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RESUMO 

As leishmanioses são doenças parasitárias de origem zoonótica, sendo transmitidas por 

flebotomíneos vetores em ambiente silvestres, rurais e urbano. Sua distribuição está 

condicionada não somente ao vetor, mas também aos mamíferos reservatórios. O presente 

trabalho teve como objetivo realizar estudos eco-epidemiológicos em relação aos hospedeiros 

vertebrados e invertebrados de Leishmania spp. no Santuário do Caraça. Do período de Junho 

de 2013 a Junho de 2014 foram realizadas coletas bimestrais intercaladas de flebotomíneos e 

de pequenos mamíferos em pontos selecionados ao acaso em locais de atração turística na 

RPPN Santuário do Caraça. Foram utilizadas 25 armadilhas luminosas do tipo CDC para 

coletas de flebotomíneos distribuídas em sete trilhas pelo parque. Para coleta dos pequenos 

mamíferos foram utilizadas 60 armadilhas do tipo Tomahalk distribuídas em seis trilhas (dez 

armadilhas por trilha). Um total de 376 flebotomíneos foi coletado (300 fêmeas e 76 machos) 

representando 18 espécies. As espécies mais abundantes foram Psychodopygus lloydi 

(72,79%), Brumptomyia troglodytes (5,25%), Nyssomyia whitmani (4,01%) e Pintomyia 

monticola (4,30%). Duas amostras de Ps. lloydi foram detectadas com DNA de Leishmania 

(Viannia) braziliensis, utilizando a técnica ITS1 PCR-RFLP, e sete espécimes desta espécie 

foram identificados com sangue de porco doméstico (Sus scrofa) através de sequenciamento 

do gene ctyb. Um total de 55 pequenos mamíferos foi coletado tendo como espécies mais 

abundantes Akodon cursor (56,4%), Cerradomys subflavus (10,9%) e Oligoryzomys nigripes 

(10,9%). Foram obtidos seis isolados de Le. (V.) braziliensis de fígado e pele de cauda dos 

mamíferos das espécies A. cursor (3), C. subflavus (1) e Oxymicterus dasytrichus (1). Estes 

mesmos espécimes foram detectados positivos na técnica de kDNA PCR. Os resultados 

encontrados inferem que há circulação de Le. (V.) braziliensis neste ambiente silvestre e que 

Ps. lloydi possa desempenhar papel importante na manutenção do ciclo neste local e que, 



 

ainda, A. cursor, C. subflavus e O. dasytrichus atuam como hospedeiros de leishmaniose 

tegumentar na área de estudo.  

 

Palavras-chave: Leishmanioses, Reservatório, Vetor, Isolamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Leishmaniasis is parasitic diseases of zoonotic origin, being transmitted by sandflies vectors 

in wild, rural and urban environments. Its distribution is conditioned not only to the vector, 

but also to the mammalian reservoirs. The present work had as objective to carry out eco-

epidemiological studies regarding the vertebrate and invertebrate hosts of Leishmania spp. in 

the Caraça Sanctuary. From June 2013 to June 2014, bimonthly collections of sandflies and 

small mammals were collected at randomly points at tourist attraction sites at the RPPN 

Sanctuary of Caraça. Twenty five CDC light traps were used to collect sandflies distributed 

on seven trails through the park. For the collection of the small mammals 60 traps of the 

Tomahalk type were distributed in six trails (ten traps per track). A total of 376 sandflies were 

collected (300 females and 76 males) representing 18 species. The most abundant species 

were Psychodopygus lloydi (72.79%), Brumptomyia troglodytes (5.25%), Nyssomyia 

whitmani (4.01%) and Pintomyia monticola (4.30%). Two samples of Ps. lloydi were detected 

with Leishmania (Viannia) braziliensis DNA using the PCR-RFLP ITS1 technique, and seven 

specimens of this species were identified with domestic pig blood (Sus scrofa) by ctyb gene 

sequencing. A total of 55 small mammals were collected having as most abundant species 

Akodon cursor (56.4%), Cerradomys subflavus (10.9%) and Oligoryzomys nigripes (10.9%). 

Six isolates of Le. (V.) braziliensis were obtained from liver and tail skin of the species A. 

cursor (3), C. subflavus (1) and Oxymicterus dasytrichus (1). These same specimens were 

detected positive in the kDNA PCR technique. The results show that there is Le. (V.) 

braziliensis circulation in this wild environment and that Ps. lloydi may play an important role 

in the maintenance of the cycle at this site and that, furthermore, A. cursor, C. subflavus and 

O. dasytrichus act as hosts for cutaneous leishmaniasis in the study area. 

Key-Words: Leishmaniasis, Reservoir, Vector, Isolation. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Observações gerais sobre as leishmanioses 

 

As leishmanioses são as mais complexas de todas as doenças transmitidas por vetores, 

em sua ecologia e epidemiologia. Tem como agentes etiológicos parasitos pertencentes à 

família Tripanosomatidae (Döflein, 1901) e à ordem Kinetoplastida. Existem 

aproximadamente 53 espécies de Leishmania descritas e destas, 31 espécies são conhecidas 

como parasitas de mamíferos e 20 espécies causam doença ao homem (Akhoundi et al., 

2016). Esta parasitose envolve diversas espécies de reservatórios vertebrados e de 

flebotomíneos vetores evidenciando sua complexibilidade em relação a sua ecoepidemiologia 

(Brandão-Filho et al., 2003; Ready, 2013). 

Parasitos do gênero Leishmania são protozoários digenéticos que apresentam duas 

formas evolutivas básicas: a forma promastigota (flagelada) e a forma amastigota (sem 

flagelo) (Akhoundi et al., 2016). A forma flagelada é encontrada no tubo digestório do inseto 

vetor e é a forma infectante. Já a forma amastigota é uma forma intracelular obrigatória 

encontrada nas células do sistema mononuclear fagocitário dos hospedeiros vertebrados 

(MacMorris-Adix, 2009). 

Estes parasitos são transmitidos, em seu ciclo, através da picada das fêmeas infectadas 

dos vetores flebotomíneos, no ato do repasto sanguíneo, inoculando formas flageladas 

infectivas no hospedeiro vertebrado (Dawit, 2013). Neste, por sua vez, o parasito é englobado 

pelas células de defesa do sistema mononuclear fagocitário dos mamíferos e se diferencia para 

a forma amastigota, que se reproduz no meio intracelular até o rompimento da célula, 

liberando várias formas amastigotas. Estas formas liberadas serão fagocitadas por outra célula 

de defesa e se iniciará o processo de infecção novamente (Killick-Kendrick, 1981; Kaye & 
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Scott, 2011; Dawit, 2013). Outras formas de transmissão das leishmanioses são mencionadas 

por Dawit (2013) como, por exemplo, através de transfusão sanguínea, via transplacentária e 

acidentes laboratoriais. 

As leishmanioses se manifestam basicamente em duas formas clínicas: a leishmaniose 

visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT) (Lainson & Shaw 1987; Ashford, 2000; 

Cattand  et al., 2006). Estão amplamente distribuídas no mundo ocorrendo em cerca de 100 

países do mundo, de clima subtropical ou tropical, em ciclos antroponóticos e zoonóticos e 

são estimados 1,6 milhões de casos novos por ano e mais de 300 milhões de pessoas em 

situação de exposição à doença (WHO, 2010; WHO, 2014). No Brasil, as leishmanioses, em 

geral, apresentam ampla distribuição alcançando todo território com alta concentração em 

algumas áreas como o Norte, que contribui com 36,6% do total dos casos registrados no ano. 

Outra região de maior concentração de casos de leishmanioses no Brasil é o Centro-Oeste, 

com média de 38,8 casos por 100.000 habitantes (Alvar et al., 2012). A identificação das 

regiões de maior prevalência de casos no país permite, ainda, que sejam identificadas áreas de 

menor endemicidade e que mereçam maior foco na prevenção de novos casos uma vez que os 

casos de leishmaniose vêm demonstrando constante crescimento populacional (Costa, 2005; 

WHO, 2011; Alvar et al., 2012). 

As leishmanioses são bastante dinâmicas, sendo as circunstâncias de transmissão 

continuamente alteradas em relação aos fatores ambientais e do comportamento humano. 

Modificações no habitat natural dos vetores e hospedeiros naturais têm contribuído para a 

mudança no panorama epidemiológico das leishmanioses mantendo sua origem silvestre. A 

epidemiologia das leishmanioses somente pode ser compreendida mediante o conhecimento 

dos elos que compõem seu ciclo de transmissão, como os vetores e reservatórios envolvidos, e 

suas relações ecológicas (Ferreira et al., 2012). 
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1.2 Leishmaniose visceral 

 

A LV é causada por parasitos do complexo Le. donovani e Le. infantum, sendo a 

primeira somente no Velho Mundo (Campino et al., 2006; Seridi et al., 2008ab; Laurent et al., 

2009). É uma zoonose caracterizada pela evolução crônica da doença e pela sua mortalidade 

alcançando 90% dos casos se não tratada (Maia-Elkhoury et al., 2008). Em relação às 

manifestações clínicas destes parasitos, alguns casos são assintomáticos, porém, alguns 

sintomas podem ser observados em algumas infecções como, por exemplo: febre, perda de 

peso, anorexia, tremores, mal estar (WHO, 2010). Ainda, são observadas como sinais clínicos 

mais comuns as megalias do fígado e baço, não necessariamente em ambos os orgãos no 

mesmo momento, palidez das membranas mucosas e linfadenopatia (WHO, 2010). 

A LV é a forma clínica mais grave da leishmaniose estimando-se mais de 500.000 

novos casos anuais com mais de 50.000 óbitos (WHO, 2011). Sua distribuição está 

acondicionada a regiões de clima tropical, subtropical e temperado (Deane & Deane, 1962) e 

tem 90% dos casos notificados em Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Sudão do Sul e Sudão 

(WHO, 2014). O primeiro relato de caso de LV no território nacional foi realizado em 1913, 

em um paciente de Boa Esperança, Mato Grosso (Migone, 1913). Acredita-se que esta 

parasitose teve sua abrangência ao longo do território brasileiro a partir das alterações 

antrópicas no ambiente e intensa e rápida migração da população rural para zonas periféricas 

das cidades com inadequadas infraestruturas sanitárias. Neste ambiente, animais silvestres 

juntamente com o cão desempenharam papel de reservatório (Maia-Elkhoury et al., 2008) 

levando, posteriormente, a urbanização da LV (Alencar, 1983; Rangel & Vilela, 2008). Nas 

zonas periféricas, podem ser facilmente observados locais que favorecem a existência de 

vetores da leishmaniose como acúmulo de lixo, presença de matéria orgânica, tocas de 

roedores, abrigos de animais e frestas nas construções (MacMorris-Adix, 2009). 
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A principal espécie de flebotomíneos envolvida na transmissão da LV nas Américas é 

a Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912). Lu. longipalpis, é encontrada em abundância 

em áreas peridomiciliares e ambientes rurais (Ferreira et al., 2013; Rêgo et al., 2014) e como 

discutido por (Rangel & Vilela, 2008), esta espécie se encontra em processo de adaptação à 

ambientes modificados pelo homem permitindo, então, a manutenção dos ciclos de 

transmissão da LV em ambientes rurais e possível propagação para áreas urbanas, guiando 

para um perfil diferenciado de transmissão. Esta espécie apresenta todos os critérios 

estabelecidos por Killick & Kendrick (1990) para competência vetorial destacando os critérios 

essenciais como comportamento antropofílico, distribuição espacial coincidindo com casos 

humanos da parasitose e infecção natural por Le. infantum (Deane, 1956; Lainson & Rangel, 

2005; Rangel & Vilela, 2008). 

 Este parasito tem como hospedeiros/reservatórios no meio silvestre alguns canídeos 

como Cerdocyon thous e Lycolopex vetulus (Deane & Deane, 1954; Lainson et al., 1969), 

além de alguns roedores e marsupiais como o Didelphis albiventris e Didelphis marsupialis 

(Lainson & Shaw, 1987; Sherlock et al., 1984; Grimaldi et al., 1969). Outro reservatório da 

LV, considerado o principal em meio rural e urbano, é o Canis familiaris, cão doméstico, que 

há milhares de anos fora o primeiro animal domesticado pelo homem, aumentando o contato 

com um potencial reservatório permitindo, assim, aumentar a complexidade da epidemiologia 

da LV (Ashford, 1996). 

É notável que nas cidades onde seja encontrada uma considerável população de cães, 

são observados casos de LV (Oliveira et al., 2001) logo, estes animais são grandes alvos das 

estratégias de controle desta doença em meios urbanos (MS, 2006). Porém, a expansão e 

urbanização desta doença trazem incertezas quanto sua epidemiologia e quais são de fato os 

reservatórios e vetores que atuam como mantenedores do parasito, aumentando a necessidade 
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de maior compreensão do ciclo urbano da LV (Moreno et al., 2005; Oliveira et al., 2008; MS, 

2006). 

 

1.3 Leishmaniose tegumentar 

 

 A LT é causada por parasitos dos subgêneros Leishmania, com espécies no velho e 

novo mundo, e Viannia, com espécies no novo mundo (Hide et al., 2007; Rethinger, et al., 

2007). É caracterizada por manifestações clínicas como desenvolvimento de lesões ulceradas 

no local da picada do flebotomíneo vetor (leishmaniose cutanea localizada – LCL) e tem 

tendência à cura espontânea; nódulos não ulcerados ao longo do corpo do paciente 

(leishmaniose cutanea difusa – LCD); e inflamação no tecido mucoso comprometendo o 

tecido conjuntivo (leishmaniose mucosa – LM) que é uma forma secundária da lesão cutânea 

que afeta, geralmente, as mucosas das vias aéreas superiores e que em alguns casos pode 

haver comprometimento de conjuntivas oculares e mucosas de órgãos genitais e ânus 

(Rethinger et al., 2007; MS, 2017).  

A LT é uma zoonose endêmica mais de 70 países do mundo e 90% dos casos ocorrem 

no Afeganistão, Brasil, Paquistão, Argeria, Peru, Arábia Saudita e na Síria (Desjeux, 2004). A 

leishmaniose tegumentar ocorre no continente Americano desde o Sul dos Estados Unidos até 

o norte da Argentina apresentando principal foco de distribuição da doença na porção sul-

americana, compreendendo todos os países exceto o Uruguai e Chile (Montenegro, 1926).  

O Brasil corresponde a mais de 80% dos casos autóctones que acometem o continente 

americano (Monteiro et al., 1994) tendo as todas as suas regiões afetadas pela doença, com 

maior incidência no Norte (41,1%) (MS, 2012). A distribuição da LTA é embasada em casos 

notificados em humanos (Lainson & Shaw, 1987) o que compromete ainda mais o 

conhecimento sobre o alcance territorial desta parasitose, pois existem mamíferos silvestres 
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que fazem papel de mantenedores do ciclo da doença permitindo, assim, a transmissão nestes 

ambientes. A sua expansão geográfica está em constante crescimento e alguns dos fatores 

responsáveis por tal expansão são os relacionados às atividades de desmatamento (Martins et 

al., 1956; Gontijo et al., 2002) e também as mudanças no comportamento da população 

humana que possam alterar o ambiente e que, ainda, permita maior contato entre vetores e 

reservatórios com humanos, variando, assim os padrões de transmissão da doença (Chaves et 

al., 2008; Travi et al., 2002).  

A LTA é considerada uma doença de origem silvestre e que se encontra em expansão 

geográfica. É uma doença infecciosa, não contagiosa, e sua importância médica está associada 

a pessoas que entram em contato com áreas silvestres e com a fauna local destes ambientes, 

porém podem ser encontrados casos em áreas rurais e em regiões periurbanas (MS, 2017). 

Três perfis epidemiológicos podem ser observados para LTA: i) Perfil silvestre: aonde a 

transmissão ocorre em áreas de vegetação primária; ii) Perfil Ocupacional ou de Lazer: tem a 

transmissão associada às atividades em áreas de mata como trabalhos rurais, ecoturismo e 

construções e/ou ampliações de estradas; iii) Perfil Rural ou Periurbano: apresenta 

transmissões em áreas urbanas e/ou periurbanas (MS, 2017). 

A LTA apresenta grande diversidade de agentes, de vetores e de 

hospedeiros/reservatórios que possibilitam a expansão destas doenças para regiões não 

estudadas ainda, tornando a elucidação de sua epidemiologia cada vez mais complexa. O 

parasito apresenta diversas espécies, pertencentes aos subgêneros Leishmania e Viannia, pelo 

mundo e várias delas podem realizar o papel de agente etiológico da LTA no Brasil como, por 

exemplo, Le. (Leishmania) amazonensis, Le. (Viannia) braziliensis, Le. (V) guyanensis, Le. 

(V) lainsoni, Le. (V) shawi e Le. (V) naiffi (Gontijo e Carvalho, 2003; Lainson, 2010).  

Diversas espécies de flebotomíneos estão associadas à transmissão das leishmanioses 

que causam LTA no Brasil. Algumas espécies já foram incriminadas como vetores, como por 



 

24 
 

exemplo, Nyssomyia intermedia, vetor de Le. braziliensis, que se alimenta tanto em animais 

silvestres quando em animais domésticos e também apresenta hábito antropofílico, colocando 

em risco a saúde humana (de Souza et al., 2006; Margonari et al., 2006; Soares et al., 2010). 

Outra espécie de flebotomíneos de importância médica para LTA é Ny. whitmani. Esta 

espécie apresenta distribuição geográfica bastante ampla sendo observada em quase todo 

território brasileiro (Rangel & Lainson, 2009; Carvalho et al., 2013). 

Em relação aos reservatórios da LTA destacam-se algumas espécies de animais 

silvestres como espécimes das ordens Rodentia, Didelphimorphia, Pilosa, Cingulata, 

Carnivora, Primata, Chiroptera (Ashford, 1996; Gontijo e Carvalho, 2003; Roque & Jansen, 

2014). Em um estudo, Truppel et al (2014), foi detectada infecção por Le. braziliensis, através 

de métodos moleculares e sorológicos, em cavalo e em mula no Sul do Brasil sugerindo 

possível papel destes animais como mantenedores do parasito no ambiente. O comportamento 

sinantrópico de alguns animais como ratos e gambás pode ser o fator que permita a 

urbanização do ciclo da LTA colocando em risco a saúde humana o que tornam estes animais 

alvo de estudos para controle dos reservatórios das leishmanioses (Brandão-Filho, et al., 

2003). 

 

1.4 Flebotomíneos 

 

Os flebotomíneos são insetos dípteros em que as fêmeas apresentam hábito 

hematófago. Pertencem a família Psychodidae e subfamília Phlebotominae Galati (2003). Os 

flebotomíneos passam por várias fases evolutivas sendo caracterizados como holometábolos. 

As formas imaturas se desenvolvem em área rica em matéria orgânica e a forma adulta tem 

como características o voo saltado e a posição das asas em 90° em relação ao abdômen do 

inseto. A ocorrência de flebotomíneos é relatada nos mais diversos ambientes e, por 
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apresentar superfície corporal bastante delicada, são encontrados abrigando-se em locais 

seguros possibilitando sua proteção contra as mudanças severas no meio ambiente (Lewis, 

1974). 

Aproximadamente 900 espécies de flebotomíneos são conhecidas em nosso planeta. 

Destas, mais da metade está presente na região Neotropical sendo que 229 foram registradas 

no Brasil (Galati, 2003; Ready, 2013). Os flebotomíneos são bastante estudados, pois tem a 

capacidade de atuarem como hospedeiros de fungos, bactérias e protozoários (Forattini, 1973; 

Warbug, 1991; Shaw, 1992; Dujardin et al. 1999). Entretanto, o estudo dos flebotomíneos tem 

grande foco no seu papel epidemiológico em relação às leishmanioses a fim de 

compreendermos melhor as espécies envolvidas nos ciclos urbanos e silvestres e suas relações 

com os hospedeiros/reservatórios. 

Lu. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), principal espécie vetor da Le. infantum no 

Brasil (Deane, 1956; Lainson & Rangel, 2005) tem grande relação com algumas aves, homem 

e diversas espécies de mamíferos domésticos e sinantrópicos que atuam como hospedeiros e 

reservatórios. Outras espécies como Ny. intermedia (Lutz & Neiva, 1912) e Ny. whitmani 

(Antunes & Coutinho, 1939), são importantes vetores de Le. braziliensis, agente etiológico da 

LTA na região Sudeste. Essas três espécies de flebotomíneos demonstram considerável grau 

de adaptação ao ambiente modificado, além de comportamento antropofílico no que diz 

respeito a sua alimentação (Gomes & Neves, 1998; Rangel et al., 1984; Gontijo et al., 2002; 

Oliveira et al., 2003; Andrade Filho et al., 2007; Carvalho et al., 2008). Outras espécies de 

flebotomíneos vêm sendo sugeridas, através de análises moleculares, como vetores de 

Leishmania spp. como, por exemplo, Ny. neivai, Evandromyia sallesi e Psychodopygus lloydi 

(Andrade Filho et al. 2007; Saraiva et al. 2009; Quaresma et al, 2012). 
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1.5 Os reservatórios de leishmania 

 

A distribuição das leishmanioses está condicionada principalmente à distribuição dos 

insetos vetores. Entretanto, os ciclos de transmissão dependem do fluxo dos reservatórios 

mamíferos e dos insetos vetores, sendo a ecologia dos reservatórios e vetores determinante 

dos perfis epidemiológicos da doença. Portanto, o conhecimento dos reservatórios é 

fundamental para programar medidas efetivas de prevenção e controle (Silva et al., 2005). 

Forattini (1960) discute sobre o foco epidemiológico dos órgãos de saúde para o 

homem e animais domésticos não levando em conta o conceito de que as leishmanioses são 

parasitoses de origem silvestre e que nestes ambientes a fauna responsável pela manutenção 

dos ciclos da doença é pouco conhecida. Os ciclos silvestres são bastante antigos e foram 

moldados por milhões de anos antes do surgimento do homem através de relações co-

evolutivas entre os parasitas, vetores e hospedeiros mamíferos. Reservatórios mamíferos e 

insetos vetores foram mantendo continuamente os parasitas em equilíbrio sem envolvimento 

humano (Carreira et al, 2014). 

O conceito de reservatório é adotado a aqueles vertebrados susceptíveis a infecção do 

parasito e que, ainda, permite que este agente alcance o estágio de transmissão. Para se 

incriminar um animal como reservatório, alguns requisitos são discutidos e ordenados em um 

sistema de reservatórios de doenças parasitárias como demonstrado por Ashford (1997). 

Alguns mamíferos silvestres já foram mencionados por sua importância médica por 

serem reservatórios ou hospedeiros acidentais de Leishmania spp. como as espécies da ordem 

Rodentia: Meriones shawi, Rhombomys opmius, Rattus rattus, Oryzomys capito, Akodon sp. e 

Cuniculus paca; Marsupialia: Didelphis marsupialis, D. albiventris e Phinlander opossum; 

Xenarthra: Tamandua tetradactyla; Carnivora: Cerdocyon thous e Felis catus; Perissodactyla: 

Equus asinus, E. caballus (Ashford, 1996; Gramiccia & Gradoni, 2005; MS, 2017). 
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Os reservatórios que apresentam comportamento sinantrópico são encontrados em 

ambientes de mata frequentados pela ação antrópica e algumas espécies são vistas com 

frequência nos quintais das residências situadas nas bordas das matas (Roque & Jansen, 

2014). Além de contribuir para a manutenção do parasito na enzootia silvestre, algumas 

espécies de roedores e marsupiais são importantes na conexão entre os ciclos silvestre, rural e 

urbano (Cabrera et al., 2003; Andrade et al., 2015). 

Compreender a interação entre os reservatórios e flebotomíneos vetores no ambiente 

aonde são encontrados é um pré-requisito para o direcionamento de estratégias apropriadas de 

medidas de controle e prevenção das leishmanioses (Costa et al., 1999). 

Apesar de não haverem notificações de casos de leishmaniose na RPPN Santuário do 

Caraça faz-se importante a realização de estudos no local sobre a fauna de possíveis 

reservatórios vertebrados e invertebrados do parasito uma vez que existem relatos de casos 

nas cidades próximas, a fauna de vertebrados é bastante rica e, nesta, existem espécimes 

pertencentes a ordens de importância médica e, por fim, não há estudos sobre os 

flebotomíneos no local. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A região do Santuário do Caraça certamente vem sofrendo uma pressão dos 

municípios vizinhos onde já foram registrados casos autóctones de leishmaniose humana e 

canina.  O grande fluxo de pessoas e animais possibilita o contato entre vetor/reservatório e 

vetor/homem, o que, poderá ocasionar o aumento na prevalência da infecção com 

consequente aumento no número de casos das doenças. O Santuário do Caraça recebe em 

média, 60.000 visitantes por ano, dos quais pelo menos 17.500 são hóspedes em sua pousada. 

Isso faz com que seja, por sua relevância e implicação social, uma das mais importantes e 

mais visitadas Unidades de Conservação do Estado de Minas Gerais. (PSC, 2012). O 

incremento turístico e econômico nesta região associado à importância médica dos 

flebotomíneos justificam estudos mais detalhados quanto ao comportamento destes insetos, no 

sentido de entender suas relações no ambiente silvestre, e, de certo modo, conhecer os 

possíveis riscos à saúde oferecidos aos visitantes e trabalhadores do RPPNSC. 

Estes fatos justificam o desenvolvimento de um estudo eco-epidemiológico sobre os 

hospedeiros vertebrados e invertebrados de Leishmania spp. para contribuir com os órgãos de 

vigilância epidemiológica que atuam na região do Santuário do Caraça.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Realizar estudos eco-epidemiológicos referentes aos hospedeiros vertebrados e 

invertebrados de Leishmania spp. no Santuário do Caraça. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

1. Descrever os padrões de riqueza e diversidade das espécies de flebotomíneos em 

diferentes áreas do Santuário do Caraça; 

2. Estudar a variação sazonal da fauna flebotomínica; 

3. Estudar a fauna de pequenos mamíferos; 

4. Detectar, isolar e identificar Leishmania spp. em pequenos mamíferos e nas fêmeas de 

flebotomíneos coletadas; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
4.1 Área de estudo 
 
 

A Reserva Particular do Patrimônio Natural Santuário do Caraça (RPPNSC) está 

inserido na porção sul no Quadrilátero Ferrífero com uma área de 11.233 hectares, sendo 

10.187,89 hectares reservados como área de conservação (Figura 1), localizada na Região 

Sudeste de Minas Gerais e sua vegetação é caracterizada pela transição entre Cerrado e Mata 

Atlântida (Talamoni, 2014; Paula, 1997). 

Enquadrado na categoria de Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) 

reconhecida e protegida pelo IBAMA. O Caraça recebe grande número de visitantes por ano 

com número significante de hóspedes e oferece um turismo com trilhas para vários locais, 

dentre estes, diversas grutas e cachoeiras espalhadas na área, que podem chegar a 150 metros 

de profundidade (PSC, 2012), tornando esta região grande alvo de ecoturismo (Figura 2 e 3). 

É uma das maiores atrações ecoturísticas do estado e do Brasil recebendo visitantes de todo 

globo. A RPPNSC fornece atrativos turísticos como trilhas já delimitadas que levam em 

locais bastante apreciáveis como picos e cachoeiras. Além disso, o local é composto por uma 

fauna bastante rica de vertebrados e invertebrados, que chama a atenção de vários turistas e 

pesquisadores para observação e estudos. 

Em relação aos mamíferos, o local abriga 46 espécies de roedores além de outros 

espécimes de diversas ordens de vertebrados (PSC, 2012). Ainda em seu plano de manejo, 

apesar de não terem sido realizados estudos sobre flebotomíneos na RPPN, constam espécies 

destes dípteros observados na região que circunda o Santuário do Caraça como: Brumptomyia 

troglodytes (Lutz, 1922), Lutzomyia ischyracantha (Martins, Falcão & Silva, 1962), 
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Psathyromyia shannoni (Dyar, 1929) e Pintomyia biachigalatiae (Andrade-Filho, Aguiar, 

Dias & Falcão, 1999). 

 

 

 

Figura 1 – Mapa representativo da localização doa Reserva Particular do Patrimônio Natural 

Santuário do Caraça em Minas Gerais, Brasil. 
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A                                    B                                                                C 
 
D                                    E                              F

Figura 2 – Vista do Santuário do Caraça a partir do Cruzeiro. 

 

 

Figura 3 – Algumas das principais atrações turísticas encontradas na RPPN Santuário do 

Caraça. A: Cascatinha. B: Pico da Carapuça visto a partir do Cruzeiro. C: Trilha para a 

Cascatinha. D: Lobo Guará. E: Caxinguelê. F: Vista do Tanque Grande. 
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4.2 Estudo dos flebotomíneos 

 

Utilizamos 25 armadilhas luminosas do tipo CDC distribuídas em sete trilhas ao longo 

da RPPNSC (Figura 4). As Trilhas 1 e 2 (Mata da Cascatinha e Cascatinha) estão localizadas 

em áreas de floresta; trilhas 3 e 4 (Pedra da Paciência e Gruta do Bocaina) se encontram em 

locais de campo rupestre e uma armadilha em uma caverna; trilhas 5 e 6 (Casa dos 

Pesquisadores e Casa das Sampaias) estão localizadas em região peridoméstica e 

intradomestica e a trilha 7 (Engenho) está localizada em área peridoméstica ao entorno do 

Santuário do Caraça, próximo às construções para hospedagem de turistas no parque (Figura 

5). 

Figura 4 – Armadilhas luminosas do tipo CDC utilizadas nas coletas de flebotomíneos 

ao longo da RPPN Santuário do Caraça. A – Armadilha disposta em um galinheiro em área 

peridoméstica; B – Armadilha disposta em zona afótica da Gruta do Bocaina; C e E – 
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Armadilhas dispostas em área de mata na trilha da Cascatinha e D – armadilha disposta no 

lado externo da casa dos pesquisadores. 

As campanhas de coleta foram realizadas bimestralmente entre Junho de 2013 e Junho 

de 2014. A temperatura e umidade relativa do ar foram medidas durante as semanas de coleta 

para análises sazonais com o auxílio de um termômetro analógico. As coletas foram 

realizadas sob a licença permanente para coleta de material zoológico nº 15237-2 do 

Ministério do Meio Ambiente – MMA (Anexo 1). 

Os flebotomíneos capturados foram armazenados em tubos contendo álcool 70% para 

posteriores análises e identificação. Em laboratório, indivíduos machos foram montados em 

Berlese enquanto indivíduos fêmeas foram dissecados para subsequente análise molecular e 

identificadas pela estrutura do cibário e pela espermateca. A classificação utilizada foi a 

mesma proposta por Galati (2003). Os espécimes montados estão depositados na Coleção de 

Flebotomíneos do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz - FIOCRUZ-COLFLEB (Anexo 

2). 
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Figura 5 – Pontos de coleta de flebotomíneos distribuídos ao longo da RPPN Santuário do 

Caraça. Os pontos amarelos numerados representam os locais de captura em ordem numérica 

para identificação das trilhas. A cruz vermelha representa a localização do Santuário do 

Caraça. 

 

 

 



 

36 
 

4.3 Estudo dos pequenos mamíferos 

 

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Uso Animal da 

Fundação Oswaldo Cruz (CEUA/Fiocruz) tendo protocolo registrado sob o número 14/16-3 e, 

também, sob licença do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis (IBAMA) nº 40191-2. Todos os procedimentos envolvendo pequenos mamíferos 

foram conduzidos de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA). 

As coletas dos pequenos mamíferos foram realizadas bimestralmente entre Julho de 

2013 a Maio de 2014. As coletas eram realizadas por quatro noites consecutivas por mês de 

captura utilizando armadilhas Tomahalk® (30 x 17,5 x 15,5 cm). Foram traçadas seis trilhas 

para amostragem contendo dez armadilhas cada. Cada trilha de coleta era localizada em 

trilhas da RPPNSC com características diferentes (Figura 6). Como isca atrativa para os 

pequenos mamíferos, foi utilizada uma mistura de fragmentos de abacaxi e algodão embebido 

em emulsão Scott® que, em alguns estudos, já demonstrou efetiva atração para pequenos 

mamíferos silvestres (Lancher et al., 1989; Quaresma et al., 2011) (Figura 7). 

Para coleta de material e necropsia, cada animal capturado foi anestesiado por uma 

associação de xilazina (10 mg/Kg) e quetamina (200 mg/Kg) seguido de eutanásia por 

overdose de thiopental (1,25%) em concentração três vezes maior que a do plano anestésico. 

Amostras de baço, fígado, medula, pele de orelha e pele de cauda foram retirados para 

extração de DNA e posterior análises parasitológicas. A identificação dos pequenos 

mamíferos seguiu literatura específica (Gardner, 2007; Bonvicino et al., 2008; Patton et al., 

2015) e comparação com espécies já depositadas seguindo a nomenclatura utilizada por 

Paglia et al. (2012). Os espécimes coletados foram depositados na Coleção de Mamíferos da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 
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Figura 6 – Localização das trilhas para coleta dos pequenos mamíferos ao longo da RPPN 

Santuário do Caraça. Os pontos amarelos numerados representam os locais das trilhas e suas 

respectivas identificações. O ponto vermelho representa a localização do Santuário do Caraça. 
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Figura 7 – Pequenos mamíferos capturados nas armadilhas do tipo Tomahalk na região da 

trilha 2 na RPPN Santuário do Caraça. 

 

4.4 Análises moleculares 

 

4.4.1 Análise Molecular dos Flebotomíneos 

 

As fêmeas dos flebotomíneos coletadas e os tecidos extraídos a partir dos pequenos 

mamíferos silvestres capturados foram submetidos à extração total do DNA individualmente 

utilizando o Kit Genra Puregene (Qiagen, USA) seguindo o protocolo do fabricante. 

Em relação aos flebotomíneos, o DNA extraído foi sujeito à amplificação do 

fragmento de 300-350pb da região intergênica do DNA de Leishmania (Internal Transcribed 

Spacer q – ITS1) utilizando os primers LITSR: 5´ CTGGATCATTTTCCGATG 3´ e L5.8S: 

5´ TGATACCACTTATCGCACTT 3. 
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4.4.2 Análise molecular dos Pequenos Mamíferos 

 

O DNA extraído dos tecidos dos pequenos mamíferos foi analisado de acordo com a 

metodologia seguida por Silva et al., (2010), utilizando primers 5′ 

GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA 3′; 5′CCGCCCCTATTTTACACCAACCCC 3′ e 5′ 

GCCCACTATATTACACCAACCCC 3′ a fim de amplificar a região conservada dos 

minicírculos de do DNA de Leishmania (kDNA) (Degrave et al., 1994). 

DNA extraído de cepas de Le. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Le. braziliensis 

(MHOM/BR/75/M2903), Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Le. guyanensis 

(MHOM/BR/75/M4147) foram utilizados como controle positivo nas reações de PCR. O 

produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com 7uL de 

brometo de etídio (10mg/mL)  com peso molecular de 100pb. 

 

4.4.3 Identificação da Espécie de Leishmania por PCR RFLP 

 

Para identificação da espécie de Leishmania, o produto amplificado foi digerido 

utilizando a enzima HAEIII (10U / uL), seguindo as recomendações do fabricante (New 

England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Os padrões de restrição foram analisados em gel de 

agarose a 4% corado com 7uL de brometo de etídio (10mg/mL)  em comparação com as 

cepas de referências de Leishmania spp. citadas anteriormente. 

 

4.5 Cultura 

 

Amostras de baço, fígado, pele de orelha e pele de cauda foram maceradas em solução 

salina a 1% (1 mL) com 50 uL de Nistatin (100.000 U/mL) e mix de antibiótico 
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penicilina/estreptomicina (100-200 ug/mL). Após um período de 24 horas os tecidos 

macerados foram inoculados em meio de cultura NNN (Novy-MacNeal-Nicolle)/LIT (Liver 

Infusion Tryptose) com 20% de soro fetal bovino (FBS) e associação de antibióticos 

(penicilina e estreptomicina 100-200 ug/ml). Todas as culturas foram incubadas a 25°C por 90 

dias com periódica manutenção e repique das mesmas em intervalos de sete dias. Culturas 

positivas foram submetidas a extração de DNA e posteriormente a PCR utilizando como alvo 

o gene HSP70 (Heat Shock Proteins of 70 kilodaltons) de Leishmania spp. tendo como 

primers HSP70 for: 5’ GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3’ e HSP70rev: 

5’CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3’, gerando um fragmento de 1300 pb. Amostras com 

esta banda específica foram submetidas a digestão utilizando a enzima HaeIII para análise por 

comprimento de polimorfismos de fragmentos de restrição (Garcia et al., 2004). Os padrões 

de restrição foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 4% e comparados 

com padrões de referências das cepas de Leishmania citadas nas análises moleculares 

anteriormente. 

 

4.6 Identificação do repasto sanguíneo em fêmeas de flebotomíneos alimentadas 

naturalmente 

 

 4.6.1 Extração de DNA 

 

As fêmeas alimentadas capturadas foram armazenadas individualmente em tubos 

identificados e direcionadas para extração de DNA individual pelo Kit Blood GenomicPrep 

Mini Spin – GE Healthcare® conforme especificação do fabricante. O DNA extraído foi 

estocado a -20°C até a realização da PCR. 
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4.6.2 PCR do gene cytb 

 

Para a reação de PCR do gene cytb foi utilizada as condições anteriormente descritas 

por Steuber et al. (2005), com a utilização dos iniciadores cytb1: 5'-

CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3' e cytb2: 5'-

CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3', amplificam um fragmento de 359pb.  O 

processo de amplificação foi realizado no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler - Life 

Technologies ajustado aos seguintes parâmetros: 95°C por 10 minutos, 35 ciclos de 94°C por 

30 segundos, 52°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos e extensão final a 72° C por 5 

minutos. Para a padronização da técnica foram utilizados como controles positivos, DNA 

extraído diretamente de sangue de cão e marsupial e como controles negativos, mix dos 

reagentes da PCR com DNA de fêmeas de colônia nunca alimentadas. Utilizou-se como 

controle negativo da reação, apenas o mix dos reagentes da PCR e no controle positivo, foi 

adicionado DNA extraído de sangue de cão (Canis familiaris). 

 

4.6.3 Eletroforese do produto amplificado 

 

 O produto amplificado pela PCR ctyb foram visualizados por eletroforese em gel de 

agarose a 2%, corado por brometo de etídio, em transluminador (L-PIX, Loccus Bio-

tecnologia, Cotia, SP, Brasil) sob luz ultravioleta. O produto foi purificado utilizando-se o Kit 

QIAquick® Gel Extraction (QIAGEN) seguindo especificações do fabricante. 
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4.6.4 Sequenciamento, Edição e Alinhamento das Sequências 

 

O produto de PCR purificado foi submetido à reação de sequenciamento para o qual 

foi utilizada uma empresa privada que fornece serviço de sequenciamento de DNA 

(Macrogen - http://dna.macrogen.com/eng/). As amostras positivas e purificadas foram 

ajustadas na concentração de 50 ng de DNA/µL e posteriormente liofilizadas com 

centrifugação inicial de 14.000 g por 10 minutos e posterior centrifugação a 60º C por duas 

horas no Concentrator plus/ Vacufuge® plus da eppendorf para o envio e posterior 

sequenciamento. 

A edição das sequencias obtidas foi realizada com o auxílio dos softwares FinchTV 

1.4.0 (Geospiza) e MEGA 5.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 

2011), que produz uma fita de consenso para cada amostra. As sequências foram comparadas 

com sequências disponíveis no GenBank para avaliação da identidade, através do algoritmo 

Basic Local Alignment Search Tool - BLAST® (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). O nível de 

identificação das espécies foi determinado quando as sequências exibidas apresentavam mais 

de 96% de identidade abrangendo ao menos 95% da sequência analisada. 

 

4.7 Análise espacial 

 

Os locais de estudo foram georreferenciados e os dados tabulados em uma matriz que 

codifica cada local e os resultados referentes aos mesmos. As análises foram realizadas 

através das ferramentas disponíveis nos programas ArcGis 9.2 e MapInfo 8.5 para Windows e 

o sistema de coordenadas foi SAD 69. 

 

 



 

43 
 

4.8 Análise estatística 

 

4.8.1 Flebotomíneos 

 

Utilizamos o índice de abundância de espécies (ISA) e, em sequência, o índice 

padronizado de abundância de espécies (Roberts & Hsi, 1979), para avaliar a abundância de 

espécies na área de estudo. Os valores para SISA variam de 0 a 1, sendo o valor 1 

representando a maior abundância. Para avaliar a diversidade de espécies e a uniformidade de 

abundância entre os locais de coleta utilizamos os índices de Shannon (H) e Equitabilidade (J) 

(Hayek & Buzas, 1997), respectivamente. Para avaliar a associação entre o número de 

flebotomíneos coletados e as variáveis climáticas na RPPNSC entre junho de 2013 e junho de 

2014, utilizamos modelos lineares generalizados (GLM) nos quais a distribuição de 

probabilidade foi o Binomial Negativo e o termo offset foi o logaritmo natural do número das 

armadilhas observadas em cada tempo de coleta. A análise descritiva dos dados foi realizada 

usando o software Microsoft Excel (Office 2010). As análises estatísticas foram realizadas 

com o auxílio do software estatístico R (R Development Core Team, 2015). 

 

4.8.2 Pequenos mamíferos 

 

A diferença da riqueza de espécies entre as áreas foi testada através de curvas de 

rarefação com base em amostras (Gotelli & Colwell, 2001) utilizando EstimateS (versão 10.9 

para Windows) com 500 aleatorizações e intervalo de confiança de 95%. Nesta análise o 

programa gera curvas que representam a acumulação de espécies de forma aleatória sobre a 
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ordem das amostras associando à um desvio padrão. Foram considerados como unidade de 

amostragem os locais de captura por meses de coleta. 

A estimativa da quantidade de espécies de pequenos mamíferos na Reserva Particular 

do Patrimônio Natural Santuário do Caraça foi realizada pelo estimador Jackknife 1 que 

estima a riqueza total da área estudada utilizando o número de espécies que ocorreram durante 

a amostragem. 
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5  RESULTADOS 

 
5.1 Fauna e a infecção dos flebotomíneos 

 

Um total de 376 de flebotomíneos foi coletado sendo que 300 eram fêmeas e 76 

espécimes machos, distribuídos por 10 gêneros e 18 espécies. Os gêneros mais representativos 

foram Evandromyia e Psychodopygus com quatro espécies cada. As espécies com maior 

prevalência foram Psychodopygus lloydi (Antunes, 1937) (72,79%) seguido de Brumptomyia 

troglodytes (Lutz, 1922) (5,25%), Nyssomyia whitmani (4,01%) e Pintomyia monticola (Costa 

Lima, 1932) (4,30%). Os índices de Shannon (H) e Equitabilidade (J) foram baixos (H’=1.23 ; 

J’=0.43). De acordo com o SISA, as espécies mais abundantes foram Br. troglodytes (0.52), 

Ps. lloydi (0.39) e Mi. ferreirana (0.35), enquanto as espécies menos abundantes foram Ev. 

termitophila (0.03) e Lu. longipalpis (0.07). Exceto na Gruta da Bocaina, Ps. lloydi foi 

capturado em todas as trilhas. Os locais de captura de maior sucesso amostral foram Engenho 

(27,19%), Casa das Sampaias (24,27%) e Mata da Cascatinha (24,27%) (Tabela 1). 

Em relação aos meses de coleta, os meses de maior sucesso de captura foram Agosto 

de 2013 (12%), Dezembro de 2013 (48%) e Fevereiro 2014 (17%), enquanto que os meses de 

menor sucesso de captura foram Junho de 2013 (7%), Outubro de 2013 (2%) e Abril de 2014 

(5%). As temperaturas locais demonstraram baixos valores em geral durante o período do 

desenvolvimento do estudo e a média da temperatura dos meses mais frios foi de 14,7°C em 

Junho de 2013 e 13,23°C em Outubro de 2013 e a média da temperatura dos meses mais 

quentes foi em 20,75°C em Dezembro de 2013 e 19,76°C em Fevereiro de 2014. A média 

mensal da humidade relativa do ar permaneceu entorno de 60%, com o maior registro em 

Dezembro de 2013 (84,38%) seguido de Fevereiro de 2014 (79,8%), enquanto que os 
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menores registros foram dos meses de Agosto de 2013 (69,13%) e Abril de 2014 (76,8%) 

(Gráfico 1). 

A partir de duas amostras analisadas foram detectados fragmentos de 300-350 pb pela 

técnica de PCR-ITS1 do DNA extraído dos flebotomíneos, indicando resultado positivo na 

presença de DNA de Leishmania spp. A identificação em nível de espécie pela PCR-RFLP 

indicou o perfil destas amostras positivas como Leishmania (V.) braziliensis (Figura 8 e 9). 

As duas amostras positivas nesta análise eram da espécie Ps. lloydi e foram capturadas no mês 

de Dezembro de 2013 na trilha da Casa das Sampaias. 

 

Gráfico 1 – Sazonalidade dos flebotomíneos capturados na RPPN Santuário do Caraça 

durante o período de coleta. 
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PM       19.3      19.         CN         La          Lb         Li          Lg 
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Figura 8 – Eletroforese em gel de agarose a 2% das amostras positivas na PCR-IST1 dos 

flebotomíneos coletados na RPPN Santuário do Caraça. PM = Peso Molecular; 19.3 e 19.7 = 

Amostras positivas; La, Lb, Li e Lg = Controles positivos de cepas de Le. amazonesis, Le. 

braziliensis, Le. infantum e Le. guyanensis respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Eletroforese em gel de agarose a 4% da RFLP-ITS1 PCR das amostras positivas 

na detecção de DNA de Leishmania em flebotomíneos coletados na RPPN Santuário do 
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Caraça. PM = Peso Molecular; 19.3 e 19.7 = Amostras positivas; La, Lb, Li e Lg = Controles 

positivos de cepas de Le. amazonesis, Le. braziliensis, Le. infantum e Le. guyanensis 

respectivamente. 

 

5.1.1 Fonte alimentar dos flebotomíneos do Caraça 

 

Foram observados 13 espécimes de flebotomíneos alimentados durante o trabalho 

que compreendem a espécie Ps. lloydi. Dessas fêmeas analisadas apenas nove apresentaram 

amplificação do fragmento de 359pb correspondente ao gene do cytb (Figura 10), destas, sete 

amostras corresponderam a Sus scrofa (porco doméstico) e em duas amostras não foi obtido 

alinhamento (Tabela 2). 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 10 – Gel de agarose a 2% corado com brometo de etídio com produtos amplificados 

da reação de PCR cytb de fêmeas de flebotomíneos naturalmente alimentadas capturadas na 

RPPNSC. PM – Peso Molecular 100pb; 1 a 13 – amostras das fêmeas de flebotomíneos 

naturalmente alimentadas; CP: Controle Positivo e CN: Controle Negativo. 
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Tabela 2 
Fonte alimentar identificada após sequenciamento do produto 

amplificado da PCR cytb das fêmeas de flebotomíneos naturalmente 
alimentadas coletadas na RPPN Santuário do Caraça. 

Espécie de  
flebotomíneo / Fonte de 

Alimentação 
Sus scrofa Sem Alinhamento Total 

Psychodopygus lloydi 7 2 9 

 

 

5.2 Fauna de pequenos mamíferos e a infecção natural por Leishmania braziliensis 

 

Um total de 55 pequenos mamíferos divididos das famílias Cricetidae [Akodon cursor 

(Winge, 1887), Cerradomys subflavus (Wagner, 1842), Necromys lasiurus (Lund, 1841), 

Nectomys squamipes (Brants, 1827), Oligoryzomys nigripes (Olfers, 1818) e Oxymycterus 

dasytrichus (Schinz, 1821)], um Sciuridae [Guerlinguetus ingrami (Thomas, 1901)] e dois 

Didelphidae [Gracilinanus agilis (Burmeister, 1854), Marmosops incanus (Lund, 1841)] 

foram capturados a partir das seis trilhas traçadas durante o período estudado (Gráfico 2). 

Destas espécies, Akodon cursor (56,4%) foi a mais abundante capturada, seguido de 

Cerradomys subflavus (10,9%) e Oligoryzomys nigripes (10,9%). Os pontos de maior 

amostragem foram a trilha 1 (21,82%), trilha 4 (20%) e trilha 5 (20%) (Tabela 3). 
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Gráfico 2 – Frequência dos pequenos mamíferos capturados durante o período de 

captura na RPPN Santuário do Caraça. 

 

As curvas de rarefação indicaram que a riqueza de pequenos mamíferos não diferiu 

significativamente entre as áreas amostradas, área de mata e área peridomiciliar, (Figura 11). 

A diversidade foi maior na área das trilhas 1 e 5 (áreas peridomiciliares) (H '= 1,472, J = 

0,753) do que na área das trilhas 2, 3, 4 e 6 (áreas de mata) (H' = 1,156, J = 0,661). A 

diversidade total foi de 1.412 e a equidade foi de 0.678. 

Cinco (9,1%) animais foram detectados positivos para infecção de Leishmania spp. no 

diagnóstico em meio de cultura e por PCR-kDNA. Foram obtidos isolados a partir de fígado e 

pele de cauda de pequenos mamíferos de três espécies capturadas (Akodon cursor, 

Cerradomys subflavus e Oxymycterus dasytrichus) e caracterizados por PCR-HSP70-RFLP 

como Leishmania (Viannia) braziliensis (Tabela 4). Todas as amostras positivas na cultura 

foram, também, positivas na PCR-kDNA (Tabela 5). 
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Tabela 3 - Pequenos Mamíferos capturados na RPPN Santuário do Caraça em cada trilha 
amostral 

  

  
Trilha 1 

(%) 
Trilha 2

(%) 
Trilha 3

(%) 
Trilha 4

(%) 
Trilha 5 

(%) 
Trilha 6 

(%) 
TOTAL 

Akodon cursor 9 2 4 9 2 5 31 
Cerradomys subflavus 0 2 2 1 1 0 6 
Gracilinanus agilis 1 1 0 0 0 0 2 
Guerlinguetos ingrami 0 0 0 0 3 0 3 
Marmosops incanus 1 0 0 0 0 1 2 
Necromys lasiurus 0 0 0 1 0 0 1 
Nectomys squamipes 0 0 1 0 0 0 1 
Oligoryzomys nigripes 1 3 0 0 2 0 6 
Oxymycterus dasytrichus 0 0 0 0 3 0 3 
TOTAL 12 8 7 11 11 6 55 

 

 

 

 

Figura 11 – Curva de rarefação baseada em amostras para a riqueza de pequenos mamíferos 

nas duas áreas amostradas na RPPN Santuário do Caraça. Em vermelho, dados da área 

próxima a sede (Área peridomiciliar); em azul, dados da área distante da sede (Área de mata). 
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Figura 12 - Curva de estimativa de espécies de pequenos mamíferos da RPPN Santuário do 

Caraça utilizando o estimador não-paramétrico Jackknife 1. A linha grossa representa a 

riqueza média observada, enquanto a área sombreada representa o intervalo de confiança. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Tabela 4 - Espécies de pequenos mamíferos capturados na RPPN 
Santuário do Caraça por análise molecular e amostras positivas 
para cultura. 

Espécies 
Espécimes
capturados

kDNA 
Positivo 

(frequência %) 

Cultura 
positiva  

Cricetidae 
   Akodon cursor 31 3 (9,7) 3 
   Cerradomys subflavus 6 1 (16,6) 1 
   Necromys lasiurus 1 0 0 
   Nectomys squamipes 1 0 0 
   Oligoryzomys nigripes 6 0 0 
   Oxymycterus dasytrichus 3 1 (33,3) 1 
Sciuridae 
   Guerlinguetos ingrami 3 0 0 
Didelphidae 
   Gracilinanus agilis 2 0 0 
   Marmosops incanus 2 0 0 
TOTAL 55 5 5 
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Tabela 5 - Espécies de pequenos mamíferos capturados na RPPN Santuário do Caraça 
que foram positivas na análise molecular por kDNA PCR e análise em cultura por 
tecido analisado. 

Espécies 
Fígado 

Baço 
  

Pele de Cauda 

kDNA Cultura kDNA Cultura kDNA Cultura 

   Cerradomys subflavus x x    
   Akodon cursor x  x   x 
   Akodon cursor x x x  x x 
   Akodon cursor x x x   
   Oxymycterus dasytrichus x x      

TOTAL 5 4 3 0 1 2 
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6 DISCUSSÃO 

 

As leishmanioses têm complexa relação com seus vetores e reservatórios, e sua 

ecologia torna difícil a compreensão dos desafios dessas doenças. Utilizam de mecanismos de 

defesa bastante eficaz contra do sistema imune dos reservatórios e vetores favorecendo o 

processo de infecção (Oliver et al., 2005). Várias espécies de mamíferos de comportamentos 

distintos podem atuar como reservatórios, e assim também são para os flebotomíneos vetores 

e sua competência vetorial (Killick-Kendrick, 1990; Killick-Kendrick & Ward, 1981). 

Alguns trabalhos têm auxiliado na melhor compreensão da epidemiologia das 

leishmanioses no estado de Minas Gerais em áreas tanto em áreas urbanas quanto em 

ambientes silvestres com levantamentos de fauna de flebotomíneos e mamíferos assim como 

análises de infecção por Leishmania spp. nos mesmos. A fauna de flebotomíneos já foi 

demonstrada por de Souza (2004) em Belo Horizonte, capital mineira, enfatizando uma 

predominância das espécies Ny. whitmani e Pi. monticola. Ainda no mesmo local, Ferreira et 

al. (2015), estudaram a infecção mista por Le. braziliensis e Le. infantum na fauna de 

mamíferos demonstrando possível papel de hospedeiros e reservatórios em algumas espécies 

das Ordens Rodentia e Didelphimorphia. 

A fauna de flebotomíneos e de mamíferos que possam desempenhar papel importante 

na ecologia das leishmanioses no ambiente silvestre, rural e urbano é bastante diversificada e, 

ainda, os fatores ambientais juntamente do impacto das ações trópicas tornam mais complexa 

a elucidação sobre a epidemiologia das leishmanioses (Andrade Filho et al., 2001; Brazil  et 

al., 2011; Nascimento et al., 2013; Richini-Pereira et al., 2014; Roque e Jansen, 2014; Saraiva 

et al., 2015; Andrade et al., 2015). 
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6.1 A fauna flebotomínica na RPPNSC e a infecção por Leishmania braziliensis 

 

É válido apontar que os municípios ao redor da RPPNSC apresentam consideráveis 

densidades de Lu. longipalpis e Ny. whitmani, como foi encontrado em Barão de Cocais e em 

Catas Altas (Dados não publicados). Ainda, em levantamentos realizados em colaboração 

com as secretarias de saúde de cada município satélite da RPPNSC, foram detectados casos 

humanos e caninos autóctones de leishmaniose, incluindo casos viscerais e cutâneos além de 

um óbito.  

As espécies de flebotomíneos observadas no presente estudo compõem uma fauna 

similar encontrada em outros estudos realizados em áreas silvestres e, também, em reservas 

naturais. As grandes diversidades de espécies coletadas nesses ambientes representam um 

perfil diferente do observado em áreas urbanas (Massafera et al., 2005; Mestre et al., 2011; 

Souza et al., 2009). 

No Parque Estadual do Ibitipoca, região com características climáticas e de topografia 

semelhante as da RPPNSC (alta humidade e altitudes e baixas temperaturas), Carvalho (2011) 

amostrou algumas das mesmas espécies que foram encontradas no presente trabalho incluindo 

Ps. lloydi, Psychodopygus pascalei (Coutinho & Barretto, 1940), Pi. monticola, Evandromyia 

lenti (Mangabeira, 1938) e Br. troglodytes. Os fatores climáticos destes locais como baixas 

temperaturas e alta umidade do ar, possivelmente explicam o baixo número de indivíduos de 

flebotomíneos coletados em relação a outros estudos de fauna flebotomínica (Campos et al., 

2013; Rêgo et al;. 2014). 

Algumas espécies capturadas na RPPNSC já foram incriminadas como potenciais 

vetores de Leishmania spp como Lu. longipalpis e Ny. whitmani (Lainson & Shaw, 1985; 

Sherlock, 1996; Nascimento et al., 2007; Ryan & Brazil, 1984; Silva et al., 2007; Felipe et 

al., 2011; Lainson & Shaw, 1979; Hock et al., 1986; Arias et al., 1985; Ryan et al., 1990; 
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Azevedo & Rangel, 1991; Queiroz et al., 1994; Luz et al., 2000; Miranda et al;. 2002; Galati 

et al., 1996). Em outras das espécies coletadas como Evandromyia lenti, Evandromyia 

termitophila (Martins, Falcão & Silva, 1964), Micropygomyia ferreirana (Barreto, Martin & 

Pellegrino, 1956) e Ps. lloydi (Lana et al., 2015; Paiva et al., 2010; Rocha et al., 2010; 

Margonari et al., 2010; Paiva et al., 2006; Nascimento et al., 2007; Michalsky et al., 2011; 

Quaresma et al., 2012; Rêgo et al., 2015; Lara-Silva et al., 2015; Savani et al., 2009) DNA de 

Leishmania foi detectado, o que pode sugerir que estes desempenham um papel como 

mantenedores do parasito no ciclo de transmissão nos ambientes silvestres. 

A espécie mais abundante capturada no nosso estudo foi Ps. lloydi, que apresenta 

ampla distribuição geográfica sendo encontrado nos estados de Minas Gerais, Maranhão, 

Paraná, Rio de Janeiro e São Paulo (Andrade Filho et al., 1997; Santos et al., 2007; Rebêlo et 

al., 2010). De acordo com Santos et al. (2007), a maioria das espécies do gênero 

Psychodopygus ocorre somente em habitats silvestres, e Lainson & Rangel (2003) explicam 

que algumas espécies deste gênero são importantes na transmissão da forma cutânea da 

leishmaniose, como Psychodopygus wellcomei (Fraiha, Shaw & Lainson 1971), 

Psychodopygus complexus (Mangabeira, 1941), Psychodopygus paraensis (Costa Lima, 1941) 

e Psychodopygus ayrozai (Barretto & Coutinho, 1940). 

Duas ferramentas têm sido utilizadas para diagnosticar a infecção por Leishmania, ou 

a presença de DNA de Leishmania em vetores. O diagnóstico padrão ouro para esta doença é 

através da dissecção da fêmea de flebotomíneos. Esta técnica tem a vantagem de se permitir a 

observação dos parasitos em suas formas flageladas e a posição no trato digestivo do inseto, 

entretanto, é necessária mão de obra qualificada e muita experiência e ainda é uma técnica 

que demanda bastante tempo, sendo necessário muitos espécimes analisados para se obter 

dados significativos, como discutido por Brazil e Brazil (2003). Além disso, através deste 

método não é possível identificar o parasito em nível de gênero e espécie o que requer 
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isolamento em cultura ou análises moleculares do parasito para identificação, pois há outros 

tripanossomatídeos que não Leishmania que podem ser encontrados em flebotomíneos 

(Forattini, 1973; Miles et al., 1983; Shaw et al., 2003; Saraiva et al., 2015). A segunda 

ferramenta utilizada para diagnosticar infecções por Leishmania em vetores visa detectar 

presença a de DNA do parasito, como PCR convencional com diferentes alvos. Esta é uma 

técnica bastante sensível e altamente específica, o que é importante para estudos com 

Leishmania porque a taxa de infecção em vetores é relativamente baixa (Rocha et al., 2010). 

Em nosso estudo, duas fêmeas da espécie Ps. lloydi, coletadas em Dezembro de 2013, foram 

detectadas com DNA de Le. (V.) braziliensis através da ITS1-PCR-RFLP, com taxa de 

infecção de 0,6% (2/300). Os dois espécimes encontrados infectados por Le. (V.) braziliensis 

foram capturados na trilha 6, Casa das Sampaias, local bastante visitado por turistas. Ps. lloydi 

e Pintomyia monticola (Costa Lima, 1932) foram as espécies mais abundantes capturadas em 

um estudo piloto utilizando armadilhas do tipo Shannon (dados não publicados). Esta espécie, 

Ps. lloydi, foi encontrada infectada pelo mesmo parasito também por Quaresma (2012), 

sugerindo que Ps. lloydi possa desempenhar um papel como vetor de Le. (V.) braziliensis no 

ciclo silvestre neste ambiente, uma vez que esta foi a espécie mais abundante encontrada em 

nosso trabalho e, ainda, foi capturada em todos os meses de coleta.. 

Nossos resultados de identificação de repasto sanguíneo utilizando a técnica de PCR 

amplificando o gene de cytb mostram, corroborando com Quaresma et al. (2012), que esta 

metodologia é uma boa ferramenta para identificar a fonte alimentar dos flebotomíneos 

ingurgitados. Sete amostras foram positivas nesta metodologia e as identificações foram 

coerentes com os locais de coleta. Todas as amostras foram identificadas como sendo de Sus 

scrofa, o porco domesticado, que provavelmente são provenientes dos porcos criados no 

chiqueiro localizado no ponto de coleta 7, na Fazenda do Engenho, aonde todas as amostras 

de flebotomíneos alimentados foram capturados. Na literatura não encontramos registro dos 
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flebotomíneos se alimentarem em suínos, apesar de haver de relato de infecção do porco 

doméstico por Leishmania spp. (Brazil et al., 1987). Embasando em alguns dos critérios 

sugeridos por Killick-Kendrick & Ward (1981) para incriminar uma espécie como vetor, que 

consideram a distribuição geográfica e abundância da espécie de flebotomíneos analisada no 

local estudado e comportamento antropofílico para tal incriminação, os meses de Dezembro 

de 2013 à Fevereiro de 2014 foram os meses aonde observamos maior abundância de 

flebotomíneos além de ser o período de condições climáticas mais favoráveis para a existência 

desses vetores na RPPNSC. Os flebotomíneos infectados foram capturados em Dezembro de 

2013 e, baseado em sua abundancia e distribuição, sugerimos que este período é o mais 

propício a ocorrer transmissão da Leishmania neste ambiente, considerando assim este 

período como o mais necessário de atenção epidemiológica em relação à transmissão das 

leishmanioses. 

Os dados obtidos ate aqui fornecem um maior conhecimento sobre os flebotomíneos 

na RPPN Santuário do Caraça, uma vez que este é o primeiro trabalho de levantamento de 

fauna de flebotomíneos no local. Além de poder auxiliar em estratégias de controle vetorial se 

caso necessário. 

 

6.2. A infecção e isolamento de Leishmania (V.) braziliensis nos hospedeiros vertebrados 

na RPPNSC. 

 

Apesar de não ter relatos de casos de leishmanioses na RPPNSC, é possível que o 

local exerça pressão sobre áreas próximas em relação a doenças parasitárias que dependem de 

vetores e reservatórios que estão presentes nesta extensa e preservada área silvestre que 

apresenta uma grande diversidade de fauna. Algumas espécies de mamíferos que já foram 

relatadas em um estudo no local (Talamoni et al., 2014) possam ter um papel importante na 
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manutenção do ciclo silvestre de transmissão da Leishmania, desde que estas espécies atuem 

como reservatórios para este parasita de multi-reservatórios (Andrade et al., 2015; Lima et al., 

2013; Ferreira et al., 2012; Brandão-Filho et al., 2003). 

Este é o primeiro registro de isolamento de Le. (V.) braziliensis de Akodon cursor, 

Cerradomys subflavus e Oxymycterus dasytrichus no sudeste do Brasil. Em nosso trabalho 

foram obtidos seis isolados desta espécie de Leishmania nestes roedores citados. DNA de Le. 

braziliensis foi identificado em baço, fígado e pele. O que corrobora com alguns estudos 

aonde foi observado parasitismo de Le. braziliensis não só na pele mas também em vísceras 

(Brandão-Filho et al., 2003; Lima et al., 2013). 

Nossos resultados corroboram, ainda, com isolamentos de Le. (V.) braziliensis obtidos 

a partir de Akodon cursor (Rocha et al., 1988), Rattus rattus (Vasconselos et al., 1994) no 

Brasil e Rattus rattus na Venezuela (de Lima et al., 2002). Le. (V.) braziliensis foi isolada de 

espécimes de Necromys lasiurus e Rattus rattus, naturalmente infectados, capturados entre 

1996 e 2000 na área endêmica de leishmaniose cutânea na região de Amaraji, estado do 

Pernambuco, nordeste brasileiro (Brandão-Filho et al., 2003). Em 2006 um isolado foi obtido 

a partir de baço coletado de um Nectomys squamipes. O baço coletado deste animal foi 

inicialmente inoculado em hamster e posteriormente adicionado em meio de cultura NNN. O 

isolado foi caracterizado por anticorpos monoclonais e multilocus eletroforese enzimática 

como Le. (V.) braziliensis, zymodema Z-74 MNEC/BR/2006/NEC191 (Lima et al., 2013). 

Observação direta do parasito intracelular, como análises por imprint de tecidos em 

lâminas de microscopia, deveria ser o primeiro passo para identificar infecções por 

Leishmania spp. pois é uma metodologia que demanda pouco tempo e o resultado do 

diagnóstico seria muito eficaz, entretanto, a sensibilidade é altamente variável (20% - 70%) e 

requer bastante experiência para se obter resultados satisfatórios (Romero et al., 2010). Outra 

metodologia de diagnóstico é a cultura em meio bifásico. A sensibilidade desta metodologia 
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diminui a medida que o número de parasitos diminuem também. Assim, o método de PCR 

tem sido o diagnóstico mais utilizado para identificar infecção por Leishmania spp. em 

pequenos mamíferos já que a carga parasitária pode não ser alta o suficiente para ser detectada 

em métodos de baixa sensibilidade. Através da análise por PCR-RFLP do HSP70 é possível 

distinguir as espécies de Leishmania com alta precisão além de ter a habilidade de detectar 

parasitos em amostras clínicas. Este fato indica que esta metodologia poderia ser tomada 

como o padrão ouro para identificação de espécies de Leishmania (Silva et al., 2010). 

Nenhum dos animais capturados no presente estudo apresentava sinais clínicos de 

leishmaniose tegumentar. Apesar de estudos anteriores mostrarem lesões nos pequenos 

mamíferos estudados que possam ter origem decorrente à infecção por Leishmania, não foram 

observados supostos sinais clínicos de infecção nos animais capturados em nosso estudo (ex.: 

lesões na pele) (Andrade et al., 2015). Este fato indica que estes pequenos mamíferos são 

bons hospedeiros de Le. (V.) braziliensis e sugere, ainda, que este parasito está adaptado a 

várias espécies de pequenos mamíferos, provavelmente em razão de sua coexistência ao longo 

do tempo (Lima et al., 2013). 

Estudos que visam investigar os hospedeiros naturais do parasito Leishmania 

geralmente são complicados devido às dificuldades de se trabalhar com espécies silvestres e 

em relação aos custos associados com trabalhos de campo de longo prazo (Silva et al., 2010). 

Embora o envolvimento de roedores na manutenção e transmissão de Le. (V.) braziliensis seja 

negligenciado pela saúde pública e por pesquisadores, estas relações dos pequenos mamíferos 

com ciclos silvestres das leishmanioses necessitam de análises críticas para atualizar as 

estratégias de prevenção e programas de controle em áreas endêmicas e não endêmicas para 

leishmaniose tegumentar (Richini-Pereira et al., 2014). 

Os isolados obtidos foram provenientes de pequenos mamíferos capturados nas trilhas 

1, 5 e 6 (Figura 6), duas áreas peridomiciliares e uma em ambiente silvestre. Em um dos 
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locais aonde isolado de Le. (V.) braziliensis foi obtido dos animais capturados, foi detectada 

infecção por métodos moleculares em flebotomíneos, da espécie Ps. lloydi, pela mesma 

espécie do parasito isolado. Estes isolados nos reservatórios vertebrados foram obtidos em 

Setembro de 2013 e a detecção do DNA de Leishmania nos flebotomíneos foi realizada em 

Dezembro de 2013. Diante disso, o período mais quente, que vai de setembro à janeiro, pode 

ser considerado como o período mais importante, do ponto de vista epidemiológico, para a 

manutenção e transmissão da doença em questão uma vez que este período apresenta 

condições climáticas ideais para populações de flebotomíneos e nesta época do ano é 

encontrada uma diversa fauna de pequenos mamíferos que podem atuar como hospedeiros. 

A curva de rarefação (Figura 11) indica que a riqueza de pequenos mamíferos 

observada em nosso estudo é semelhante entre as áreas peridomiciliares e de mata. Refutando 

a hipótese de que a diversidade da fauna nas áreas de mata poderia ser maior que a fauna nas 

áreas de peridomicílio. 

A análise realizada por Jackknife 1 (Figura 12), demonstra estabilidade ao final da 

amostragem indicando que nosso esforço amostral foi suficiente para obter todas as espécies 

naquela área estudada. O que não corrobora com o estudo de Talamoni et al. (2014) aonde a 

autora registrou 23 espécies de pequenos mamíferos enquanto nós observamos apenas 8 

espécies. Este fato é comum devido à diferença comportamental e dos hábitos das espécies 

silvestres fazendo necessária a utilização de várias metodologias distintas para uma 

amostragem adequada destes animais. 

Os resultados obtidos com nosso trabalho reforçam a necessidade de se realizar 

estudos sobre as leishmanioses em áreas silvestres uma vez que os ciclos da doença e os 

fatores ecológicos que os compõem nestes ambientes não são completamente compreendidos 

pelos órgãos de saúde. 
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Ambientes aonde são encontrados vetores que possam apresentar comportamento 

antropofílico, potenciais reservatórios e agentes etiológicos são alvos de atenção especial em 

relação ao risco de transmissão de doenças infecciosas. No caso da RPPN Santuário do 

Caraça, que recebe muitos visitantes de diversos locais do mundo por ano, existe a 

possibilidade de migração de leishmaniose através dos viajantes (Antinori et al., 2005; Pavli e 

Maltezou, 2010). 

Baseado em nossos achados, estudos contínuos na RPPN Santuário do Caraça são de 

grande importância a fim de realizar um monitoramento das infecções na fauna local dos 

pequenos mamíferos e de flebotomíneos uma vez que é uma área de atração turística global e 

poderia ser uma rota de migração de doenças infecciosas para áreas não endêmicas. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Com o presente estudo, podemos tomar as seguintes conclusões: 

 

 Os fatores climáticos, temperatura e humidade do ar, podem influenciar na abundância da 

fauna de flebotomíneos. Durante o tempo de coleta na área de estudo os meses de maior 

abundância foram os meses de maior temperatura, Dez/2013 – Fev/2014; 

 Le. braziliensis foi encontrada em tecidos extraídos de espécimes de mamíferos das espécies 

Akodon cursor, Oxymycterus dasytrichus e Cerradomys subflavus sugerindo seu papel como 

potenciais hospedeiros/reservatórios deste parasito em ambiente silvestre; 

 O achado de flebotomíneos da espécie Psychodopygus lloydi com DNA de Leishmania 

braziliensis em trilhas aonde foram obtidos isolados deste parasito, sugere que esta espécie de 

flebotomíneo tenha papel importante no ciclo silvestre da doença; 

 Akodon cursor pode ser um importante reservatório de Le. braziliensis na RPPNSC. 
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ANEXOS 

Anexo 1 - Licença permanente para coleta de material zoológico nº 15237-2 do 

Ministério do Meio Ambiente (MMA). 
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Anexo 2 – Aceite para depósito de material flebotomínico na Coleção de Flebotomíneos 

do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz (FIOCRUZ-COLFLEB). 
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Anexo 3 – Submissão do estudo dos flebotomíneos para publicação em formato de artigo 

na revista PLOS One. 

 


