo/espécie, sequenciamento ou até mesmo a realizacdo de um
segundo ensaio de PCR com iniciadores espécie-especificos (Azizi et al. 2006; Pita-
Pereira et al. 2005; Jorquera et al. 2005; Martin-Sanchez et al. 2006).

Além do bom desempenho no diagnéstico etioldgico, a PCR tem sido muito
utilizada nos estudos epidemiolégicos que buscam identificar animais silvestres ou
domésticos como possiveis hospedeiros e/ou reservatoérios de diferentes espécies de
Leishmania (Solano-Gallego et al., 2001; Brandao-Filho et al., 2003; Oliveira et al.,
2005; Quaresma et al., 2009; Quaresma et al., 2011; Ferreira et al., 2015). ).

1.10 Avaliacao da fonte alimentar em flebotomineos

O conhecimeto do padrdo alimentar dos insetos hematoéfagos é de grande
importancia para o entendimento de sua biologia, além de possuir valor fundamental
para a Saude Publica, é uma informagdo importante para o estabelecimento de
estratégias de controle de varios agravos transmitidos por esses insetos (Ngumbi et al.,
1992; Savage et al., 1993; Duarte, 1997).

Através dos estudos de fonte alimentar, o comportamento dos insetos
hemat6fagos torna-se possivel. Principalmente quando esses se encontram sob
circunstancias variadas, uma vez que ja foi observado que tal comportamento pode se
modificar, segundo as alteragbes do meio e de acordo com a oferta alimentar existente
(Bheham & Garret-Jones 1973, Duarte 1997).

Métodos imunoldgicos, como de precipitacdo e imunoenzimaticos, assim como
outros (cristalizacdo da hemoglobina, cortes histologicos, PCR) ja foram utilizados para
a identificacao de fontes de alimentagdo nos inseetos (Dias et al., 2003; Afonso et al.,
2012). Técnicas sorologicas como ELISA sao usadas (Bongiorno et al., 2003; Afonso et
al., 2012), mas recentemente, sendo substituidos por ferramentas moleculares de maior

precisdo (Mukabana et al., 2002; Haouas et al., 2007; Kent, 2009; Maleki-Ravasan et
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al.,, 2009). O sequenciamento do DNA tem sido amplamente usado para estudar as
preferéncias sanguineas dos flebotomineos e de outros vetores, como mosquitos ou
carrapatos (Kirstein & Gray, 1996; Danabalan et al., 2014). Deste modo, diferentes
alvos moleculares tém sido empregados para identificar a origem do repasto sanguineo
de insetos vetores, tais como, citocromo b (cyt), citocromo oxidase | (COIl) e prepronoci-
ceptina (PNOC) (Kocher et al., 1989; Haoaus et al., 2007; Abassi et al., 2009; Pena et
al.,2012; Anaguano et al., 2015)

1.11 Educacao em Saude

A educacao em saude é um conjunto de saberes e préaticas direcionados para a
prevencdo de doencas e promogao da salide (Costa & Lépez, 1996 in Alves 2005). E a
utilizagdo de um recurso que o conhecimento cientificamente produz no campo da
saude, intermediado pelos profissionais de salde, que atinge a vida cotidiana das
pessoas, uma vez que a compreensao das etapas do processo saude-doenca oferece
subsidios para a aquisicao de novos habitos e condutas de saude (Alves 2005).

A educacao em saude tradicional, inicialmente chamada de Educagao Sanitaria, surge
no Brasil a partir da necessidade do Estado brasileiro de controlar as epidemias de
doencgas infecto-contagiosas que ameagavam a economia
agroexportadora do pais durante a Republica Velha, no comego do século XX.
Nesse periodo a populacao brasileira era atingida por doencas como a variola, febre
amarela, tuberculose e sifilis, que estavam relacionadas as péssimas condi¢oes
sanitarias e socio-econémicas em que o povo vivia (Kwamoto, 1995; Andrade 2001 in
Dias & Marjorie, 2009).

A populacdo, nesse periodo, ndo era persuadida ou sensibilizada sobre os
beneficios da vacina ou sobre higiene, ela tinha que acatar as ordens. Os lares e 0s
corpos eram violados para se fazer a vacina obrigatoria, sem respeito aos valores de
ordem moral da populacéo, j& que as mulheres e os filhos ficavam sozinhos em casa
enquanto o marido estava no trabalho e o lar era invadido por estranhos (Carvalho,
2004 in Dias & Marjorie, 2009)

A Educacao Popular em Saude constitui-se como um processo de formagao e
capacitacao que se da dentro de uma perspectiva politica de classe e que faz parte ou

se vincula a agcao organizada do povo para alcancar o objetivo de construir uma
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sociedade nova de acordo com seus interesses. Ela ¢é
caracterizada como a teoria a partir da pratica e ndo a teoria sobre a pratica como
ocorre na educacao em saude tradicional (Hurtado, 2007 in Dias & Marjorie, 2009)

Esse modelo de educacdo em saude tem por objetivo o dialogo bi-direcional
entre as duas partes envolvidas no processo educativo, profissional de saude e
comunidade (Alvez, 2005).

Por essas caracteristicas percebe-se que esse modelo se enquadra as
demandas do atual sistema de saude, o SUS, uma vez que essas caracteristicas
coincidem com as diretrizes desse sistema, como o controle social e a autonomia
(Dias & Marjorie, 2009).

A educacdo em saude € um campo multifacetado, para o qual convergem
diversos conceitos, das areas tanto da educacao, quanto da saude, as quais espelham
diferentes compreensdes do mundo, demarcadas por distintas posi¢cées politico-
filosoficas sobre 0 homem e a sociedade. Uma educacdo em saude ampliada inclui
politicas publicas, ambientes apropriados e reorientagdo dos servigcos de saude para
além dos tratamentos clinicos e curativos, assim como propostas pedagdégicas
libertadoras, comprometidas com o desenvolvimento da solidariedade e da cidadania,
orientando-se para agdes cuja esséncia esta na melhoria da qualidade de vida e na
'promocgao do homem' (Shall & Struchiner, 1999)
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2- JUSTIFICATIVA

Este estudo faz parte do Plano Brasil sem Miséria, programa do Governo
Federal, criado para superar a extrema pobreza no pais, tendo em vista que a pobreza
ndo se resume a uma questdo de renda. Também se manifestando na seguranca
alimentar e nutricional, educacéo, saude, acesso a agua e energia elétrica, moradia,
qualificagao profissional e melhora da inser¢ado no mundo do trabalho (MDS 2015).

Dentro dos objetivos estipulados por esse progama, nosso estudo se encaixa na
articulacao e geracao de conhecimentos com a elaboracéo de propostas para aplicagao
de medidas sociais e educacionais capazes de atender o publico do Plano Brasil Sem
Miséria, com especial atencao as doencas associada a pobreza — Leishmanioses.

As leishmanioses, considerada um conjunto de doencas tropicais, e sendo as
mais negligenciadas no mundo, estdo associadas a pobreza e a fatores ecolégicos, que
podem aumentar o risco de transmissao do parasito neste meio.

Estao relacionadas entre as doecas mais complexas e diversas transmitidas por
vetores, sua ecologia e epidemiologia, engloba diversas espécies de reservatorios,
diferentes espécies de flebotomineos vetores e parasitos.

No Brasil, a leishmaniose visceral € uma zoonose, em franca expansao, € uma
doenca multifatorial quanto ao risco (habitacdo, dieta, antecedentes genéticos, etc).
Além disso, em comunidades periurbanas marginais onde a associacdo com animais
domeésticos, principalmente os caes, pode estar relacionado a proximidade da mata e
animais sinantropicos certamente ampliam essas probabilidades (Bern. et al. 2005;
Bern et al. 2000; Alexander et al. 2002; Reithinger et al. 2003; Oliveira et al. 2013). O
mesmo se aplica a leishmaniose tegumentar, onde animais silvestres e sinantropicos
atuam como reservatérios do parasito ampliando a incidéncia nestas comunidades
(Herwaldt, 1999; Oliveira et al. 2003).

A LV canina coexiste com a LV humana em todos os focos conhecidos e ela
precede a ocorréncia de casos humanos (Kumar et al. 1999; Barnett et al. 2005; Bern
et al. 2005). Neste caso, o cao doméstio, principal fonte de infeccdo, pode apresentar
alto parasitismo cutaneo o que facilita a infeccao dos flebotomineos (Thakur 2000;
Adhikari & Maskay 2003), exercendo papel fundamental na introducdo da doenga em
areas novas (Badaro et al. 1986; Anoopa Sharma et al. 2006)
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Hoje, nos municipios de Niter6i e Marica (RJ), a area mais afetada pela LV
canina estd situada junto a encosta do Parque Estadual da Serra da Tiririca. O Parque
(PESET) inserido entre estes dois municipios, representa uma das poucas areas com
residuos de mata atlantica tdo préxima da area urbana. Area de preservacao recentemente
criada, por movimentacao da propria populacao, devido a grande expeculacao imobiliaria.
Dentro desta area de preservacao, encontrou-se pequenas comunidades inseridas € a
populagcdo ali residente, mantem-se de pequenas plantacdes, de recursos naturais da
propria reserva e também de pequenas criagdes mantidas no peridomicilio, como
criacao de galinha, porcos e outros. Além de possuirem animais domésticos, como
caes, que interagem com animais sinantropicos préprios da regido. Esses fatores
chamam a atengéao para o estudo das Leishmanioses na area, na tentativa de elucidar o
ciclo de transmissao do parasito e a relagdo dos fatores ecoldgicos, dos flebotomineos,

reservatorios e seres humanos que ali convivem.
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3- OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Avaliar os aspectos das leishmanioses e o papel epidemioldgico dos
flebotomineos em relagcdo as leishmanioses em comunidades carentes da
area do Parque Estadual da Serra da Tiririca em Niter6i e Marica, RJ, através
da pesquisa da fonte alimentar, infecgdo natural e avaliagdo dos animais
domésticos e sinantrdpicos da regiao.

3.2 — Objetivos Especificos

Levantamento das espécies de flebotomineos em areas modificadas e nao
modificadas no Parque Estadual da Serra da Tiririca, ampliando resultados
obtidos anteriormente (mestrado);

Pesquisa de infeccdo natural por Leishmania spp. nas fémeas de
flebotomineos, capturados nas areas modificadas (area de comunidade) e
area nao modificada;

Pesquisa de infeccdo por Leishmania spp. em animais silvestres e
sinantropicos (pequenos mamiferos);

Pesquisa da fonte alimentar de fémeas de flebotomineos, capturadas nas
areas modificadas (area de comunidade) e area nao modificada;

Educagdo em Saude - Esclarecimentos sobre as Leishmanioses, para as

comunidades/escolas locais, através de palestras e oficinas;
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4- MATERIAL E METODOS

4.1 - Estudo de Area — Parque Estadual da Serra da Tiririca

A Serra da Tiririca' esta inserida entre os municipios de Niter6i e Marica no
estado do Rio de Janeiro (22°48’; 23°00" S e 42°57’; 43°02° W) (Fig. 4.1), na porgao
litoranea da Serra do Mar. Em Niter6i localiza-se nos bairros do Engenho do Mato,
ltaipu, Itacoatiara, Varzea das Mocas e em Marica, pertencentes ao Distrito de Inoa
(Barros, 2008). E formada por um conjunto de montanhas com altitude média
aproximada em torno de 250 m. Apresenta sete Morros: Telégrafo (387 m), Alto Mourao
(412 m), Catumbi (344 m), Serrinha (277 m), Cordovil (256 m), Costdo de Itacoatiara
(217 m) e Penha (128 m) que constituem o Parque Estadual da Serra da Tiririca (PEST)
(Fig. 4.2) (Barros & Seoane, 1999 apud Barros, 2008). Recentemente, em 2008, foi
incluido na area do Parque o Morro das Andorinhas (196 m) e parte do entorno da
laguna de Itaipu.

O Parque Estadual da Serra da Tiririca (PESET) foi criado pela Lei Estadual n®.
1.901, de 29 de novembro de 1991 (das Unidades de Conservagdo da regido
metropolitana do Rio de Janeiro, o PESET é o unico que nasceu da vontade popular,
por meios de movimentos comunitarios organizados). Essa medida teve o intuito de
proteger remanescentes da Mata Atlantica que se encontravam extremamente
ameacados pela especulagdo imobilidria, entre outras formas de atividades antropicas
(Barros, 2008). O Parque teve os limites provisérios descritos pelo Decreto Estadual n®.
18.598, de 19 de abril de 1993. Publicado em Diario Oficial, no dia 17/04/2008, sua
ampliacdo através do Decreto n° 41.266, com uma é&rea de 2.260 hectares.
Recentemente, o parque recebeu mais uma ampliacdo pelo Decreto Estadual n®
43.913, de 29 de outubro de 2012, com a inclusdo de 1.241 hectares. Totalizando uma

area de aproximadamente 3.493 hectares.
(http://www.inea.rj.gov.br/Portal/Agendas/BIODIVERSIDADEEAREASPROTEGIDAS/Un
idadesdeConservacao) (Fig. 4.3).

' O nome Tiririca esta relacionado com a passagem de tropas de burro que atravessavam a Serra em diregdo a
Regido dos Lagos por um caminho cheio de tiriricas. Tiriricas sdo plantas do género Cyperus (familia Cyperaceae),
comumente encontradas em areas desmatadas, como beiras de caminho (BARROS & SEOANE, 1999 apud
BARROS, 2008).
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Figura 4.1 — Mapa da divisdo do Estado do Rio de Janeiro em municipios. Os municipios em destaque
representam as areas onde foi realizado o trabalho. Fonte: Fuzari, 2013.

e

Figura 4.2 - Foto aérea do Parque Estadual da Serra da Tiririca, Niteréi e Marica, RJ mostrando, em
especial, o Morro do Telégrafo, Morro do Elefante e o Alto Mourdo ao fundo (SEMADS 2001). Fonte:
BARROS, 2008
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Na regido, a formacdo florestal ocorre entre 50 e 500m de altitude, sendo
classificada por Veloso et al. (1991) como floresta ombroéfila densa submontana. As
regidbes mais degradadas sdo encontradas nas areas com até 150m. Ocorre também
vegetacao de afloramentos rochosos, e grande parte da fisionomia desses ambientes é
constituida por plantas das familias Bromeliaceae e Cactaceae (Barros, 2008). Sua
geomorfologia é similar ao relevo caracteristico do litoral do Rio de Janeiro, com
costdes de granito-gnaissicos alternados com as planicies arenosas holocénicas de
origem marinha-continental.

O clima da regiao é influenciado pela presenca das massas de ar Equatorial
Continental no verao e Tropical Atlantico durante o restante do ano, além da passagem
freqiiente de frentes polares, principalmente durante a primavera. E enquadrado na
zona climatica das planicies e macicos costeiros com precipitacdo média entre 1.000 e
1.500 mm/ano (Barbiére & Coe-Neto 1999). Segundo esses mesmos autores, na area
dos macigos costeiros a quantidade de chuva aumenta gradualmente na direcédo
Sudeste-Nordeste, principalmente para regides mais interioranas, onde ocorrem 0S
primeiros sinais do clima tropical
(http://www.inea.rj.gov.br/Portal/Agendas/BIODIVERSIDADEEAREASPROTEGIDAS/Un
idadesdeConservacao/INEA_008600#/PlanodeManejo).

A area do presente estudo se insere justamente na transi¢do pluviométrica entre
a planicie costeira e 0 macico costeiro. O clima é quente e umido, com estacao chuvosa
no verao e seca no inverno (maio e junho). A estagdo chuvosa inicia-se na primavera,
culminando no verdo nos meses de dezembro e janeiro, quando ocorre intensa
precipitagéo pluviomeétrica. Em fevereiro hd uma queda no volume das chuvas. Contudo
em margo, devido a chegada de massas frias, registram-se chuvas intensas. A menor
precipitacdo se da nos meses de julho e agosto, quando fica abaixo de 60mm. A
temperatura média estd em torno de 23°C, sendo janeiro e fevereiro os meses mais
quentes e o0 mais frio em junho. O vento predominante é o nordeste (Bernardes, 1952;
http://www.inea.rj.gov.br/Portal/Agendas/BIODIVERSIDADEEAREASPROTEGIDAS/Uni
dadesdeConservacao/INEA_008600#/PlanodeManejo).

O Parque Estadual da Serra da Tiririca possui uma Sede Administrativa,
localizada em ltaipuacu, dotada de auditério, laboratério para pesquisadores e Nucleo
de Prevencao a Incéndios Florestais - NuPIF. A sub-sede, localizada em ltacoatiara,

30



conta com Centro de Recepgéo aos visitantes (cerca de 60.000 por ano) que percorrem
as trilhas abertas ao turismo, hoje considerado um polo de ecoturismo e lazer de Niterdi
e Marica. Com 3.493 hectares, o parque tem como objetivos basicos: manter e proteger
a biodiversidade e os recursos genéticos do territério; promover a sustentabilidade do
entorno para o uso dos recursos naturais, estimulando o desenvolvimento integrado da
regiao com auxilio da educagcdo ambiental; preservar e conservar o sistema hidrografico
local, bem como favorecer a recarga natural do lencol freatico; contribuir com a
amenizagao climatica; minimizar os riscos de erosdo na regido onde esta inserido
proteger todas as espécies vegetais e animais, bem como os ecossistemas a que
pertencem, as belezas cénicas das paisagens, monumentos naturais, sitios
arqueoldgicos e outros ativos culturais; estimular e auxiliar as pesquisas cientificas do
patrimbnio natural, material e imaterial e favorecer o uso recreativo e cultural do parque,
de forma adequada, pela sociedade
(http://www.inea.rj.gov.br/Portal/Agendas/BIODIVERSIDADEEAREASPROTEGIDAS/Un
idadesdeConservacao).

31



5000

4 E

4

1470000

TAGRO0

1000

TABAD00

TARI000

0000

Fasinion

- L e
= LPai
3 A s . L R 2 . N
31000 34000 EPR00D TOC000 TOROCT 00 B0 Rl <o
Legenda Mapa de Localizagao Escala Grafica Referéncias Cartograficas Plano de Manejo do
Limites municipais (CEPERJ, 1:25.000) Parque Estadual da Serra da Tiririca
TIR - Limite do PESET (INEA, 1:50.000)
2 ' /*, ol Limite PESET Lagoas e lagunas wede e ‘20801300 peld
- . 1:50.000)
Q_‘P €| 7 Limite municipsl Cursos d'agua '$ PR . . LOCALIZAGAO REGIONAL
Qc 1:50.000]
- £ sece Caminho Darwin Toponimias (IBGE/DSG, 1:50.000) Q- . i
Al . Ponios destacados (Novaterra, 1:20.000) jo de Jane bt
= £ Sub-sede A\_ Vias principsis 0 05 2 Tombye coslorarios Qlovwamae, 120 0% Rio de Janeiro f] § [=]« FHEr
"4', u Infraestrutura C. Darwin Projecao UTM GEPRO ‘coorERacio
“ Datum Horizontal WGS34 Fuso 235 | G, 5ia de Unidades de Conservagso de Protegio ntegral| | — oo i /
™ (=) wirante taipuagu ! 1 : kfw oPMA-R)
Escala do original Data GEOPEA o ENTWORUNGSIANK  Seain
1:75.000 Fevereiro 2013 Geréncia de Geoprocessamento e Estudos Ambientais
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Figura 4.4 - Diferentes localidades do Parque Estadual da Serra da Tiririca (PESET), Niter6i e Marica, RJ.
A. Morro do Alto Mouréo — vista da estrada sentido Marica - Niter6i; B. Alto Mourao - Pedra do Elefante,
ltacoatiara, Niter6i; C. Mirante de ltaipuagu — vista da baixada litoranea de Marica e praia de ltaipuagu; D.
Mirante do Alto Mourao — vista das praias oceanicas de Niter6i e das Lagoas de ltaipu e Piratininga; E.
Sede Administrativa do PESET, ltaipuacu, Marica; F. Posto de recepcdo ao visitante, Itacoatiara, Nitero6i.

33



4.2- Captura e montagem de Flebotomineos

As capturas dos flebotomineos foram realizadas no periodo de junho de 2013 a
abril de 2016, em média, uma vez ao més. Para a coleta dos insetos foram utilizadas
armadilhas luminosas HP alimentadas com baterias de 6 Volts cada (Pugedo et al
2005). Esta armadilha é uma variagcado da armadilha luminosa CDC - Center on Disease
Control) desenvolvida por Sudia & Chamberlain (1962).

As armadillhas CDC, modelo HP, foram adaptadas para serem usadas com
potes de plastico (capacidade 200 mL) ao invés das gaiolas de pano. Os potes plasticos
contendo éalcool a 80%, eram presos a armadilha por um pedacgo (20 cm) de meia fina
de seda fixada por elasticos de borracha na base da armadilha. Assim, os insetos eram
atraidos pela luz, sugados pela ventilagdo e caiam direto no alcool (Fuzari et al. 2013)
(Fig.4.6). Esta modificagdo visou preservar os insetos para a montagem e posterior
identificacdo. No presente estudo, foram utilizadas 34 armadilhas modelo HP, 22
distribuidas em quatro areas de acordo com tabelas (Tabelas 4.1 € 4.2).

A area 1, um sitio localizado dentro da area do parque, localidade denominada
de Mirante, pois 0 acesso ao sitio fica préximo ao Mirante da estrada que liga Niter6i a
Marica (Estr. de ltaipuacu). (Fig. 4.7) Nesta area, encontramos um ambiente de mata e
também um ambiente peridomiciliar, como uma residéncia, plantagdes, animais
domeésticos e seus anexos.

A area 2, um ambiente de mata, na subsede do parque, em ltacoatiara. Nesta
localizagdo, encontram-se a maioria das trilhas abertas ao publico e ao turismo do
Parque Estadual da Serra da Tiririca. Entretanto, para o nosso estudo, escolhemos o
lado da mata que ndo possuia trilhas abertas, tentando reduzir ao minimo o efeito das
alterages e influéncia antrépicas. (Fig. 4.7)

Na area 3, foram selecionados ambientes de peridomicilio em trés “residéncias”,
essas nao possuiam uma demarcacao de limites, ou seja, uma divisdo do terreno.
Também encontramos animais domésticos soltos, anexos, poucas plantacdes, arvores
frutiferas, muito lixo e entulhos acumulados. Todos esses ambientes estdo limitrofes
com a area de conservagdo do parque. Esta area contempla casas dos bairros de
Engenho do Mato (localidades conhecidas como Mangueirdo e Quilombo do Grotao) e
ltaipu (Vale Feliz). (Fig. 4.7)
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A éarea 4, localiza-se no Morro das Andorinhas, onde foram escolhidas 6
residéncias, sendo apenas uma fora dos limites da area de parque. Nesta localidade,
também observamos algumas plantagcées, animais domésticos, anexos (como
galinheiros), lixo e entulhos acumulados. (Fig. 4.7)

Na tabela 4.2, segue descricdo das areas trabalhadas, suas localidades e o
ambiente, com seus respectivos pontos (cada ponto de coleta foi utilizada uma
armadilha) e anotado as coordenadas geograficas.

As armadilhas foram instaladas durante o dia (a partir das 10h) e retiradas a
partir das 10h apos dois dias, permanecendo ligadas no ambiente por, no minimo, 48
horas (tabela 4.1). Durante todas as coletas, no momento de instala¢do e retirada das
armadilhas, foram anotados alguns dados especificos, como: hora, temperatura,
umidade relativa do ar e observagdées do local e do clima. Para a medi¢cdo de
temperatura e umidade foi utilizado um termohigrémetro (Instrutemp — Instrumentos de
medi¢éo).

Durante as coletas de pequenos mamiferos, foram instaladas duas armadilhas
HP por trilha (uma no inicio e outra no final de cada trilha), que permaneceram em
atividade por 4 dias. Toda manha, no momento da vistoria das armadilhas de
mamiferos, as HP’s eram também vistoriadas e se houvesse necessidade, trocava-se

0s potes ou completava-se com alcool. Totalizando 12 armadilh

i - L it B

o 3 IR

ng}ura 4.5 — Fotos das armadilhas luminosas modificadas: A — armadilha instalada na mata do ponto 1
(Itaipuagu); B — armadilha instalada no galinheiro (ponto 5) da residéncia em Itaipu.
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Tabela 4.1: Descri¢cao dos periodos de coletas em cada area de trabalho.
Numero de Total de horas

Periodo Total coletas armadilhas por armadilha
Mirante nov 2013 a
(Area 1) abr 2016 20 4 Sl
Mata Itacoatiara jun 2013 a
(Area 2) abr 2016 24 3 1152
Peridomicilio jun 2013 a
(Area 3) jun 2014 12 7 576
Morro das .
Andorinhas mi' 2200115 Ga 5 8 240
(Area 4) abr
Trilhas - Coletas  ago 2014 e
Mamiferos dez 2015 2 12 %6

Apbés as coletas, os potes com o0s insetos foram encaminhados para o
Laboratério de Doencas Parasitarias — IOC/Fiocruz, Rio de Janeiro, onde foram
submetidos a uma triagem. Cada armadilha foi examinada, sendo retirado todo e
qualquer material capturado. Deste, foram selecionados somente os flebotomineos,
espécie de interesse do estudo.

Os flebotomineos capturados foram montados entre lamina e laminula, seguindo
técnicas de montagem de rotina do Centro de Referéncia Nacional e Internacional para
Flebotomineos do Centro de Pesquisa René Rachou — Fiocruz, Belo Horizonte, onde os
espécimes serdao depositados. Dando prosseguimento ao estudo, as laminas foram
examinadas no microscopio 6ptico (Biosystems — Medilux, modelo L2000C) para a
identificagao das espécies de flebotomineos.

O protocolo utilizado na montagem dos flebotomineos foi o seguinte: apds
triagem, os insetos permaneceram, em média, 16 horas no hidréxido de potassio (KOH)
a 10%, para clarificagdo. Para neutralizar o processo de clarificacdo foram transferidos
para acido acético a 10% por 15 a 20 minutos. Logo apds, passaram por uma
desidratacao seriada: alcool 70% - 10 minutos, alcool 90% - 10 minutos, alcool 95% -
10 minutos e alcool 100% - 10 minutos. Em seguida, colocados no Eugenol por no
minimo 24 horas, para a diafaniza¢do das estruturas (Fuzari 2011).

Apos finalizacdo do processo acima descrito, cada inseto foi colocado na lamina sob

uma gota de balsamo do Canada, e com o auxilio de dois estiletes de pontas finas,
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separou-se a cabega, o torax e o abdomem dos espécimes fémeas, a fim de visualizar
as espermatecas. Os exemplares machos foram montados inteiros. Em seguida, uma
laminula foi colocada sobre o exemplar, e a lamina levada a estufa (37°C) para
secagem e apds 72 horas, colocou-se esmalte incolor em volta da laminula para sua

impermeabilizagao (Fig. 4.6)
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Tabela 4.2: Areas trabalhadas, localidades e o ambiente, com descri¢do de todos os pontos de
coletas de flebotomineos (cada ponto de coleta = 1armadilha) e suas coordenadas geograficas.

Area Ambiente Localidade Pontos de Coorde’nf‘:\das
coletas geograficas
JHP1
, . . JHP2 S 22°57'41,07"
Area l Sitio Mirante JHP3 W 43°10'23,89"
JHP4
S 22°58'22.9”
SSP1 0 43°1'33.7”
SSp2 S 22°58'24.0”
Area 2 Mata Itacoatiara 0 43°1'33.7”
S 22°58'22.6”
SSP3 0 43°1'34.0”
Mangueirdo MP3 S 22°55'38.0"
(Eng. do Mato) MP3EX 0 43°00'05.5"
S 22°55'40.0"
MPp4 0 43°00'10.5"
Area 3 Peridomicilio leomlzo do QP5 $22°56'27.5
Grotao QP6 0 43°00'19.1"
S 22°56’46.9”
Vale Feliz VEP7 0 43°0'52.9”
(Itaipu) S 22°56’46.8”
VFP8 0 43°0'53.0”
MA1 S 22°58'16.61"
MAB1 043°2'22.20"
S 22°58’17.5”
peridomicil MA2 W 43°02°23.8”
frend eridomictiio Morro da MA3 $22°58'17.9”
Andorinha MAB3 W 43°02'29.5”
$22°58'17.00"
MAB2 W 43° 2'25.01"
MA4 $22°58'18.6
MAB4 W 43°02'32.1

Para identificacao em nivel de género, subgénero e espécie foram utilizados os

artigos referentes as descricbes de espécies disponiveis na literatura e chave

taxbnomica de Galati, 2003, 2015.
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Figura 4.6: Fotos de flebotomineos montados entre lamina e laminula, visualizados ao
microscopio Optico. A — Espermateca Ny. intermedia (40x) B — Genitalia masculina Ny.
intermedia (10x); C — Lu. longipalpis macho (4x); D - Genitélia masculina Lu. longipalpis (10x).
Fonte: Fuzari, 2011.
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Figura 4.7: Mapa mostrando parte da regido do Parque Estadual da Serra da Tiririca (PESET) e as quatro
areas de trabalho em destaque: Area 1 — Mirante de Itapuagu, Marica; Area 2 — Subsede do PESET,
Itacoatiara, Niter6i; Area 3 — Peridomicilio (Engenho do Mato, Quilombo e Itaipu), Niter6i; Area 4 — Morro
das Andorinhas, ltaipu, Niterdi; Trilhas — transectos utilizados nas coletas de pequenos mamiferos, em
diferentes localidades.

4.3- Captura de pequenos mamiferos

Para o estudo dos mamiferos, foram estabelecidos 06 transectos lineares com 15
estacdes de captura ao longo das trilhas, com espacamento de 20 metros entre cada
uma delas. Em cada estacdo de captura foram dispostas armadilhas do tipo live-trap,
uma do modelo Tomahawk® (40,64cm x 12,70cm x 12,70cm) e uma do modelo
Sherman® (7,62cm x 9,53cm x 30,48cm), apropriadas para a captura de pequenos
mamiferos vivos com até 3 Kg. Adicionalmente, em cada trilha, seis pontos tiveram
armadilhas estabelecidas no sub-bosque. Nestes pontos apenas uma armadilha de
cada tipo foi estabelecida, totalizando entao trés armadilhas do modelo Sherman e trés
do modelo Tomahawk. O termo sub-bosque utilizado aqui, refere-se a porgéo superior
das arvores, aonde encontra-se alguma bifurcacao de galhos e cipds, e que geralmente

fica a altura dos nossos olhos.
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Foram dispostas 36 armadilhas por trilha, totalizando 216 armadilhas por coleta.
Duas expedicoes foram realizadas ao longo de 16 meses, uma em agosto/2014 e outra
em dezembro/2015, periodo seco e periodo chuvoso, respectivamente, sendo que cada
expedicdo teve duragdo de cinco noites, totalizando um esforco de captura de 1080
armadilhas por expedigao.

Em cada armadilha foi utilizada uma isca, que foi composta por uma mistura de
bacon, aveia, banana e pasta de amendoim.

As trilhas foram identificadas por letras sequenciais. Na primeira expedicao, foram
denominadas trilhas de A a F. Nas trilhas A, B, C e F, foram registrados problemas
quanto a questao de seguranga, como o0 sumi¢o de muitas armadilhas, interferéncia de
algumas pessoas da comunidade local e até mesmo ocorréncias policiais, 0 que nos
levou a estabelecer outros transectos na segunda expedicdo. Para esta, foram
denominadas as trilhas D, E, G, H, | e SS (Tabela 4.3).

Os transectos foram percorridos diariamente pela manha para verificar a presenca
de animais capturados. Nestas vistorias, foram utilizados equipamentos de
biosseguranca (mascara e luvas especificas). As armadilhas contendo os animais foram
armazenadas em sacos plasticos pretos, fechados e transportados, imediatamente
apds sua remocao, para a base laboratorial de campo, localizada nas dependéncias do
Parque Estadual da Serra da Tiririca, na primeira expedi¢cdo. E na segunda expedicao,
em um local alugado, proximo ao PESET. Nesses laboratérios os animais foram
processados e as amostras coletadas segundo normas de biosseguranca, onde toda a
equipe estava paramentada com equipamentos de nivel 3 de seguranca (filtros
motorizados, mascaras com pressao positiva, e demais acessorios). (Fig. 4.8) dessa
maneira, foi garantida a segurangca dos membros da equipe de campo contra zoonoses
de transmissao por aerossois.

Na base laboratorial de campo, os animais foram anestesiados, conforme orientagao
veterinaria, e tiveram seus dados coletados (sexo, peso corpéreo e medidas de corpo e
cauda), A idade dos animais foi estimada da seguinte forma: nos marsupiais, pelo
estagio de desenvolvimento da denticdo (condicao do terceiro pré-molar e numero de
molares eclodidos) e nos roedores, pelo peso corpéreo relativo. Dos espécimes
capturados foram coletados sangue em papel filtro e coagulos, para estudo de infeccao
natural por Leishmania através de técnicas moleculares. Amostras de baco, figado e de
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tecido (pedacgos de orelha e cauda) foram coletados apenas na segunda expedigao,
para posterior tentativa de isolamento do parasita e analises moleculares, entretanto
nao fizeram parte dos resultados deste estudo (Fig. 4.8).

Nesta ultima expedigdo, investigadores de diferentes projetos e instituicdes
trabalharam em colaboragéo, no sentido de se aproveitar e ter 0 maximo rendimento de
todo o materiai ali coletado.

Em alguns animais, foram inseridos chips/anilhas de marcacdo e soltos
novamente no mesmo local de captura, para que na expedicdo posterior ao serem
capturados saber se ja haviam sidos manipulados. Como exemplo, individuos jovens e
filhotes, onde a probabilidade de infecgdo € pequena, e também fémeas prenhas, para
ndo ter uma baixa populacional (D’Andrea et al., 1994).

A identificacdo taxondémica dos pequenos mamiferos capturados foi baseada,
inicialmente, na morfologia externa. Assim, todos os espécimes foram identificados por
género, sendo possivel apenas para algumas espécies a identificacdo especifica. Na
maioria dos individuos, a identificacdo especifica, foi realizada através de analise
cariotipica e através de cultura de medula éssea e quando necessario complementadas
com andlise da morfometria craniana. A técnica de cariotipagem visa determinar o
namero cromossémico dipléide e fundamental, com objetivo de descrever e associar
cada complemento cromossdmico a espécie confirmando a identificacdo morfoldgica. A
metodologia é aplicada segundo Bonvicino (2011).

Amostras de figado foram também fixadas e preservadas em etanol para
posteriores estudos moleculares filogenéticos dos animais.

Todas as identificagces taxonémicas foram realizadas no Laboratério de Biologia
e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios, |IOC/FIOCRUZ, Rio de
Janeiro/RJ, sob a supervisdo da Dra. Natalie Ollifers, Dr. Bernardo Rodrigues Teixeira e
Dr. Paulo Sérgio D’Andrea.

Os espécimes coletados serdo depositados como material testemunho na
colecao temporéria do Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres
Reservatoérios, IOC/FIOCRUZ e, ap6s o término das analises, depositados na Colegcéao
de Mastozoologia do Museu Nacional/UFRJ (Rio de Janeiro, Brasil).

O sucesso de captura foi verificado utilizando seguinte calculo: quantidade de
animais coletados dividido por esfor¢co de captura multiplicado por 100.
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'Tabela 4.3: Distribuicdo dos transectos utilizados nas expedigdes para captura de pequenos mamiferos,
suas localidades e as coordenadas geograficas.

Ponto inicial Ponto final
Expedicdo Transectos Local
S (o] S (0]

Trilha A Itaipu 22°57'8,21" 43°1'7,35" 22°57'08.00" 43°1'00.70"

Trilha B Eng. do Mato 22°55'45,10" 42°59'25,30" 22°55'38,76" 42°59'19,34"

Trilha C Estr. Barrinha/Marica 22°55'45,90" 42°58'58,90" 22°55'40,60" 42°59'00,39"
! Trilha D Mirante - Sitio 22°57'45,40" 43°1'18,50" 22°57'41,07" 43°1'23,89"

Trilha E Mirante - estrada 22°57'45,65" 43°10'10,73" 22°57'40,75" 43°10'10,57"

Trilha F Estr. Barrinha/Marica 22°55’44.05” 42°58'46.84 22°55’34.49” 42°58'49.29”

Trilha D Mirante - Sitio 22°57'45,40" 43°1'18,50" 22°57'41,07" 43°1'23,89"

Trilha E Mirante - estrada 22°57'45,65" 43°10'10,73" 22°57'40,75" 43°10'10,57"

Trilha G Morro das Andorinhas 22°58'15.71" 43°2'20.29" 22°58'13.58" 43°2'15.79"
2 Trilha H Sede PESET/Marica 22°57'57.60" 43°0'24.70" 22°57'56.41" 43°0'24.52"

Trilha | Haras/Marica 22°57'15.19" 43°0'7.17"

Trilha SS Subsede PESET/Itacoatiara  22°58'24.20" 43°1'34.28" 22°58'22.19" 43°1'33.20"

. .

Figura 4.8: Atividades realizadas no laboratério montado em campo: A - Triagem e classificacdo

dos mamiferos; B - Manipulacao e disseccao de roedor.

4.4- Estudo de Infeccao natural por Leishmania spp.

Para deteccao de Leishmania spp., foram utilizadas como fonte de DNA, as fémeas

de flebotomineos nao ingurgitadas (sem residuos de sangue em seu abdbémen) e

amostras de sangue coletas de animais silvestres e sinantropicos.

A identificacdo taxondémica das fémeas de flebotomineos destinadas a andlise de

infeccao natural, foi realizada através da disseccdo da cabeca e dos dois ultimos

segmentos abdominais, sobre uma gota de solucdo salina (0,15M) em lamina de

microscopia € com o auxilio de agulhas descartaveis, para visualizagdo do cibario e

espermateca, respectivamente, possibilitando a identificagdo taxonémica no nivel de

espécie de acordo com Galati (2015). O restante do corpo do inseto foi acondicionado
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em microtubos de polipropileno de 1,5 ml (tipo eppendorf) contento 100uL de alcool
etilico 95% e rotulados de acordo com a area de coleta, espécie e sexo. Os tubos
contendo os flebotomineos foram mantidos a temperatura em torno de 2°C (parte
superior da geladeira). Os machos que nao foram utilizados como controles negativo
passaram pelo processo de clarificacdo e diafanizacdo, e posterior montagem entre
lamina e laminula para identificagéo taxonémica.

As amostras de sangue dos pequenos mamiferos, foram coletadas em papel de filtro
(FTA classic card — Whatman), identificadas de acordo com a numeracdo de
identificacao de cada animal e armazenados a temperatura de - 4°C.

A deteccao e monitoramento da carga parasitaria por Leishmania spp. nas amostras
foi realizada através das estratégias de diagndstico molecular propostas a seguir. Os

flebotomineos foram analisados individualmente.

4.4.1 - Obtencao do Extrato total dos flebotomineos

O DNA utilizado na PCR foi obtido a partir de um extrato de amostras individuais
de flebotomineos machos (como controle negativo) e fémeas, em 100 uL de tampéao de
lise: 10 mM Tris-HCI pH 9,2 contendo 10 mM de EDTA e 100 pug/mL de proteinase K
(USBiological). Os lisados foram mantidos em tubos Eppendorf® e incubados (2 a 3
horas, 56 °C) com agitacbes periddicas. No final da incubacdo, o material foi
centrifugado (9.800¢g, 15 minutos, 4 °C) e o sobrenadante coletado, foi aquecido (15
minutos, 95 °C). Em seguida, as amostras foram mais uma vez centrifugadas (9.800g,
40 segundos, 4 °C) (Miranda et al.,, 2002). Os volumes das preparagbes foram
ajustados para 200 pL com TE 0,1X e estocadas (— 20 °C) até o momento da extracao
do DNA total.

4.4.2 - Extracao de DNA

A extragdo de DNA a partir dos lisados de flebotomineos foi realizada utilizando o
kit comercial Wizard SV Genomic DNA Purification System (Promega), segundo as
especificagbes do fabricante, e 0 DNA eluido em 50 uL TE 0,1X foi posteriormente
estocado a - 20 °C até o momento de uso. Todas as etapas para a extracdo de DNA
foram monitoradas pela inclusdo de amostras controle negativo (insetos machos de

colénias de laboratério). A inclusdo de machos determina um controle para possiveis
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contaminacgodes, pois essas amostras nao podem conter DNA de Leishmania spp. Os
fluxos laminares utilizados, sdo exclusivos para extracdo de DNA, assim como todo o
material utilizado nesta etapa foram devidamente descontaminados com a utilizagdo de

cloro e exposicao a raios UV.

4.4.3 - Reacao em Cadeia da Polimerase — Hot-start PCR multiplex.

Para a PCR foram utilizados dois pares de iniciadores que amplificam
simultaneamente na mesma reagdo, um produto de 120 pb referente ao DNA de
Leishmania (no caso de amostras de fémeas positivas) e outro de 220 pb
correspondente ao DNA de flebotomineo (todas as amostras de machos e fémeas). O
primeiro par amplifica a regido constante do minicirculo do kDNA; primer A [5° GGC
CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC 3] e primer B [5° GGG GTA GGG GCG TTC TGC
GAA 3] (Figura 4.9) (Passos et al., 1996); o segundo par amplifica um gene constitutivo
especifico de flebotomineos (cacophony): SLIcac [5'GTG GCC GAA CAT AAT GTT AG
3] e 3Licac [5"CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 37] (LINS et al., 2002). A inclusao
deste segundo par de iniciadores (gene cacophony) confere a confiabilidade do material
extraido, evitando possiveis resultados falso negativos, pois todas as amostras (machos
e fémeas) constituidas por flebotomineos deveriam amplificar o produto referente a
esse alvo.

As reagdes ocorreram em um volume final de 100 pL, consistindo de solucéo
tampao da PCR 1X (100mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM de KCI - solucao PCR 10X,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 4,5 mM MgCl,, 200uM de cada dNTP
(Invitrogen), 0,2 uM de cada primer, 1,25 U Taq Gold DNA polimerase (Applied
Biosystems), 10 uL de DNA e H,O (ultra pura e estéril, grau Biologia Molecular) para
completar o volume. A ciclagem térmica consistiu de 36 ciclos e realizada no aparelho
modelo Gene Amp® PCR Sytem 9700, com a seguinte programacao, por ciclo:
desnaturacdo (30 seg, 94 °C), anelamento (30 seg, 55 °C) e extensdo (30 seg, 72 °C).
Este programa foi precedido de uma etapa (12 min, 94 °C) para ativacdo da enzima
(Hot Start) e apds os 36 ciclos inclui-se um passo de extensao final (10 min, 72 °C).
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Figura 4.9: Esquema da estrutura de um minicirculo do kDNA de Leishmania sp. (~800 pb),
demonstrando o local de anelamento dos primers A e B e o sentido da amplificagao

4.4.4 - Extracao de DNA em papel de filtro — Amostras de sangue de mamiferos

A extracao de DNA de possiveis reservatorios de Leishmania spp. a partir de
amostras de sangue coletadas em papel de filtro, foi realizada utilizando o protocolo de
Purificagdo do kit comercial QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEM®) segundo as
especificagbes do fabricante, e o DNA eluido em 50 uL TE 0,1X foi posteriormente
estocado a - 20 °C até o momento de uso.

4.4.5 - Reacao em Cadeia da Polimerase — Amostras de sangue de mamiferos
Utilizou-se a amplificagdo do gene da B-globina como controle interno da
extracdo o que confere a confiabilidade do material extraido, evitando possiveis
resultados falso negativos. Os primers utilizados foram PC03 5’ [ACA CAA CTG TGT
TCA CTA GC] 3, e PC4 5’ [CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC] 3’ ( Wincker et al. 1994).
As reacOes ocorreram em um volume final de 100 pL, consistindo de solugéao
tampao da PCR 1X (100mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM de KCI - solucdo PCR 10X,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 4,5 mM MgCI2, 200uM de cada dNTP
(Invitrogen), 0,2 uM de cada primer, 1,25 U Taqg Platinum DNA polimerase (Applied
Biosystems), 10 uL de DNA e H20 (ultra pura e estéril, grau Biologia Molecular) para
completar o volume. A ciclagem térmica consistiu de dois ciclos e realizada no aparelho
modelo Gene Amp® PCR Sytem 9700, com a seguinte programacao: dois ciclos:

desnaturacdo (1 min, 98 °C), anelamento (2 min, 64 °C) seguido de 38 ciclos:
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desnaturacgdo (1 min, 94 °C), anelamento (1 min, 64 °C). Este programa foi precedido
de uma etapa (3 min, 94 °C) para ativagdo da enzima (Hot Start) e apds os 38 ciclos foi
incluido um passo de extensao final (10 min, 72 °C).

Uma segunda reacao de PCR foi ralizada, conforme o protocolo j4 descrito de
PCR multiplex, porém utilizou-se apenas o primeiro par de primers que amplifica a
regiao constante do minicirculo do kKDNA para detecgcao de Leishmania spp.

Em caso de amostras positivas, foi utilizado o protocolo de PCR para
identificacao de espécies de Leishmania seguido de clonagem e sequenciamento.

4.4.6 - Eletroforese em gel de agarose

Os ensaios de eletroforese foram realizados em cuba horizontal, em géis de
agarose (Seakem e NuSieve, FMC Bioproducts, Rockland, USA) a 2,0%, com
dimensodes de 12,5 x 20 cm, preparados em TBE 1X (0,89 M Tris-HCI; 0,89 M acido
bérico; 0,024M EDTA, pH 8,3 - TBE 10X). Ap6s a imersdao do gel solidificado em
tampao TBE, aliquotas contendo 10 pL do produto da PCR foram misturadas a 1 yL do
tampéo de aplicacdo de amostra (30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% xileno
cianol) e aplicadas no gel. A eletroforese foi conduzida por 2 horas a 70 V. O peso
molecular dos amplicons foi determinado pela inclusdo nos géis do marcador de peso
molecular de 100 pb (DNA Ladder — Invitrogen Life Technologies). O gel é corado com
Nancy-520 DNA Gel Stain (Sigma®). Os géis foram analisados e as imagens
registradas através de um sistema fotografico de documentacdo em gel — UVP
Bioimaging Systems (Upland, CA, USA).

4.4.7 - Reacao em Cadeia da Polimerase — Identificacao de espécies de
Leishmania

Apos a confirmacao da detecgao de Leishmania (seja em flebotomineos ou em
sangue de mamiferos), o DNA recuperado foi submetido a um novo ensaio de PCR
desta vez direcionado para o alvo de 234 pb do gene hsp 70 primer forward 5 [GGA
CGAGATCGAGCGCATGGT]3’, primer reverse 5[TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG]3
(da Graga et al., 2012).

As reacbes ocorreram em um volume final de 50 pL, consistindo de Gotag®
Green Master Mix (Promega®) 1X, 0,2 uM de cada primer, 5 uL de DNA e H20 (ultra
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pura e estéril, grau Biologia Molecular) para completar o volume. A ciclagem térmica
consistiu de 36 ciclos e realizada no aparelho modelo Gene Amp® PCR Sytem 9700,
com a seguinte programagao, por ciclo: desnaturacédo (30 seg, 95 °C), anelamento (30
seg, 55 °C) e extensdo (30 seg, 72 °C). Este programa foi precedido de uma etapa (5
min, 95 °C) para ativacdo da enzima e ap6s os 36 ciclos, foi efetuada a inclusdo de um
passo de extensdo final (5 min, 72 °C).

Este procedimento é realizado em duas etapas de PCR (Primeira etapa usando
DNA extraido positivo para Leishmania spp. € a segunda etapa utilizando o produto de
PCR da primeira), ap6s a visualizacao dos produtos em gel de agarose e purificacao

dos fragmentos, estes sdo submetidos a clonagem.

4.4.8 - Clonagem

Da mesma forma como descrito acima, amostras de DNA de cada fémea de
flebotomineo confirmadamente positiva para infeccdo por Leishmania sp., foram re-
amplificadas por PCR a partir do DNA extraido utilizando-se os iniciadores para o gene
hsp70 para posterior clonagem e sequenciamento do produto amplificado.

4.4.8.1 - Preparo de células competentes

A metodologia foi iniciada com uma semeadura da cultura de Escherichia coli
linhagem DH5a em placa contendo meio LB (Luria-Bertani) sélido sem antibi6tico, com
crescimento overnight a 37 °C C. Uma coldnia foi retirada e transferida para um frasco
Erlenmeyer de 200 mL contendo LB liquido sem antibiético, com forte agitacdo a 37 °C.
Depois de 1h foi iniciada a leitura da D.O. (Densidade Otica) a 550 nm e
posteriormente, em intervalos de 20 — 30 minutos até atingir o valor de D.O. = 0.5 (fase
log). A cultura foi incubada em banho de gelo por 10 minutos e centrifugada a 4000 rpm
por 10 minutos em tubos conicos de 50 mL estéreis. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspenso cuidadosamente em 25 mL de CaCl, a 100 mM, em gelo.
Uma nova centrifugacao foi realizada por 10 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi novamente ressuspenso em 25 mL de CaCl, estéril a 100
mM. Apés centrifugagao por 10 minutos a 4000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi, delicadamente, ressuspenso em 2 mL de CaCl, estéril a 100 mM
acrescido de 10 % de glicerol. Foram feitas aliquotas de 100 pL das células em tubos

eppendorf® de 1,5 mL mantendo-as no gelo. Em seguida, as células foram submetidas
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ao choque térmico com nitrogénio liquido ou gelo seco em alcool por 1 minuto e
rapidamente estocadas em freezer - 70 °C até o momento de uso.

Com a finalidade de testar a competéncia dessas células, incubou-se uma aliquota
da colbnia bacteriana em 5 mL de meio de cultura LB acrescido do antibiético seletivo
para células contendo o plasmideo PUC19 (ampicilina 100 pg/ mL), e posteriormente foi

realizada uma reacao de transformagao com plasmideos controle (PUC19).

448.2 -Clonagem

Para os experimentos de clonagem foi utilizado o vetor pGEM T-Easy Vector kit
Promega®, segundo as recomendacgdes do fabricante.

Para a reacao de ligacao foram utilizados 5 pL do tampao de ligacao rapida T4
ligase 2X; 1 uL do vetor de clonagem pGEM Easy Vector (50 ng); 3 yL de produto de
PCR; 1 uL da enzima T4 DNA Ligase (3 U/uL); e agua nuclease-free para um volume
final de 10 pL. A reacéo foi gentilmente homogeneizada e incubada overnight a 4° C.

ApGs a etapa de ligagao do produto amplificado de Leishmania sp. no vetor pGEM,
foram adicionados 2 uL do produto de ligacdo em um tubo Eppendorf® de 1,5 mL
contendo previamene as células competentes de E. coli linhagem TOP10 e
homogeneizados levemente. As células foram incubadas em gelo por 15 minutos e, em
seguida, foi realizado o choque térmico a 42° C por 1 minuto. Posteriormene, foi
acrescentado 1 mL de LB sem antibiético ao mesmo tubo Eppendorf®, e as células
foram incubadas a 37 °C por 50 minutos concluindo, dessa forma, a etapa de
transformacéo.

Placas de LB sélido contendo ampicilina na concentragéo final de 100 pg/ mL
foram subsequentemente utilizadas, tendo sido adicionados 40 uL de X-Gal em cada
placa a fim de selecionar as bactérias que continham o plasmideo com a regido de
resisténcia a ampicilina. O X-Gal indica se a bactéria expressa a enzima -
galactosidase, codificada pelo gene LacZ (coldénia azul); bactérias contendo o
plasmideo recombinante formam colénias brancas (devido ao gene LacZ com a enzima
B-galactosidase inativada pela inclus&o do inserto no quadro aberto de leitura).

Apoés selecionarmos as col6nias brancas com auxilio de um palito previamente
autoclavado, cada palito carreando uma colénia bacteriana, este foi introduzido em um
tubo eppendorf ® e a col6nia foi diluida em 10 pL de &gua estéril autoclavada para a

etapa subsequente de PCR de colbnia.
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4.4.8.3 -PCRde Colonia

A PCR de Colbnia foi utilizada com a finalidade de ampliar a quantidade de inserto
das colbénias obtidas. Para isso foram empregados os iniciadores que flanqueiam o
inseto  M13  forward (GTTGTAAAACGACGGCCAGT) e M13  reverse
(CAGGAAACAGCTATGACC). As reagoes ocorreram em um volume final de 50 pL nas
seguintes condicdes: tampao PCR 1X [100mM de Tris-HCI pH 8,3 contendo 500 mM de
KCI], MgCly (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM Invitrogen), iniciadores (0,2 pM), Taq Gold
(Applied Biosystems; 0,05 U/uL) e 10 yL do contendo o inserto. A ciclagem térmica
consistiu de 36 ciclos e realizada no aparelho modelo Gene Amp® PCR Sytem 9700,
com a seguinte programacdo, por ciclo (40 ciclos): desnaturacdo (1 min 95 °C),
anelamento (1,5 min 55 °C) e extensdo (1 min 72 °C). Este programa foi precedido de
uma etapa (5 min, 95 °C) para ativacdo da enzima (Hot Start) e apdés os 40 ciclos
realizou-se a extensao final (5 min, 72 °C). Os produtos amplificados foram visualizados
em gel de agarose, como descrito no item 3.3 - 4.1, e purificados utilizando o kit
comercial Wizard® SV gel PCR clean- Up system, seguindo as especificacbes do

fabricante.

4.4.9 Sequenciamento

As reagbes de sequenciamento foram processadas com o kit Big Dye Terminator
v.3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) segundo as especificagdes do fabricante,
e os dados gerados foram armazenados no software de analise de sequéncias de DNA

(Plataforma de Sequenciamento PDTIS/IOC/Fiocruz).
4.4.10 Analise das Sequéncias

4.4.10.1 Avaliacao da qualidade das sequéncias geradas.

Os eletroferogramas gerados no sequenciamento dos clones de DNA foram
inicialmente analisados pelo programa Phred (Ewing et al.,, 1998), que avaliou a
qualidade dos picos correspondentes a cada base sequenciada, conferindo um valor de
qualidade a cada uma. Para esta andlise foram estabelecidos os parametros de
aceitacdo das sequéncias baseados na probabilidade de 0,02% de erro estimado para
uma determinada base.
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4.4.10.2 - Agrupamento das sequéncias

As regides com boa qualidade de sequéncias foram submetidas a montagem
utilizando o programa CAP3(Huang & Madan, 1999).

4.4.10.3 Retirando a sequéncia do vetor

A retirada da regido da sequéncia referente ao vetor foi realizada utilizando o
programa Vector Screen do NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html /)

4.4.10.4 Busca no Banco de Dados

Apos os procedimentos acima foi realizada uma busca na base de dados do Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi)

4.5 - Estudo de fonte alimentar dos flebotomineos

Nesta etapa do estudo, foram utilizadas apenas fémeas ingurgitadas
(alimentadas), portanto que possuiam residuos de sangue no abdémen. Estas foram
submetidas as técnicas de disseccao e identificacdo taxonémica descritas do item 4.4
(deteccao de infecgao natural por Leishmania). As amostras foram analisadas através
das técnicas de PCR e sequenciamento, de forma a identificar a qual espécie animal
pertence o DNA do sangue encontrado no abdémen da fémea de flebotomineo.

Antes da PCR foi realizado a extracdo de DNA das amostras de fémeas
alimentadas. A metodologia empregada na extracdo foi a mesma utilizada para
extracdo na verificagdo de infeccdo por Leishmania spp., metodologia ja descrita

anteriormente.

4.5.1 - Extracao de DNA

As fémeas de flebotomineos, ingurgitadas, foram identificadas e armazenadas
individualmente em microtubos de polipropileno de 1,5 ml (tipo eppendorfs), contendo
100uL de alcool etilico 95%, e mantidas a temperatura de 2 °C até o momento da
extracdo de DNA.

Para a extragdo do DNA foi utilizado o kit comercial de extragao Gentra
Puregene® Cell and Tissue (QIAGEN), as concentragdes dos reagentes nao foram
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especificadas pelo fabricante.

As amostras foram maceradas, com ajuda de um pistilo estéril e descartavel, em
seguida adicionado 100uL de solugéo de lise celular, contendo 1uL de proteinase K .
Dando seguimento, os microtubos foram incubados em banho-maria a 55 °C overnight.
Apbs esse periodo, foi adicionado 1uL de RNase e o conteddo homogeneizado. Em
seguida, colocados em banho-maria a 37 °C por 1 hora, depois incubados por 1 min no
gelo e adicionados 100uL de solucéo de precipitagao de proteina.

Em seguida, os microtubos foram centrifugados (3 minutos a 14.000 rpm) e o
sobrenadante transferido para um novo tubo, estéril e identificado, contendo 300uL de
isopropanol (100%). Estes foram homogeneizados e, novamente, centrifugados (5
minutos a 14.000 rpm). Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e
adicionados 300uL de etanol (70%) e 30uL de acetado de soédio (10%) em cada
amostra. Estas foram levadas ao freezer — 80 °C por 1 hora e, posteriormente,
centrifugadas por 5 minutos a 14.000 rpm. Ao término da centrifugacao, descartou-se o
sobrenadante e os microtubos foram invertidos em papel absorvente para a evaporagao
do etanol.

O DNA extraido foi ressuspenso em 20ul de solugdo de reidratacdo e os
microtubos foram incubados a 65 °C por 1 hora para a reidratacdo do DNA. Em
seguida, o DNA foi colocado em temperatura ambiente overnight, e posteriormente,
foram estocados em freezer -20 °C até a utilizagdo. As amostras de DNA total extraido
das fémeas de flebotomineos chegaram a uma concentracao final média de 6 ng/pL.

Toda extragdo ocorreu dentro de fluxo laminar, tomando todas as medidas e
cuidados para que nao houvesse contaminacdo com DNA humano. Durante a extragéo

fora utilizadas trés amostras como controle contendo &gua livre de DNA (Fig. 4.10).
l B = -

Figura 4.10: Manipulacdo de amostras para extracdo de DNA de fémeas de flebotominios ingurgitadas
(com sangue no tubo disgestorio) para detecgao de fonte alimentar. Fonte: Andressa Fuzari
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4.5.2 — Reacdao em Cadeia da Polimerase — Deteccdao da fonte alimentar de
flebotomineos

O DNA extraido foi submetido a técnica de PCR para amplificagdo do gene
citocromo B e o] indicador utilizado foi Cyt B (FOR5'-
CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3’ e REV5'-
GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3) que amplificam um fragmento de
aproximadamente 400 pb (Steuber et al., 2005).

O DNA extraido foi submetido a PCR do gene CyiB para amplificacdo de um
fragmento de aproximadamente 400pb solu¢cdo tampao 1x (200 mM Tris-HCI pH8,4,
500 mM KCI), 1,5mM de MgCI2, 0,2mM de mistura de dNTPs, 0,5 pmol do iniciador
LITSR, 0,5 pmol do iniciador L5.8S, 1 U de Tag DNA polimerase platinum® (Invitrogen)
e 5 pyl de DNA molde, em um volume final de 50uL. A amplificacdo foi realizada

alternando-se 32 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 20seg, anelamento a 53°C por

30seg e extensdo a 72°C por 1min em equipamento termociclador automatico de DNA
(MaxyGene Gradient - AXYGENE®).

4.5.3 - Eletroforese em gel de agarose.

O perfil da banda amplificada foi analisada em gel de agarose 2% corado com
GelRedTM, concentragdo utilizada: GelRed 10.000X em 500ul de &gua livre de
contaminagbes (1:500), foi aplicado 1uL de GelRedTM diluido, 01uL de tampéao de
carreamento e 5uL de produto amplificado na PCR, e comparados com amostras

amplificadas de extragdo de DNA de sangue de cao e roedor como controle positivo.
4.5.4 - Sequenciamento

As amostras que apresentaram perfil de banda de aproximadamente 400pb
foram enviadas para sequenciamento na empresa Macrogen® (Seul, Coréia), onde foi
utilizado o sequenciador automatico (Applied Biosystems 3730XL), cada amostra teve
seu DNA sequenciado nas duas diregdes. As sequéncias obtidas foram alinhadas e
analisadas utilizando o programa Sequencher®4.1.4.
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4.5.5 — Analise de sequéncias

Apl6s as sequéncias alinhadas foi realizada uma busca no banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) utilizando como algaritimo Blast (Basic
Local Alignment Search Tool), que consiste em uma ferramenta de busca de
similaridade em sequéncias biolégicas (DNA ou aminodacidos), para verificar a
identidade entre espécies depositadas no Genbank (National Center for Biotechnology
Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) e as sequéncias amplificadas das

amostras de fémeas alimentadas.

4.6—- Anadlises estatisticas

Os dados foram organizados em planilhas e as analises descritivas e
quantitativas foram registradas no programa Microsoft Excel® (Office 2007).

A frequéncia das espécies encontradas foi calculada através do indice de
Constancia (Dajoz, 1973; Matos et al. 1999). Este parametro indica a percentagem
de uma determinada espécie em relacao a todos os levantamentos realizados.

Férmula: IC = P x 100/ N

Onde: P = numero de coletas que a espécie apareceu e N = numero total de
coletas.

A Constancia de uma espécie podera ser classificada da seguinte forma:

» Espécies constantes — presentes em mais de 50% dos levantamentos;
» Espécies acessorias — presentes entre 25-50% dos levantamentos;

» Espécies Acidentais — Presentes em menos de 25% dos levantamentos

A diversidade e uniformidade das espécies de flebotomineos nas diferentes
areas foram estimadas pela utilizagdo do indice de diversidade de Shannon (H’) e
equabilidade ou uniformidade de Pielou (J). Para esses célculos foi utilizado o programa
MVSP (Multi Variete Statistical Package).

indice de Shannon (H), na base logaritmica natural (Matos et al. 1999).

s
H' =-> pilnp;

=1
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Onde:

pi - a abundancia relativa de cada espécie, calculada pela propor¢céo dos
i

individuos de uma espécie pelo nimero total dos individuos na comunidade: N
n; - o numero dos individuos em cada espécie; a abundancia de cada espécie

S - o numero de espécies. Chamado também de riqueza

5
Z T;

N - o nimero total de todos os individuos: i=1

A uniformidade de Pielou (J) pode ser calculada como a razdo entre a
diversidade obtida e a diversidade maxima (H’'max), a qual seria possivel em uma
situacdo onde todas as espécies fossem igualmente abundantes. O valor de J varia
entre 0 e 1 com 1 representando uma situacdo em que todas as espécies sao
igualmente abundantes (Matos et al. 1999).

Hmax‘ = Logs

Foram construidos mapas tematicos da abundéncia relativa de flebotomineos por
area de coleta, visando identificar padrdes de distribuicAdo das espécies presentes no
Parque Estadual da Serra da Tiririca. Primeiramente, analisaram-se as espécies mais
abundantes e posteriormente as espécies de maior importancia em saude publica.

Comportamento sazonal foi analisado o a partir da distribuicdo proporcional dos
flebotomineos segundo meses de captura e variaveis climéticas: temperatura (°C),
pluviosidade (%) e umidade (mm). Essa tematica tem sido explorada em diferentes
estudos, sendo que as variaveis climaticas frequentemente correlacionadas a
ocorréncia de flebotomineos sdo temperatura (Andrade-Filho et al., 1998; Mayo et al.,
1998; Gomes et al., 1980; Salomoén et al., 2002; Saraiva et al., 2006; Dias et al., 2007),
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pluviosidade (Salomén et al.,, 2002; Dias et al., 2007) e umidade relativa do ar
(Andrade-Filho et al., 1998; Gomes et al., 1980; Saraiva et al., 2006; Dias et al., 2007).
Essas varidveis sdo utilizadas na busca de se entender e explicar o comportamento das
populacdes de flebotomineos e, consequentemente, a variagdo na ocorréncia de casos
humanos. Os dados referentes a pluviosidade foram obtidos na pagina eletrdnica do

Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (http://http://www.inmet.gov.br/portal/).

4.7- Educacao em Saude

As atividades de educacdo em saude foram planejadas para acontecer no final
do presente estudo. O publico escolhido para realizacdo deste tépico foram os
alunos do ensino fundamental de escolas municipais préximas a regiao de estudo.

Em nosso cronograma essas atividades aconteceriam em outubro, no entanto,
dependiamos da autorizacdo da Secretaria de Educagao de Niteréi e Marica, além
de datas disponiveis na grade de atividades das escolas escolhidas, e infelizmente
nao conseguimos agendar a atividade para este ano. Ficou marcado para margo de
2017, no inicio do ano letivo.

Essas atividades de educagdo em saude, jA& acontecem com rotina, por uma
equipe de nosso laboratério (Lab. Doencas Parasitarias — LDP, Setor de estudo de
Leishmanioses e Flebomineos - SELF). Os técnicos responsaveis sao: Wagner
Lanca Passos e André Barbosa, contando com a participacdo de alunos do
laboratério.

As atividades acontecerdo em espaco fisico disponibilizados pelas escolas e a
metodologia utilizada sera a seguinte:

- um dia de Feria de Ciéncias na Escola; onde serdo expostos baners, cartazes,

animais empalhados e caixas entomologicas (Fig. 4.11; 4.14);

- serda realizada uma apresentacao/palestra sobre os Flebotomineos e
Leishmanioses, direcionada ao publico infantil, portanto somente com

informacodes basicas; que sera elaborada e apresentada por mim;

- jogos e brincadeiras - onde os alunos poderdo interagir com o0s materiais

expostos e utilizar as informagdes apresentadas; nestas atividades contaremos
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com a participagao da equipe do LDP — SELF (Fig. 4.13, 4.14);

- distribuicdo de folder educativo (produto gerado do presente estudo) para todos
0s participantes da atividade;

Figura 4.11: Materiais utilizados para as Feiras de Ciéncias realizada pela equipe do
Laboratério de Doencgas Pasitarias — SELF/INERU - IOC.
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Figura 4.12: Equipe do Laboratério de Doengas Pasitarias — SELF/INERU — I0C atuando nos
eventos de Educagao em Saude

PARA O JOGO “ACHE OS FLEBOTOMINEOS”

Figura 4.13: Regras e estrutura do Jogo “Ache os Flebotomineos”
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Figura 4.14: Baners e estrutura da “Caverna Itinerante”

4.8 - Aspectos éticos
Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas as seguintes licengas:

Anexo 1: Licenca do Instituto Estadual do Ambiente (Inea) — N2 autorizacao: 017/2010
Anexo 2: Licenca Sisbio — N2 autorizacao : 32669-4

Anexo 3: Licenca CEUA — LW-26/14

Anexo 4: Parecer Plataforma Brasil

Anexo 5: Licenga permanente para coleta de material zoolégico — Sisbio/ICMBio - N2
autorizacao : 13373-1

Anexo 6: Sisbio/ICMBio - Registro de expedicao — N°: 7695-1

Anexo 7: Esbogo Nota Técnica

Anexo 8: Modelo Ficha de Campo
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5 -RESULTADOS
5.1 — Fauna de flebotomineos

No periodo de junho de 2013 a abril de 2016, foi coletado um total de 4.402
espécimes de flebotomineos nas areas de estudo, localizadas na Serra da Tiririca, nos
municipios de Niter6i e Marica. (Tabela 5.1)

Os flebotomineos foram identificados e distribuidos, de acordo com a
classificagdo de Galati 2015, em 11 espécies dos seguintes géneros: Brumptomyia
Franca & Parrot, 1921; Evandromyia Mangabeira, 1941; Lutzomyia Francga, 1924;
Migonemyia Galati, 1995; Micropygomyia Barretto, 1962; Nyssomyia Barretto, 1962;
Pintomyia Costa Lima 1932; Psathyromyia Barreto, 1962 (Fig. 5.4)

As espécies capturadas foram: Br. cunhai (Mangabeira, 1942), Br. nitzulescui
(Costa Lima, 1932), Ev. cortelezzii (Bréthes, 1923), Ev. edwardsi (Mangabeira, 1941),
Ev. tupynambai (Mangabeira, 1942), Lu. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), Mg. migonei
(Franga, 1920), Mi. schreiberi (Martins, Falcao & Silva, 1975), Ny. intermedia (Lutz &
Neiva, 1912); Ps. pelloni (Sherlock & Alencar, 1959), Pi. bianchigalatiae (Andrade-Filho,
Aguiar, Dias & Falcao, 1999) (Tabela 5.1; Fig. 5.5).

Dentre os flebotomineos coletados, 1.934 eram fémeas (43,9%) e 2.468 machos
(56,1%), sem diferenca significativa na abundancia entre os sexos. (Fig. 5.1). Os
machos e parte das fémeas foram montados e identificados de acordo com metodologia
tradicional (Tabela 5.2). E outra parte das fémeas, foram separadas e direcionadas para
o diagnéstico de infecgao natural por Leishmania e para detec¢do de fonte alimentar,
estas foram montadas e identificadas utilizando uma técnica diferenciada (Tabela 5.2).

Percentagem de Machos e Fémeas

m Machos
Fémeas

43,9%

Figura 5.1 — Percentual de machos e fémeas de flebotomineos coletados no periodo de junho de 2013 a
abril de 2016, nos municipios de Niter6i e Marica, RJ.
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Tabela 5.1: Numero de flebotomineos, por espécies, distribuidos por sexo (fémeas e machos) coletados
nos municipios de Niter6i e Marica, RJ.

. Fémeas Machos Total
Especies
Qtd. % Qtd. % Qtd. %
Mg. migonei 422 21,82 1212 49,11 1634 37,12
Ev. tupynambai 508 26,27 356 14,42 864 19,63
Mi. schreiberi 261 13,50 411 16,65 672 15,27
Ainda ndo identificado 302 15,62 0 0,00 302 6,86
Br. cunhai 76 3,93 150 6,08 226 5,13
Br. nitzulescui 43 2,22 100 4,05 143 3,25
Ny. intermedia 70 3,62 63 2,55 133 3,02
Ev. cortelezzii 54 2,79 56 2,27 110 2,50
Lu. longipalpis 25 1,29 68 2,76 93 2,11
Ev. edwardsi 43 2,22 39 1,58 82 1,86
Ev. ssp 73 3,77 0 0,00 73 1,66
Br. ssp 44 2,28 0 0,00 44 1,00
Ps. pelloni 4 0,21 13 0,53 17 0,39
Pi. bianchigalatiae 9 0,47 0 0 9 0,20
Total geral 1934 100,00 2468 100,00 4402 100,00

Ainda restam 302 fémeas para serem processadas, sendo que a maior parte
delas, foram direcionadas para o diagéstico de infeccao natural por Leishmania sp. No
entanto, por optarmos pelo diagnéstico individual das fémeas, o numero de amostras foi
grande para a demanda da Plataforma de Sequenciamento PDTIS/IOC/Fiocruz e
portanto ndo foi possivel cumprir cronograma. Ao perceber que nao haveria condi¢cdes
para finalizar todas as analises, achamos prudente interromper e focar no material ja
encaminhado. Porém, todas essas amostras estdo em processamento e na espera para
o sequenciamento. Dentre amostras, as direcionadas para deteccao de fonte alimentar,
foram coletadas em galinheiros, ja indicando a possivel fonte alimentar. Sendo assim,
para reducao de custos e melhor aproveitamento das amostras, optamos por nao fazer
todas no presente momento (Tabela 5.2).

Os resultados, referente a fauna de flebotomineos, foram apresentados em
quatro areas de trabalho, numeradas de 1 a 4, onde a pesquisa foi realizada somente
com os insetos, além de outra area adicional, denominada “Trilhas Coletas Mamiferos”,
onde o objeto de estudo eram os mamiferos e ndo apenas os insetos. Os resultados
serdo apresentados por area de trabalho e também por comparagdes entre as mesmas.
Os numeros de coletas estabelecidos para cada localidade nao foram os mesmos, mas

de acordo com a curva de acumulacédo de espécies ou curva de coletor (Fig.5.2), as
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capturas realizadas foram suficientes para a representatividade da fauna local, com
excecdo da area denominada “Trilhas Coleta de Mamiferos”, cuja a curva foi
ascendente (Marchiori & Linhares 1999; Martins & Santos 1999; Barros 2007; Schilling
& Batista 2008).
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Figura 5.2: Demonstragao da curva de acumulacdo de espécies de flebotomineos para cada area estabelecida no
trabalho, no periodo de junho de 2013 a abril de 2016, nas areas de capturas nos municipios de Niter6i e Marica, RJ.

Foram capturados 676 flebotomineos na area 1 (Mirante), 1335 na é&rea 2
(Itacoatiara), 89 no peridomicilio, 1659 na area 4 (Morro da Andorinha) e 341 nas trilhas
durante as coletas de mamiferos, totalizando os 4.100 espécimes identificados (Tabela
5.3). Observamos que os géneros foram distribuidos da seguinte forma: Migonemyia
(39,85%), Evandromyia (27,54%), Micropygomyia (16,39%), Brumptomyia (10,07%),
Nyssomyia (3,24%), Lutzomyia (2,27%), Psathromyia (0,41%) e Pintomyia (0,22%) (Fig.
5.4).
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Tabela 5.2: Distribuicdo e quantificagao de fémeas de flebotomineos, por espécie, utilizadas em cada
técnica molecular

Fémeas
o Disseccao/ ; Montagem e
Espécies _mont_a_gem~e _Fonte Infeccao Identificacs Total
cao ota
|qent|f|cggao alimentar natural tradicional
diferenciada
Ainda néo identificado 273 29 0 0 302
Brumptomyia cunhai 15 0 17 44 76
Br. nitzulescui 8 0 17 18 43
Br. ssp 30 0 13 1 44
Evandromyia cortelezzii 0 0 23 31 54
Ev. edwardsi 18 0 7 18 43
Ev. ssp 40 1 30 2 73
Ev. tupynambai 217 7 160 124 508
Lutzomyia longipalpis 7 1 0 17 25
Migonemyia migonei 2 69 180 171 422
Micropygomyia schreiberi 112 0 49 100 261
Nyssomyia intermedia 0 0 0 70 70
Pintomyia bianchigalatiae 0 0 3 6 9
Psathyromyia pelloni 0 0 1 3 4
Total 722 107 500 605 1934

As espécies mais abundante durante as capturas foram Mg. migonei (39,85%),
Ev. tupynambai (21,07%), Mi. schreiberi (16,39%).e Br. cunhai (5,51%) (Fig. 5.3 e Fig.
5.5) As demais apresentaram as seguintes proporc¢oes: Br. nitzulescui (3,49%), Ny.
intermedia (3,24%), Ev. cortelezzii (2,68%), Lu. longipalpis (2,27%), Ev. edwardsi (2%),
Ev. spp (1,78%), Br. spp (1,07%), Ps. pelloni (0,41%) e Pi. bianchigalatiae (0,22%). (Fig.
5.5)

As espécies encontradas na area 1 (Mirante) foram: Mi. schreiberi 44,67% (302),
Ev. tupynambai 29,73% (201), Mg migonei 14,94% (101), Br. cunhai 3,25% (22), Ev.
edwardsi 2,22% (15), Ev. spp 1,78% (12), Br. nitzulescui 1,33% (9), Br.spp 1,33% (9),
Lu. longipalpis 0,30% (2), Pi. bianchigalatiae 0,30%(2) e Ps. Pelloni 0,15% (1). (Fig. 5.6;
Quadro 5.1) Na mata de Itacoatiara (area 2), subsede do PESET, foram registradas:
Ev. tupynambai 42,47% (567), seguida de Mi. schreiberi 20,00% (267), Br. cunhai
11,16% (149), Br. nitzulescui 9,36% (125), Lu. longipalpis 6,74% (90), Ev. edwardsi
4,27% (57), Ev. spp 3,37% (45), Br.spp 2,55% (34) e Mg. migonei 0,07% (1). (Fig. 5.7;
Quadro 5.1)
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Figura 5.3: Espécies mais abundantes durante as capturas de flebotomineos, no periodo de junho de 2013 a abril de 2016, nas areas de trabalho, nos
municipios de Niter6i e Marica, RJ. Area 1 — Mirante de ltapuagu, Marica (sitio localizado dentro da area do parque, ambiente de peridomicilio dentro da
mata); Area 2 — Subsede do PESET, ltacoatiara, Niteré (ambiente de mata, préximo as trilhas abertas ao publico); Area 3 — Peridomicilio (Engenho do
Mato, Quilombo e Itaipt), Niter6i (residéncias, onde foi observado, animais domésticos soltos, anexos, poucas plantagées, arvores frutiferas, muito lixo
e entulhos acumulados/ambientes limitrofes com a area de conservagéo do parque); Area 4 — Morro das Andorinhas, Itaipd, Niteréi (residéncias, sendo
apenas uma fora dos limites da area de parque, também com plantagdes, animais domésticos, anexos (como galinheiros), lixo e entulhos acumulados);
Trilhas — transectos utilizados nas coletas de pequenos mamiferos, em diferentes localidades.

64



Tabela 5.3: Nimero de espécimes de flebotomineos por espécie encontrados nas areas de mata e
peridomicilio nos municipios de Niterdi e Marica, RJ.

Areal Aera2 Area3 Area s
Espécies Mirante Mata Peridomicilio Morro das Trilhas Coleta Total
Itacoatiara Andorinhas  Mamiferos
Pitomyia bianchigalatiae 2 0 2 4 1 9
Psathyromyia pelloni 1 0 10 0 6 17
Brumptomyia spp 9 34 1 0 0 44
Evandromyia spp 12 45 2 6 8 73
Ev. edwardsi 15 57 2 0 8 82
Lutzomyia longipalpis 2 90 0 1 0 93
Ev. cortelezzii 0 0 0 110 0 110
Nyssomyia intermedia 0 0 1 0 132 133
Br. nitzulescui 9 125 4 0 5 143
Br. cunhai 22 149 2 1 52 226
Micropygomyia schreiberi 302 267 20 66 17 672
Ev. tupynambai 201 567 31 10 55 864
Migonemyia migonei 101 1 14 1461 57 1634
Total 676 1335 89 1659 341 4100
Migonemyia 39,85
Eviardromyic 2754
. HMicropyeomyica 16,39
g Brumpromyia | 1007
«g Nyssamyier | 3.24
Lutzomyia 2,27
Psathromyia | 0,41
Pintomyic (90,22
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00

Porcentagem
Figura 5.4 — Porcentagem dos géneros de flebotomineos encontrados, no periodo de junho de 2013 a

abril de 2016, nas areas de capturas nos municipios de Niteréi e Marica, RJ.

Tabela 5.4: indices de diversidade e equitabilidade por areas de coleta nos municipios de Niteréi e
Maricé,RJ, no periodo de junho de 2013 a abril de 2016.

Locais de coletas

indices Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Trilhas
indice Shanon (H) 1,43 1,68 1,82 0,50 1,73
Equitabilidade (J) 0,69 0,86 0,83 0,26 1,54
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Tabela 5.5: Nimero total de flebotomineos por espécie e indice de constancia (IC) por espécie encontrados nas areas de estudo, no periodo de junho
de 2013 a abril de 2016, nos municipios de Niter6i e Marica, RJ

Area 1 Area 2 Area 3 Area 4
Mirante Mata Itacoatiara Peridomicilio Morro das Andorinhas
.. IC IC IC IC
Espécie Total Total Total ota
(%) Classificagao (%) Classificagao (%) Classificagdo (%) Classificagdo

Br. cunhai 22 30,0 Assessorio 149 91,3 Constante 2 16,7 Acidental 1 20 Acidental
Br. nitzulescui 9 20,0 Acidental 125 87,0 Constante 4 16,7 Acidental 0
Br. ssp 9 34 1 0
Ev. cortelezzii 0 0 0 110 100 Constante
Ev. edwardsi 15 55 Constante 57 78,3 Constante 2 16,7 Acidental 0
Ev. ssp 12 45 2 6
Ev. tupynambai 201 100 Constante 567 95,7 Constante 31 75,0 Constante 10 80 Constante
Lu. longipalpis 2 5,0 Acidental 90 47,8 Assessorio 0 1 20 Acidental
Mg. migonei 101 55,0 Constante 1 4,3  Acidental 14 33,3 Assessério 1461 100 Constante
Mi. schreiberi 302 100,0 Constante 267 95,7 Constante 20 58,3 Constante 66 100 Constante
Ny. intermedia 0 0 1 8,3 Acidental 0
Pi. bianchigalatiae 2 10,0 Acidental 0 2 16,7 Acidental 4 60 Constante
Ps. pelloni 1 5,0 Acidental 0 10 33,3 Assessoério 0
Total 676 1335 89 1659
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Figura 5.5: Porcentagem de espécimes de flebotomineos por espécie capturados, no periodo de junho de
2013 a abril de 2016, nos municipios de Niteréi e Marica, RJ.
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Figura 5.6 — Espécies de flebotomineos capturadas na localidade Mirante (area 1), ambiente de
mata/peridomicilio, em ltaipuacu, Marica, no periodo de junho de 2013 a abril de 2016.
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Quadro 5.1: Quadro comparativo dos graficos das espécies de fleboromineos capturadas nas localidades Mirante (area 1),
Mata de ltacoatiara (area 2), peridomicilio (area 3) e Morro das Andorinhas (area 4), em Niter6éi e Marica, no periodo de junho

de 2013 a abril de 2016.
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Figura 5.7 — Espécies de flebotomineos capturadas na subsede do PESET (area 2), ambiente de mata,
em ltacoatiara, Niterdi, no periodo de junho de 2013 a abril de 2016.
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Figura 5.8 — Espécies de flebotomineos capturadas peridomicilio (area 3), nas localidades de Engenho
do Mato, Quilombo e Itaipu, Niterdi, no periodo de junho de 2013 a abril de 2016.

Como mostra a Figura 5.8, no peridomicilio (area 3), as espécies mais frequentes
foram: Ev. tupynambai 34,83% (31), Mi. schreiberi 22,47% (20), Mg. migonei 15,73%
(14), Psathyromyia pelloni 11,24% (10), Br. nitzulescui 4,49% (4). Ja as espécies Pi.
bianchigalatiae, Ev.edwardsi, Br. cunhai e Ev. spp, tiveram a mesma propor¢ao, 2,25%
(2) e as demais espécies somaram 2,24% (Quadro 5.1). Na area 4 (Morro das
Andorinhas) as espécies mais frequentes foram: Mg. migonei 87,94% (1451), Ev.
cortelezzii 6,67% (110) e Mi. schreiberi 4% (66), Ev. tupynambai 0,61% (10), as demais
totalizaram 0,72% da amostra. (Figura 5.9; Quadro 5.1)
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Figura 5.9 — Espécies de flebotomineos capturadas no Morro das Andorinhas (area 4), ambiente de
peridomicilio, em residéncias inseridas dentro da area do PESET, em Itaipu, Niterdi, no periodo de junho
de 2013 a abril de 2016.

As espécies de flebotomineos encontradas nas duas coletas de pequenos
mamiferos totalizaram 341 individuos, distribuidos da seguinte forma, Ny. intermedia
38,71% (132), Mg. migonei 16,72% (57), Ev. tupynambai 16,13% (55), Br. cunhai
15,25% (52), Mi. schreiberi 4,69% (16), Ev.spp e Ev. edwardsi, ambas com 2,35% (8),
Ps. pelloni 1,76% (6) e as demais espécies totalizaram 1,76%. (Figura 5.10)

Ny.intermedia
Mg, migonel
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Br.cunhai
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Figura 5.10 — Espécies de flebotomineos capturadas nas trilhas utilizadas nas coletas de pequenos
mamiferos, agosto/2014 e dezembro/2015, em Niterdi e Maricé, RJ.
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De acordo as andlises estatisticas, a area 3 foi a de maior diversidade de
espécies, enquanto a area 4 foi a mais baixa. Quanto ao equilibrio entre as espécies, a
area 2 foi a de maior equilibrio. (Tabela 5.4) O indice de Constancia (IC) revelou que,
as espécies Ev. tupynambai, Mi. schreiberi, estdo dentro da categoria Constante,
quando as espécies estdo presentes 50% ou mais durante as capturas. Mg. migonei
também foi classificada com Constante nas areas 1 e 4, como Assessoéria na area 3 e
na area 2, considerada Acidental. Uma espécie € categorizada como Assessoéria,
quando a espécie aparece entre 25% a 50% durante as capturas, também estao nesta
categoria as espécies Br. cunhai, na area 1, Ps. pelloni na area 3 e Lu. longipalpis na
area 2. Ja uma espécie € dita como Acidental, quando aparecem menos de 25%
durante as capturas, como foi verificado para algumas espécies dependendo da area
analisada. (Tabela 5.5)

Durante todo o periodo de estudo, foram encontradas as espécies Lu.
longipalpis, Mg. migonei e Ny. intermedia, que ja sdo reconhecidas como importantes
transmissoras de Leishmania, em outras localidades. (Fig. 5.11; 5.12) Mg. migonei foi
encontrada em todas as areas de capturas; na area 4 (Morro das Andorinhas) foi a
espécie dominante, nesta localidade existem varias casas, moradores € anexos de
animais. (Fig. 5.13)

Lu. longipalpis foi registrado na mata, em ltacoatiara, onde foram coletados 90
espécimes (Fig. 5.7). Porém, também foi encontrado em duas outras areas, no Mirante
e no Morro das Andorinhas, em numero bastante reduzido. (Figuras 5.6; 5.9; 5.13)

As espécies Ev. tupynambai e Mi. schreiberi além de serem encontradas em
grande quantidade na maioria das areas estudadas (Fig. 5.5 e Tabela 5.3), também
estiveram presentes em praticamente todas as coletas. (Figura 5.14)

Analisando os valores de precipitagdo durante o periodo dos estudos,
observamos que o periodo de maior quantidade de chuva registrado, foi no final do
verdo (em margo) de 2016, quando atingiu 205 mm de chuva no més. Houve uma
queda significativa na precipitacdo em agosto/2015 quando foi registrado 4,1mm de
chuva, seguidos dos meses de agosto/2013 e abril/2016, quando a precipitagdo chegou
a 5,6mm e 5,7mm, respectivamente. (Fig. 5.15)
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A temperatura média, durante todo no periodo das coletas, foi de 26,0°C, sendo
janeiro/2014 (32,5°C) e marco/2014 (33,3°) os meses mais quentes. Neste mesmo ano,
também foi registrado a temperatura média mais baixa, em julho com 19,2°C. A
umidade relativa do ar esteve em média de 60%. Teve a sua maxima marcada em
maio//2015, quando atingiu 76,5% e a mais baixa em margo/2014, com 40,9% (Fig.
5.15) As medidas de preciptagdo foram obtidas através do banco de dados SINDA
(Sistema Nacional de Dados Ambientais) do INPE (Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais/Ministério da Ciéncia e Tecnologia) sendo o valor da precipitacdo total
mensal, no periodo de junho de 2013 a abril de 2016.

A figura 5.16, mostra a quantidade de flebotomineos capturados e as medidas de
temperaturas, umidades e precitagdes aferidas ao longo do trabalho.
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Figura 5.11: Numero total de individuos por espécies de flebotomineos, capturadas durante as coletas,
no periodo de junho de 2013 a abril de 2016, nos municipios de Niter6i e Marica, RJ. Espécies essas,
que ja sdo reconhecidamente vetores de Leishmania sp. em outras localidades.
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Figura 5.12: Espécies de flebotomineos distribuidas por coletas, no periodo de junho de 2013 a abril de
2016, nos municipios de Niteréi e Marica, RJ. Espécies essas, que ja sdo reconhecidamente vetores de
Leishmania sp. em outras localidades.
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Figura 5.13: Espécies reconhecidamente vetores de Leishmania sp., distribuidas por areas de estudo, no periodo de junho de 2013 a abril de 2016, nos
municipios de Niter6i e Marica, RJ. Area 1 — Mirante de ltapuagu, Marica (sitio localizado dentro da area do parque, ambiente de peridomicilio dentro da
mata); Area 2 — Subsede do PESET, ltacoatiara, Niteré (ambiente de mata, préximo as trilhas abertas ao publico); Area 3 — Peridomicilio (Engenho do
Mato, Quilombo e Itaipu), Niterdi (residéncias, onde foi observado, animais domésticos soltos, anexos, poucas plantagdes, arvores frutiferas, muito lixo
e entulhos acumulados/ambientes limitrofes com a area de conservagéo do parque); Area 4 — Morro das Andorinhas, Itaipd, Niteréi (residéncias, sendo
apenas uma fora dos limites da area de parque, também com plantagbes, animais domésticos, anexos (como galinheiros), lixo e entulhos acumulados);
Trilhas — transectos utilizados nas coletas de pequenos mamiferos, em diferentes localidades
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Figura 5.15 — Temperatura e umidade relativa do ar registradas durante as capturas de flebotomineos. As
medidas de preciptagdo mensal foram obtidas através do banco de dados (BDMET) do INMET, durante
0 periodo de junho de 2013 a abril de 2016, no municipio de Niteréi, RJ. Fonte: Dados da Rede do
INMET (http://www.inmet.gov.br/portal)
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Figura 5.16: Temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo registradas durante as capturas em
relacdo ao numero de flebotomineos coletados durante o periodo de junho de 2013 a abril de 2016.
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5.2 - Estudo da infeccao natural por Leishmania sp. nas fémeas de flebotomineos

A pesquisa de infecgdo natural por Leishmania sp. foi realizada em 500 fémeas,
ndo alimentadas, de flebotomineos coletados durante o periodo do estudo. A
investigacdo foi efetuada atavés da reacdo de PCR, observando o gel de agarose
(Figura 5.17), onde foi detectado infeccao natural por Leishmania sp. em quatro
amostras da area 2 (mata de ltacoatiara) (Tabela 5.6). As espécies positivas foram Ev.
tupymanbai, Ev. spp. e Mi. schreiberi, cuja taxa de infeccdo foi de 1,25%, 3,33% e
2,04%, respectivamente. Nesta area, sé foram encontradas duas espécies do género
Evandromyia, sendo as fémeas da espécie Ev. tupynambai, mais faceis de
identificagdo. Portanto, provavelmente, a espécie identificada com Ev. ssp na tabela
5.6, seja um exemplar da espécie Ev. edwardsi. A Figura 5.18 mostra o gel para a
identificacdo especifica de Leishmania, apesar do resultado ter sido negativo, iremos
proceder a repeticdo da reacao.

Tabela 5.6: Espécies de flebotomineos com infeccao por Leishmania spp. na mata de ltacoatiara e taxa
de infecg¢éo, no periodo de junho de 2013 a abril de 2016, nos municipios de Niterdi e Marica, RJ.

N° de N° de - Taxa de
L . - L . Espécie de N
Espécies Localidade espécimes espécimes . . Infeccgdo
. . Leishmania
examinadas infectadas (%)
Ev. tupynambai  Mata ltacoatiara 160 2 Leishmania spp. * 1,25
Ev. spp** Mata Itacoatiara 30 1 Leishmania spp. * 3,33
Mi. schreiberi Mata Itacoatiara 49 1 Leishmania spp. * 2,04
Total 239 4

*Ainda em identificagao — repeticdo do diagnéstico
** |dentificagdo nao foi possivel devido a problemas na montagem

Figura 5.17: Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com Nancy para avaliagao de infecgao natural
em fémeas de flebotomineos por Leishmania sp.. M: Marcador de peso molecular 100 pb; C-: Controle
negativo da reagcao de PCR (Mistura da reacdo sem DNA); 1-2: Controles negativos - DNA extraido de
flebotomineos machos; 3-8: Fémeas de flebotomineos submetidas ao diagnéstico molecular que se
apresentaram negativas para Leishmania spp.; 9-12: Fémeas de flebotomineos submetidas ao
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diagnéstico molecular revelando positividade das amostras 13: Controle positivo da reagdo (DNA de um
unico flebotomineo macho misturado com DNA de Le. (V.) braziliensis extraido de cultura celular).

Figura 5.18: Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com Nancy para identificagdo das espécies de
Leishmania proveniente dos DNAs de flebotomineos positivos na analise de infecgao natural e re-
amplificados com o fragmento do gene hsp70 (234pb) M: Marcador de peso molecular 100 pb; C-:
Controle negativo da reacdo de PCR (Mistura da reacdo sem DNA); 1- 4: segundo round — DNA de
Fémeas de flebotomineos positivas para Leishmania spp. 5: Controle positivo da reacao (DNA de Le. (V.)
braziliensis extraido de cultura celular).

5.3 - Estudo de fonte alimentar nas fémeas de flebotomineos

O objetivo principal das analises de fonte alimentar desenvolvidos no presente
estudo, foi indicar os possiveis reservatorios de Leishmania spp., ou as espécies que
ajudam a manter o ciclo de vida dos vetores. Com esse intuito foram realizados a PCR
para amplificacao do gene CyT B em 78 fémeas de flebotomineos alimentadas. (Tabela
5.7) Apds o sequenciamento e as analises de identidade realizadas junto ao Genbank,
foram verificados material amplificado de apenas duas espécies diferentes de aves,
Gallus gallus (Galinha) e Cairina moschata (pato-do-mato).
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Tabela 5.7: Identificacdo de fonte alimentar em fémeas de flebotomineo naturalmente alimentadas coletadas no periodo de junho de
2013 a abril de 2016, nos municipios de Niteréi e Marica, RJ.

Espécies , Similaridade Localidade
flebotomineos Coleta Fonte Alimentar (%) Mata Mirante Morro da Total
ltacoatiara Andorinha
Ev. ssp 11 Gallus gallus 99 1 1
Ev. tupynambai 7 Gallus gallus 100 1 1
Ev. tupynambai 19 Gallus gallus 98-99 3 3
Ev. tupynambai 20 Gallus gallus 98 1 1
Ev. tupynambai 21 Gallus gallus 100 1 1
Ev. tupynambai 22 Gallus gallus 100 1 1
Lu. longipalpis 6 Gallus gallus 100 1 1
Mg. migonei 6 Gallus gallus 99 6 6
Mg. migonei 7 Gallus gallus 99 2 2
Mg. migonei C2 Gallus gallus 95-99 13 13
Mg. migonei C3 Cairina moschata 96 1 1
Mg. migonei Gallus gallus 96-100 30 30
Mg. migonei C4 Gallus gallus 99-100 10 10
Mg. migonei C5 Cairina moschata 96 1 1
Mg. migonei Gallus gallus 98-100 6 6
Total geral 5 12 61 78
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5.4— Fauna de pequenos mamiferos

Nos estudos dos pequenos mamiferos foram coletados um total de 32
espécimes, distribuidos da seguinte forma: 18 animais capturados na primeira coleta,
realizada em agosto de 2014, distribuidos em cinco géneros, sendo quatro géneros de
marsupiais (ordem Didelphimorphia) e uma espécie de roedor (ordem Rodentia). Na
segunda coleta, em dezembro de 2015, mais 13 animais foram coletados, sendo quatro
géneros de marsupiais € dois géneros de roedores (Fig. 5.19).

As espécies predominantes foram Trinomys eliasi 31,25% (9), Didelphis aurita
28,12% (9), Philander frenatus 18,75% (6), Metachirus nudicaudatus 6,25% (2),
Trinomys sp. 6,25% (2) e Oligoryzomys nigripes, Monodelphis gr. americana,
Gracilinanus microtarsus com 3,13% (1) cada. (Tabela 5.8, Figura 5.20)

O sucesso de captura foi praticamente o mesmo, na coleta 1, foi obtido 1,67%
enquanto que o sucesso de captura na coleta 2 foi de 1,3%, ja a diversidade e riqueza
de espécies foi maior.

Trinomys
Philander
Oligoryiomys
Monodelphis
Metachirus

Gracilinanus

Géneros de mamiferos

Didelphis

Numero de individuos
B Cxpedicdo 1 W ECxpedicao 2
Figura 5.19: Distribuicao por géneros, dos espécimes de pequenos mamiferos (Roedores e Marsupiais)

capturados na expedigao 1 (ago/2014 - estagao seca) e na expedigao 2 (dez/2015 - estagdo chuvosa),
nos municipios de Niteréi e Marica, RJ.
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Figura 5.20: Percentual das espécies de Marsupiais (ordem Didelphimorphia) e Roedores (ordem
Rodentia) capturadas nas expedicdes 1 e 2 (agosto/2014 e dezembro/2015 respectivamente), nos
municipios de Niteréi e Marica, RJ.

Percentual de animais

| Marsupiais

m Rocdores

Figura 5.21: Percentual de animais Marsupiais (ordem Didelphimorphia) e Roedores (ordem Rodentia)
capturados nas expedi¢cdes 1 e 2 (agosto/2014 e dezembro/2015 respectivamente), nos municipios de
Niter6i e Marica, RJ.
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Tabela 5.8: Espécies de mamiferos capturados nas expedi¢cdes 1 e 2 (agosto/2014 e dezembro/2015 respectivamente), nos municipios de Niter6i e
Marica, RJ.

Coleta Espécie Trilha Localidade Armadilha Material Sexo

Didelphis aurita TBP13 Vérzea das Mogas/Niteroi Tomahawk solto Macho

Trinomys eliasi TBP11 Vérzea das Mogas/Niteroi Tomahawk solto Macho

Trinomys eliasi TAP4 Itaipu/Niterdi Tomahawk solto Fémea

Trinomys eliasi TAP8 Itaipu/Niterdi Sherman solto Fémea

Trinomys eliasi TAP8 Itaipu/Niterdi Tomahawk solto Macho

Trinomys sp. TAP11 Itaipu/Niterdi Tomahawk solto Fémea

Philander frenatus TDP11 Mirante (sitio)/Marica Tomahawk solto Fémea

Didelphis aurita TBP4 Vérzea das Mogas/Niteroi Tomahawk solto Macho

Agosto Trinomys eliasi TBP11 Varzea das Mogas/Niterdi Tomahawk C Fémea

2014 Trinomys sp. TBP11 Vérzea das Mogas/Niteroi Tomahawk solto Fémea

Trinomys eliasi TAP9 Itaipu/Niterdi Sherman solto Fémea

Philander frenatus TAP12 Itaipu/Niterdi Tomahawk solto Fémea

Philander frenatus TEP14 Mirante (descida)/Marica Sherman solto Fémea

Didelphis aurita TBP7 Varzea das Mogas/Niterdi Tomahawk solto Macho

Metachirus nudicaudatus TBP14 Vérzea das Mogas/Niteroi Tomahawk solto Macho

Philander frenatus TAP12 Itaipu/Niterdi Tomahawk solto Fémea

Gracilinanus microtarsus TDP10 Mirante (sitio)/Marica Sherman solto Macho

Philander frenatus TDP6 Mirante (sitio)/Marica Tomahawk solto Fémea

Trinomys eliasi TDP8 Mirante (sitio)/Marica Tomahawk pce Fémea

Trinomys eliasi TDP14 Mirante (sitio)/Marica Tomahawk pce Macho

Trinomys eliasi TEP5 Mirante (descida)/Marica Sherman pce Fémea

Didelphis aurita TGP3 Morro das Andorinhas/Niterdi Tomahawk solto Fémea

Philander frenatus TEP4 Mirante (descida)/Marica Tomahawk pce Macho

Didelphis aurita TGP13 Morro das Andorinhas/Niterdi Tomahawk solto Macho

Dezembro  Oligoryzomys nigripes THP15 SedePESET/Marica Sherman pce Fémea

2015 Trinomys eliasi TEP5 Mirante (descida)/Marica Sherman pce Macho
Didelphis aurita TGP5 Morro das Andorinhas/Niterdi Tomahawk solto

Didelphis aurita THP13 SedePESET/Marica Tomahawk solto Fémea

Monodelphis gr. americana TIP9 Haras/Maricd Sherman pce Macho

Didelphis aurita TGP3 Morro das Andorinhas/Niterdi Tomahawk c Fémea

Metachirus nudicaudatus TDP15 Mirante (sitio)/Marica Tomahawk solto Fémea

Didelphis aurita TIP1 Haras/Marica Tomahawk solto Fémea

Obs: a coluna material indica se o espécime foi conservado em meio liquido (ml), ou como pele, cranio e esqueleto (pce), ou solto
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Dentre todos os pequenos mamiferos coletados, 59,4% foram da ordem
Didelphimorphia e 40,6% foram da ordem Rodentia (Fig. 5.21). Entre os marsupiais,
cinco espécies de cinco géneros diferentes foram identificadas (Fig. 5.22) e apenas trés
espécies de dois géneros de roedores. (Fig. 5.23)

As trilhas em que mais foram coletados espécimes, foram as trilhas A (7) e B (7),
na expedicdo 1. Estas ficam localizadas nos bairros de ltaipu e Engenho do Mato,
enquanto que nas trilhas C e F, nao foi capturado nenhum espécime. (Tabela 5.9). Em
apenas duas trilhas, ndo foram coletados flebotomineos, nas trilhas D e I. Porém, na
trilha I, em um acesso ao inicio da trilha, onde havia um galinheiro, foi instalada uma
armadilha luminosa HP, que capturou 199 flebotomineos (Tabela 5.9). Na expedicéo 2,
a trilha com maior nimero de espécimes capturados foi a D (4), localizada no Morro das
Andorinhas, e na trilha SS nao foi capturado nenhum espécime. Nao houve registro de
flebotomineos nas trilhas D, e SS.

Quanto as analises de infeccao natural por Leishmania spp. nos espécimes de
pequenos mamiferos capturados, ndo foi detectado nenhuma espécie de Leishmania
sp. (Fig. 5. 20)

Ordem Didelphimorphia

W Didelphis aurita
B Gracilinanus microtarsus

W Metachirus nudicaudatis

| Monodelphis gr.
americana

| Philander frenctus

Figura 5.22: Resultado em percentual (%) das espécies da ordem Didelphimorphia capturados nas
expedigdes 1 e 2 (agosto/2014 e dezembro/2015 respectivamente), nos municipios de Niter6i e Maricd,
RJ
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Figura 5.23: Resultado em percentual (%) das espécies da ordem Rodentia capturados nas expedicdes 1
e 2 (agosto/2014 e dezembro/2015 respectivamente), nos municipios de Niter6i e Marica, RJ

Figura 5.24: Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com Nancy para avaliagao de infecgdo natural
de reservatérios por Leishmania sp.. M: Marcador de peso molecular 100 pb; C-: Controle negativo da
reagdo de PCR (Mistura da reagcdo sem DNA); 1-13: DNA extraido de sangue (coletado em papel de
filtro) de possiveis reservatérios de Leishmania spp. revelando negatividade das amostras 14: Controle
positivo da reacao (DNA de Le. (V.) braziliensis extraido de cultura celular).
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Irinomys dimidiatus.

'.""‘" (P
Oligoryzomys
Figura 5.25: Exemplares dos mesmos géneros de roedores e espécie de marsupial encontrados nas
coletas realizadas nos municiopios de Niteréi e Marica, RJ. (Fonte: MS 2002; Modesto et al. 2008)

.

microtis.
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Tabela 5.9: Relagéo das espécies de pequenos mamiferos e de flebotomineos capturados nas trilhas, durante a expedi¢éo 1 (ago/2014 - estagéo seca)
e a expedicdo 2 (dez/2015 - estacdo chuvosa), nos municipios de Niteréi e Marica, RJ.

Trilhas Expedico 1 (T1) - TrhasExpedicdo1(r2)

- , Total Total Total
Espécies Mamiferos A B C D E F 1 D E G H | | gal* SS . geral
Didelphis aurita 3 3 4 1 1 6 9
Gracilinanus microtarsus 1 1 1
Metachirus nudicaudatus 1 1 1 1 2
Monodelphis gr.
americana 0 1 1 1
Oligoryzomys nigripes 0 1 1 1
Philander frenatus 2 2 1 5 1 1 6
Trinomys eliasi 6 2 4 10
Trinomys sp. 1 1 2 0 2

Espécies Flebotomineos

Br. cunhai 11 11 40 1 41 52
Br. nitzulescui 0 1 4 5 5
Ev. edwardsi 1 1 2 4 2 6 8
Ev. ssp 1 4 1 2 8 0 8
Ev. tupynambai 4 2 6 1 12 5 30 16 1 1 7 25 55
Mg. migonei 0 3 54 57 57
Mi. schreiberi 2 5 7 5 5 10 17
Ny. intermedia 0 132 132 132
Pi. bianchigalatiae 0 1 1 1
Ps. pelloni 0 6 6 6

*Armadilha luminosa HP instalada em anexo situado a 10m do inicio da trilha I.
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6— DISCUsSAO
6.1 — Fauna de flebotomineos

Este trabalho é continuidade dos estudos iniciados no mestrado (2009-2011) em
area de reserva ambiental, no Parque Estadual da Serra da Tiririca (PESET), situado
nos municipios de Niter6i e Marica. No presente estudo, a fauna flebotominica
apresentou 11 espécies, de 8 géneros e todas as espécies ja haviam sido registradas
em nossos trabalhos anteriores na area, mostrando que os resultados apresentasos
revelam uma consisténcia ecolégica. Outros estudos ja haviam assinalados a presenca
das espécies em outras regides do estado do Rio de Janeiro (Aguiar et al. 1986, 1993;
Rangel et al. 1986, 1990; Brazil et al. 1991; De Oliveira et al., 1995; Souza et al. 2003;
Pita-Pereira et al. 2005; Afonso et al. 2007; Alves 2007; Cardoso et al. 2009; Brazil et al.
2011, Fuzari et al. 2013, Carvalho et al. 2013, Souza et al. 2015).

A nomenclatura taxénoica utilizada foi a proposta por Galati (2003, 2015), que
relata a existéncia de 517 espécies descritas de flebotomineos no continente
americano, divididas em 29 géneros. Mais da metade ocorrem em territério brasileiro, e
destas, 51 espécies ja foram registradas no estado do Rio de Janeiro.

Somente relembrando, no Novo Mundo, a subfamilia Phlebotominae se dividide
em duas tribos: Hertigiini, mais primitiva e sem espécies de interesse medico e
Phlebotomiini, mais numerosa e que inclui espécies de importancia médica e
veterinaria. A tribo Phlebotomiini € dividida em seis subtribos das quais, quatro ocorrem
no Brasil. Sao elas: Brumptomyiina, Sergentomyiina, Lutzomyiina e Psychodopygina. As
duas primeiras, possuem, cada uma, somente um género encontrado no estado do Rio
de Janeiro (géneros Brumptomyia e Micropygomyia, respectivamente) e Lutzomyiina e
Psychodopygina, j& possuem mais géneros descritos no estado. (Shimabukuro, 2007;
Galati, 2015).

No entanto, somente os géneros Lutzomyia, Evandromyia, Migonemyia e
Pintomyia, pertencem a subtribo Lutzomyiina, bem como os géneros Psathyromyia e
Nyssomyia pertencentes a subtribo Psychodopygina, além dos géneros Brumptomyia e
Micropygomyia relatados acima, estiveram presentes no atual trabalho

Considerando uma andlise geral dos resultados aqui apresentados, dentre 0s
géneros encontrados, Migonemyia foi 0 mais abundante, com 39, 85% dos espécimes
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capturados, porém nao foi o mais frequente, seguido de Evandromyia (27,54%),
Micropygomyia (16,39%) e Brumptomyia (10,07%), os quais compreendem as espécies
mais abundantes do estudo.

Em nosso estudo, Mg. migonei, foi a Unica espécie representante do género e a
mais abundante. Apresenta-se amplamente distribuida em todas as regiées do Brasil, e
no estado do Rio de Janeiro, foi registrada em praticamente em todo o territorio
fluminense (Rangel et al. 1986; Rangel et al. 1990; Brazil et al. 1991; Souza et al. 2001;
Souza et al. 2002; Souza et al. 2003; de Souza et al. 2003; Da Costa et al. 2004; Pita-
Pereira et al, 2005; Afonso et al. 2007; Brazil et al. 2011, Fuzari et al. 2013, Carvalho et
al. 2013, Souza et al. 2015). A espécie revelou-se constante em todas as dareas
trabalhadas, no entanto, na area 4 (Morro das Andorinhas) foi a de maior abundancia e
predominancia. No peridomicilio (area 3), no Mirante (area 1) e nas trilhas, foi
considerada constante. Na area 2, em lItacoatiara, houve apenas o registro de um
espécime, sendo considerada acidental, de acordo com o indice de constancia. Fuzari
et al.(2013) reportaram, a alta densidade de Mg. migonei no ambiente peridomicilio. Em
estudo realizado no municipio de Saquarema, foi uma das espécies mais abundantes
no peridomicilio (Brazil et al. 2011). Corroborando com o relato de Rangel & Lainson
(2003), denota um com notavel grau de antropofilia, sugando ainda animais domésticos,
como caes e galinhas, o que estd em concordancia com a situacdo observada no
ambiente da area 4.

Mg. migonei ja encontrada naturalmente infectada em Sao Paulo (Pessoa &
Pestana, 1940; Pessoa & Coutinho, 1941), em Baturité no estado do Ceara por L. (V.)
braziliensis (Azevedo et al. 1990; Azevedo & Rangel 1990; de Queiroz et al. 1991) e em
Pernambuco, por L. infantum (Carvalho et al. 2010). Também foram registrados casos
autéctones de LV, na cidade de La Banda, Argentina (Salomén et al. 2010), e em Sao
Vicente Ferrer, no Brasil, onde se constatou a presenca de Mg. migonei e a auséncia
de Lu. longipalpis. Em Sao Vicente Ferrer, foi comprovada a infeccao natural de Mg.
migonei por Leishmania infantum chagasi (Carvalho et al. 2010). Em Fortaleza, Mg.
migonei, possivelmente, compartilha com Lu. longipalpis o papel de vetor da LV (Silva
et al. 2014).

No Rio de Janeiro, Rangel et al. (1986 e 1990) mostraram que Mg. migonei foi a

segunda espécie mais encontrada, em trabalhos realizados em Vargem Grande e
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Mesquita, respectivamente, sendo que na primeira localidade foi a espécie que mais
sugou o cao, o que levou os autores a sugerirem o possivel papel desta espécie na
participacao da transmissao da leishmaniose tegumentar canina naquela area.

Em trabalho anterior, na regido da Serra da Tiririca, sugerimos que a espécie Mg.
migonei poderia estar assumindo o papel de espécie vetora de leishmaniose
tegumentar na regido (Fuzari et al. 2013). Em virtude dos recentes relatos de casos de
leishmaniose visceral canina na regido do presente estudo (Nunes 2015), podemos
aventar a possibilidade de ter um papel relevante como vetor na area do presente
estudo.

Dentre os diferentes géneros de flebotomineos encontrados, Evandromyia foi o
segundo mais abundante nas coletas, representado pelas espécies Ev. cortelezzii, Ev.
edwardsi, Ev. tupynambai, e esteve presente em todas as areas estudadas, sendo que
esta ultima representou 21,07% do total das espécies coletadas no presente trabalho.

Ev. tupynambai foi descrita por Mangabeira (1942) e tem seu hol6tipo com
espécimes capturados no municipio de Campos, Rio de Janeiro e segundo o autor esta
associada a roedores silvestres. Sua distribuicdo geografica restringe-se a poucos
estados das regido Nordeste e em toda regidao Sudeste, com exceg¢do apenas de SP
(Galati, 2015). No estado do Rio de Janeiro, ja foi encontrada no Parque Nacional de
ltatiaia, em Petropolis, llha Grande (Afonso et al. 2007; Souza et al. 2002, Carvalho et
al. 2013) e foi registrada pela primeira vez nos municipios de Niter6i e Marica, em 2010
(Fuzari et al. 2013). Desde entédo, essa espécie vem se mostrando presente tanto nas
armadilhas localizadas em ambientes de mata (ambientes silvestres) como em éareas
dos peridomicilios. De acordo com o indice de Constancia, foi considerada Constante
em todos os locais de captura. Isso nos leva a reforgar, como foi sugerido em Fuzari
2013, que é uma espécie com frequéncia no ambiente silvestre, estando em processo
de adaptacao a outros ambientes e se mostrando eclética quanto a sua fonte alimentar.
A referida espécie foi encontrada, em algumas armadilhas no peridomicilio, dentro de
galinheiros (Fig. 5.6 e 5.7); e sua antropofilia ja havia sido observada por Mayrink et al.
(1979) em Minas Gerais. No presente estudo, observamos um nimero maior de fémeas
capturadas comparado ao de machos, mesmo considerando a existéncia de fémeas
ainda nao identificadas, o que revela a representatividade quantitativa da espécie
(Tabela 5.1) contrariamente foi observado por Aguiar et al. (1985), onde Ev. tupynambai
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nas coletas com armadilhas luminosas o numero de machos atraidos foi mais
representativo.

Em relagdo a segunda espécie do género, Ev. edwardsi (Mangabeira, 1941), a
espécie foi descrita pela primeira vez em Nova lIguagu, Rio de Janeiro e tem sua
distribuicao geografica mais restrita as regides Sudeste e Sul, e nos estados da Bahia e
Maranhao (Galati, 2015). Em nosso estudo representou 2,0% do total das espécies
coletadas e foi considerada na categoria Constante nas areas 1 e 2, e nas trilhas. Na
area 2 (mata ltacoatiara), esteve presente em todas as armadilhas deste ambiente,
apenas com 2 espécimes na area 3 e nao mostrou frequéncia nas armadilhas da area
4. Nestes ultimos ambientes descritos com caracteristica peridomiciliares, estdo em
concordancia os encontrados na Serra do Mar por Aguiar et al., (1993). No estado do
Rio de Janeiro, Ev. edwardsi foi registrada em praticamente todos os municipios (Aguiar
et al. 1996; Afonso et al. 2007; Souza et al. 2003; Rangel et al. 1990; Souza et al. 2002;
Souza et al. 2001; Fuzari et al 2013).

A terceira espécie representante deste género no presente estudo, Ev.
cortelezzii, juntamente com Ev. sallesi e Ev. corumbaensis formam o complexo
cortelezzii. Sao espécies semelhantes morfologicamente e muitas vezes confundidas,
gerando erros em sua identificagdo (Carvalho et al. 2009). Apenas a fémea de Ev.
corumbaensis pode ser facilmente separada das demais espécies desse complexo
(Carvalho et al. 2009).

Ev. cortelezzii possui uma ampla distribuicdo no territério brasileiro, atingindo
alguns estados de todas as regides do pais (Galati, 2015); no Rio de Janeiro é
registrada em Petropolis, Lage de Muriaé, Mesquita e no bairro de Jacarépagua na
cidade do Rio de Janeiro (Rangel et al. 1990; Pita-Pereira et al. 2005; Carvalho et al.
2009; Fuzari et al. 2013; Peres-Dias et al. 2016). No atual estudo, representou 2,68%
dos espécimes capturados, mas somente foi encontrado na area 4 (Morro das
Andorinhas) em ambiente de peridomicilio e classificado dentro da categoria Constante.

Recentemente, foi designada a importancia epidemiolégica atribuida as espécies
Ev. cortelezzii e Ev. sallesi, devido ao registro de infec¢do natural por Leishmania em
Minas Gerais (Carvalho et al 2008, Saraiva et al. 2009; Saraiva et al. 2015).

Micropygomyia foi o terceiro género mais abundante (Fig. 5.2), representado

apenas pela espécie Mi.schreiberi. Sua distribuicdo geografica restringe-se as regides
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Sudeste e Nordeste (Galati, 2015). No estado do Rio de Janeiro, j& teve seu registro em
alguns municipios (Rangel et al. 1986; de Aguiar et al. 1993; De Oliveira et al. 1995;
Aguiar et al. 1996; Souza et al. 2003; Fuzari et al. 2013; Peres-Dias et al. 2016). No
bairro de Santa Cruz, cidade do Rio de Janeiro sua frequéncia foi de 80% dos
flebotomineos capturados (Oliveira et al. 1995).

A espécie Mi.schreiberi atingiu 16,39% de representatividade entre os espécimes
coletados, e esteve presente em todas as areas avaliadas neste estudo. Foi a espécie
mais abundante na area 1 (Mirante), porém também revelou grande representatividade
nas outras areas, sendo classificada como espécie constante em todas elas, de acordo
com as andlises efetuadas. Estudos anteriores, mostraram a frequéncia de M.
schreiberi em ambientes de floresta, no intra e peridomicilio (De Oliveira et al. 1995;
Souza et al. 2003), assim como foi observado por Fuzari (2013), em estudo realizado na
mesma regiao; esteve presente no peridomicilio (galinheiro), em area de transicao de
ecotopos, e nas matas. De acordo com Aguiar et al. (1996), Mi.schreiberi apresentou
atracdo por roedores em capturas efetuadas com armadilhas Disney, porém, mostrou
tendéncia a adaptacao as areas do peridomicilio.

Algumas espécies desse grupo ja foram associadas a répteis sugerindo que elas
se alimentam desses animais, e, até 0 momento nao apesentam importancia médica.

O quarto género mais encontrado neste trabalho foi Brumptomyia. As espécies
desse género possuem caracteres morfolégicos bem marcantes, faceis de diferencia-
los dos outros géneros. Sao insetos geralmente associados a tocas de tatus e sem
interesse médico (Shimabukuro, 2007).

Duas espécies representaram esse género, Br. cunhai (Mangabeira, 1942) com
5,51% e Br. nitzulescui (Costa Lima, 1932) com 4,39% dos espécimes capturados.
Ambas as espécies foram consideradas Constantes em 2 areas trabalhadas, na area 2
e nas trilhas. Sendo que Br. cunhai esteve presente em todos os outros ambientes
também, enquanto Br. nitzulescui, ndo teve registro somente na area 4.

A quarta espécie mais abundante durante todo o periodo das coletas foi Br.
cunhai e a quinta mais frequente, Br. nitzulescui. A alta proporcao de espécimes
encontrados no presente estudo, nos leva a sugerir que o ambiente estudado apresenta
uma fauna bem equilibrada com a presenca de mamiferos edentados, que representam

a principal fonte alimentar para esses flebotomineos (Young & Duncan, 1994).
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As duas espécies possuem uma distribuicAo ampla por todas as regides
brasileiras, com excegéo de B. nitzulescui que ainda nao teve registro na regiao Norte
(Galati, 2015).

Nyssomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912) espécie tipo do género, foi registrada
com 3,24% dos insetos coletados, e € considerada um dos principais vetores de
Leishmania braziliensis no Brasil. Sabe-se que junto com Ny. neivai formam um
complexo de espécies (Marcondes et al. 1996) e sua distribuicdo geografica vai desde o
estado do Piaui até o do Rio Grande do Sul e do litoral do Brasil ao norte da Argentina e
sul da Bolivia, ocorrendo em é&reas de clima e altitude bastante diversificados. Ainda
nao foi registrada na regido Norte do pais (Galati 2015). As areas em que Ny.
intermedia tem sido encontrada sdo mais quentes e Umidas que as de Ny. neivai, esta
espécie parece mais adaptada que a primeira a regides de clima mais frio e seco, como
os do interior de Sao Paulo (Marcondes et al. 1998).

No estado do Rio de Janeiro ndo é diferente, Ny. intermedia tem uma distribui¢cdo
bem ampla, sendo encontrada, na maioria das vezes, como a espécie mais frequente
(Rangel et al. 1984, 1986, 1990; Brazil et al. 1991; de Aguiar et al. 1993; Souza et al.
2001, 2002; Souza et al. 2003; da Costa et al. 2004; Alves, 2007; Brazil et al. 2011;
Novo et al. 2013). No presente estudo, esta espécie também nao esteve presente nos
ambientes silvestres do PESET, corroborando com os estudos realizados no Parque
Nacional da Serra dos Orgdos e no Parque Nacional de ltatiaia, onde também néo teve
registro (Aguiar et al. 1984; Afonso et al. 2007). Esteve presente somente na armadilha
das trilhas, onde foi classificada dentro da categoria Constante, e com apenas um
espécime registrado no peridomicilio (area 3), sendo considerada uma espécie
Acidental, de acordo com o indice de Constancia. Em trabalhos anteriores (Brazil et al.
1989, 1991) realizados nesta regido, Ny. intermedia sempre foi a espécie dominante e
capturada em alta densidade, entretanto foi observada uma mudanca na distribuicao
fauna, onde Mg. migonei passou a ser a espécie dominante no peridomicilio e Ny.
intermedia aparece em menor densidade e num quantitativo menor de localidades,
corroborando ao observado por Fuzari (2013) na mesma localidade.

Ny. intermedia foi encontrada naturalmente infectada com Leishmania (V.)
braziliensis em 1922, no atual bairro de Laranjeiras quando Aragao, ao estudar um foco

de leishmaniose na cidade do Rio de Janeiro, incriminou esta espécie como vetor
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potencial. Rangel et al. (1984), em area endémica de LTA em Jacarepagua e Vargem
Grande, também registraram a infeccao natural por Leishmania nesta espécie. Essas
evidéncias, bem como a predominancia de Ny. intermedia nos focos da doenca e sua
frequéncia no domicilio e peridomicilio, contribuem para que seja incriminada como a
principal transmissora dessa parasitose no estado do Rio de Janeiro (Oliveira-Neto et
al. 1988; Rangel et al. 1990; de Aguiar et al. 1993; Souza et al. 2002, 2005; Alves,
2007).

Em analises de infecgdo natural, por técnicas moleculares (PCR Muliplex), Pita-
Pereira e colaboradores (2005) mostraram que Ny. intermedia e Mg.migonei, espécies
predominantes coletadas no Parque da Pedra Branca, em Jacarepagud, no municipio
do Rio de Janeiro, foram encontradas naturalmente infectadas por Leishmania (V.)
braziliensis.

Psathyromyia pelloni esteve presente nas trilhas e nas areas 1 e 3, nesta ultima,
foi uma das espécies mais frequentes (Fig. 5.6 e 5.4) sendo classificado na categoria
Assessorio e nas outras localidades em uma propor¢cdo muito menor. Em muitos casos
Ps. pelloni tem sido confundido com Ps. lanei, sendo necessaria a presenca do macho
para sua identificacdo especifica. Fuzari et al., (2013) identificaram um pequeno
nuamero de flebotomineos como Ps. lanei, porém, na verdade se tratava de Ps. pelloni,
corroborando com os registros de Brazil et al. (1991).

Ps. pelloni possui uma distribuicdo geografica que atinge as regides Sul, Sudeste
e o estado da Bahia (Galati, 2015). No estado do Rio de Janeiro, ja foi assinalada em
Vargem Grande e em Jacarepagua, no municipio do Rio de Janeiro (Rangel et al. 1986;
Souza et al. 2015).

Pintomyia bianchigalatiae, tem sua distribuicdo restrita a regido Sudeste e ao
estado do Parana (Galati 2015). No Rio de Janeiro foi registrada no Parque Nacional da
Serra dos Orgaos, ltaguai, Paracambi, Parque Nacional da Bocaina, Angra dos Reis,
Paraty e Niteréi (Andrade-Filho et al. 1999; Fuzari et al. 2013).

Pi. bianchigalatiae no presente trabalho, s6 ndo foi encontrada na area 4 mata
em ltacoatiara e registrada em todas as outros locais de estudo. Nao ha até a presente
data qualquer indicacdo de sua importancia epidemiolodgica na transmissdo das
leishmanioses.
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E importante relatar que em trabalhos anteriores na mesma regido, Brazil e
colaboradores (1989,1991) registraram Pi. fischeri presente no peridomicilio como
espécie frequente, entretanto ela ndo foi observada em capturas do presente estudo.

Mg. migonei, Mi. schreiberi e Ev. tupynambai juntas somam 77,3% de todas as
espécies coletadas neste trabalho e estiveram presentes em todas as éreas
trabalhadas (Tabela 5.3).

Dentre as espécies capturadas na regiao da Serra da Tiririca, podemos destacar
ainda, Lutzomyia longipalpis principal vetor da LV no Brasil e 0 mais importante das
Américas (Gontijo & Melo, 2004; Rangel & Lainson, 2005). A espécie possui uma ampla
distribuicdo geogréfica e ainda parece estar em franca expansao. Ha pouco tempo era
encontrada em quatro das cinco regides geograficas: Nordeste, Norte, Sudeste e
Centro-Oeste, recentemente, foi registrada nos estados do Parana e Rio Grande do Sul
(Souza et al. 2009; dos Santos et al. 2012; Galati, 2015). No estado do Rio de Janeiro
sua distribuicao é restrita a alguns municipios, tendo sido encontrada em 1978, na llha
Grande, por Araujo Filho. Desde entdo com o aparecimento de casos de LV no
municipio do Rio de Janeiro vem se constatando sua presenca em outros municipios
(Souza et al. 1981; Rangel et al. 1986, 1990; Brazil et al. 1989; Souza et al. 2002;
Cabrera et al. 2003; Pita-Pereira et al. 2005; Brazil et al. 2011; Carvalho et al 2013;
Souza et al. 2015).

Fuzari (2013) fez o primeiro relato desta espécie no municipio de Niterdi,
capturando apenas dois exemplares de Lu. longipalpis na mata de ltacoatiara. Na
ocasido, sugeriu que esta populacdo fosse eminentemente silvestre, j& que em
trabalhos anteriores em areas modificadas nessa regido, nunca havia sido encontrada
(Brazil et al. 1991). Lu. longipalpis ja tinha sido registrado no municipio de Rio Bonito,
(Brazil et al. 1989) e mais recente, estudos no municipio de Saquarema (Brazil et al,
2011) mostraram também a presenca desta espécie em area de transicdo de Mata
Atlantica. Em nossos estudos, ja no primeiro ano de coletas, foi observado e relatado o
aumento do numero de exemplares de Lu. longipalpis, em comparacao ao estudo
anterior (Fuzari et al. 2016). Em continuidade ao presente estudo, confirmou-se um
aumento consideravel do numero de exemplares capturados de Lu. longipalpis, 90
espécimes (2,27%), em relagdo a investigacao anterior. Atualmente, além da area 2
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(mata de ltacoatiara), foi capturado também nas areas 1 e 4, Mirante e Morro das
Andorinhas respectivamente, porém, em numero reduzido.

O registro de Lu. longipalpis nesta localidade reveste-se de grande relevancia,
pois ha relatos do aumento do numero de casos de leishmaniose visceral canina em
localidades dos municipios de Niter6i e Marica (De Paula et al. 2009; Oliveira et al.
2015; Abrantes et al. 2016). E de conhecimento que no Brasil a LV canina coexiste com
a LV humana em todos os focos conhecidos e ela precede a ocorréncia de casos
humanos (Kumar et al. 1999; Barnett et al. 2005; Bern et al. 2005).

Numa perpectiva futura, cremos ser necessaria a continuacdo do presente
estudo, no sentido de avaliar e monitorar potenciais mudangas comportamentais na
populacdo de Lu. longipalpis encontrada em Itacoatiara, ainda que possa ser
considerada uma populacao isolada (Souza et al. 2008; Araki et al. 2009) ou, de acordo
com nossos resultados, se essa populacado esteja em processo de expansao para
outras localidades.

Estudos prévios, com armadilhas direcionadas para a captura de Lu. longipalpis,
foi utilizado o feroménio sexual sintético, (x)-9-metilgermacreno-B, como atrativo, e os
resultados obtidos foram surpreendentes, ja que foi possivel verificar um aumento
expressivo na quantidade de espécimes coletados. Isso indica que essa estratégica
possa ser uma ferramenta de grande valor na captura de Lu. longipalpis e também
pode ser utilizada com fins de monitoramento e ainda possivelmente como uma nova
estratégia de controle desta espécie (Barbosa et al. 2015).

A LV é uma zoonose que vem tomando um aspecto urbano. E tem os caes como
importante reservatério do agente etiolodgico, a Leishmania infantum. Basicamente,
para a ocorréncia da doenca em uma determinada area, depende da presenca do vetor
susceptivel e de um hospedeiro/reservatério também susceptivel (Marzochi et al. 2009),
caracteristicas ja aferidas na regido. Portanto, continuamos sugerindo a necessidade de
maiores estudos, principalmente, no que se refere a populacao de Lu. longipalpis local.

Apesar da ocorréncia da doenga canina na regiao, ainda nao é possivel, associar
0s caes aos casos humanos (Madeira et al. 2000; Serra et al. 2003).

Recentemente, De Paula et al. (2009) relataram o primeiro caso autéctone de LV
canina no municipio de MaricA. Em areas urbanas os caes domésticos sao

considerados os principais reservatérios de L. infantum, reforcando o papel desse

95



animal como um elo importante no ciclo epidemiol6gico da doenga. Os movimentos
migratérios humanos com seus animais, associado as alteragbes ambientais sao
fatores importantes na disseminagao de certas doengas (Shaw, 2007). O municipio de
Marica vem passando por esse processo de significativas modificagdes ambientais,
principalmente nas atividades de veraneio (Serra et al. 2003).

Outro aspecto relevante é a capacidade de domiciliacao de Lu. longipalpis em
ambientes modificados (Lainson & Rangel, 2005), assim como foi relatado e identificado

na regido, em relacao a espécie, no presente trabalho.

6.2 - Estudo da infeccao natural por Leishmania sp. nas fémeas de flebotomineos

Nas andlises de infec¢ao natural por Leishmania spp., realizadas em 500 fémeas de
flebotomineos, foram detectados dois espécimes de Ev. tupynambai naturalmente
infectados por este protozoario e um exemplar de Mi. schreiberi (Tabela 5.5) e um
quarto espécime, o qual designamos Evandromyia spp., que por problemas na
montagem, n&o foi possivel efetuar a identificacdo especifica. Todos esses espécimes
foram capturados na mesma area de estudo (&rea 2), na mata em Itacoatiara. Neste
ambiente, o género Evandromyia foi o de maior representatividade, com apenas 2
espécies encontradas, Ev. tupynambai e Ev. edwardsi. Assim, é factivel considerar que
a espécie nao identificada, provavelmente seja uma das duas citadas anteriormente.

Como ja registrado, Ev. edwardsi, foi encontrada naturalmente infectada em Sao
Paulo (Sucen, 2005), o que levantou a hipétese de um possivel papel como vetor da LT
nessa regiao, porém é necessario outras invetigacées entomoldgicas no sentido de
sugerir como potencial vetora da area de estudo.

Ev. tupynambai e Mi. schreiberi, no presente trabalho, tiveram o seu primeiro
registro de infec¢ao natural por Leishmania sp. Essas espécies de flebotomineos ainda
nao foram devidamente avaliadas, portanto, ha um escasso conhecimento sobre a
biologia, aspectos comportamentais e fonte alimentares das espécies citadas, assim,
somente podemos considerar os resultados apresentados no presente estudo.

Por ter sido a segunda e a terceira espécie mais abundante, respectivamente,
nesta pesquisa e terem sido encontradas naturalmente infectadas por Leishmania sp., e
como ainda nao temos a identificagdo do parasita, ndo podemos inferir a possibilidade

de serem espécies vetoras na localidade. Para tanto, é necessario a execucao de
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outros estudos e investigagdes para que tenhamos elementos que possam incrimina-las
como tais. Com isso, se abre outra gama de futuras pesquisas nesta regiéo.

Ha relatos de outras espécies do género Micropygomyia que se alimentem de
animais de sangue frio (Deane e Deane, 1957), o que levanta a possibilidade, que a
espécie Mi. schreiberi esteja infectada com Leishmania especifica desses répteis e sem
importancia médica ou epidemioldgica. No entanto, Mi. quinquefer, ja foi encontrada
com infec¢@o natural por Leishmania braziliensis, em estudo realizado no Mato Grasso
do sul (Paiva et al., 2010), e em Minas Gerais (Souza, 2011).

Diferentes aspectos estdo correlacionados no enfrentamento e dificuldades pra
que consiga algum sucesso no controle da leishmanioses, dentre eles a diversidade de
espécies de parasitos, de vetores e de reservatérios mamiferos. A taxa de
flebotomineos naturalmente infectados nas areas endémicas se reveste de grande

importancia para a epidemiologia das leishmanioses (Afonso et al 2013).

6.3- Estudo de fonte alimentar nas fémeas de flebotomineos

Estabelecer o padrao alimentar dos insetos hematéfagos é tarefa de grande
importancia para o entendimento de sua biologia, além de possuir valor fundamental
para a Saude Publica. A identificacdo das fontes alimentares desses hematdfagos
tornou-se uma informacao importante para o delineamento de estratégias de controle
de varios agravos transmitidos por esses insetos (Ngumbi 1992; SAvage 1993; Duarte
1997).

Diante disso, em nosso estudo, foi utilizado para o diagnéstico de fonte alimentar 78
fémeas de flebotomineos, das seguintes espécies Ev. tupynambai, Lu. longipalpis e Mg.
migonei, e os resultados obtidos foram duas espécies diferentes de aves, Gallus gallus
(galinha) e Cairina moschata (pato-do-mato). O resultado em relagédo a primeira fonte
alimentar de uma certa forma ja se esperava pois a maioria das fémeas de Mg. migonei
foram capturadas em galinheiros. Quanto ao resultado da segunda fonte, Cairina
moschata (pato do mato), também ndo nos causou surpresa, pois em um dos
galinheiros, haviam alguns patos que dividiam o espaco com os galinaceos.

Dentre as espécies capturadas no estudo, Mg. migonei foi aquela com maior
nameros de exemplares ingurgitados, 69 amostras, a maioria delas coletadas dentro ou
proximo a galinheiros, no Mirante (area 1) e no Morro das Andorinhas (area 4).
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A espécie Mg. migonei tem o habito alimentar com notavel grau de antropofilia,
sugando ainda animais domésticos, como caes e galinhas (Rangel & Lainson 2003;
Falqueto 1997). Em Vargem Grande, no municipio do Rio de Janeiro, foi aquela que
mais sugou 0 cao, levantando a possibilidade desta espécie apresentar algum papel
relevante no ciclo da transmissdo da leishmanione tegumentar naquela area. Esta
espécie ja foi incriminada como vetor domiciliar da LT (Vieira et al 2012; Falqueto 1997)
e mais recentemente, também incriminado como possivel vetor de LV em caes
(Carvalho et al. 2010).

Uma fémea de Lu. longipalpis foi encontrada ingurgitada, capturada no Mirante
(area 1) e teve similaridade total com a fonte alimentar Gallus gallus. Esse ambiente,
como ja descrito, possuia caracteristicas de ambiente silvestre e peridomiciliar, inserido
em uma mata, e possuia uma residéncia, anexos e pessoas, num mesmo local.

Registros na literatura tem mostrado o ecletismo de Lu. longipalpis em se
alimentar em uma variada gama de mamiferos, que incluem caes, porcos, equinos,
bovinos, além das aves (Deane 1956; Zeledon et al 1984;). Estudos realizados com a
mesma espécie, revelaram positividade para a fonte alimentar humana (61,5%),
seguido de cao (28,2%) e aves (10,3%) (Afonso et al. 2013).

Analises através do teste imunoenzimatico ELISA, detectaram sangue de gamba
em espécimes de Lu. longipalpis procedentes de Jequié (BA), Sobral e Massapé (CE),
revelando a associagao entre Lu. longipalpis € os gambas (Afonso et al. 2012).

A antropofilia de Lu. longipalpis e o encontro deste, dentro de domicilios, ja foi
descrita em diversos trabalhos (Lainson & Rangel 2005; Silva et al. 2014; Casanova et
al. 2015), e essa capacidade antropofilica configura como um dos critérios essenciais
para que uma espécie seja incriminada como vetor (Killick-Kendrick 1990). Esta
caracteristica, juntamente com a abundancia de fontes alimentares e as condi¢cdes
ambientais favoraveis, € determinante no crescimento populacional do vetor,
especialmente em dareas periurbanas, 0 que propicia sua aproximacdo ao homem
(Afonso et al 2013).

As fémeas de Ev. tupynambai capturadas contendo sangue em seu tubo
digestério, foram encontradas nas localidade da mata de ltacoatiara (area 2) e no
Mirante (area 1). Como j& discutido anteriormente, esteve presente tanto nas

armadilhas em ambientes de mata (silvestre) como no peridomicilio, este ultimo, sendo
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um misto de ambientes, por ser uma residéncia inserida no meio da unidade de
conservagao.

Nos exemplares examinados de fémeas de Ev. tupynambai para o diagnéstico
de fonte alimentar, a espécie detectada foi Gallus gallus. Para os ambientes de
peridomicilio, considerando aqui, além da area 3 e 4, também as area 1, por suas
caracteristicas mistas de ambientes, fica bem claro o resultado obtido. No entanto, no
ambiente silvestre (area 2) em ltacoatiara, ndo fez muito sentido. Portanto, podemos
sugerir, que apesar da similaridade alta, a possibilidade, da fonte alimentar neste local,
ser algum outro tipo de ave, talvez aves marinhas, que ainda nao tenha seu DNA
identificado no banco para consultas.

Em sua descrigao original, Ev. tupynambai (Mangabeira, 1942), foi associada a
roedores silvestres, o que também faria sentido, levando-se em consideracao que esta
espécie foi uma das mais frequentes nas armadilhas instaladas nas trilhas, durante as
coletas de pequenos mamiferos (Fig. 5.10 e Tabela 5.9). O que nos leva a sugerir, mais
uma vez, que € uma espécie que se encontra bem adaptada, se mostrando eclética
quanto a sua fonte alimentar.

As aves, mesmo sendo consideradas refratarias a infecgdo por Leishmania spp.
(Dias et al., 2003), tem sido tema de bastante discussdo sobre o seu papel na
epidemiologia das leishmanioses. Estudos de fonte alimentar demonstram a
participacdo, mesmo que indireta, de Gallus gallus no ciclo da Leishmania spp. Lopes
(2014) relatou fonte alimentar em Gallus gallus em 25% das amostras nos seus
estudos. Tanure e colaboradores (2015), demonstraram fonte alimentar por Gallus
gallus em 43,6% das amostras, em estudo de municipio de Governador Valadares,
empregando ensaio imunoenzimatico. O papel de Gallus gallus e Cairina moschata,
mesmo que ainda nao tenham sido sugeridos como reservatoérios de Leishmania spp.,
sdo importantes, uma vez que, essas espécies ajudam a manter o ciclo de vida dos
flebotomineos nas &reas urbanas.

O conhecimento sobre as preferéncias alimentares das fémeas de flebotomineos
permite uma avaliagdo e planejamento corerentes, em relacdo ao emprego de medidas
eficazes e adequadas para o controle desses vetores. O entendimento sobre aspectos
do comportamento e a biologia dos flebotomineos sao importantes ndo apenas para um
melhor entendimento do curso da parasitose (Forattini 1973; Dias-Sversutti 2007), como
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nas investigagbes da relacdo hospedeiro-vetor e consequentemente na
ecoepidemiologia das leishmanioses, mas também para a compreensdo dos habitos
alimentares destes insetos, 0 que podera resultar em dados e indicios dos potenciais
reservatorios que estariam mantendo o ciclo enzodtico, além de melhor avaliar o grau
de antropofilia das espécies (Tesh 1971; Nery 2004; Afonso 2005, 2012).

6.4 - Fauna de pequenos mamiferos

A mastofauna do estado do Rio de Janeiro é pouco conhecida devido a escassez
de inventarios faunisticos e a problemas taxonémicos (Bergallo et al 2000). Mesmo
assim e apds a devastacdo de grande parte das suas matas, o Estado ainda abriga
uma grande riqueza de mamiferos terrestres com 166 espécies (Rocha et al. 2004).
Este valor corresponde a 66,4% das espécies de mamiferos com ocorréncia conhecida
para a Mata Atlantica (Reis et al. 2006).

A fauna encontrada no PESET, de acordo com o seu plano de manejo, é tipica da
Mata Atlantica, com ocorréncia de 408 vertebrados, sendo 77 mamiferos (excluindo
cetaceos), 77 répteis (incluindo animais marinhos), 55 anfibios e 199 aves. S6 na
porcao continental do parque, tem relatos de mamiferos, como cutia, paca, tamandua-
mirim, preguica, ourico-cacheiro, tatu-galinha, gato-do-mato-pequeno e cuica; répteis
como jiboia, jararaca, jararacugu e caninana; anfibios (razinha-piadeira e sapo- cururu)
e aves como, curio, trinca ferro e coleiro.

Espécies endémicas foram registradas, como a perereca do litoral (Scinax
littoreus), e também espécies ameacgadas de extingdo, como o gato-do-mato-pequeno
(Leopardus tigrinus). Também fazem parte da fauna desta unidade de conservagao, 14
espécies exoticas, lagartixa-de-parede, pombo-doméstico, micos-estrelas, mico-ledo-
de-cara-dourada, cao e gato domésticos.

Os mamiferos da fauna do PESET aparentam ser os representantes que se
encontram, de forma geral, em maior risco. As populagdes residentes estdo em numero
reduzido e sofrendo grande pressao antrépica. As formas presentes séo as de pequeno
e médio portes, que ainda sdo cagadas por moradores da periferia como atividade de
lazer. A paca e a prea-do-mato sdo as mais procuradas, estando a primeira em risco de
extingdo devido também a reduzida area do parque e sua baixa taxa de natalidade.

Cabe ressaltar que este levantamento baseia-se em estudos realizados principalmente
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na Serra da Tiririca, na porcao marinha do parque e no estudo para o Plano de Manejo
do Parque Natural Municipal Darcy Ribeiro.

Estudos faunisticos sobre a Serra da Tiririca sdo registrados desde a década de
1980 (Pontes, 1987), sendo que diversos trabalhos encontram-se em andamento nesta
regido. Apesar disso, o nivel de conhecimento sobre as comunidades faunisticas ainda
pode ser considerado incipiente.

As coletas de pequeno mamiferos realizadas no presente trabalho, com certeza,
serviram para aumentar e atualizar esse levantamento faunistico da regido. Em nossas
coletas foram registrados a captura de 32 animais, dentre estes, 59,4% pertenciam a
ordem Didelphimorphia, e 40,6% a ordem Rodentia (Fig. 5.21). Entre os marsupiais,
cinco espécies de cinco géneros diferentes foram identificadas (Fig. 5.22) e apenas trés
espécies de dois géneros de roedores. (Fig. 5.23).

Os roedores vivem em qualquer ambiente terrestre que lhes dé condicdes de
sobrevivéncia e possuem uma capacidade extraordinaria de adaptacdao ecoldgica,
suportando os mais variados tipos de climas, desde mais frios aos mais térridos, nas
regides de florestas e também nas mais estéreis; suportam grandes altitudes e em cada
regido podem mostrar um grande numero de adaptagdes fisiologicas. Algumas
espécies sao consideradas sinantrépicas por associarem-se ao homem em virtude de
terem seus ambientes prejudicados pela acao do proprio homem (MS 2002).

As espécies capturadas em nossas coletas sao classificadas, de acordo com o
manual de controle de roedores, como roedores sinantrépicos ndo comensais
(silvestres) (MS 2002). Estes formam suas col6nias no ambiente silvestre longe do
contato com o homem, mas em fungdo das modificagdes ambientais decorrentes dos
processos de urbanizacdo e de transformagédo de ecossistemas naturais, essa diviséo
de silvestres, sinantropicos comensais e ndo comensais nao € permanente. Por conta
da escassez de alimentos, os roedores acabam expandindo suas coldnias, se
aproximando das plantacbes, de anexos no peridomicilio e no proprio domicilio em
busca de alimentos; este fato amplia o contato do homem e roedor silvestre. Algumas
espécies, hoje, apresentam populagcées com elevado grau de sinantropia. Gerando um
grande risco de transferéncia de agentes infecciosos dessas espécies para os roedores
estritamente comensais (MS 2002).
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O género Trinomys, pertence a Familia Echimyidae, Subfamilia Eumysopinae, e
foi representado pelas espécies Trinomys eliasi e Trinomys sp., em nossas expedicoes.
Trinomys eliasi representou 31,25% de todos os espécimes capturados. Possuem, por
caracteristicas gerais, tamanho médio a grande, cauda igual ou ligeiramente menor que
o comprimento do corpo, pelagem espinhosa. Coloragao castanho-alaranjada, tracejada
de preto por pelos guarda escuros, mais clara nas laterais. Cauda com pelos curtos.
Superficie superior das patas clara, digitos com pelos ungueais claros. Tem habitos
terrestres, habita areas florestadas da Mata Atlantica e areas de transicdo com o
Cerrado e com a Caatinga (Bonvicino et al. 2008). A distribuicdo de Trinomys eliasi €
bem restrita a uma parte do estado do Rio de Janeiro (Pessoa & Reis, 1993; Bonvicino
et al. 2008).

Outro género encontrado em nossos estudos, o Oligoryzomys que pertence a
Familia Cricetidae, Subfamilia Sigmodontinae. Anteriormente pertencente ao género
Oryzomys, este novo género inclui mais de 10 espécies, todas muito parecidas o que
dificulta a distincao entre elas no campo. (MS 2002). Espécies desse género, em
algumas localidades sé&o conhecidas pelo nome popular de “rato-de-fava ou rato-de-
cacau”. Sao arvicolas, entretanto constroem seus ninhos em amontoados de folhas,
pequenos buracos no solo e até mesmo tocos secos caidos ao chdo, nas matas e nos
campos. Também séo encontrados em culturas de milho, arroz e cacau (MS 2002).

Oligoryzomys nigripes representou 3,1% dos espécimes coletados. Tem por
caracteristicas gerais, tamanho pequeno, comprimento da cauda maior que o do corpo.
Coloracdo castanho-avermelhada a amarelada, com as laterais mais claras, olhos
grandes. Patas longas e finas cobertas de pequenos pelos claros. Cauda fina e pouco
pilosa. Seu habitat terrestre, em formagodes florestais abertas da Floresta Amazénica,
Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e Pantanal (Bonvicino et al. 2008). Possui
distribuicdo ampla, desde Pernambuco ao norte do Rio Grande do Sul, em Minas
Gerais e no Distrito Federal (Weksler & Bonvicino, 2005; Bonvicino et al. 2008). No
estado do Rio de Janeiro, esta espécie também ja foi encontrada no Parque Nacional
da Serra dos Orgdos, na Serra da Concérdia, no Parque Estadual do Desengano
(Olifers et al. 2007; Prevedello et al. 2008; Modesto et al. 2008a; Modesto et al 2008b).

Em nossas analises para deteccdo de infecgdo por Leishmania sp., todas as

amostras desses pequenos mamiferos capturados, foram negativas. (Fig. 5.24) Mas a
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participacado de roedores na epidemiologia das leishmanioses ja foi descrita por varios
autores.

Lainson e Shaw (1970) detectaram pela primeira vez Le. braziliensis em
roedores do género Oryzonys no estado de Mato Grosso. Em outros estudos, os
mesmos autores, detectaram o roedor Proechimys guyannensis constantemente
parasitado por Le. amazonensis, no Para (Lainson e Shaw 1972). Forattini e
colaboradores (1972), também isolou Leishmania em roedores das espécies Akodon
arviculoides e Oryzomys nigripes em regiao endémica para LT em Sao Paulo. Esta
ultima espécie, sendo uma das capturadas em nossas expedicdes.

Outras espécies de roedores ja foram relatadas como possiveis reservatorios
para Leishmania. No Espirito Santo, observaram flebotomineos atraidos pelo
Proechimys iheringi, numa &rea onde esse roedor foi achado naturalmente infectado
por Leishmania mexicana ssp. (Falqueto et al., 1985). No estudo em questédo, 98,1%
dos espécimes coletados foram Lutzomyia gasparviannai, 0 que sugere que essa
espécie, nao antropofilica ,seja o transmissor entre os roedores, mas nao habitualmente
ao homem.

Em Pernambuco foi detectado DNA de Le. infantum, em amostras de roedores
silvestres Nectomys squamipes (Carvalho et al 2005; Dantas Torres e Brandao-Filho
2006), enquanto que na Bahia, isolaram Le. braziliensis nesta mesma espécie de
roedor (Peterson et al. 1988). Roque e colaboradores (2010) avaliaram o papel de
Trhichomys laurentius na retencédo de infeccao e amplificacdo do ciclo de transmissao
de Le. infantum e Le. braziliensis, demonstrando a capacidade de ambas espécies, de
invadir e manter-se nas viscera e pele do roedor.

A ordem Didelphimorphia é a Gnica ordem de marsupiais reconhecida nas
Américas. O género Didelphis é o mais disperso no continente , principalmente devido a
sua notavel capacidade de adaptacao a diferentes nichos ecoldgicos. Sado encontrados
com facilidade em florestas alteradas pela acao antrépica e vistos com frequéncias nos
quintais das residéncias situadas nas bordas das matas visitando galinheiros e latas de
lixo em busca de alimento (Austad, 1988; Olifiers et al 2005). Estudos indicam serem
fonte alimentar preferencial de Lu. longipalpis, no Brasil (Sherlock et al. 1984) como de
Pintomyia evansi na Colémbia (Travi et al., 1994).
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Algumas espécies destes marsupiais ja foram encontradas infectadas por
diferentes espécies de Leishmania, como Didelphis spp. pela Le. infantum e Le.
braziliensis (Sherlock et al. 1984, Silva et al. 2005, Carvalho 2005; Schalling et al.
2007). A presenca desses parasitos, em espécies de Didelphis estd sendo observado
em varias areas do Brasil, em Amaraji, Pernambuco (Brandao-Filho et al. 2003); em
Barra de Guaratiba, Rio de Janeiro (Cabrera et al. 2003; Carreira et al. 2009; 2012);
Belo Horizonte e Sao Joao das Missdes, Minas Gerais (Schalling et al. 2007; Quaresma
et al. 2011; Ferreira et al. 2015).

Entre os animais coletados no presente trabalho, Didelphis aurita (28,12%), foi a
segunda espécie mais capturada nas expedicdes, seguida de Philander frenatus
(18,75%). Também foi registrado Metachirus nudicaudatus (6,25%), Monodelphis gr.
americana (3,13%) e Gracilinanus microtarsus (3,13%).

Com excegdo de Gracilinanus microtarsus, todas as outras espécies
encontradas no presente estudo, também foram registradas no Parque Nacional da
Serra dos Orgéos, na Serra da Concérida e em Cambuci, todos no estado do Rio de
Janeiro (Prevedello et al. 2008; Modesto et al 2008; Albuquerque et al 2013). Nos
municipios de Santa Maria Madalena, Sao Fidélis e Campos dos Goytacazes, onde se
localiza o Parque Estadual do Desengano, a fauna encontrada foi exatamente a mesma
que capturamos na Serra da Tiririca. Sendo que naquele, foi registrada mais uma
espécie, Marmosops paulensis (Olifers et al., 2007).

O género Didelphis é composto por espécies consideradas importantes
reservatorios silvestres de agentes patogénicos, D. albiventris, D. marsupialis e D.
aurita ja foram encontrados naturalmente infectados, ndo s6 por Leishmania mas
também por Trypanossoma cruzi e Shistosoma mansoni.

Sao considerados mamiferos muito bem sucedidos, verdadeiros fésseis vivos
cuja morfologia atual ndo difere significativamente da dos fésseis mais antigos, datados
de 55 milhdes de anos (Austad, 1988).

D. aurita é encontrado basicamente na Regidao Sudeste do Brasil. Porém, no Rio
de Janeiro, sua presenca tem sido registrada, na grande maioria, dos estudos
realizados (Rocha et al. 2004; D’Andrea et al. 2007; Olifers et al. 2007; Prevedello et al.
2008; Modesto et al 2008; Albuquerque et al 2013).

104



Em Santa Catarina, D. aurita pode ser encontrado em varios ambientes, na
borda de alagados e manguezais, em restingas, no interior da Floresta Atlantica, bem
como em d&reas urbanizadas, principalmente aquelas proximas de terrenos baldios e
fragmentos florestais (Graipel et al., 2001).

Os didelfideos possuem héabitos generalistas, sdo noturnos, e com uma dieta
muito ampla. S&o tolerantes aos ambientes degradados pelo homem (Brito et al. 2008).

As espécies de Didelphis infectadas podem desempenhar um importante papel
na epidemiologia das leishmanioses nos centros urbanos, além da manutengdo do
parasito na enzootia silvestre, 0 que faz com que sejam as espécies mais pesquisadas
(Sanguinette, 2015). Sao considerados animais sinantrépicos, podendo atuar na uniao
entre os ciclos de transmissao silvestre e peridomiciliar (Roque et al. 2008).

Varias outras espécies de mamiferos silvestres e sinantropicos, Necromys
lasiurius, Holochilus scieurus, Cerradomys subflavus, Mus musculus, Agouti paca,
Cavia porcellus e R. novergicus, foram registradas como hospedeiros, potenciais
reservatérios ou reservatérios de Leishmania spp. no Brasil, demonstrando a
importancia destes animais no estudo do ciclo de transmissao da leishmanioses
(Silveira et al. 1991; Machado et al 1994; Brandao-Filho et al 2003; Marcelino et al.
2011; de Freitas et al. 2012; Lima et al. 2013; Lara-Silva et al. 2014; Ferreira et al.
2015).
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7 — CONCLUSOES

A fauna flebotominica no Parque Estadual da Serra da Tiririca apresentou-se
bem diversificada, onde foram encontradas 11 espécies de oito géneros
diferentes;

As espécies mais abundantes foram Migonemyia migonei, Evandromyia
tupynambai e Micropygomyia schreiberi sendo a primeira espécie de maior
abundéancia e a segunda de maior frequéncia;

Nyssomyia intermedia e Migonemyia migonei, reconhecidamente vetoras do
agente etioldégico causador da Leishmaniose Tegumentar, foram encontradas
neste trabalho, onde Mg. migonei se mostrou mais abundante que Ny.
intermedia, sugerindo a possibilidade de Mg. migonei ser o principal vetor nesta

regiao;

Lutzomyia longipalpis, principal vetor da Leishmania infantum, continua sendo
encontrado na regido, agora em maior numero, sugerindo o inicio de sua

expansao na regiao;

A maior diversidade de flebotomineos foi encontrada na area que corresponde
aos peridomicilios de alguns bairros de Niterdi; e a area da mata de ltacoatiara

tem maior uniformidade, também em Niteroi;

Evandromyia tupynambai € Micropygomyia schreiberi foram as espécies de
flebotomineos naturalmente infectadas por Leishmania sp.;

Evandromyia tupynambai e Micropygomyia schreiberi foram relatadas, pela
primeira vez, com infeccdo natural por Leishmania sp.;

Evandromyia tupynambai, em ltacoatiara (subsede do PESET), se mostrou a
espécie mais abundante e frenquente, além do registro de infecgdo natural por
Leishmania spp. , sugerindo a possibilidade desta espécie ser a mantenodora do

ciclo de transmissao do agente etiol6gico no ambiente silvestre desta localidade;
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Como fonte alimentar dos flebotomineos foram encontradas apenas o Gallus

gallus e Cairina moschata;

Foram encontradas as espécies Trinomys eliasi, Trinomys spp. e Oligoryzomys
nigripes, da ordem Rodentia e as espécies Didelphis aurita, Philander frenatus,
Metachirus nudicaudatus, Monodelphis gr. americana e Gracilinanus microtarsus,
da ordem Didelphimorphia;

Nao foi detectado infeccao natural por Leishmania spp. nos pequenos mamiferos
de acordo com as andlises realizadas;
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. . = SECRETARIA DE ESTADO DO AMBIENTE — SEA
INSTITUTO ESTADUAL DO AMBIENTE INEA
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Cristian Ferrelra de Souza a equipe do projeto;
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10 mg/kg de cloridrato de xilasina para roedores, e 40 mg/kg de cloridrato de quetamma e 05 mg/kg de
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animais adultos capturados. g
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Riode Janeiro, | de AMARss de 2013.

. .. André llha ‘
Diretor de Biodiversidade e Areas Protegidas

Iﬂéﬂ do ambiente - rio:

- Avenida-Venezuela, 110 — Saude ~ Rio de Janeiro - RI-CEP: 20081-312 — Tel.: 2332-4640
WWW.inea.rj. gov br
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Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 32669-4 ! Data da Emiss&o: 04/02/2014 13:40 Data para Revalidagfo*: 06/03/2015
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previste no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome; Reginaldo Peganha Brazil lCF‘F: 324.256.277-15

Titule do Projeto: Experimentos de campo com feroménio sexual sintético para reduzir a transmisséo da leishmaniose visceral por Lutzomyia
longipalpis no Brasil

Nome da Instituigo : FUNDACAO OSWALDO CRUZ

I CNPJ: 33.781.055/0001-35

Cronograma de atividades
[#1 Descricédo da atividade [ Inicie {més/ane) |Fim (més/ano) i
|1 [ Coleta deinsetos . 1 022012 6172015

Observagdes e ressalvas

As atividades de campa exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o teritorio nacional, que impliqguem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biol6gicos & minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
ohtidos por meio de recursos e técnicas gue se destinem ao estudo, 2 difusdo ou 2 pesquisa, estdo sujeitas a autorizacio do Ministéric de Cigncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessi de obier as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentiments do responséavel pela drea, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgaoc gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservaggo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de érea dentro dos limites de unidade de conservacio
federal cujo processo de regularizacao fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser ufilizado para os fins previstos na Insirucdo Normativa IBAMA n® 154/2007 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
especifica esta Autorizagéo, ndo podendo ser utilizade para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material bicldgico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didéaticas no ambito do ensine superior.

A autorizag@o para envio ao exterior de material biclogico ndo consignado devera ser requerida por me'v do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importagdo ou exportagao de flora e fauna - CITES e nio CITES).

O titular de licenga ou autorizagio e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
20 grupo taxonémico de interesse, evitande a morte ou dano significativo a outros grupes; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

O titufar de autorizag3o ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, guando da violagdo da legislacdo vigente, ou quando da inadequacdo,
omiss#o ou falsa descrigio de infermagdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacéo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBIo & o material biolégico colstado apreendido nos termos da legislag ileira em vigor,

Este documento n3o dispensa o cumprimento da legislagio que dispOe sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente na temitério nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou a0 o o tradicional iado ao p io genélico, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccio e desenvolvimento tecnolégica. Veja maiores informaces em www.mma.gov.bricgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador fitular desta autorizagdo devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR

@

mimla

& AS DATAS das expedicdes, as condiches para realizagio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Equipe

# Nome Fungdo CPF Doc. ldentidade Nacignalidade
1 | Andressa Alencastre Fuzari Rodrigues Pesquisadora 042.391.027-23 1271380 SSP-ES Brasileira

2 | Graziela Borges Alves Pesquisadora 000.972.201-75 4033047 DGP-GO Brasileira

3 | Vanessa de Araiijo Barbosa Estudante 134.578.487-26 218814473 Detran-RJ ilei

4 | Caris Maroni Nunes &dica Vetrinaria 037.132.978-78 10. 337.829 ssp-SP Brasileira

5 | Israel de Souza Pinto Pesquisador 101.405.687-00 1866380 SSP-ES Brasileira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Wiunicipio UF_ [ Descricio do focal Tipo

1 | CAMPC GRANDE MS Campa Grande Fora de UC Federal
2 | ARACATUBA 8P Aragatuba Fora de UC Federal
3 _|BIRIGUI SP Birigui Fora de UC Federal
4 | NITERO! RJ Itaipu Fora de UC Federal

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

de autenticacdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/[CMBio na

I

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

Cédigo de autenticagdo: 67646835 ”!“M
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Anexo 3

Ministério da Salide
CEUA

Fiocruz

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

Comissao de Etica

Vice-presidéncia de Pesquisa e o Uit da Avilaiaks

Laboratérios de Referéncia

LICENGA LW-26/14

Certificamos que o protocolo (P-46/12-7), intitulado "Estudo da Leishmnaiose em Comunidades
Inseridas em Area de Preservagao Ambiental, Parque Estadual da Serra da Tiririca, Niteréi e Marica,
RJ, Brasil.", sob a responsabilidade de Reginaldo Peganha Brazil, atende ao disposto na Lei
11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga néo exime a observancia
das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenca tem validade até 07/10/2017 e inclui o uso total de :

Rodentia
- 25 Machos.
- 25 Fémeas.

Marsupialia
- 25 Machos.
- 25 Fémeas.

Rio de Janeiro, 7 de outubro de 2013

. VS ——
C_', — P - =n T —,

Octavio Augusto Franga Presgrave .
Coordenador da CEUA (o
. ?‘?‘959

o M WL
0 e

Comisséo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagéo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expansé&o - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 38829121  e-mail: ceua@fiocruz.br
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Anexo 4
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" riocruz - FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - W

FIOCRUZ/IOC asil

Continuagao do Parecer: 300.509
indelegavel do pesquisador principal.

Qualquer modificagdo ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida a apreciagéo do
CEP Fiocruz/IOC.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), de
acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagédo do projeto de
pesquisa proposto.

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido- TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

Rg DE JANEIRO, 11 de Jinho de 2013
' Mo que 1ok
AssinLdor por:

José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador)

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Expanséo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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ANEXO 5

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizagdo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zooldgico

Numero: 133731 Data da Emisséao: 19/11/2007 17:02
Dados do titular
Registro no Ibama: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF:062.639.198-92
Nome da Institui¢ao : FUNDAGAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35

Observagdes, ressalvas e condicionantes

1 A participacéo do(a) pesquisador(a) estrangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizacéo depende de autorizacéo expedida pelo Ministério de Ciéncia e
Tecnologia (CNPg/MCT):

A licenga permanente néo é valida para:

a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingdo;

b) manuten¢do de espécimes de fauna silvestre em cativeiro:

2 | c) recebimento ou envio de material bioldgico ao exterior; e

d) realizacdo de pesquisa em unidade de conservacdo federal ou em cavema.

A restrigéo prevista no item d ndo se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de Protegdo
Ambiental constituidas por terras privadas;

3 O pesquisador titular da licenca permanen(e quando acompanhado, devera registrar a expedicdo de campo no Sisbio e mformar o nome & CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da ¢&0, que constardo no comprovante de registro de expedicdo para eventual ap

4 Esta licenca permanente néo exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias pre\ns(as em outros instrumentos \egals bem como do consentimento do
responsével pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

5 Esta licenca permanente n&o podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizac&o de atividades inerentes ao processo de licenciamento

de empreer

5 Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugdo Normativa Ibama n° 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

7 | O pesquisador titular da licenca permanente sera responsével pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

s O orgéo gestor de unidade de conservacédo esladua\ distrital ou municipal podera, a despeno da licenca permanente e das autorizacdes concedidas pelo [bama,
outras condigdes para a reali de pesquisa nessas unidades de conservag&o.

O titular de licenca ou autorizac&o e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
9 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade

de populacdes do grupo taxonémico de i em condic&o in situ.

10 O titular da licenca permanente devera apresentar, anualmente, relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias apds o aniversario de
emiss&o da licenca permanente.

O titular de autorizagéo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violacdo da legislacdo vigente, ou quando da inadequacéo,
11 | omiss&o ou falsa descri¢8o de informag&es relevantes que subsidiaram a expedic&o do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizag&o ou licenca
suspensa ou revogada pelo Ibama e o material bioldgico coletado apreendido nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

12 A licenca permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituicZo cientifica a qual ele estava vinculado por ocasiéo da
solicitag&o.

13 Este documento néo dispensa a obtengéo de autorizag&o de acesso ao componente do patriménio genético ou ao conhecimento tradicional associado nos termos da
o vigente.

14 As atividades contempladas nesta autorizacdo NAQO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameagadas de extingdo, sobr ou ameacadas de sobreexplotagdo.

Taxons autorizados

# | Nivel taxonomico | Taxon(s)

[
|17 | ORDEM | Rodentia, Didelphimorphia
[2

Destino do material bioldgico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino

|1 [Museu Nacional (UFRJ) | coleco

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa lbama n®154/2007. . Através
do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do
Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacao: 91827146 Nl‘l‘l”l““ll“”ll‘
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ANEXO 6

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacgéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Registro de Expedigao
Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 7695-1 Data da emisséao: 27/11/2015 12:18

Numero da solicitagao: 13373 Data da expedicao: 30/11/2015 a 06/12/2015
Dados do titular
N°® de Registro: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF: 062.639.198-92
Instituice : FUNDAGAQ OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35
Equipe
# | Nome CPF Doc. Identidade Nacionalidade *Responsavel
1 | Jonathan Gongalves de Oliveira 128.600.487-07 256511163 DIC-RJ Brasileira Sim
2 | Vanessa de Araujo Barbosa 134.578.487-26 218814473 Defran-RJ Brasileira Né&o
3 | Arina Pacheco Magalhées Lopes 011.814.476-66 MG10210856 SSP-MG Brasileira Né&o
4 | Bernardo Rodrigues Teixeira 083.331.997-39 11566850-9 IFP-RJ Brasileira Sim
5 | Natalie Olifiers 082.893.087-28 11416202-7 IFP-RJ Brasileira Sim
6 | Yuri Teixeira Robim Valle 128.566.427-21 25.577.698-1 ifp-RJ Brasileira Né&o
7 | Thiago dos Santos Cardoso 115.803.577-25 215414772 DETRAN-RJ Brasileira Sim
8 | Andressa Alencastre Fuzari Rodrigues 042.391.027-23 1271380 SSP-ES Brasileira Sim

* Ofitular sera o responsavel pela equipe caso ndo designe alguém para exercer tal funcio.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# | Localidade UF Municipio

-

Serra da Tiririca RJ MARICA

Taxons autorizados

Taxon(s)

Qutros mamiferos ‘ Rodentia, Didelphimorphia
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ANEXO 7

Nota Técnica

Nossa proposta é mostrar aos 6rgaos responsaveis (secretaria de saude e centro

de controle de zoonoses) a vulnerabilidade das comunidade carentes inseridas na area

de preservacdo, neste caso, o Parque Estadual da Serra da Tiririca, quanto a

possibilidade de infecgbes por Leishmania e a manutencdo do ciclo de transmissao

em um ambiente peridomeéstico. Neste contexto poderemos, através do esclarecimento

da populacao sobre a doencga e seus riscos, elaborar agdes simples como medidas de

profilaxia e educacao em saude, para contribuir com o bem estar da comunidade sem

necessidade de ultrapassar as leis que regem a reserva em que vivem.

Medidas e acbes sugeridas aos 6rgaos publicos competentes, direcionados a

populagao da regiao:

v

S N N N N N N NN

\

Orientacdo e esclarecimento da populacdo sobre a leishmaniose
(palestras e elaboragdo de material didatico, contendo informacdes sobre
a doenga, tais como seu ciclo evolutivo, aspectos epidemiolégicos,
diagnostico, tratamento);

Desenvolvimento de material didatico e distribuicio do mesmo a
populacao dos municipios;

Tela nas janelas e forros das casas;

Uso de repelentes;

Evitar horarios de atividade dos vetores;

Vestuario apropriado;

N&o s&o indicadas medidas de controle de animais silvestres

Controle da populacao canina errante

Uso de telas em canis individuais ou coletivos

Coleiras impregnadas com Deltametrina a 4% (propor ao parque que
distribuia essas coleiras)

Controle quimico, dos vetores, por meio da utilizacdo de inseticidas
impregnados em telas e com acgao residual (piretréides — Deltametrina)
para ambientes domiciliares e peridomiciliares, em residéncias fora area

de reserva, através dos agentes de saude — Secretaria de Saude;
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Ficha n? Modelo 5

ANEXO 8

TABALHO DE CAMPO

Projeto Doutorado - Serra da Tiririca

Localidade: Subsede do Parque - Itacoatiara

Data:

Numero da coleta:

Tipo da captura: Armadilha HP (tipo CDC)

SSP1 (perto do paredao)
Inicio da coleta Término da coleta
Horario h h
Temperatura °C °C
Umidade Relativa do Ar % %
Coletores
Guarda Parque

SSP2 (perto da grutinha )
Inicio da coleta Término da coleta
Horario h h
Temperatura °C °C
Umidade Relativa do Ar % %
Coletores
SSP3 (perto do pedrao)
Inicio da coleta Término da coleta
Horario h h
Temperatura °C °C
Umidade Relativa do Ar % %
Coletores
Condi¢coes Ambientais Durante a Coleta
Inicio da coleta Término da coleta
Ventos
Chuvas
Outros
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Anexo 9

Medidas de prevengdo e controle:
-Tela nas janelas e forros nas casas;
-Uso de repelentes;

-Evitar horarios de atividades dos vetores;

-Vestudrio apropriado (roupas de manga longa e calga)

-Uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas

-Controle da populagdo canina errante;

-Uso de telas em canis individuais ou coletivos

-Coleiras impregnadas com inseticidas

-

Av. Brasil, 4365 — Manguinhos
Laboratdrio de Doengas Parasitdrias
10C - Instituto Osvaldo Cruz

Ministério da Salide

FIOCRUZ
Fundacao O I

Pavilhdo Arthur Neiva —sala 22
Tel: 2562-1468
Andressa Fuzari/Reginaldo Brazil

Bk

um s DE
GOVERNO FEDERAL

o
>

Hi%e
Mi

SERIA

As leishmanioses sdo parasitoses que acometem o homem e outros
animais domésticos e silvestres. A doenga pode se manifestar de duas
formas clinicas: Leishmaniose tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral

(w).

Sdo causadas por protozoarios do género Leishmania, que necessitam
de dois hospedeiros para completar o seu ciclo de vida: um hospedeiro

vertebrado e um inseto, denominado fle

botomineo,

que sdo

conhecidos popularmente, dependendo da regido, como asa branca,
asa dura, birigui, cangalhinha, mosquito-palha, tatuquira, freboti,

arrupiado, entre outros.

Machos e fémeas se
alimentam de seiva
vegetal. Apenas as
fémeas necessitam de
sugar sangue para
maturagdo do seus
ovos.

0s adultos tem
habitos

crepusculares ou

noturnos e ficam

em seus abrigos

durante o dia,
abandonando-os na
busca de alimento

Sdo insetos terrestre,

se desenvolvem em

criadouros

constituidos por solos

Umidos  ricos em

matéria organica,

entre raizes expostas,

embaixo de folhas permmecem o

caidas, pedras e solo assim como
as larvas

ambientes como

chiqueiros, galinheiros

e estabulos.

As pupas sdo

Adultos

Afémea

pi
a

Ciclo de vida
& de 30-90
diase /
acontece no
solo Ovos
d
Larvas
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e de 40
70 ovos

@

= Ciclo
no
inseto

Ciclo no
Vertebrado

Ciclo epidemioldgico das leishmanioses: 1- Flebotomineo ingere sangue de um
vertebrado saudavel (injetando com sua saliva as formas; 2- No organismo dos
vertebrados, as promastigotas sdo fagocitadas por macrofagos (células do sistema
mononuclear fagocitdrio); 3 - Promastigotas se transformam em amastigotas
dentro do macréfago; 4- Amastigotas se multiplicam dentro da célula, por divisdo
bindria, Infectando outras células; 5- Fémea do flebotomineo ingere sangue com
macrofégos Infectados por amastigotas; 6 /7- Amastigota se transforma em
promastigotas no intestino do inseto; 8 - promastigotas dividem-se no intestino e
migram para a proboéscide do inseto promastigotas)

A distruibuicdo das leishmanioses é mundial, acometendo mais de 12
milhdes de pessoas em 98 paises. No Brasil, tem registros em todas as
regides . No Rio de Janeiro , a leishmaniose visceral (LV), conhecida como
Calazar, e a tegumentar (LT) também denominada "llcera de Bauru",
"ferida brava" ou "nariz de tapir, vem se expandindo. Nos ultimos anos,
casos humanos e caninos de LT nas encostas da Serra da Tiririca, inserida
entre os municipios de Maricd e Niterdi, tem sido associada com a
ocupagdo humana préximo a encostas.



