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RESUMO

As leishmanioses sdo doengas parasitirias de origem zoonotica, sendo transmitidas por
flebotomineos vetores em ambiente silvestres, rurais e urbano. Sua distribuicdo esta
condicionada ndo somente ao vetor, mas também aos mamiferos reservatérios. O presente
trabalho teve como objetivo realizar estudos eco-epidemiologicos em relacdo aos hospedeiros
vertebrados e invertebrados de Leishmania spp. no Santuario do Caraga. Do periodo de Junho
de 2013 a Junho de 2014 foram realizadas coletas bimestrais intercaladas de flebotomineos e
de pequenos mamiferos em pontos selecionados ao acaso em locais de atragdo turistica na
RPPN Santudrio do Caraga. Foram utilizadas 25 armadilhas luminosas do tipo CDC para
coletas de flebotomineos distribuidas em sete trilhas pelo parque. Para coleta dos pequenos
mamiferos foram utilizadas 60 armadilhas do tipo Tomahalk distribuidas em seis trilhas (dez
armadilhas por trilha). Um total de 376 flebotomineos foi coletado (300 fémeas e 76 machos)
representando 18 espécies. As espécies mais abundantes foram Psychodopygus lloydi
(72,79%), Brumptomyia troglodytes (5,25%), Nyssomyia whitmani (4,01%) ¢ 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 mamiferos 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 figado e pele de cauda dos
mamiferos 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 ha circulagdo de Le. (V.) braziliensis neste ambiente silvestre e que

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



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

tegumentar na area de estudo.

Palavras-chave: Leishmanioses, Reservatorio, 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 Caraca 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 Caraca. 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 INTRODUCAO

1.1 Observagdes gerais sobre as leishmanioses

As leishmanioses sdo as mais complexas de todas as doencas transmitidas por vetores,
em sua ecologia e epidemiologia. Tem como agentes etioldgicos parasitos pertencentes a
familia Tripanosomatidae (Doflein, 1901) e a ordem Kinetoplastida. Existem
aproximadamente 53 espécies de Leishmania descritas ¢ destas, 31 espécies sdo conhecidas
como parasitas de mamiferos ¢ 20 espécies causam doenca ao homem (Akhoundi et al.,
2016). Esta parasitose envolve diversas espécies de reservatorios vertebrados e de
flebotomineos vetores evidenciando sua complexibilidade em relag@o a sua ecoepidemiologia
(Brandao-Filho et al., 2003; Ready, 2013).

Parasitos do género Leishmania sdo protozoarios digenéticos que apresentam duas
formas evolutivas basicas: a forma promastigota (flagelada) e a forma amastigota (sem
flagelo) (Akhoundi et al., 2016). A forma flagelada ¢ encontrada no tubo digestorio do inseto
vetor e ¢ a forma infectante. J4 a forma amastigota ¢ uma forma intracelular obrigatoria
encontrada nas células do sistema mononuclear fagocitdrio dos hospedeiros vertebrados
(MacMorris-Adix, 2009).

Estes parasitos sdo transmitidos, em seu ciclo, através da picada das fémeas infectadas
dos vetores flebotomineos, no ato do repasto sanguineo, inoculando formas flageladas
infectivas no hospedeiro vertebrado (Dawit, 2013). Neste, por sua vez, o parasito ¢ englobado
pelas células de defesa do sistema mononuclear fagocitario dos mamiferos e se diferencia para
a forma amastigota, que se reproduz no meio intracelular at¢ o rompimento da célula,
liberando vérias formas amastigotas. Estas formas liberadas serdo fagocitadas por outra célula

de defesa e se iniciard o processo de infecgdo novamente (Killick-Kendrick, 1981; Kaye &
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Scott, 2011; Dawit, 2013). Outras formas de transmissao das leishmanioses sao mencionadas
por Dawit (2013) como, por exemplo, através de transfusdo sanguinea, via transplacentaria e
acidentes laboratoriais.

As leishmanioses se manifestam basicamente em duas formas clinicas: a leishmaniose
visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT) (Lainson & Shaw 1987; Ashford, 2000;
Cattand et al., 2006). Estao amplamente distribuidas no mundo ocorrendo em cerca de 100
paises do mundo, de clima subtropical ou tropical, em ciclos antroponéticos € zoonoticos e
sdo estimados 1,6 milhdes de casos novos por ano e mais de 300 milhdes de pessoas em
situacdo de exposi¢ao a doenga (WHO, 2010; WHO, 2014). No Brasil, as leishmanioses, em
geral, apresentam ampla distribui¢do alcangando todo territdrio com alta concentracdo em
algumas areas como o Norte, que contribui com 36,6% do total dos casos registrados no ano.
Outra regido de maior concentracdo de casos de leishmanioses no Brasil ¢ o Centro-Oeste,
com média de 38,8 casos por 100.000 habitantes (Alvar et al., 2012). A identificagdo das
regides de maior prevaléncia de casos no pais permite, ainda, que sejam identificadas areas de
menor endemicidade e que meregam maior foco na preven¢do de novos casos uma vez que 0s
casos de leishmaniose vém demonstrando constante crescimento populacional (Costa, 2005;
WHO, 2011; Alvar et al., 2012).

As leishmanioses sdo bastante dinamicas, sendo as circunstancias de transmissdo
continuamente alteradas em relacdo aos fatores ambientais ¢ do comportamento humano.
Modificagdes no habitat natural dos vetores e hospedeiros naturais tém contribuido para a
mudan¢a no panorama epidemiologico das leishmanioses mantendo sua origem silvestre. A
epidemiologia das leishmanioses somente pode ser compreendida mediante o conhecimento
dos elos que compdem seu ciclo de transmissdao, como os vetores e reservatdrios envolvidos, e

suas relagdes ecologicas (Ferreira et al., 2012).
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1.2 Leishmaniose visceral

A LV ¢ 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). E uma zoonose caracterizada pela evolugdo cronica da doenca e pela sua mortalidade
alcangcando 90% dos casos se ndo tratada (Maia-Elkhoury et al., 2008). Em relagdo as
manifestagdes clinicas destes parasitos, alguns casos sdo assintomaticos, porém, alguns
sintomas podem ser observados em algumas infec¢des como, por exemplo: febre, perda de
peso, anorexia, tremores, mal estar (WHO, 2010). Ainda, sdo observadas como sinais clinicos
mais comuns as megalias do figado e bago, ndo necessariamente em ambos 0s orgiaos no
mesmo momento, palidez das membranas mucosas e linfadenopatia (WHO, 2010).

A LV ¢ a forma clinica mais grave da leishmaniose estimando-se mais de 500.000
novos casos anuais com mais de 50.000 6bitos (WHO, 2011). Sua distribuigdo esta
acondicionada a regides de clima tropical, subtropical e temperado (Deane & Deane, 1962) e
tem 90% dos casos notificados em Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Suddo do Sul e Sudio
(WHO, 2014). O primeiro relato de caso de LV no territério nacional foi realizado em 1913,
em um paciente de Boa Esperanca, Mato Grosso (Migone, 1913). Acredita-se que esta
parasitose teve sua abrangéncia ao longo do territdrio brasileiro a partir das alteragdes
antropicas no ambiente e intensa e rapida migracao da populacdo rural para zonas periféricas
das cidades com inadequadas infraestruturas sanitarias. Neste ambiente, animais silvestres
juntamente com o cdo desempenharam papel de reservatorio (Maia-Elkhoury et al., 2008)
levando, posteriormente, a urbanizagdo da LV (Alencar, 1983; Rangel & Vilela, 2008). Nas
zonas periféricas, podem ser facilmente observados locais que favorecem a existéncia de
vetores da leishmaniose como acumulo de lixo, presenga de matéria organica, tocas de

roedores, abrigos de animais e frestas nas construgdes (MacMorris-Adix, 2009).
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A principal espécie de flebotomineos envolvida na transmissao da LV nas Américas ¢
a Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912). Lu. longipalpis, ¢ encontrada em abundéancia
em areas peridomiciliares e ambientes rurais (Ferreira et al., 2013; Régo et al., 2014) e como
discutido por (Rangel & Vilela, 2008), esta espécie se encontra em processo de adaptacao a
ambientes modificados pelo homem permitindo, entdo, a manutencdo dos ciclos de
transmissdo da LV em ambientes rurais e possivel propagacdo para areas urbanas, guiando
para um perfil diferenciado de transmissdo. Esta espécie apresenta todos os critérios
estabelecidos por Killick & Kendrick (1990) para competéncia vetorial destacando os critérios
essenciais como comportamento antropofilico, distribui¢do espacial coincidindo com casos
humanos da parasitose e infec¢dao natural por Le. infantum (Deane, 1956; Lainson & Rangel,
2005; Rangel & Vilela, 2008).

Este parasito tem como hospedeiros/reservatdrios no meio silvestre alguns canideos
como Cerdocyon thous e Lycolopex vetulus (Deane & Deane, 1954; Lainson et al., 1969),
além de alguns roedores ¢ marsupiais como o Didelphis albiventris e Didelphis marsupialis
(Lainson & Shaw, 1987; Sherlock et al., 1984; Grimaldi et al., 1969). Outro reservatorio da
LV, considerado o principal em meio rural e urbano, ¢ o Canis familiaris, cdo doméstico, que
ha milhares de anos fora o primeiro animal domesticado pelo homem, aumentando o contato
com um potencial reservatdrio permitindo, assim, aumentar a complexidade da epidemiologia
da LV (Ashford, 1996).

E notével que nas cidades onde seja encontrada uma consideravel populagio de cies,
sdo observados casos de LV (Oliveira et al., 2001) logo, estes animais sdo grandes alvos das
estratégias de controle desta doenga em meios urbanos (MS, 2006). Porém, a expansio e
urbanizag¢do desta doencga trazem incertezas quanto sua epidemiologia e quais sdo de fato os

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

2006).

1.3 Leishmaniose tegumentar

A LT ¢ causada por parasitos dos subgéneros Leishmania, com espécies no velho e
novo mundo, ¢ Viannia, com espécies no novo mundo (Hide et al., 2007; Rethinger, et al.,
2007). E caracterizada por manifestagdes clinicas como desenvolvimento de lesdes ulceradas
no local da picada do flebotomineo vetor (leishmaniose cutanea localizada — LCL) e tem
tendéncia a cura espontanea; noédulos ndo ulcerados ao longo do corpo do paciente
(leishmaniose cutanea difusa — LCD); e inflamag¢do no tecido mucoso comprometendo o
tecido conjuntivo (leishmaniose mucosa — LM) que ¢ uma forma secundaria da lesdo cutanea
que afeta, geralmente, as mucosas das vias aéreas superiores ¢ que em alguns casos pode
haver comprometimento de conjuntivas oculares ¢ mucosas de Orgdos genitais e anus
(Rethinger et al., 2007; MS, 2017).

A LT ¢ uma zoonose endémica mais de 70 paises do mundo e 90% dos casos ocorrem
no Afeganistdo, Brasil, Paquistdo, Argeria, Peru, Arabia Saudita e na Siria (Desjeux, 2004). A
leishmaniose tegumentar ocorre no continente Americano desde o Sul dos Estados Unidos até
o norte da Argentina apresentando principal foco de distribui¢do da doenca na por¢ao sul-
americana, compreendendo todos os paises exceto o Uruguai e Chile (Montenegro, 1926).

O Brasil corresponde a mais de 80% dos casos autoctones que acometem o continente
americano (Monteiro et al., 1994) tendo as todas as suas regides afetadas pela doenga, com
maior incidéncia no Norte (41,1%) (MS, 2012). A distribuicdo 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 mamiferos silvestres
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que fazem papel de mantenedores do ciclo da doenga permitindo, assim, a transmissao nestes
ambientes. A sua expansdo geografica estd em constante crescimento e alguns dos fatores
responsaveis por tal expansao sdo os relacionados as atividades de desmatamento (Martins et
al., 1956; Gontijo et al., 2002) ¢ também as mudangas no comportamento da populagdo
humana que possam alterar o ambiente e que, ainda, permita maior contato entre vetores e
reservatorios com humanos, variando, assim os padroes de transmissdo da doenga (Chaves et
al., 2008; Travi et al., 2002).

A LTA ¢ considerada uma doenga de origem silvestre e que se encontra em expansao
geografica. E uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, e sua importancia médica esta associada
a pessoas que entram em contato com areas silvestres e com a fauna local destes ambientes,
porém podem ser encontrados casos em areas rurais € em regides periurbanas (MS, 2017).
Trés perfis epidemioldgicos podem ser observados para LTA: i) Perfil silvestre: aonde a
transmissdo ocorre em areas de vegetacdo primaria; ii) Perfil Ocupacional ou de Lazer: tem a
transmissdo associada as atividades em areas de mata como trabalhos rurais, ecoturismo e
construgdes e/ou ampliagdes de estradas; iii) Perfil Rural ou Periurbano: apresenta
transmissOes em areas urbanas e/ou periurbanas (MS, 2017).

A LTA apresenta grande diversidade de agentes, de vetores e de
hospedeiros/reservatdrios que possibilitam a expansdo destas doencas para regides nao
estudadas ainda, tornando a elucidagcdo de sua epidemiologia cada vez mais complexa. O
parasito apresenta diversas espécies, pertencentes aos subgéneros Leishmania e Viannia, pelo
mundo e varias delas podem realizar o papel de agente etioldgico 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 flebotomineos estdo associadas a transmissdo das leishmanioses

que causam LTA no Brasil. Algumas espécies ja foram incriminadas como vetores, como por
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exemplo, Nyssomyia intermedia, vetor de Le. braziliensis, que se alimenta tanto em animais
silvestres quando em animais domésticos e também apresenta héabito antropofilico, colocando
em risco a satide humana (de Souza et al., 2006; Margonari et al., 2006; Soares et al., 2010).
Outra espécie de flebotomineos de importancia médica para LTA ¢ Ny. whitmani. Esta
espécie apresenta distribuicdo geografica bastante ampla sendo observada em quase todo
territorio brasileiro (Rangel & Lainson, 2009; Carvalho et al., 2013).

Em relagdo aos reservatorios 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 infecgdo por Le. braziliensis, através
de métodos moleculares e soroldgicos, em cavalo e em mula no Sul do Brasil sugerindo
possivel papel destes animais como mantenedores do parasito no ambiente. O comportamento
sinantropico de alguns animais como ratos ¢ gambas pode ser o fator que permita a
urbanizacdo do ciclo da LTA colocando em risco a satide humana o que tornam estes animais
alvo de estudos para controle dos reservatorios das leishmanioses (Brandao-Filho, et al.,

2003).

1.4 Flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos dipteros em que as fémeas apresentam habito
hematofago. Pertencem a familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae Galati (2003). Os
flebotomineos passam por varias fases evolutivas sendo caracterizados como holometabolos.
As formas imaturas se desenvolvem em area rica em matéria organica ¢ a forma adulta tem
como caracteristicas o voo saltado e a posicdo das asas em 90° em relagdo ao abdomen do

inseto. A ocorréncia de flebotomineos ¢ relatada nos mais diversos ambientes e, por
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apresentar superficie corporal bastante delicada, sdo encontrados abrigando-se em locais
seguros possibilitando sua protecdo contra as mudangas severas no meio ambiente (Lewis,
1974).

Aproximadamente 900 espécies de flebotomineos sdo conhecidas em nosso planeta.
Destas, mais da metade esta presente na regido Neotropical sendo que 229 foram registradas
no Brasil (Galati, 2003; Ready, 2013). Os flebotomineos sdo bastante estudados, pois tem a
capacidade de atuarem como hospedeiros de fungos, bactérias e protozoarios (Forattini, 1973;
Warbug, 1991; Shaw, 1992; Dujardin et al. 1999). Entretanto, o estudo dos flebotomineos tem
grande foco no seu papel epidemioldgico em relagdo as leishmanioses a fim de
compreendermos melhor as espécies envolvidas nos ciclos urbanos e silvestres e suas relagdes
com os hospedeiros/reservatorios.

Lu. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), principal espécie vetor da Le. infantum no
Brasil (Deane, 1956; Lainson & Rangel, 2005) tem grande relagdo com algumas aves, homem
e diversas espécies de mamiferos domésticos e sinantropicos que atuam como hospedeiros e
reservatorios. Outras espécies como Ny. intermedia (Lutz & Neiva, 1912) e Ny. whitmani
(Antunes & Coutinho, 1939), sdo importantes vetores de Le. braziliensis, agente etioldgico da
LTA na regido Sudeste. Essas trés espécies de flebotomineos demonstram consideravel grau
de adaptacdo ao ambiente modificado, além de comportamento antropofilico no que diz
respeito a sua alimentacdo (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
flebotomineos vém sendo sugeridas, através de andlises 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 reservatorios de leishmania

A distribuicao das leishmanioses estd condicionada principalmente a distribui¢ao dos
insetos vetores. Entretanto, os ciclos de transmissdo dependem do fluxo dos reservatdrios
mamiferos e dos insetos vetores, sendo a ecologia dos reservatdrios e vetores determinante
dos perfis epidemiologicos da doenca. Portanto, o conhecimento dos reservatorios ¢
fundamental para programar medidas efetivas de prevengao e controle (Silva et al., 2005).

Forattini (1960) discute sobre o foco epidemiologico dos 6rgdos de satide para o
homem e animais domésticos ndo levando em conta o conceito de que as leishmanioses sdo
parasitoses de origem silvestre e que nestes ambientes a fauna responsavel pela manutengao
dos ciclos da doenga ¢ pouco conhecida. Os ciclos silvestres sdo bastante antigos e foram
moldados por milhdes de anos antes do surgimento do homem através de relagdes co-
evolutivas entre os parasitas, vetores ¢ hospedeiros mamiferos. Reservatorios mamiferos e
insetos vetores foram mantendo continuamente os parasitas em equilibrio sem envolvimento
humano (Carreira et al, 2014).

O conceito de reservatorio ¢ adotado a aqueles vertebrados susceptiveis a infecgdo do
parasito e que, ainda, permite que este agente alcance o estagio de transmissdo. Para se
incriminar um animal como reservatorio, alguns requisitos sdo discutidos e ordenados em um
sistema de reservatorios de doengas parasitarias como demonstrado por Ashford (1997).

Alguns mamiferos silvestres ja foram mencionados por sua importancia médica por
serem reservatorios 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 reservatorios que apresentam comportamento sinantrépico sdo encontrados em
ambientes de mata frequentados pela acdo antropica e algumas espécies sdo vistas com
frequéncia nos quintais das residéncias situadas nas bordas das matas (Roque & Jansen,
2014). Além de contribuir para a manutencdo do parasito na enzootia silvestre, algumas
espécies de roedores e marsupiais sdo importantes na conexao entre os ciclos silvestre, rural e
urbano (Cabrera et al., 2003; Andrade et al., 2015).

Compreender a intera¢do entre os reservatorios e flebotomineos vetores no ambiente
aonde sdo encontrados ¢ um pré-requisito para o direcionamento de estratégias apropriadas de
medidas de controle ¢ prevengdo das leishmanioses (Costa et al., 1999).

Apesar de ndo haverem notificacdes de casos de leishmaniose na RPPN Santuario do
Caraca faz-se importante a realizacdo de estudos no local sobre a fauna de possiveis
reservatorios vertebrados e invertebrados do parasito uma vez que existem relatos de casos
nas cidades proximas, a fauna de vertebrados ¢ bastante rica e, nesta, existem espécimes
pertencentes a ordens de importincia médica e, por fim, ndo ha estudos sobre os

flebotomineos no local.
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2 JUSTIFICATIVA

A regido do Santuario do Caraca certamente vem sofrendo uma pressdao dos
municipios vizinhos onde ja foram registrados casos autoctones de leishmaniose humana e
canina. O grande fluxo de pessoas e animais possibilita o contato entre vetor/reservatorio e
vetor/homem, o que, poderd ocasionar o aumento na prevaléncia da infeccdo com
consequente aumento no numero de casos das doencas. O Santudrio do Caraga recebe em
média, 60.000 visitantes por ano, dos quais pelo menos 17.500 s3o hospedes em sua pousada.
Isso faz com que seja, por sua relevancia e implicagdo social, uma das mais importantes e
mais visitadas Unidades de Conservacdo do Estado de Minas Gerais. (PSC, 2012). O
incremento turistico € econdmico nesta regido associado a importancia médica dos
flebotomineos justificam estudos mais detalhados quanto ao comportamento destes insetos, no
sentido de entender suas relacdes no ambiente silvestre, e, de certo modo, conhecer os
possiveis riscos a saude oferecidos aos visitantes e trabalhadores do RPPNSC.

Estes fatos justificam o desenvolvimento de um estudo eco-epidemioldgico sobre os
hospedeiros vertebrados e invertebrados de Leishmania spp. para contribuir com os 6rgaos de

vigilancia epidemiologica que atuam na regido do Santuario do Caraga.

28



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos eco-epidemiologicos referentes aos hospedeiros vertebrados e

invertebrados de Leishmania spp. no Santuario do Caraca.

3.2. Objetivos especificos

1. Descrever os padrdes de riqueza e diversidade das espécies de flebotomineos em

diferentes areas do Santuario do Caraga;

2. Estudar a variagdo sazonal da fauna flebotominica;
3. Estudar a fauna de pequenos mamiferos;
4. Detectar, isolar e identificar Leishmania spp. em pequenos mamiferos e nas fémeas de

flebotomineos coletadas;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

A Reserva Particular do Patrimonio Natural Santuario do Caraga (RPPNSC) esta
inserido na por¢do sul no Quadrilatero Ferrifero com uma area de 11.233 hectares, sendo
10.187,89 hectares reservados como area de conservagdo (Figura 1), localizada na Regido
Sudeste de Minas Gerais e sua vegetacao ¢ caracterizada pela transicdo entre Cerrado e Mata
Atlantida (Talamoni, 2014; Paula, 1997).

Enquadrado na categoria de Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN)
reconhecida e protegida pelo IBAMA. O Caraga recebe grande nimero de visitantes por ano
com numero significante de hospedes e oferece um turismo com trilhas para varios locais,
dentre estes, diversas grutas e cachoeiras espalhadas na area, que podem chegar a 150 metros
de profundidade (PSC, 2012), tornando esta regido grande alvo de ecoturismo (Figura 2 ¢ 3).
E uma das maiores atracdes ecoturisticas do estado e do Brasil recebendo visitantes de todo
globo. A RPPNSC fornece atrativos turisticos como trilhas ja delimitadas que levam em
locais bastante aprecidveis como picos e cachoeiras. Além disso, o local ¢ composto por uma
fauna bastante rica de vertebrados e invertebrados, que chama a ateng¢do de varios turistas e
pesquisadores para observagao e estudos.

Em relagdo aos mamiferos, 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 ndo terem sido realizados estudos sobre flebotomineos na RPPN, constam espécies
destes dipteros observados na regido que circunda o Santuario do Caraga como: Brumptomyia

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

Dias & Falcao, 1999).
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Figura 1 — Mapa representativo da localizagdo doa Reserva Particular do Patrimonio Natural

Santuario do Caraga em Minas Gerais, Brasil.
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Figura 3 — Algumas das principais atra¢des turisticas encontradas na RPPN Santuario do
Caraca. A: Cascatinha. B: Pico da Carapuga visto a partir do Cruzeiro. C: Trilha para a

Cascatinha. D: Lobo Guara. E: Caxinguelé. F: Vista do Tanque Grande.
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4.2 Estudo dos flebotomineos

Utilizamos 25 armadilhas luminosas do tipo CDC distribuidas em sete trilhas ao longo
da RPPNSC (Figura 4). As Trilhas 1 e 2 (Mata da Cascatinha e Cascatinha) estdo localizadas
em areas de floresta; trilhas 3 e 4 (Pedra da Paciéncia e Gruta do Bocaina) se encontram em
locais de campo rupestre e uma armadilha em uma caverna; trilhas 5 ¢ 6 (Casa dos
Pesquisadores e Casa das Sampaias) estdo localizadas em regido peridoméstica e
intradomestica e a trilha 7 (Engenho) esta localizada em area peridoméstica ao entorno do

Santuario do Caraga, préximo as construgdes para hospedagem de turistas no parque (Figura

5).

Figura 4 — Armadilhas luminosas do tipo CDC utilizadas nas coletas de flebotomineos
ao longo da RPPN Santuério do Caraga. A — Armadilha disposta em um galinheiro em area

peridoméstica; B — Armadilha disposta em zona afética da Gruta do Bocaina; C ¢ E —
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Armadilhas dispostas em area 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 analises sazonais com o auxilio de um termdometro analdgico. As coletas foram
realizadas sob a licenga permanente para coleta de material zooldgico n® 15237-2 do
Ministério do Meio Ambiente — MMA (Anexo 1).

Os flebotomineos capturados foram armazenados em tubos contendo alcool 70% para
posteriores analises e identificagdo. Em laboratério, individuos machos foram montados em
Berlese enquanto individuos fémeas foram dissecados para subsequente analise molecular e
identificadas pela estrutura do cibario e pela espermateca. A classificagdao utilizada foi a
mesma proposta por Galati (2003). Os espécimes montados estdo depositados na Colecao de
Flebotomineos do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz - FIOCRUZ-COLFLEB (Anexo

2).
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Figura 5 — Pontos de coleta de flebotomineos distribuidos ao longo da RPPN Santuario do
Caraga. Os pontos amarelos numerados representam os locais de captura em ordem numérica
para identificacdo das trilhas. A cruz vermelha representa a localizagdo do Santuario do

Caraca.
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4.3 Estudo dos pequenos mamiferos

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal da
Fundagao Oswaldo Cruz (CEUA/Fiocruz) tendo protocolo registrado sob o nimero 14/16-3 e,
também, sob licenca do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) n° 40191-2. Todos os procedimentos envolvendo pequenos mamiferos
foram conduzidos de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA).

As coletas dos pequenos mamiferos foram realizadas bimestralmente entre Julho de
2013 a Maio de 2014. As coletas eram realizadas por quatro noites consecutivas por més de
captura utilizando armadilhas Tomahalk® (30 x 17,5 x 15,5 cm). Foram tracadas seis trilhas
para amostragem contendo dez armadilhas cada. Cada trilha de coleta era localizada em
trilhas da RPPNSC com caracteristicas diferentes (Figura 6). Como isca atrativa para os
pequenos mamiferos, foi utilizada uma mistura de fragmentos de abacaxi e algoddo embebido
em emulsdo Scott® que, em alguns estudos, ja demonstrou efetiva atragdo para pequenos
mamiferos silvestres (Lancher et al., 1989; Quaresma et al., 2011) (Figura 7).

Para coleta de material e necropsia, cada animal capturado foi anestesiado por uma
associacdo de xilazina (10 mg/Kg) e quetamina (200 mg/Kg) seguido de eutandsia por
overdose de thiopental (1,25%) em concentragdo trés vezes maior que a do plano anestésico.
Amostras de bago, figado, medula, pele de orelha e pele de cauda foram retirados para
extragdo de DNA e posterior andlises parasitologicas. A identificacio dos pequenos
mamiferos seguiu literatura especifica (Gardner, 2007; Bonvicino et al., 2008; Patton et al.,
2015) e comparagdo com espécies ja depositadas seguindo a nomenclatura utilizada por
Paglia et al. (2012). Os espécimes coletados foram depositados na Cole¢do de Mamiferos da

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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@ santuério (O Trilhas :

Figura 6 — Localizagdo das trilhas para coleta dos pequenos mamiferos ao longo da RPPN
Santuério do Caraga. Os pontos amarelos numerados representam os locais das trilhas e suas

respectivas identificagdes. O ponto vermelho representa a localizagdo do Santuério do Caraga.
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Figura 7 — Pequenos mamiferos capturados nas armadilhas do tipo Tomahalk na regido da

trilha 2 na RPPN Santuario do Caraga.

4.4 Anélises moleculares

4.4.1 Andlise Molecular dos Flebotomineos

As fémeas dos flebotomineos coletadas e os tecidos extraidos a partir dos pequenos
mamiferos silvestres capturados foram submetidos a extragdo total do DNA individualmente
utilizando o Kit Genra Puregene (Qiagen, USA) seguindo o protocolo do fabricante.

Em relagdo aos flebotomineos, o DNA extraido foi sujeito a amplificacdo do
fragmento de 300-350pb da regido intergénica 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 Andlise molecular dos Pequenos Mamiferos

O DNA extraido dos tecidos dos pequenos mamiferos foi analisado de acordo com a
metodologia  seguida por Silva et al, (2010), utilizando primers 5’
GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA 3'; 55CCGCCCCTATTTTACACCAACCCC 3’ e 5
GCCCACTATATTACACCAACCCC 3’ a fim de amplificar a regido conservada dos
minicirculos de do DNA de Leishmania (kDNA) (Degrave et al., 1994).

DNA extraido de cepas de Le. amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8), 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 reagdes de PCR. O
produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com 7uL de

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

4.4.3 ldentificacdo da Espécie de Leishmania por PCR RFLP

Para identificacdo da espécie de Leishmania, o produto amplificado foi digerido
utilizando a enzima HAEIII (10U / uL), seguindo as recomendacdes do fabricante (New
England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Os padrdes de restricdo foram analisados em gel de
agarose a 4% corado com 7ulL de brometo de etidio (10mg/mL) em comparagcdo com as

cepas de referéncias de Leishmania spp. citadas anteriormente.

4.5 Cultura

Amostras de baco, figado, pele de orelha e pele de cauda foram maceradas em solucao

salina a 1% (1 mL) com 50 ulL de Nistatin (100.000 U/mL) e mix de antibidtico
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penicilina/estreptomicina (100-200 ug/mL). Apoés um periodo 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 associagdo de antibidticos
(penicilina e estreptomicina 100-200 ug/ml). Todas as culturas foram incubadas a 25°C por 90
dias com peridédica manutengdo e repique das mesmas em intervalos de sete dias. Culturas
positivas foram submetidas a extragdo 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 especifica foram submetidas a digestdo utilizando a enzima Haelll para analise por
comprimento de polimorfismos de fragmentos de restrigdo (Garcia et al., 2004). Os padrdes
de restricdo foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 4% e comparados
com padroes de referéncias das cepas de Leishmania citadas nas analises moleculares

anteriormente.

4.6 ldentificacdo do repasto sanguineo em fémeas de flebotomineos alimentadas

naturalmente

4.6.1 Extracdo de DNA

As fémeas alimentadas capturadas foram armazenadas individualmente em tubos

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

Mini Spin — GE Healthcare® conforme especificagdo do fabricante. O DNA extraido foi

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

Para a rea¢do de PCR do gene cytb foi utilizada as condigdes anteriormente descritas
por Steuber et al. (2005), com a utilizagdo dos iniciadores cytbl: 5'-
CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3' e cyth2: 5'-
CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3', amplificam um fragmento de 359pb. O
processo de amplificacdo foi realizado no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler - Life
Technologies ajustado aos seguintes parametros: 95°C por 10 minutos, 35 ciclos de 94°C por
30 segundos, 52°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos e extensdo final a 72° C por 5
minutos. Para a padroniza¢do da técnica foram utilizados como controles positivos, DNA
extraido diretamente de sangue de cdo e marsupial ¢ como controles negativos, mix dos
reagentes da PCR com DNA de fémeas de colonia nunca alimentadas. Utilizou-se como
controle negativo da reagdo, apenas o mix dos reagentes da PCR e no controle positivo, foi

adicionado DNA extraido de sangue de cao (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 etidio, 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 especifica¢des do fabricante.
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4.6.4 Sequenciamento, Edicéao e Alinhamento das Sequéncias

O produto de PCR purificado foi submetido a reagcdo de sequenciamento para o qual
foi utilizada uma empresa privada que fornece servico de sequenciamento de DNA
(Macrogen - http://dna.macrogen.com/eng/). As amostras positivas e purificadas foram
ajustadas na concentragdo de 50 ng de DNA/uL e posteriormente liofilizadas com
centrifugacdo inicial de 14.000 g por 10 minutos e posterior centrifugacdo a 60° C por duas
horas no Concentrator plus/ Vacufuge® plus da eppendorf para o envio e posterior
sequenciamento.

A edicao das sequencias obtidas foi realizada com o auxilio 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 sequéncias foram comparadas
com sequéncias disponiveis no GenBank para avaliacdo da identidade, através do algoritmo
Basic Local Alignment Search Tool - BLAST® (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). O nivel de
identificagdo das espécies foi determinado quando as sequéncias exibidas apresentavam mais

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

4.7 Analise 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 analises foram realizadas

através das ferramentas disponiveis nos programas ArcGis 9.2 e Maplnfo 8.5 para Windows e

o sistema de coordenadas foi SAD 69.
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4.8 Analise estatistica

4.8.1 Flebotomineos

Utilizamos o indice de abundancia de espécies (ISA) e, em sequéncia, o indice
padronizado de abundancia de espécies (Roberts & Hsi, 1979), para avaliar a abundancia de
espécies na area de estudo. Os valores para SISA variam de 0 a 1, sendo o valor 1
representando a maior abundancia. Para avaliar a diversidade de espécies e a uniformidade de
abundancia entre os locais de coleta utilizamos os indices de Shannon (H) e Equitabilidade (J)
(Hayek & Buzas, 1997), respectivamente. Para avaliar a associacdo entre o numero de
flebotomineos coletados e as varidveis climaticas na RPPNSC entre junho de 2013 e junho de
2014, utilizamos modelos lineares generalizados (GLM) nos quais a distribuigdo de
probabilidade foi o Binomial Negativo e o termo offset foi o logaritmo natural do numero das
armadilhas observadas em cada tempo de coleta. A analise descritiva dos dados foi realizada
usando o software Microsoft Excel (Office 2010). As analises estatisticas foram realizadas

com o auxilio do software estatistico R (R Development Core Team, 2015).

4.8.2 Pequenos mamiferos

A diferenca da riqueza de espécies entre as areas foi testada através de curvas de
rarefagdo com base em amostras (Gotelli & Colwell, 2001) utilizando EstimateS (versdo 10.9
para Windows) com 500 aleatorizagdes e intervalo de confianca de 95%. Nesta analise o

programa gera curvas que representam a acumulagdo de espécies de forma aleatdria sobre a
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ordem das amostras associando a um desvio padrao. Foram considerados como unidade de

amostragem os locais de captura por meses de coleta.

A estimativa da quantidade de espécies de pequenos mamiferos na Reserva Particular
do Patriménio Natural Santudrio do Caraca foi realizada pelo estimador Jackknife 1 que
estima a riqueza total da area estudada utilizando o numero de espécies que ocorreram durante

a amostragem.
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5 RESULTADOS

5.1 Fauna e a infecgdo dos flebotomineos

Um total de 376 de flebotomineos foi coletado sendo que 300 eram fémeas e 76
espécimes machos, distribuidos por 10 géneros e 18 espécies. Os géneros mais representativos
foram Evandromyia e Psychodopygus com quatro espécies cada. As espécies com maior
prevaléncia 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 indices 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 relacdo 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 periodo 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%)
(Gréfico 1).

A partir de duas amostras analisadas foram detectados fragmentos de 300-350 pb pela
técnica de PCR-ITS1 do DNA extraido dos flebotomineos, indicando resultado positivo na
presenca de DNA de Leishmania spp. A identificagdo em nivel de espécie pela PCR-RFLP
indicou o perfil destas amostras positivas como Leishmania (V.) braziliensis (Figura 8 ¢ 9).
As duas amostras positivas nesta analise eram da espécie Ps. lloydi e foram capturadas no més

de Dezembro de 2013 na trilha da Casa das Sampaias.

Sazonalidade dos flebotomineos capturados na RPPN
Santuario do Caraca
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Grafico 1 — Sazonalidade dos flebotomineos capturados na RPPN Santuario do Caraca

durante o periodo de coleta.
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Tabela 01: Espécies de flebotomineos coletados na RPPN Santuario do Caraga distribuidos por trilha de coleta.

Trilha 1 . Trilha 3 Trilha 4 Trilha 5 Trilha 6 .
Mata c Hh_ ..."”M:N_._ a Pedra da Gruta da Casados Casadas m._q.__._n_””_.w o TOTAL %
Cascatinha Paciéncia Bocaina Pesquisadores Sampaias
Brumptomyia trogfodyles 11 3 1 0 2 3 1] 20 5,32
Evandromyia evandroi 0 0 0 0 1] 0 1 1 0,27
Evandromyia lenti 0 1 o 0 0 o 11 12 3,18
Evandromyia termitophila 0 1] o} 0 0 o 4 4 1,06
Evandromyia tupynambai 2 0 0 o 1] 1 o 3 0,80
Lutzomyia ischyracanta 0 1 0 0 1] 0 1] 1 0,27
Lutzomyia longipalpis 0 1] 0 0 0 0 2 2 0,53
Micropigomyiaferrairana 2 1 0 4] 1] 1 o 4 1,06
Nyssomyia whitmani 0 1] 3 8 1 0 & 18 4,26
Pintomyia misionensis 1 0] 0 0 0 0 o} 1 0,27
Pintomyia monticola 10 1 0 0 1] 0 5 18 4,28
Psathyromyia pestanai 1 6 0 0 0 0 0 7 1,88
Psychodopygus ayrozai 1 0 0 0 0 0 1] 1 0,27
Psychodopygus carrerai 0 1] 0 0 1] 0 1 1 0,27
Psychodopygus lloydi 42 24 10 0 47 82 87 272 72,34
Psychodopygus pascalei 12 0 0 0 0 1 o] 13 3,48
Sciopemyia sordellii 0 0 0 0 0 0 1 1 0,27
Trichopygomyia longispina 0 0 0 0 0 0 1 1 0,27
TOTAL 82 a7 14 6 S0 €8 99 376
24.27% 9,36% 3,22% 1,75 9,94% 24.27% 27,19%
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Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose a 2% das amostras positivas na PCR-IST1 dos
flebotomineos coletados na RPPN Santuario do Caraga. PM = Peso Molecular; 19.3 ¢ 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 detec¢do de DNA de Leishmania em flebotomineos coletados na RPPN Santuario do
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Caraga. 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 flebotomineos do Caraca

Foram observados 13 espécimes de flebotomineos alimentados durante o trabalho
que compreendem a espécie Ps. lloydi. Dessas fémeas analisadas apenas nove apresentaram
amplificacdo do fragmento de 359pb correspondente ao gene do cytb (Figura 10), destas, sete
amostras corresponderam a Sus scrofa (porco doméstico) e em duas amostras nao foi obtido

alinhamento (Tabela 2).

— — — — — M — — —

Figura 10 — Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio com produtos amplificados
da reacdo de PCR cytb de fémeas de flebotomineos naturalmente alimentadas capturadas na
RPPNSC. PM — Peso Molecular 100pb; 1 a 13 — amostras das fémeas de flebotomineos

naturalmente alimentadas; CP: Controle Positivo e CN: Controle Negativo.
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Tabela 2
Fonte alimentar identificada apds sequenciamento do produto
amplificado da PCR cytb das fémeas de flebotomineos naturalmente
alimentadas coletadas na RPPN Santuario do Caraga.

Espécie de
flebotomineo / Fonte de  Sus scrofa  Sem Alinhamento  Total
Alimentacéo
Psychodopygus lloydi 7 2 9

5.2 Fauna de pequenos mamiferos e a infeccdo natural por Leishmania braziliensis

Um total de 55 pequenos mamiferos divididos das familias 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)] ¢ dois
Didelphidae [Gracilinanus agilis (Burmeister, 1854), Marmosops incanus (Lund, 1841)]
foram capturados a partir das seis trilhas tragadas durante o periodo estudado (Grafico 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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Frequencia dos pequenos mamiferos capturados na RPPN
Santuirio do Caraca
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Gréfico 2 — Frequéncia dos pequenos mamiferos capturados durante o periodo de

captura na RPPN Santuério do Caraga.

As curvas de rarefagdo indicaram que a riqueza de pequenos mamiferos ndo diferiu
significativamente entre as areas amostradas, drea de mata e area peridomiciliar, (Figura 11).
A diversidade foi maior na area das trilhas 1 e 5 (areas peridomiciliares) (H '= 1,472, J =
0,753) do que na éarea das trilhas 2, 3, 4 e 6 (areas 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 infec¢do de Leishmania spp. no
diagnostico em meio de cultura e por PCR-kDNA. Foram obtidos isolados a partir de figado e
pele de cauda de pequenos mamiferos de trés espécies capturadas (Akodon cursor,
Cerradomys subflavus ¢ 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).

51



Tabela 3 - Pequenos Mamiferos capturados na RPPN Santuario do Caraga em cada trilha
amostral

Trilhal Trilha2 Trilha3 Trilha4 Trilha5 Trilha 6

S N 5 RN 15 M 15 NN (15 NN ¢S M e
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
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Figura 11 — Curva de rarefagdo baseada em amostras para a riqueza de pequenos mamiferos
nas duas areas amostradas na RPPN Santuario do Caraga. Em vermelho, dados da area

proxima a sede (Area peridomiciliar); em azul, dados da area distante da sede (Area de mata).
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Figura 12 - Curva de estimativa de espécies de pequenos mamiferos da RPPN Santuario do
Caraca utilizando o estimador ndo-paramétrico Jackknife 1. A linha grossa representa a

riqueza média observada, enquanto a area sombreada representa o intervalo de confianga.

Tabela 4 - Espécies de pequenos mamiferos capturados na RPPN
Santuario do Caraca por analise molecular e amostras positivas
para cultura.

L kDNA
- Espécimes .. Cultura
Especies capturados Pos1t1yo positiva
(frequéncia %)
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 mamiferos capturados na RPPN Santuario do Caraca
que foram positivas na analise molecular por kDNA PCR e andlise em cultura por
tecido analisado.

Baco

Figado Pele de Cauda

Espécies
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 DISCUSSAO

As leishmanioses t€ém complexa relagdo com seus vetores e reservatorios, € sua
ecologia torna dificil a compreensdo dos desafios dessas doengas. Utilizam de mecanismos de
defesa bastante eficaz contra do sistema imune dos reservatérios e vetores favorecendo o
processo de infecgao (Oliver et al., 2005). Varias espécies de mamiferos de comportamentos
distintos podem atuar como reservatorios, € assim também sdo para os flebotomineos vetores
e sua competéncia vetorial (Killick-Kendrick, 1990; Killick-Kendrick & Ward, 1981).

Alguns trabalhos tém auxiliado na melhor compreensdo da epidemiologia das
leishmanioses no estado de Minas Gerais em areas tanto em areas urbanas quanto em
ambientes silvestres com levantamentos de fauna de flebotomineos e mamiferos assim como
analises de infec¢do por Leishmania spp. nos mesmos. A fauna de flebotomineos ja foi
demonstrada por de Souza (2004) em Belo Horizonte, capital mineira, enfatizando uma
predominancia das espécies Ny. whitmani e Pi. monticola. Ainda no mesmo local, Ferreira et
al. (2015), estudaram a infec¢do mista por Le. braziliensis e Le. infantum na fauna de
mamiferos demonstrando possivel papel de hospedeiros e reservatérios em algumas espécies
das Ordens Rodentia e Didelphimorphia.

A fauna de flebotomineos e de mamiferos que possam desempenhar papel importante
na ecologia das leishmanioses no ambiente silvestre, rural e urbano ¢ bastante diversificada e,
ainda, os fatores ambientais juntamente do impacto das ac¢des tropicas tornam mais complexa
a elucidacdo 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

etal., 2015; Andrade et al., 2015).
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6.1 A fauna flebotominica na RPPNSC e a infec¢éo por Leishmania braziliensis

E vélido apontar que os municipios ao redor da RPPNSC apresentam consideraveis
densidades de Lu. longipalpis e Ny. whitmani, como foi encontrado em Bardo de Cocais e em
Catas Altas (Dados nao publicados). Ainda, em levantamentos realizados em colaboragao
com as secretarias de saude de cada municipio satélite da RPPNSC, foram detectados casos
humanos e caninos autoctones de leishmaniose, incluindo casos viscerais e cutianeos além de
um obito.

As espécies de flebotomineos observadas no presente estudo compdem uma fauna
similar encontrada em outros estudos realizados em areas silvestres e, também, em reservas
naturais. As grandes diversidades de espécies coletadas nesses ambientes representam um
perfil diferente do observado em areas urbanas (Massafera et al., 2005; Mestre et al., 2011;
Souza et al., 2009).

No Parque Estadual do Ibitipoca, regido com caracteristicas climaticas 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 climaticos destes locais como baixas
temperaturas e alta umidade do ar, possivelmente explicam o baixo nimero de individuos de
flebotomineos coletados em relagdo a outros estudos de fauna flebotominica (Campos et al.,
2013; Régo et al;. 2014).

Algumas espécies capturadas na RPPNSC ja 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, Falcao & 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; Régo 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 transmissdo nos ambientes silvestres.

A espécie mais abundante capturada no nosso estudo foi Ps. lloydi, que apresenta
ampla distribui¢do geografica sendo encontrado nos estados de Minas Gerais, Maranhao,
Parana, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Andrade Filho et al., 1997; Santos et al., 2007; Rebélo et
al., 2010). De acordo com Santos et al. (2007), a maioria das espécies do género
Psychodopygus ocorre somente em habitats silvestres, e Lainson & Rangel (2003) explicam
que algumas espécies deste género sdo importantes na transmissdo da forma cutanea 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 tém sido utilizadas para diagnosticar a infecgdo por Leishmania, ou
a presenga de DNA de Leishmania em vetores. O diagnostico padrdo ouro para esta doenga é
através da disseccdo da fémea de flebotomineos. Esta técnica tem a vantagem de se permitir a
observacao dos parasitos em suas formas flageladas e a posi¢do no trato digestivo do inseto,
entretanto, ¢ necessaria mao de obra qualificada e muita experiéncia e ainda ¢ uma técnica
que demanda bastante tempo, sendo necessario muitos espécimes analisados para se obter
dados significativos, como discutido por Brazil e Brazil (2003). Além disso, através deste

método ndo € possivel identificar o parasito em nivel de género e espécie o que requer
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1solamento em cultura ou analises moleculares do parasito para identificacdo, pois ha outros
tripanossomatideos que ndo Leishmania que podem ser encontrados em flebotomineos
(Forattini, 1973; Miles et al., 1983; Shaw et al., 2003; Saraiva et al., 2015). A segunda
ferramenta utilizada para diagnosticar infec¢des por Leishmania em vetores visa detectar
presenga a de DNA do parasito, como PCR convencional com diferentes alvos. Esta é uma
técnica bastante sensivel e altamente especifica, o que ¢ importante para estudos com
Leishmania porque a taxa de infec¢do em vetores ¢ relativamente baixa (Rocha et al., 2010).
Em nosso estudo, duas fémeas da espécie Ps. lloydi, coletadas em Dezembro de 2013, foram
detectadas com DNA de Le. (V.) braziliensis através da ITSI-PCR-RFLP, com taxa de
infecg¢do 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 nao 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 identificagdo de repasto sanguineo utilizando a técnica de PCR
amplificando o gene de cytb mostram, corroborando com Quaresma et al. (2012), que esta
metodologia ¢ uma boa ferramenta para identificar a fonte alimentar dos flebotomineos
ingurgitados. Sete amostras foram positivas nesta metodologia e as identificagdes foram
coerentes com os locais de coleta. Todas as amostras foram identificadas como sendo de Sus
scrofa, o porco domesticado, que provavelmente sdo provenientes dos porcos criados no
chiqueiro localizado no ponto de coleta 7, na Fazenda do Engenho, aonde todas as amostras

de flebotomineos alimentados foram capturados. Na literatura ndo encontramos registro dos
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flebotomineos se alimentarem em suinos, apesar de haver de relato de infec¢ao 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 distribui¢do geografica e abundancia da espécie de flebotomineos analisada no
local estudado e comportamento antropofilico para tal incriminag¢do, os meses de Dezembro
de 2013 a Fevereiro de 2014 foram os meses aonde observamos maior abundancia de
flebotomineos além de ser o periodo de condi¢des climaticas mais favoraveis para a existéncia
desses vetores na RPPNSC. Os flebotomineos infectados foram capturados em Dezembro de
2013 e, baseado em sua abundancia e distribuicdo, sugerimos que este periodo é o mais
propicio a ocorrer transmissdo da Leishmania neste ambiente, considerando assim este
periodo como o mais necessario de atencdo epidemioldgica em relagdo a transmissdo das
leishmanioses.

Os dados obtidos ate aqui fornecem um maior conhecimento sobre os flebotomineos
na RPPN Santuario do Caraga, uma vez que este ¢ o primeiro trabalho de levantamento de
fauna de flebotomineos no local. Além de poder auxiliar em estratégias de controle vetorial se

€aso necessario.

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

na RPPNSC.

Apesar de ndo ter relatos de casos de leishmanioses na RPPNSC, ¢ possivel que o
local exerca pressao sobre areas proximas em relagdo a doengas parasitarias que dependem de
vetores e reservatorios que estdo presentes nesta extensa e preservada area silvestre que
apresenta uma grande diversidade de fauna. Algumas espécies de mamiferos que ja foram

relatadas em um estudo no local (Talamoni et al., 2014) possam ter um papel importante na
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manuten¢do do ciclo silvestre de transmissdo da Leishmania, desde que estas espécies atuem
como reservatdrios para este parasita de multi-reservatorios (Andrade et al., 2015; Lima et al.,
2013; Ferreira et al., 2012; Brandao-Filho et al., 2003).

Este ¢ 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 baco, figado e pele. O que corrobora com alguns estudos
aonde foi observado parasitismo de Le. braziliensis ndo s6 na pele mas também em visceras
(Brandao-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 area endémica de leishmaniose cutdnea na regido de Amaraji, estado do
Pernambuco, nordeste brasileiro (Brandao-Filho et al., 2003). Em 2006 um isolado foi obtido
a partir de bago coletado de um Nectomys squamipes. O bago 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 enzimatica
como Le. (V.) braziliensis, zymodema Z-74 MNEC/BR/2006/NEC191 (Lima et al., 2013).

Observagao direta do parasito intracelular, como analises por imprint de tecidos em
laminas de microscopia, deveria ser o primeiro passo para identificar infecgdes por
Leishmania spp. pois ¢ uma metodologia que demanda pouco tempo e o resultado do
diagnéstico seria muito eficaz, entretanto, a sensibilidade ¢ altamente variavel (20% - 70%) e
requer bastante experiéncia para se obter resultados satisfatorios (Romero et al., 2010). Outra

metodologia de diagndstico ¢ a cultura em meio bifasico. A sensibilidade desta metodologia
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diminui a medida que o numero de parasitos diminuem também. Assim, o método de PCR
tem sido o diagndstico mais utilizado para identificar infeccdo por Leishmania spp. em
pequenos mamiferos ja que a carga parasitaria pode ndo ser alta o suficiente para ser detectada
em métodos de baixa sensibilidade. Através da analise por PCR-RFLP do HSP70 ¢ possivel
distinguir as espécies de Leishmania com alta precisdo além de ter a habilidade de detectar
parasitos em amostras clinicas. Este fato indica que esta metodologia poderia ser tomada
como o padrao ouro para identificagdo de espécies de Leishmania (Silva et al., 2010).

Nenhum dos animais capturados no presente estudo apresentava sinais clinicos de
leishmaniose tegumentar. Apesar de estudos anteriores mostrarem lesdes nos pequenos
mamiferos estudados que possam ter origem decorrente a infecgdo por Leishmania, ndo foram
observados supostos sinais clinicos de infec¢dao nos animais capturados em nosso estudo (ex.:
lesdes na pele) (Andrade et al., 2015). Este fato indica que estes pequenos mamiferos sdo
bons hospedeiros de Le. (V.) braziliensis e sugere, ainda, que este parasito esta adaptado a
varias espécies de pequenos mamiferos, provavelmente em razio de sua coexisténcia ao longo
do tempo (Lima et al., 2013).

Estudos que visam investigar os hospedeiros naturais do parasito Leishmania
geralmente sdo complicados devido as dificuldades de se trabalhar com espécies silvestres e
em relag¢do aos custos associados com trabalhos de campo de longo prazo (Silva et al., 2010).
Embora o envolvimento de roedores na manutengédo e transmissdo de Le. (V.) braziliensis seja
negligenciado pela saude publica e por pesquisadores, estas relagdes dos pequenos mamiferos
com ciclos silvestres das leishmanioses necessitam de analises criticas para atualizar as
estratégias de prevencgdo e programas de controle em areas endémicas e ndo endémicas para
leishmaniose tegumentar (Richini-Pereira et al., 2014).

Os isolados obtidos foram provenientes de pequenos mamiferos capturados nas trilhas

1, 5 e 6 (Figura 6), duas areas peridomiciliares ¢ 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
infec¢do por métodos moleculares em flebotomineos, da espécie Ps. lloydi, pela mesma
espécie do parasito isolado. Estes isolados nos reservatorios vertebrados foram obtidos em
Setembro de 2013 e a detecgdo do DNA de Leishmania nos flebotomineos foi realizada em
Dezembro de 2013. Diante disso, o periodo mais quente, que vai de setembro a janeiro, pode
ser considerado como o periodo mais importante, do ponto de vista epidemioldgico, para a
manutengdo e transmissdo da doenca em questdo uma vez que este periodo apresenta
condi¢des climaticas ideais para populacdes de flebotomineos e nesta época do ano ¢
encontrada uma diversa fauna de pequenos mamiferos que podem atuar como hospedeiros.

A curva de rarefacdo (Figura 11) indica que a riqueza de pequenos mamiferos
observada em nosso estudo ¢ semelhante entre as areas peridomiciliares ¢ de mata. Refutando
a hipotese de que a diversidade da fauna nas areas de mata poderia ser maior que a fauna nas
areas de peridomicilio.

A andlise realizada por Jackknife 1 (Figura 12), demonstra estabilidade ao final da
amostragem indicando que nosso esforco amostral foi suficiente para obter todas as espécies
naquela area estudada. O que ndo corrobora com o estudo de Talamoni et al. (2014) aonde a
autora registrou 23 espécies de pequenos mamiferos enquanto nos observamos apenas 8
espécies. Este fato é comum devido a diferenga comportamental e dos héabitos das espécies
silvestres fazendo necessaria a utilizacdo de varias metodologias distintas para uma
amostragem adequada destes animais.

Os resultados obtidos com nosso trabalho reforcam a necessidade de se realizar
estudos sobre as leishmanioses em areas silvestres uma vez que os ciclos da doenca e os
fatores ecologicos que os compdem nestes ambientes nao sdo completamente compreendidos

pelos 6rgdos de saude.
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Ambientes aonde sdo encontrados vetores que possam apresentar comportamento
antropofilico, potenciais reservatdrios e agentes etiologicos sdo alvos de atengdo especial em
relacdo ao risco de transmissdo de doengas infecciosas. No caso da RPPN Santuario do
Caraca, que recebe muitos visitantes de diversos locais do mundo por ano, existe a
possibilidade de migragao de leishmaniose através dos viajantes (Antinori et al., 2005; Pavli e
Maltezou, 2010).

Baseado em nossos achados, estudos continuos na RPPN Santuario do Caraga sdo de
grande importancia a fim de realizar um monitoramento das infec¢des na fauna local dos
pequenos mamiferos e de flebotomineos uma vez que ¢ uma area de atragdo turistica global e

poderia ser uma rota de migragao de doencas infecciosas para areas nao endémicas.
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7 CONCLUSOES

Com o presente estudo, podemos tomar as seguintes conclusdes:

Os fatores climaticos, temperatura e humidade do ar, podem influenciar na abundancia da
fauna de flebotomineos. Durante o tempo de coleta na area de estudo os meses de maior
abundancia foram os meses de maior temperatura, Dez/2013 — Fev/2014;

Le. braziliensis foi encontrada em tecidos extraidos de espécimes de mamiferos das espécies
Akodon cursor, Oxymycterus dasytrichus e Cerradomys subflavus sugerindo seu papel como
potenciais hospedeiros/reservatorios deste parasito em ambiente silvestre;

O achado de flebotomineos da espécie Psychodopygus lloydi com DNA de Leishmania
braziliensis em trilhas aonde foram obtidos isolados deste parasito, sugere que esta espécie de
flebotomineo tenha papel importante no ciclo silvestre da doenga;

Akodon cursor pode ser um importante reservatorio de Le. braziliensis na RPPNSC.
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ANEXOS
Anexo 1 - Licenca permanente para coleta de material zoolégico n® 15237-2 do

Ministério do Meio Ambiente (MMA).

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizag&o e Informagdo em Bicdiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 15237-2 Data da Emissdo: 29/11/2011 17:39
Dados do titular :
Nome: José Dilermando Andrade Filho CPF: 835.584 .546-34
Nome da Instituigao : CENTRO DE PESQUISAS R_ENE RACHOU-FIOCRUZ 3 CNPJ: 33.781.055/0008-01

Observacdes e ressalvas ]

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de récursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente € passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se desfinem ao estudo, a difusdo ou & pesquisa, estéo su eitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.
Allicenga permanente nao é valida para: a) coletaou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingdo; b) manutengao de
espécimes de fauna silvestre em cativeiro; ¢) recebimento ou envio de material biolégico ao exterior; e d) realizagao de pesquisa em unidade de conservago federal
ou em caverna. A restrigdo prevista no item d nao se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de

Protecdo Ambiental constituldas por terras privadas.

O pesquisador titular da licenga permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedicao de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicao, que constarso no comprovante de registro de expedicao para eventual apresentagao a fiscalizagao;

Esta licenga permanente NAQ exime o pesquisador titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, plblica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de

conservacio estadual, distrital ou municipal. 4
Esta licenga permanente nao podera ser utilizada para fins industriais ou esporti ou para izagao de i do processq de

licenciamento amblental de empreendimentos.
Este NAQ exime o pesqui or titular da de atender ao disposto na InstrugBo Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema

Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.
O pesquisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equij uando for o caso)
O 6rgao gestor de unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal poderd, a despeilo da licenga permanente & das autorizagdes concedidas pelo ICMBio,
estabelecer outras condigGes para a realizagéo de pesquisa nessas unidades de conservagao.
O titular de licenca ou autorizagac e os membros da sua equipe deverdio oplar por métodos de coléta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
a0 grupo laxondmico de interesse, evitando @ morte ou dano significativo a outros grupos; & empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagbes do grupo taxondmico de interesse em condicao in situ. :
O titular da licenca permanenie devera apresentar, anualmente, relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias ap6s o aniversario de
emissZio da licenga permanente.
O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como 0s membros de sua equipe, quando da violaggo da legislagao vigente, ou quando da inadequagdo,
omisséo ou falsa d o de i que idi a expedigdo do ato, podera, I decis&o motivada, ter a g0 ou licenca
|| suspensa ou revogada pelo ICMBic e 0 material biolégico coletado apreendido nos termos da legislagio brasileira em vigor.

Alicenga permanente sera valida enguanio durar o vinculo emp io do isador com a instituig8o cientifica a qual ele estava vinculada por ocasido da
|~ | solicitagdo.
Este documento nao dispensa o cumprimenio da legisiagao que dispoe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territdrio nacional, na
13 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ac conhecimento tradicional associado a0 patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica, .
bioprospeccio e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maicres informagdes em www.mma.gov.bricgen.
[ As atividades contempladas nesta izag@o NAQ pécies brasileiras de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de

espécies ameagadas de extingao, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagéo.

1
2
3

Ew |m‘~1 m}ml <

=3

Taxons autorizados
# Nivel taxonmica [ Téxon(s)

[ i
1| FAMILIA | Psychodidae |
2 |

Destino do material biolégico coletado
[# = Nome local destino I Tipo Destino

1
1| UFMG - UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS colegio =
CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ | colegao

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo 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/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbic).

Cédigo de autenticagdo: 36646273 ||"|H|"” ’"‘”H"H
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
- Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zooldgico

Numero: 15237-2 Data da Emissdo: 29/11/2011 17:39
Dados do titular
Nome: José Dilermando Andrade Filho I CPF: 835.584.546-34
Nome da Instituigio : CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ ‘ CNPJ: 33.781.055/0008-01

Registro de coleta imprevista de material biolégico _
De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biclégico ou de substrato n&o
contemplado na autorizagéo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicgo cientifica e, depositado,
 preferencialmente, em colegéo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIQ). -

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

" Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n°154/2007. Através do
codigo 'de autenticagio abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagdo: 36646273 “I“ml””"”'”l“l
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Anexo 2 — Aceite para depdsito de material flebotominico na Colecdo de Flebotomineos

do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz (FIOCRUZ-COLFLEB).

Ministério da Satde

Centro de Pesquisas René Rachou
| Centro de Referéncia Nacional e Internacional para Flebotomineos
1 _ Colecao de Flebotomineos

Belo Horizonte, 29 de maio de 2013-05-29

Declaro para os devidos fins, que a Colecéo de Flebotomineos do Centro de Pesquisas
René Rachou/Fiocruz recel_neré para deposto os flebotomineos que porventura sejam
coletados no Parque Santua’r%o do Caraca, referentes ao projeto “Estudo
ecoepidemiologico dos hospedeiros/reservatorios de Leishmania na regido do Santudrio

do Caraga, Minas Gerais”.

£ i

/ TEQNOLOGISTA - ruz

/ ;’ Sfape 1555636 v
all [

S v/

Atenciosamente,

1
£ /

José Dilermando Andrade Filho
Curador da Colegao de Flebotomineos

Coordenador do Centro de Referéncia Nacional e Internacional para Flebotomineos

Enderego: Avenida Augusto de Lima, 1715 - CEP 30.190-002 - Belo Horizonte, MG, Brasil
Telefone: + 55 XX (31) 3349-7756

E-mail da Colegdo: colfleb@fiocruz.br;

E-mail do Curador; jandrade@cpqrr.fiocruz.br

Fundagédo Oswaldo Cruz . FIOCRUZ/COLFLEB
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Anexo 3 — Submisséo do estudo dos flebotomineos para publicacdo em formato de artigo

na revista PLOS One.
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