Universidade de Sdo Paulo

Faculdade de Saude Publica

Aspectos ecologicos de flebotomineos (Diptera:
Psychodidae) no Parque Estadual do Jaragua na

cidade de Sao Paulo, Estado de Sao Paulo, Brasil.

Filipe Jonas Mattos Soares de Souza

SAO PAULO
2017



Universidade de Sdo Paulo

Faculdade de Saude Publica

Aspectos ecologicos de flebotomineos (Diptera:
Psychodidae) no Parque Estadual do Jaragua na

cidade de Sao Paulo, Estado de Sao Paulo, Brasil.

Filipe Jonas Mattos Soares de Souza

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Saude Pablica da
Universidade de So Paulo para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias.

Area de Concentracdo: Saude Publica

Orientadora: Prof?. Dr2. Eunice Aparecida Bianchi Galati

Versao Corrigida

SAO PAULO
2017



SOUZA, Filipe Jonas Mattos Soares de. Aspectos ecoldgicos de flebotomineos
(Diptera: Psychodidae) no Parque Estadual do Jaragua na cidade de S&o Paulo,
Estado de Sdo Paulo, Brasil. 2017. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em Saude Publica) —
Faculdade de Saude Pablica da USP, Séo Paulo, 2017.

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicdo:

Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicdo:

Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicao:

Julgamento:




Agradecimentos

A Deus por toda iluminacdo e forca que me da todos os dia da minha vida.

A Prof2. Dr.2 Eunice Aparecida Bianchi Galati, pela convivéncia, atencio, orientacio,
carinho e li¢bes ensinadas durante o mestrado, que contribuiram para meu crescimento
académico cientifico e intelectual.

Aos meus colegas do Laboratério de Entomologia em Saude Publica: Andreia
Brilhante, Cecilia Lavitschka, Fredy Galvis, Victor Lima, Marcia Bicudo, Priscila Sabio
e Rodrigo Godoy que de alguma forma contribuiram para o trabalho e minha formacéo.

Aos funcionarios do Labfauna do Cento de Controle de Zoonoses do municipio de Séo
Paulo (CCZ-SP), pelo auxilio no transporte, coleta e identificacdo dos exemplares
coletados no Parque Estadual do Parque do Jaragua.

A Dr.2 Elisa San Martin Mouriz Savani, do CCZ-SP, pelo auxilio na realizacdo da PCR
das amostras de flebotomineos e no exame de qualificagéo.

Ao Dr.° Delsio Natal pelo auxilio no exame de qualificagéo.
Aos membros da banca pela disponibilidade, compromisso e pelas corregdes.

Aos funcionarios, monitores e guardas do Parque Estadual do Jaragua pela ajuda na
execucdo do projeto.

A Fundacao Florestal do Estado de Sao Paulo pela autorizacdo para execucdo do projeto
no parque.

A Faculdade de Saude Publica da Universidade de S&o Paulo pela oportunidade da
realizacdo do curso de mestrado.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa
de mestrado.

Aos funcionérios do Instituto de Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosférica da USP
que prontamente atenderam ao meu pedido de informagdes sobre as condigdes
meteoroldgicas do municipio de Sdo Paulo.

A meu pai Jodo Soares de Souza, minha mae Maria José Mattos Soares, meus irmaos
Rodrigo Mattos Soares de Souza e Gisele Mattos Soares de Souza e minha familia pelo
apoio durante o curso.

A minha esposa Mara Sofia de Freitas e minha filha Anna Laura Freitas Mattos de
Souza pelo apoio, carinho e motivacdo durante todas as fases do mestrado.

Aos meus colegas de curso e professores que de alguma forma me ajudaram durante
esta jornada.



RESUMO

SOUZA, Filipe Jonas Mattos Soares de. Aspectos ecoldgicos de flebotomineos
(Diptera: Psychodidae) no Parque Estadual do Jaragua na cidade de Sao Paulo,
Estado de S&o Paulo, Brasil. 2017. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em Saude Publica) —
Faculdade de Saude Publica da USP, S&o Paulo, 2017.

As leishmanioses americanas sao zoonoses em que 0 homem é um hospedeiro acidental,
nas quais vérias espécies de Leishmania, de vetores e reservatorios (silvestres,
sinantrépicos ou domésticos) estdo envolvidas. Com a alteracdo da cobertura vegetal
nativa, varias regides do Brasil vém registrando mudancas no seu quadro
epidemioldgico, frequentemente envolvendo transmissdo peridomiciliar tanto na
leishmaniose visceral americana (LVA), tendo como agente etiolgico a Leishmania
(L.) infantum chagasi, como a leishmaniose tegumentar americana (LTA), com varias
espécies de Leishmania atuando como agentes. No municipio de Sdo Paulo casos
autoctones de LTA tém sido registrados nas proximidades da Serra da Cantareira,
todavia, vetores estdo presentes em outros parques publicos. A LVA tem como principal
vetor a espécie Lutzomyia longipalpis e o cdo doméstico, como o principal reservatorio,
e sua ocorréncia vem se expandindo através do territorio brasileiro. O Parque Estadual
do Jaragua estd localizado no municipio de Sdo Paulo em é&rea de confluéncia de
rodovias que percorrem a area de expansdo da LVA ou recebem fluxo de veiculos
destas rodovias. Tendo-se presente 0 panorama acima, investigou-se a fauna
flebotominea no Parque do Jaragua, quanto a diversidade e abundancia das espécies,
considerando ambientes impactados em maior ou menor grau, assim como a presenca
de infeccdo natural pela Leishmania sp. em flebotomineos, e para a espécie mais
abundante, sua distribuicdo mensal e ritmo horario noturno. As capturas ocorreram
quinzenalmente de setembro de 2015 a dezembro de 2016, utilizando armadilhas do tipo
CDC instaladas em oito pontos, e Shannon nas cores branca e preta instaladas na mata e
em peridomicilio. Fémeas coletadas nas armadilhas de Shannon e de um dos pontos
amostrados com CDC foram dissecadas e submetidas a a reacdo de Polymerase Chain
Reaction (PCR) para investigacdo de infeccdo natural por Leishmania spp. Foram

capturadas um total de 673 espécimes divididos em nove géneros e 15 espécies. Pi.



fischeri foi a espécie mais abundante nos diversos pontos de coletas e a Unica capturada
nas armadilhas de Shannon. Destaca-se a coleta de uma fémea semelhante a de Lu.
longipalpis. Na armadilha branca, ocorreram picos de Pi. fischeri das 19 — 20h e 00 —
01h e na preta das 22 — 23h e das 01 — 02h. Na armadilha branca, a atividade se
estendeu durante a noite toda e inicio da manhd, na preta, apenas até no horario das 02-
03h. Nas armadilhas CDC, a média de espécimes de Pi. fischeri por armadilha foi
mais elevada no inverno, mas as analises de Pearson e de Spearmanndo mostraram
correlacdo significante em relacdo a chuva mensal e temperaturas minima e maxima no
dia da coleta. Na investigacdo da infeccdo natural em flebotomineos néo foi detectada a
presenca de Leishmania spp. Apesar deste resultado, a dominancia de Pi. fischeri,
espécie antropofilica e suspeita de atuar na transmissao de agente de leishmaniose
tegumentar e visceral, assim como a sua presenca em mata e peridomicilio, com
atividade noturna coincidente com a da populagcdo humana, identifica-se possibilidades
e circunstancias de risco de transmissdo das leishmanioses na area. A presenga de uma
fémea semelhante a de Lu. longipalpis, indica a necessidade de mais estudos para
confirmacdo da espécie e avaliacdo de risco de instalacdo da LVA nessa area do

municipio.

Palavras-chave: Leishmanioses; flebotomineos; cidade de S&o Paulo; Parque do

Jaragud; vetores.



ABSTRACT

SOUZA, Filipe Jonas Mattos Soares de. Ecological aspects of sandflies (Diptera:
Psychodidae) in the Jaragua State Park in the city of S&o Paulo, State of Sdo Paulo,
Brazil. 2017. 63 p. Dissertacdo (Mestrado em Salde Publica) — Faculdade de Salde
Publica da USP, S&o Paulo, 2017.

American leishmaniases are zoonoses in which several species of Leishmania, vectors
and reservoirs (wild, synanthropic or domestic) are involved, and the man is considered
an accidental host. With the destruction of native vegetation, several Brazilian regions
have been registering changes in the epidemiological profile of these zoonoses which
often involve peridomestic transmission in both American visceral leishmaniasis (AVL)
and American cutaneous leishmaniasis (ACL). In the city of Sdo Paulo autochthonous
cases of ACL have been recorded in areas close to the reserve of the Serra Cantareira,
however, vectors have been registered in other state parks with residual forests. AVL,
having Lutzomyia longipalpis as main vector and domestic dogs as main reservoirs, is
spreading through the Brazilian territory. The Jaragua State Park is located in the
municipality of S&o Paulo in an area of confluence of highways that cross the route of
expansion of this disease or receive vehicular flows from these highways. Considering
this scenery, this study investigated the phlebotomine fauna in the Jaragué state Park,
regarding the diversity and abundance of the species, taking account the degree of
impact in the vegetation coverture, as well as the presence of natural infection by
Leishmania spp. in sand flies, and also the monthly distribution and nocturnal rhythm of
the most abundant species. Captures were undertaken from September 2015 to
December 2016, using CDC light traps installed at eight points, and Shannon traps in
the white and black colors installed in the forest and peridomicile. Females collected in
the Shannon traps and of one of the CDC trap were dissected and submitted to PCR for
investigation of natural infection by Leishmania spp. A total of 673 specimens were
collected, divided into 9 genera and 15 species. Pintomyia fischeri was the most
abundant species at several collection points and the only one caught in Shannon traps.
The collection of a female similar to that of Lutzomyia longipalpis is highlighted. Pi.
fischeri in the white trap presented peaks from 19-20 hr. and 0-1 hr., while in black, the
peaks occur from 22-23hours . and 1-2 hr. In the white trap, activity lasted all night and
early morning, and in the black only until 02-03hr. In the CDC traps, the average of
specimens of Pi. fischeri per trap was higher in the winter, but the Pearson and
Spearman analyses showed no significant correlation with monthly rainfall and
minimum and maximum temperatures on the day of collection. The investigation of the
natural infection in phlebotomines resulted negative for Leishmania sp. Despite this



result, the dominance of Pi. fischeri, an anthropophilic species and suspected of acting
on the transmission of ACL agent, as well as its presence in forest and peridomicile,
with nocturnal activity coinciding with that of the human population, identifies
possibilities and circumstances of risk of leishmaniasis transmission in the area . The
presence of a female similar to that of Lu. longipalpis indicates the need for further
studies to identify correctly the species and assess the risk of LVA installation in this
area of the municipality of Sdo Paulo and other neighbors.

Keywords: Leishmaniasis; Phlebotominae; Sao Paulo City; Jaragua Park; Vectors
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Introducdo:

1. As Leishmanioses:

As leishmanioses tém sido classicamente definidas como zoonoses em que 0
homem é um hospedeiro acidental. Participam de seus quadros epidemioldgicos, varias
espéecies de leishmanias, de flebotomineos, e reservatorios, mamiferos silvestres,
sinantrépicos ou domesticos. Em varias regides do Brasil, devido a fatores como a
alteracdo da cobertura vegetal, migracdo e crescimento populacional urbano
desordenado, vém registrando mudancas nos seus quadros epidemioldgicos. Este novo
perfil epidemiolégico vem sendo observado no Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul
do pais, devendo-se considerar, nesses casos, a existéncia de transmissdo peridomiciliar
(Rangel 1995). Algumas espécies de flebotomineos com capacidade de adaptacdo ao
ambiente domiciliar com intensa acdo antropica estdo associadas ao ciclo de
transmissdo da leishmaniose tegumentar americana (LTA) (figura 1) e leishmaniose
visceral americana (LVA) (fig. 2) (Gomes 1994, Lainson et. al.1994).

No Brasil, a LTA pode ser causada por sete espécies de Leishmania que causam
a infeccdo humana e pertencem aos subgéneros Leishmania e Viannia. As espécies L.
(L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis ocorrem em todas as regides, enquanto L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L.(V.) lindenbergi, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi sdo restritas
a regido Amazébnica.  Entre os seus reservatdrios encontra-se mamiferos de varias
ordens, tais como Rodentia, Carnivora, Marsupialia, Perissodactyla, Primata, entre
outras, e varias espécies de flebotomineos atuam como vetores, distribuidos
principalmente entre os géneros Bichromomyia, Lutzomyia, Migonemyia, Nyssomyia,
Pintomyia, Psychodopygus e Trichophoromyia, segundo a classificacdo de Galati
(2015).
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Figura 1 — Aspecto de uma leséo de leishmaniose tegumentar.

Fonte: WHO, 2017.

Fig. 2 — Aspecto de um paciente acometido por leishmaniose visceral.

Fonte: WHO, 2017

1.2. As leishmanioses no Estado de Sdo Paulo:

No Estado de Sdo Paulo, LTA é conhecida desde 1884, com transmissao em
areas florestais. Incidia, sobretudo, em areas sujeitas a acdo antropica, com sucessivos
desmatamentos em virtude da expansdo das plantacfes de café no século XIX, tendo
continuidade nas primeiras décadas do século XX, com a construgdo de rodovias e
ferrovias para transporte dos graos de café até a costa do Estado. Seguiu-se um declinio
da transmissdo no final da década de 50 (Tolezano, 1994). A regido sul do Estado,

considerada indene para a LTA, tornou-se endémica nos anos 70. Na década de 80 foi



15

considerada doenga re-emergente no Estado e sua transmissdo ndo mais diretamente
relacionada a ambientes florestais, como, historicamente, havia sido. Instalou-se assim,
um novo perfil de transmissdo, com surtos esporadicos isolados e espalhados em todo o
Estado, ocorrendo em areas rurais ou peri-urbanas. Nestas circunstancias, a transmissao
da LTA depende da adaptacdo dos potenciais vetores ao ambiente antropico e envolve
animais domésticos (Camargo-Neves, 2002). Segundo a Superintendéncia de Controle
de Endemias — Sucen, o principal agente etioldgico da LTA no Estado é a Leishmania
(Viannia) braziliensis e as espécies implicadas de atuarem como vetores na sua
transmissdo sdo Nyssomyia intermedia, Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani,
Migonemyia migonei e Pintomyia pessoali, incluindo-se Pintomyia fischeri como vetor
suspeito (Sucen, 2016). Leishmania (L.) amazonensis também tem sido encontrada em
reservatorios silvestres; todavia, isolados de um pequeno nimero de casos de LTA em
humanos tém sido atribuidos a este parasita no litoral norte do Estado (Tolezano et. al.,
1998). No entanto, o vetor conhecido deste parasita, Bichromomyia flaviscutellata, foi
registrada em uma area restrita no sul da costa e no oeste do Estado (Gomes et. al.,
2012).

A complexidade do quadro epidemioldgico da LTA no Estado de Sdo Paulo ¢
devida as diferentes manifestacdes clinica (forma cutanea, mucosa ou difusa) aliada a
diversidade de vetores que podem transmitir a mesma leishménia ou vice versa, a
mesma espécie de vetor podendo transmitir diferentes espécies de Leishmania
(Shimabukuro et. al., 2010). O encontro recentemente de Pi. fischeri e Mg. migonei com
alto indice de abundancia e antropofilia aponta para a possibilidade das duas espécies
estarem transmitindo a LTA na Serra da Cantareira (Moschin et. al., 2013). Além disto,
estas espécies infectaram-se experimentalmente por Leishmania braziliensis e

sobreviveram ao periodo de incubagéo extrinseco (Diniz et. al., 2014).

A LVA tem como agente etioldgico a L. (L.) infantum chagasi, tendo Lutzomyia
(Lutzomyia) longipalpis como principal vetor no Brasil e o cdo doméstico, como
principal reservatorio. A doenca apresenta ampla distribuicdo geogréafica, porém sua
ocorréncia que ha poucos anos era registrada somente nas regides Norte, Nordeste,
Centro-Oeste, Sudeste foi notificada na regido Sul, nos estados do Rio Grande do Sul e
Parana (PORTAL G1, 2015). Nos anos 90, aproximadamente 90% dos casos
notificados de LVA ocorreram na Regido Nordeste. Na medida em que o padrédo de

transmissdo apresentou mudancas, a doenca se expandiu para as outras regides e atingiu
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areas urbanas e periurbanas de cidades de medio e grande porte do pais. Instalou-se em
capitais federativas como: Fortaleza, Natal, Sdo Luiz, Teresina, Belo Horizonte, Campo
Grande, Palmas e Rio de Janeiro, e na periferia de cidades de médio e grande porte
como: Santarém (Para), Montes Claros (Minas Gerais), Corumba (Mato Grosso do Sul),
Aracatuba (Sao Paulo) e Sdo Borja (Rio Grande do Sul). Com isso, no periodo de 2000
a 2002, a Regido Nordeste apresentou uma reducdo para 77% dos casos do pais
(BRASIL MS/SVS, 2006).

No Estado de Séo Paulo, a infeccdo humana de LVA na regido sul da Grande
Sdo Paulo e com suspeita de autoctonia foi relatada no final da década de 70 e inicio da
de 80; no entanto, a investigagdo ndo revelou a presenca do vetor, Lutzomyia
longipalpis e de outros elementos do quadro epidemiolégico (lversson et. al., 1979;

1982). Portanto, até o final da década de 90, apenas a LTA era considerada autdctone.

A presenca de Lu. longipalpis, em areas rurais do Estado de S&o Paulo, desde a
década de 70, inclusive na Grande Sao Paulo, no municipio de Pirapora do Bom Jesus,
foi relatada por Forattini et. al. (1976), porém, foi apenas em 1997 que se constatou a
Sua presenca na area urbana. Isto ocorreu no municipio de Aracatuba na regido noroeste
do Estado (Costa et. al., 1997). No ano seguinte, foram diagnosticados 0s primeiros
casos caninos nessa cidade e, em 1999, os primeiros casos humanos, cuja etiologia se
atribuiu a L. (L.) infantum chagasi. Apds isto, tem sido detectada a rapida expansdo do

vetor e da doencga canina e humana em sentido oeste-leste do Estado (Casanova, 2015).

Nesta expansdo, destaca-se a ocorréncia da leishmaniose visceral em cées e em
felinos na regido oeste da Grande S&o Paulo, nos municipios de Embu das Artes e Cotia
(Savani et. al., 2005). Todavia, diferentemente do que ocorre na regido noroeste do
estado, onde a transmissdo se da em ambiente tipicamente urbano, nesta regido da
Grande S&o Paulo, a doenga animal tem sido associada a reas com a presenca de matas
residuais, podendo-se considera-las como de transicdo entre urbano e rural. As
pesquisas sobre flebotomineos em focos de transmissédo do municipio de Cotia e Embu
das Artes (Silva, 2005, Galvis, 2011) ndo revelaram a presenca de Lu. longipalpis e as
espécies capturadas ainda apresentam estreita dependéncia de matas, com predominio
de Pintomyia fischeri (Pinto, 1926), Migonemyia migonei (Franga, 1920), Pintomyia
monticola (Costa Lima, 1932) e Psychodopygus lloydi (Antunes, 1937).
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O Estado de Sao Paulo, segundo Casanova et. al. (2015), era considerado livre
de casos autoctones de LVA até o final da década de 90, e o vetor Lutzomyia
longipalpis, embora identificado no Estado na década de 70, inclusive no municipio de
Pirapora do Bom Jesus, localizado na regido noroeste da Grande S&o Paulo, tinha sua
ocorréncia restrita a areas rurais (Forattini et al. 1976). Lu. longipalpis foi encontrada
em 1997 em é&rea urbana do municipio de Aracatuba no oeste do Estado (Costa et al.,
1997), onde, em 1998, foi diagnosticado caso canino da doenga autoctone e, em 1999,
0 primeiro caso humano (Casanova et. al., 2015) . A partir de entdo, a LVA canina e
humana vem se expandindo no Estado e a presenca do vetor tem sido evidenciada em

areas urbanas de muitos municipios.

De acordo com o Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(2006), os municipios sdo classificados em dois grandes grupos em relacdo a
transmissdo da doenca: com transmissdo (presenca de casos autdctones) e silenciosos
(sem transmissao). Os municipios silenciosos, quanto a presenca do vetor se subdividem
em receptivos (com a presenca do vetor) e ndo receptivos (auséncia do vetor), ambos
podendo ser vulnerdveis ou ndo. A vulnerabilidade se caracteriza pela possibilidade de
circulacdo de fontes de infeccédo, e 0 seu grau dependera da proximidade com area com
transmissdo, fluxo migratério e de transporte. No Programa de Controle da LVA do
Estado de S&o Paulo, a expansao da doenca € estimada por dois valores: a) contiguidade
(resultante da proximidade com municipios com transmissdo da LVA humana ou
canina) e b) em saltos (relacionada com o fluxo migratorio e/ou transporte a partir de
municipios com transmissdo). Os dois valores de distancia para a selecdo dos
municipios vulneraveis sdo definidos pela Secretaria de Estado de Saude. Portanto, 0s

municipios podem ser assim classificados: Silenciosos ndo receptivos ndo vulneraveis;

Silenciosos ndo receptivos vulnerveis; Silenciosos receptivos ndo vulnerveis; e

Silenciosos receptivos vulneraveis. Sao classificados Em investigacdo 0s municipios

silenciosos, independente da receptividade ou vulnerabilidade, com notificacdo de caso
humano ou canino clinicamente suspeito, aguardando conclusdo de outros itens da
investigacdo epidemiologica ou com cdo positivo para Leishmania sp no exame
parasitologico direto ou reagente na sorologia para anticorpos anti-Leishmania e

aguardando conclusdo de outros itens da investigacdo epidemiologica (SES, 2006) .
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1.3.As leishmanioses na cidade de Sdo Paulo:

Recentemente, Silva (2015) detectou a presenca de cdes com infecgdo por L.
infantum chagasi em area proxima ao Parque Estadual do Jaragud, no interior deste
parque e no parque Anhanguera, adjacente ao primeiro. Também coletou uma fémea
muito semelhante a de Lutzomyia longipalpis no Parque Jaragua. Estes dois parques
estdo localizados no municipio de S&o Paulo em &rea de confluéncia de rodovias que
percorrem a &rea de expansdo da LVA ou recebem fluxo de veiculos destas rodovias
(Presidente Castelo Branco e Anhanguera) que se conectam com o Rodoanel Mario
Covas, adjacente ao parque (fig. 4). Embora existam registros de casos humanos no
municipio de S&o Paulo, os mesmos ndo sdo considerados autdctones; desta forma, o

municipio é classificado como silencioso vulneravel ndo receptivo (SES, 2006).

A LTA na Grande Sao Paulo tem sido associada a fragmentos de Mata Atlantica,
onde os habitantes séo infectados esporadicamente. O registro de casos autoctones nas
proximidades da Serra da Cantareira e a identificacdo de vetores conhecidos nos
parques ecoldgicos da cidade de Sdo Paulo indicam a existéncia de risco em contrair
LTA aos frequentadores dessas areas remanescentes de mata (Moschin, 2013; Castelo,
2015).

Segundo os ultimos dados do SINAN, de 2014 a 2016 a cidade de S&o Paulo registrou

01 caso confirmado a cada ano.

1.4.0s vetores:

Sdo dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Possuem corpo
revestido por cerdas, segmentos antenais longos, asas em formato lanceolado e aparelho
bucal apresentando probdscide adaptada para picar e sugar (fig. 3). Possuem habitos
crepusculares e noturnos, se estendendo até o inicio da manhd, e em ambientes onde a
incidéncia de luz é baixa podem apresentar atividade diurna. A expansédo das atividades
humanas, e consequente destruicdo das matas, além da construcdo de hidrelétricas,

migracdes e atividades que levem a alteracdo do ambiente podem possibilitar que os
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flebotomineos alterem seus habitos e se adaptem a novas condigdes, estabelecendo um
maior contato com humanos (Galati, 2003).

Os fleb6tomos além de atuarem na transmissdo de varias espécies de Leishmania
podem veicular diversos arbovirus e a bactéria Bartonella bacilliformis (Battisti, 2015).
A transmissdo destes agentes se da pelo habito hematofagico das fémeas, que
necessitam do sangue de vertebrados para a maturagdo dos seus ovarios. No caso da
leishmaniose, ao se alimentarem de um animal vertebrado reservatério do protozoario,
podem se infectar. A leishmania sofrera diferenciacdo e multiplicacdo no tubo
digestorio da fémea até atingir a forma infectante para os vertebrados (periodo de
incubacdo extrinseco). Simultaneamente a isto, ocorre o processo de digestdo do sangue
e maturacdo de seus ovarios para posterior oviposicdo. As fémeas infectadas, nas quais
0 parasita sobreviveu ao periodo de incubacdo extrinseca e a oviposicao sdo aquelas que

estardo aptas a transmitir o parasita (Forattini, 1973).

Fig. 3 — Exemplo de espécime de flebotomineo

Fonte: WHO, 2017.

1.5.Justificativa

A compreensdo da dindmica de transmissdo do parasito é regida pelo
conhecimento dos diferentes aspectos da biologia desses insetos vetores e sua interagéo
com os hospedeiros e meio. Assim, sd80 necessarias investigagbes que procurem
esclarecer se de fato a fémea coletada no Parque Jaraguad é de fato a de Lutzomyia

longipalpis. Também € de relevancia o estudo da abundéncia desta espécie e das outras
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da fauna flebotominea, considerando ambientes impactados em maior ou menor grau ,
assim como a presenca de infeccdo pela Leishmania em flebotomineos, a sazonalidade e
ritmo horario noturno das espécies. Com isto pode-se melhor compreender fatores de
risco associados aos vetores nessa regido que é uma area vulneravel a transmissao da

LVA e com potencial de transmissdo de LTA.
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2 Objetivo Geral

e Investigar a fauna flebotominica no Parque Estadual do Jaragua, em relacdo a
infeccdo natural de suas espécies por Leishmania spp. e seus aspectos

comportamentais.

2.1. Objetivos especificos

e Estimar a diversidade, riqueza, abundéncia e equitabilidade das espécies
capturadas em pontos com maior ou menor impacto antropico;

e Investigar a distribuicdo mensal/sazonalidade e frequéncia horéria das espécies
de flebotomineos potencialmente transmissoras de Leishmania spp.;

e Investigar a infeccdo natural por Leishmania spp. em fémeas de flebotomineos;

3. Material e Métodos

3.1. Area de estudo

O Parque Estadual do Jaragua (fig. 4) esté localizado no bairro do Jaragua, na
regido noroeste do municipio de Sdo Paulo e possui como bairros vizinhos Perus e
Pirituba, além do municipio de Osasco. O parque esta localizado nas proximidades do
trecho oeste do Rodoanel Mario Covas (SP- 021) que liga as marginais Pinheiros e
Tieté a regido Metropolitana de Séo Paulo. Localiza-se também proximo as rodovias
gue ligam o Gasoduto Bolivia-Mato Grosso do Sul ao oeste do Estado e demais areas
gue vem se mostrando como rotas de expansao da transmissdo da LVVA no Estado de
Séo Paulo (Silva, 2015).

Nas imediacOes do Parque, proximo a Estrada Turistica, encontra-se a Aldeia
Guarani Tekoa Pyau (fig. 4), também conhecida por Aldeia Jaragua-Itu, composta por
mais de 800 moradores ¢ ¢ subdividida em “parte de cima” (localizada mais préxima da
Rodovia dos Bandeirantes) e “parte de baixo” (ao lado do parque). A aldeia tem
saneamento basico deficiente e possui muitos cdes, sendo conhecida como ponto de

abandono desses animais. Como o cdo é um reservatorio conhecido de LVA, o
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monitoramento do entorno do parque é de extrema importancia, pois casos caninos de

LVA podem preceder casos humanos (Schimming, 2012).

Fig. 4 — Mapa do Parque Estadual do Jaragua mostrando o entorno e as trilhas.

Trnlhg,.do Pai Zé (pico) d
Pico do Jaragua

JEstrad‘a Turistica
Trilha do Siléncio ™

SACIEP 348
Aldeia Tekoa Riau= *

i COE 5
Image © 2016 DigitalGlobe : {H‘ o o
S - \ o~ Google E‘z\arth

Data das imagens: 8/16/2016  23°27'21.07"S%46°45'44.67"0 \elev, 916'm  * altitude do ponto de visdo 5.14 km

(Adaptado de Google Earth)

O Parque Estadual do Jaragua possui aproximadamente 492 hectares abrigando
um dos ultimos remanescentes de Mata Atlantica da Regido Metropolitana de Sao
Paulo. Criado em 1961 a partir de uma fazenda, 0 parque possui uma riqueza em
espécies nativas de flora e fauna como saguis, macacos-pregos, ipés-amarelos, entre
outros. Suas trilhas e montanhas atraem muitos turistas interessados em turismo

ecologico (Secretaria de Meio Ambiente, 2010).

O Parque recebe diariamente a visita de escolares, religiosos, pessoas
interessadas em corridas, caminhadas e trilhas. Suas visitas podem ou ndo serem
guiadas pelas trés trilhas: da Bica, do Pai Zé e do Siléncio. Outro ponto turistico muito
visitado € a trilha para o Pico do Jaragua (Pai Z¢), onde se encontra 0 ponto mais alto da

cidade.
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3.2. Coleta de flebotomineos

As coletas foram realizadas quinzenalmente, das 18:00 as 10:00 horas, durante
16 meses consecutivos de Setembro de 2015 a Dezembro de 2016 (com exce¢do de
dezembro de 2015, que foi mensal), com armadilhas luminosas do tipo “CDC light
traps” (fig. 5) e armadilhas de Shannon, nas cores branca e preta. (fig. 8), em ambiente
antrépico (fig. 7) e de mata (fig. 6).

As armadilhas tipo CDC foram instaladas em locais com maior ou menor
impacto antropico. Em uma das armadilhas, a cdmara coletora foi substituida por uma
gaiola de Nylon (25x25x25 c¢cm) na qual os espécimes coletados permaneceram mais
protegidos da corrente de vento e com maiores chances de estarem vivos quando a
armadilha foi desligada. Esta gaiola foi levada ao Laboratério de Entomologia em
Saude Publica (LESP), da Faculdade de Saude Publica da Universidade de So Paulo
(FSP-USP) para dissec¢do das fémeas e investigacdo da infec¢do natural por flagelados
em seus tubos digestdrios. Os espécimes coletados nas outras armadilhas foram triados

e identificados pelo Labfauna no Centro de Controle de Zoonoses de Sao Paulo (CCZ).

Nas armadilhas de Shannon um coletor fez a coleta por busca ativa utilizando
capturador de Castro. A cada hora, os espécimes coletados foram separados em frascos
individuais. Os exemplares coletados foram transportados para o0 LESP onde os machos
foram clarificados segundo processo descrito por Forattini (1973) e identificados
seguindo-se a chave da Galati (2015), e as fémeas dissecadas para investigacdo da
infeccdo por flagelados e identificacdo da espécie. A abreviacdo no nome dos géneros

foi feita de acordo com Marcondes (2007)



Fig. 5 — Exemplo de armadilha do tipo CDC
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Fig. 8 — Exemplo de armadilha de Shannon

3.2.1.Pontos de coleta

Foram amostrados um total de 10 pontos de coleta (8 com CDC e 2 com

Shannon) em &reas de maior ou menor impacto antropico descritos a seguir (tabela 1):

Tabela 1 — Caracteristicas e tipos de areas amostradas:

Tipo de Impacto Caracteristicas

Sem acdo antrépica; nenhum ou fluxo
restrito de pessoas (funcionarios do
Baixo parque)

Baixa a média a¢do antrdpica, pode
possuir alguma construcdo; Baixo fluxo de
Médio pessoas e animais

Alta agdo antroépica, possui construgdes e
Alto médio a alto fluxo de pessoas e animais

e CDC1: mata - Trilha do Siléncio; ponto de menor impacto antrépico; localizado
nos fundos da trilha onde s6 é permitida a entrada de funcionarios para

manuten¢do de caixas d’agua. A armadilha permaneceu durante todo o estudo;
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CDC2: mata - Trilha do Siléncio; ponto de menor impacto antropico; localizado
no inicio da parte final da trilha, onde sé é permitida a entrada de funcionarios
para manuten¢do de caixas d’agua. A armadilha permaneceu durante todo o
estudo;

CDC3: mata - Trilha do Siléncio; ponto com médio impacto antropico;
localizado no inicio trilha, colocada em um galho de uma arvore préximo a
entrada da trilha. A armadilha permaneceu até marco de 2016;

CDC4: Trilha da Bica; ponto de médio impacto antrdpico; localizado a 50m do
inicio da trilha. A armadilha permaneceu até marco de 2016;

CDCS5: Galinheiro da Trilha da Bica; ponto de alto impacto antrépico; localizado
em uma casa dentro do parque com a armadilha voltada para a Trilha da Bica. A
armadilha se iniciou em outubro de 2015 e permaneceu até o fim do estudo;
CDC6: Localizado nos fundos da administracdo; local com baixo impacto
antropico; proximo a bananeira e locais de depdsito organico. A armadilha se
iniciou em agosto de 2016 e permaneceu até o fim do estudo;

CDC7: Casa da Dona Maria, localizada préximo a aldeia na Estrada Turistica do
Jaragua; local de médio impacto antropico; proximo a bananeiras e um pequeno
curso de agua. A armadilha se iniciou em setembro de 2016 e permaneceu até o
fim do estudo;

CDCS8: Aldeia, localizada no charco formado por curso de agua ao lado da aldeia
na Estrada Turistica do Jaragud; local de médio impacto antrépico. As coletas
neste ponto iniciaram em setembro de 2015 e permaneceu até janeiro de 2016;
Shannon: mata: ponto de menor impacto antropico, localizado na parte final da
Trilha do Siléncio, onde s6 é permitida a entrada de funcionarios para
manutengdo de caixas d’agua. Localizado entre a CDC1 e a CDC2. A armadilha
permaneceu durante todo o estudo;

Shannon: peridomicilio, localizado préximo & administragdo do parque; ponto
de alto impacto antrépico e de um banheiro pablico. A armadilha permaneceu
durante todo o estudo.
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Além destas capturas regulares, também foram feitas aspiracdes esporadicas no
banheiro publico e em um tronco de arvore proximo no inicio da Trilha do Siléncio, no

peridomicilio.

3.3. Investigacao da infeccdo natural por flagelados em flebotomineos

A pesquisa foi feita segundo a metodologia de Ryan et. al. (1987), na qual as
fémeas foram dissecadas em estereoscopio com auxilio de dois estiletes sobre laminas
esterilizadas (colocadas na estufa por 12 horas a 150 °C) em uma gota de solucdo de
salina estéril. Com o auxilio dos estiletes, separou-se a cabeca do resto do corpo. A
seguir, foi feita uma pequena incisdo entre o 8° e 9° tergitos, e com movimento em
ziguezague e leve tracdo da terminalia em sentido oposto ao do térax, o tubo digestério
e espermatecas foram expostos. Apés este procedimento, foi colocada uma laminula
sobre a gota de salina contendo o tubo digestério e demais partes do inseto. Sob
microscopio, em aumento de 400 vezes, foi realizada a identificacdo da espécie do
flebotomineo com base na morfologia das espermatecas e outras partes do corpo,
quando necessario e observacdo do tubo digestdrio na busca por flagelados. As fémeas
dissecadas para a investigacdo de flagelados foram acondicionadas em pequenos tubos
do tipo Eppendorf com alcool absoluto, em pools ou isoladamente, segundo data, tipo
de coleta, local e espécie, para posterior analise molecular por PCR (Polymerase Chain

Reaction).
3.3.1. Testes moleculares para identificagio de Leishmania

A realizacdo dos testes moleculares foi realizada no Centro de Controle de
Zoonoses do municipio de Sdo Paulo. A extracdo do DNA seguiu o protocolo
estabelecido por Savani (2004), onde os tubos contendo as amostras de flebétomos do
campo sofreram uma centrifugagcdo por 10 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e o sedimento foi adicionado a uma solucéo salina tamponada de 500ul (7
mM Na,HPO,4, 26 mM NaH,PO,, 130 mM NaCl), para a realizagdo de uma
homogeneizacdo e uma nova centrifugagéo. O processo de lavagem foi feito por duas
vezes, onde ao fim de cada processo, o0 sobrenadante retirado.

Com o sedimento ressuspendido em 200 ul de TE (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM
EDTA pH 8,0), houve uma homogeneizacdo e uma maceracao, para posterior adi¢do de
1% de Sodio-dodecil-sulfato (SDS) e 100 pg/ml de proteinase K, para uma leve
homogeneizacéo e incubagéo a 42°C por duas horas.
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Um volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (na proporgéo 25:24:1) foi
adicionado a mistura para nova homogeneizacdo e centrifugagdo a 12000 rpm por 5
minutos na centrifuga refrigerada. A fase aquosa foi retirada com cuidado para ndo
atrapalhar a interface e foi colocada em novo microtubo, para o qual foi acrescentado
outra vez um volume de solucdo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. O
procedimento foi realizado por trés vezes. Acrescentou-se a amostra 1 volume de
cloroférmio com alcool isoamilico (24:1), a nova fase aquosa foi retirada para um
microtubo diferente, sendo o processo realizado por 3 vezes.

Esta Gltima fase aquosa teve adicdo de 0,3M de acetato de sodio e 2,5 volumes
de alcool etilico absoluto gelado, para ser armazenada “overnight” em freezer a —20°C.
A amostra refrigerada sofreu uma nova centrifugacdo por 10 minutos a 12000 rpm e o
precipitado passou por uma lavagem com 500 pl de alcool etilico 70% gelado para
depois secar a temperatura ambiente e sofrer uma nova ressuspensdo com 20 ul de TE.
A amostra de DNA foi armazenada em freezer a —20°C até o momento da realizacdo da
PCR.

Como sequéncia alvo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a regido
escolhida foi a do DNA ribossomico (rDNA), que codifica a subunidade menor do
ribossomo (SSU). Esta regido contém uma ampla variedade de regibes conservadas, que
permite a identificacdo do género e dos subgéneros de Leishmania (ULIANA et al.,
1994). Para isto, foram utilizados os oligonucleotideos S4 (5'- GAT CCA GCT GCA
GGT TCA CC -3') e S12 (5- GGT TGA TTC CGT CAA CGG AC -3'),que na sua
amplificacdo gera um fragmento de 520 bp.

Para a realizacdo da PCR, o volume final tinha 50 ul onde, 2 ul eram do DNA
amostral (20ng), 1X de enzima tampdo, 2 mM cloreto de magnésio, 0,2 mM
deoxinucleotideos trifosfatos, 0,2 uM de cada oligonucleotideo utilizado e 2 U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen Recombinant Brazilian). Para o controle positivo, foram
incluidos 40 ng de DNA de L. (L.) infantum chagasi e como controle negativo, dgua
bidestilada autoclavada ou TE.

As reacOes da PCR foram iniciadas em termociclador (Biorad) com um ciclo de
desnaturacdo a 94 °C por 3 minutos, depois 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 50°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto, e apds o fim da reacdo, foi realizada uma extensdo final
por 7 minutos a 72°C. A analise foi feita por eletroforese em gel de agarose a 2,0% num
tampdo TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 2mM EDTA pH 8,0) corado com brometo de
etideo 0,3 ug/ml, e uma diferenca de potencial de 3 a 5 V/cm até que o azul de
bromofenol do tampdo de amostras (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de
xilenocianol, 15% de ficoll tipo 400) percorresse mais de dois tercos do gel. Como
padrdo de tamanho molecular foi utilizado 100 bp DNA ladder (Gibco-BRL). A
observacgdo das bandas no gel foi feita sob luz ultravioleta e fotografadas com camera
fotografica.
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Foi realizada uma segunda PCR (Nested-PCR) utilizando como molde o produto
da primeira, com os oligonucleotideos S17 (5'- CCAAG CTGCC CAGTA GAAT -3 e
S18 (5'- TCGGG CGGAT AAAAC ACC- 3). A segunda reagdo foi feita com
desnaturacdo de 94 °C por 4 minutos, seguindo-se 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C
por 1 minuto e 72°C por 30 segundos, seguindo as mesmas condi¢des descritas
anteriormente, usando como DNA alvo 1ul da primeira reagdo com o0s
oligonucleotideos S4 e S12. A anédlise do produto foi realizada conforme descrito
anteriormente e o fragmento amplificado nesta PCR foi de aproximadamente 490 bp.

3.4. Dados climaticos.

Os dados referentes a precipitagdo mensal e temperaturas foram obtidos para o
municipio de S&o Paulo, para o periodo de estudo, junto ao Instituto de Astronomia,

Geofisicas e Ciéncias Atmosféricas da Universidade de Sdo Paulo (IAG/USP).

3.5. Analise estatistica

Para as analises estatisticas foram utilizados os seguintes indices: indice de
abundancia de espécies padronizado (IAEP), média geométrica de Williams, indice de
Shannon e indice de Pielou, além da porcentagem. O IAEP corresponde a abundancia
de uma determinada espécie em relacdo as demais num determinado espago e tempo.
Em seu célculo, é considerado o nimero de individuos capturados de cada uma das

espécies, em cada um dos pontos amostrais de um determinado local e periodo.

A abundancia, diversidade e equitabilidade das espécies foi obtida pelas coletas
com CDC.

Para o calculo da abundancia das espécies de flebotomineos, utilizou-se o indice
de Abundancia das Espécies (IAE), conforme Roberts & Hsi (1979), seguindo a

férmula;

a+Rj

IAE =
K

sendo:
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a =numero de pontos de captura em que a espécie esteve ausente X c;

¢ = maior valor obtido no “ranking” das espécies, segundo suas frequéncias em cada
ponto de captura, considerando todos os pontos + 1.

Rj = somatoria das posi¢des no “ranking” de cada espécie;

K = numero de pontos de captura.

Convertendo-se os valores obtidos de IAE em uma escala entre 0 e 1 obtém-se o
indice de Abundancia Padronizado (IAEP). Neste indice, o valor 1 ou mais proximo de
1 corresponde ao da espécie mais abundante e o mais proximo de 0 ao da menos

abundantes. A férmula para o calculo do IAEP é:

¢ —IAE

IAEP =
c—1

A Média geométrica de Williams é uma média geométrica modificada, sendo
assim, uma medida de tendéncia central que reflete a frequéncia e a regularidade das
espécies nas coletas (Haddow, 1960). Foi utilizada para avaliar a atividade da espécie

mais abundantes.

A férmula utilizada para o célculo é:

> log(y1+1)+log( y2 +1)...log( yn +1) |

Xw =| anti log N -1

Onde y € cada valor de uma série de N observagdes.

O indice de Shannon é utilizado para analisar a diversidade de espécies em um
determinado ambiente. Seu calculo estabelece a relacdo entre o nimero de espécies e 0

numero de individuos capturados em um determinado ponto, permitindo a comparacao
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entre eles, pois um pode apresentar maior riqueza em espécies que outro, mas nao

necessariamente em individuos, por unidade de &rea. Sua férmula é:
H = - Z pi In (pi), onde:
pi = proporcao de espécimes encontrada da enésima espécie

Quando apenas uma espécie predomina absolutamente, H é menor do que
quando varias espécies contribuem substancialmente e, quando a proporg¢éo das espécies

é a mesma para todas as espécies, H apresenta 0 maximo valor possivel.

O indice de Pielou é uma medida de propor¢do em que cada espécie contribui na
comunidade de um determinado ponto. Quando todas as espécies apresentam a mesma
proporcéo de individuos tem-se a maxima equitabilidade. Todavia, esta situacdo nao é

muito comum de ocorrer. Assim, Pielou introduziu a seguinte medida:

_H
T Ln(s)

J

onde, S = n° de espécies e H = indice de Shannon, como uma medida de equitabilidade
ou de dominancia. Quanto apenas uma espécie ou poucas delas sdo dominantes, o valor
de J é baixo. Quando houver uma proporcdo mais igualitaria entre as espécies, o valor
de J sera maior (Hayek, 1997).

A frequéncia foi dada por porcentagem (%) que é a fracdo de um numero inteiro
expressa em centésimos. Serve para distinguir a quantidade de valores pela quantidade
total de valores, sendo sua formula:

Quantidade
_—

100
Total

A taxa de infecgdo natural foi expressa pelo numero de pools positivos em

relacdo ao numero total de insetos testados, multiplicado por 100. Sendo a sua formula:

n? de pools positivos

TI= x 100

n? de insetos testados
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Os dados foram explorados para encontrar significancia em alguns dos
resultados obtidos.

O teste de de Pearson foi utilizado para medir o grau de correlagdo entre
variaveis, onde seu coeficiente varia entre -1,0 e 1,0. O coeficiente é obtido através da
divisdo das covariancias pelos produtos dos desvios padrdo. Correlacdes de valor 0,7 a

0,9 (positivos ou negativos) sugerem forte significancia.

O teste de Spearman € uma correlacdo ndo-paramétrica utilizada quando o
conjunto de dados obtidos ndo possuem uma relagdo no formato de curva crescente ou

decrescente.

Os testes de Pearson e de Spearman foram realizados para investigar possivel
correlacdo entre as médias obtidas de Pintomyia fischeri por armadilha CDC instaladas
nos 5 pontos constantes durante o estudo (representados por dois na Trilha da Bica e
trés na Trilha do Siléncio) e as variaveis climaticas: precipitacdo mensal, minima e

maxima das temperaturas nos dias de coleta.

O qui-quadrado (X?) foi utilizado para comparar a frequéncia de espécimes de
Pi. fischeri coletados na armadilha de Shannon preta e branca.

As analises foram feitas no programa Microsoft Excel versdo 2010 e as
correlagdes no IBM SPSS Statistics versdo 23. Como nivel de significancia foi
utilizado P < 0,05.
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4. Resultados

Durante dezesseis meses consecutivos de coleta com o uso de armadilhas do tipo
CDC e de Shannon das cores branca e preta, assim como nas coletas esporadicas nas
paredes de banheiro e tronco de arvore, foi capturado um total de 673 espécimes,
divididos em 9 géneros e 15 espécies: Brumptomyia cardosoi (Barretto & Coutinho,
1941), Brumptomyia carvalheiroi Shimabukuro, Marassé & Galati, 2007, Brumptomyia
cunhai (Mangabeira, 1942), Brumptomyia nitzulescui (Costa Lima, 1932), Expapillata
firmatoi (Barretto, Martins & Pellegrino, 1956), Lutzomyia sp., Martinsmyia
alphabetica (Fonseca, 1936), Migonemyia migonei (Franga, 1920), Nyssomyia whitmani
(Antunes & Coutinho, 1939), Pintomyia bianchigalatiae (Andrade Filho, Aguiar, Dias
& Falcdo, 1999), Pintomyia fischeri (Pinto, 1926), Pintomyia monticola (Costa Lima,
1932). Psathyromyia pascalei (Coutinho & Barretto, 1940), Psychodopygus ayrozai
(Barretto & Coutinho, 1940) e Psychodopygus lloydi (Antunes, 1937) tab. 2).

As espécies mais frequentes foram Pintomyia fischeri, Migonemyia migonei,

Expapillata firmatoi e Psathyromyia pascalei, respectivamente.
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Tabela 2 — Numero e percentual de espécimes coletados, segundo espécies capturadas
nas coletas realizadas no Parque Estadual do Jaragué. Setembro 2015 a Dezembro de
2016.

Espécie N° %
Brumptomyia cardosoi 3 0,4
Brumptomyia carvalheiroi 3 0,4
Brumptomyia cunhai 5 0,7
Brumptomyia nitzulescui 4 0,6
Expapillata firmatoi 40 59
Lutzomyia sp. (préxima a Lu. longipalpis) 1 0,1
Martinsmyia alphabetica 1 0,1
Migonemyia migonei 42 6,2
Nyssomyia whitmani 1 0,1
Pintomyia bianchigalatiae 1 0,1
Pintomyia fischeri 535 79,5
Pintomyia monticola 6 0,9
Psathyromyia pascalei 25 3,7
Psychodopygus ayrozai 1 0,1
Psychodopygus lloydi 5 0,7
Total 673 100

Nas coletas com CDC, nos oito locais amostrados, a maior riqueza foi
evidenciada no ponto Trilha do Siléncio-Fundo (11 espécies), seguida no da Trilha da
Bica-Galinheiro (10), e as menores, em igual namero, em trés pontos: Casa da Dona
Maria, Peri ADM e Trilha do Siléncio-mata (3 espécies). O maior diversidade, segundo
o Indice de Shannon, foi obtida na Aldeia, seguida pela Trilha do Siléncio-Fundos. As
mais baixas foram obtidas nos trés pontos com a menor riqueza. A maxima
equitabilidade (1,0) foi obtida no ponto Casa da Dona Maria e 0 menor no ponto da
Trilha Siléncio-mata (0,36). Com excecdo da Aldeia, os indices de Pielou menores

foram influenciados pela maior frequéncia de Pi. fischeri. (Tab.3, Fig. 9).
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Tab. 3 — NUmero de espécimes capturados em armadilhas CDC, por espécies e ponto de coleta. Parque Estadual do Jaragué de set/2015 a

dez/2016.
Bica - Bica - Dona Peri - Siléncio -  Siléncio-  Siléncio -

Espécie Aldeia  Galinheiro  Trilha Maria ADM Fundos Inicio Mata Total
Br. cardosoi 0 1 2 0 0 1 1 0 5
Br. carvalheiroi 0 2 0 0 0 1 0 0 3
Br. cunhai 1 0 0 0 0 2 2 0 5
Br. nitzulescui 0 1 0 0 0 0 1 0 2
Ex. firmatoi 1 8 1 2 0 24 3 1 40
Lutzomyia sp. 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Mg. migonei 2 18 2 2 2 7 8 0 41
Mt. alphabetica 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Ny. whitmani 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Pa. pascalei 5 7 7 0 0 3 3 0 25
Pi. bianchigalatiae 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Pi. fischeri 3 98 15 2 5 70 27 21 241
Pi. monticola 0 5 0 0 0 1 0 0 6
Ps. ayrozai 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Ps. lloydi 0 4 0 0 0 1 0 0 5
Total 12 145 27 6 8 112 45 23 378
indice de Shannon (H) 1,4243 1,2071 1,1841 1,0987 0,9003 1,2189 1,2822 0,3557 -
indice de Pielou (J) 0,8850 0,5242 0,6827 1,000 0,8195 0,5083 0,6589 0,3237 -
Riqueza (S) 5 10 5 3 3 11 7 3 15
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Fig. 9 — Indices de Shannon e de Pielou das espécies de flebotomineos capturadas nas
armadilhas CDC no Parque Estadual do Jaragué de Setembro de 2015 a Dezembro de
2016.
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O indice de abundancia padronizado (IAEP) obtido dos oito pontos amostrados
com CDC mostra que Pi. fischeri € a espécie mais abundante, com seu valor (0,97) que
se aproxima de 1,0. Mg. migonei, Ex. firmatoi e Pa. pascalei seguem,
respectivamente, nas 22, 3% e 42 posigdes. Lutzomyia sp. (proxima a Lu. longipalpis)

ficou ranqueada na 92 posicdo (fig. 10).

Fig. 10 — indice de Abundancia Padronizado das espécies capturadas em armadilhas
CDC no Parque Estadual do Jaragué, setembro de 2015 a dezembro de 2016.
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Tabela 4 — Posi¢do das espécies capturadas nas armadilhas de CDC com os indices de

abundancia no Parque Estadual do Jaragua, setembro de 2015 a dezembro de 2016.

Espécie IAE |IAEP Posicdo
Pi. fischeri 1,31 0,97 12
Mg. migonei 3,50 0,72 28
Ex. firmatoi 4,13 0,65 32
Pa. pascalei 556 0,49 42
Mt. alphabetica 806 0,22 5
Br. cunhai 8,06 0,21 62
Br. cardosoi 8,44 0,17 7
Ny. whitmani 862 0,15 8
Lu. sp. (proxima a Lu. longipalpis) 9,06 0,10 92
Pi. monticola 9,19 0,09 102
Ps. lloydi 9,31 0,08 11°
Br. nitzulescui 9,44 0,06 122
Br. carvalheiroi 9,44 0,06 122
Ps. ayrozai 981 0,02 132
Pi. bianchigalatiae 987 0,01 14°

A Média de Williams (fig. 11) obtidas para Pi. fischeri nas coletas efetuadas nos

trés pontos da Trilha do Siléncio e nos dois na Bica, mostrou-se mais elevada na

primeira trilha (2,4 e 1,9 insetos por armadilha, respectivamente).

Fig. 11 — Média Geométrica de Williams de Pi. fischeri por armadilha, nas coletas com
CDC nas trilhas da Bica e Siléncio do Parque Estadual do Jaragua de Setembro de 2015

a Dezembro de 2016.
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As médias mensais por armadilha para Pi. fischeri obtidas com CDC nos 5

pontos constantes, foram mais elevadas em setembro e dezembro de 2015 e julho 2016

(tabela 4) e em relacéo a estacdo do ano, no inverno (fig. 12).

Todavia, a andlise de correlacdo entre essas medias mensais com variaveis

climaticas, chuvas mensais e temperaturas minima e maxima nos dias das coletas

realizada, ndo mostrou correlacdo significante com essas variaveis climaticas (tabela 5;

fig. 13; anexo C).

Tab. 5 — Médias mensais de espécimes de Pi. fischeri por armadilha distribuidas em
cinco pontos nas trilhas da Bica e do Siléncio e precipitagdo mensal (em mm) no
municipio de S&o Paulo. Setembro/2015 a dezembro/2016.

Més mm Média
set/15 235,6 4,3
out/15 97,8 1,47
nov/15 307,8 0,4
dez/15 172,8 4,2
jan/16 168,5 2,7
fev/16 330,1 0,2
mar/16 193,8 1,7
abr/16 2,8 0,1
mai/16 151,5 0,8
jun/16 179,6 0
jul/16 7.4 4
ago/16 73,3 1,1
set/16 24,6 3
out/16 82,2 0
nov/16 187,7 0
dez/16 137,7 0
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Fig. 12 — Média de espécimes de Pi. fischeri coletados nas CDC instaladas em cinco pontos
distribuidos nas trilhas do Siléncio e da Bica, segundo estacdo do ano. Parque do Jaragua, Set
2015 a dezembro de 2016.
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Fig. 13 — Distribuicdo das médias mensais de Pi. fischeri por armadilha distribuidas em
cinco pontos nas trilhas da Bica e do Siléncio e precipitacdo mensal (em mm) no
municipio de S&o Paulo. Set/2015 a Dez/2016. Linha = média de insetos; barras =

precipitagdo mensal.

=,00— 400,00

4 00—
=00 00

3,00

Média
opdendioalg

2,00

100,00

1,00

[ maif 6 ol oLt S =etfsS
junM e mars & nowvil e outsl & st 6

Més

de=rm
agoll &

5 Tewils Jjul
de=M& anma

Nas coletas com armadilhas de Shannon branca ou preta, apenas Pi. fischeri foi
coletada. Tanto na mata, como no peridomicilio a branca atraiu mais espécimes do que a
preta, com diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001). Mas na mata a preta atrai

10 vezes mais que a branca e no peridomicilio este valor foi de 7,0 vezes (tab. 6).
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Tabela 6 - NUmero de espécimes capturados de Pi. fischeri, segundo sexo e cor da
armadilha de Shannon. Parque Jaragug, set 2015 a dez/2016.

Ambiente Mata Peridomicilio Total
Armadilha/Sexo M F M F M F Ambos sexos
Branca - 81 - 95 - 176 176
Preta - 8 4 17 4 25 29
Total - 89 4 112 4 201 205
Branca/Preta 10,1* - 5,6* 7,0*

12 59,9 54,3 113,4

*Diferenca entre o numero de fémeas entre as armadilhas branca e preta pelo teste do
x2, com grau de liberdade =1 p < 0,001.

As frequéncias horarias de Pi. fischeri das armadilhas branca e preta tanto na
mata como no peridomicilio apresentam algumas diferencas: na branca o pico mais
elevado ocorreu das 19 — 20h e um segundo pico entre 00 — 01h, ao passo que na preta,
0s respectivos picos ocorreram no horario das 22 — 23h e das 01 — 02 (figs. 14 e 15). Na
armadilha branca a atividade se estendeu durante a noite toda e inicio da manha, ao

passo que na preta apenas até o horario das 02-03hr.

Fig. 14 — Distribuicdo da Média Geométrica de Williams da frequéncia horéaria de Pi.
fischeri na armadilha de Shannon branca do peridomicilio e da mata no Parque Estadual
do Jaragua de Setembro de 2015 a Dezembro de 2016.
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Fig. 15 — Distribuicdo da Media Geométrica de Williams da frequéncia horéria de Pi.
fischeri na armadilha de Shannon Preta do peridomicilio e da Mata no Parque Estadual
do Jaragué de Setembro de 2015 a Dezembro de 2016.
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Quando se analisa as médias horarias de Williams obtidas para Pi. fischeri por
meio no conjunto das armadilhas branca e preta na mata e as compara com as do
peridomicilio, pode-se notar que na mata o intervalo de atividade é mais longo, com
varios picos durante a noite, sendo o maior deles entre 01-03 horas (fig. 16). Ja no
peridomicilio, o intervalo de atividade é menor e com um Unico pico das 22-23 horas
(fig. 17).
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Fig. 16 — Distribuicdo da Média Geométrica de Williams da frequéncia horéria de Pi.
fischeri na armadilha de Shannon Branca e Preta no ecétopo Mata do Parque Estadual
do Jaragué de Setembro de 2015 a Dezembro de 2016.
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Fig. 17 — Distribuicdo da Média Geométrica de Williams da frequéncia horéria de Pi.
fischeri na armadilha de Shannon Branca e Preta no ec6topo peridomicilio do Parque
Estadual do Jaragué de Setembro de 2015 a Dezembro de 2016.
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Ocorreram duas capturas em um banheiro publico situado aproximadamente 50
m do peridomicilio onde as armadilhas eram instaladas, em uma ocasido também se

capturou insetos em um tronco de arvore distando cerca de 5 m das armadilhas do
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peridomicilio concomitante a armadilha de Shannon. No banheiro foram coletados 82
insetos de Pi. fischeri, com a média de Williams por horério apresentada a figura 18, na
qual pode-se notar um ritmo horario de atividade bem préximo ao da armadilha branca.
Na Unica coleta por meio de aspiracdo em tronco de arvore foram obtidos 3 espécimes

de Pi. fischeri.

Fig. 18 — Distribuicdo da Media Geométrica de Williams da frequéncia horéria de Pi.
fischeri no ecétopo banheiro do peridomicilio no Parque Estadual do Jaragua nos dias
09/12/2015 e 21/07/2016
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Na busca por infeccdo natural por leishménia nas fémeas capturadas na
armadilha do tipo CDC da Trilha do Siléncio — Mata e das armadilhas de Shannon
branca e preta do peridomicilio e da mata, inicialmente por dissec¢do e observacdo em
microscopio Optico para investigacdo da presenca de flagelados, sendo o material
posteriormente analisado por PCR, foram analisadas 288 fémeas de Pi. fischeri e uma
de Lu. sp. (proxima a de Lu. longipalpis). Na pesquisa por flagelados, na disseccéo,
todos os especimes mostraram-se negativos. Na fémea de Lu. sp assim como nos 69
pools de fémeas de Pi. fischeri ndo se detectou a presenca de DNA de Leishmania spp.

O resultado da PCR encontra-se no anexo B.
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5. Discussao

Entre as quinze espécies encontradas nos 16 meses do estudo, foram coletadas,
Ex. firmatoi, Mg. migonei, Ny. whitmani, Pi. fischeri e Ps. ayrozai, que tém sido
incriminadas ou suspeitas de atuarem como vetoras de Leishmania spp., agentes de
LTA (Diniz et al. 2014). Destaca-se 0 encontro novamente de uma fémea provavel de
Lu. longipalpis - assim considerada, uma vez que a fémea desta especie,
morfologicamente, ndo se distingue a de varias outras espécies afins (Galati, 2015) -
como ja assinalado neste mesmo parque por Silva (2015). Se de fato esta espécie for
comprovada como Lu. longipalpis, vetor da Leishmania infantum chagasi, apesar de
sua baixa frequéncia (apenas 1 fémea em ambos os estudos), reforca-se a necessidade
de monitoramento entomoldgico e avaliacdo dos cdes do parque e vizinhanga, em
funcdo do processo de expansdo desta espécie e da doenca no estado de Séo Paulo
(Casanova et al. 2015).

A fauna flebotominea no parque do presente estudo mostrou riqueza de 15
espécies, e, portanto, menor que a da encontrada por Silva (2015) nesta mesma
localidade (18 espécies). Além disto, também diferiu nas espécies capturadas. Em
relacdo ao estudo em Silva (2015) ndo foram capturadas as espécies Brumptomyia
brumpti (Larrousse, 1920), Lutzomyia amarali (Barretto & Coutinho, 1940),
Evandromyia edwardsi (Mangabeira, 1941) e Psathyromyia baratai Sabio, Andrade &
Galati, 2015 (a época denominada de Psathyromyia sp.); em contra partida, coletou-se
Martinsmyia alphabetica, ndo capturada anteriormente. No entanto, o rendimento das
armadilhas CDC foi bem inferior, sendo o rendimento médio por armadilha nos pontos
amostrados continuamente (Trilha do Siléncio e da Bica) de 2,2 insetos por armadilhas,
enguanto no estudo anterior esta média variou nos pontos do parque do Jaragua de 5,5 a
127,0 insetos por armadilha. Esta queda de rendimento talvez tenha sido influenciada
pela estiagem de chuvas que ocorreu de 2014 a 2015, atingindo a regido metropolitana.
Possivelmente a densidade populacional dos flebotomineos tenha sido duramente

afetada por essa estiagem e o retorno de seu equilibrio pode levar ainda algum tempo.

A média mais elevada para Pintomyia fischeri no inverno (fig. 12), mostra-se
oposta a observada por Barretto (1943) na Serra da Cantareira, que encontrou nesta

estacdo os valores mais baixos, e 0s mais altos, no verdo. No estudo atual, os testes
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estatisticos ndo mostram correlacdo estatisticamente significante entre as médias de
captura por armadilha de Pi. fischeri no parque e as condi¢bes climéticas, envolvendo
precipitacio mensal e temperaturas minimas e maximas nos dias da coleta.
Possivelmente esta discordancia entre estacdes em relacdo a observada na década de 40

e a falta de correlacdo seja reflexo de sua instabilidade populacional.

A distribuicdo das armadilhas levou em consideracdo o grau de preservagédo das
areas, circulacdo de pessoas e animais e abrigo das adversidades climéticas. Os locais
com maior acao antropica tendem a apresentar menor riqueza de espécies e quantidade
de espécimes. No entanto, foge a este padrdo o resultado obtido com a CDC localizada
no galinheiro da trilha da Bica, pois mesmo sendo um local com forte impacto
antrdpico, ainda assim, apresenta uma grande riqueza de espécies de flebotomineos
(tabela 4). Outro destaque a ser feito em relacdo a trilha do Siléncio, é diferenca no
namero de espécies coletados entre método de coleta e pontos amostrados. No inicio da
trilha, apesar de ser um local com uma acdo antropica alta, capturou-se mais espécies
(7) na CDC que a do meio da mata (3), porém, menos do que no fundo da trilha (11
espécies). No entanto, nesta trilha apenas uma espécie, Pi. fischeri, foi capturada nas

armadilhas de Shannon.

Entre os oito pontos amostrados, o indice de Shannon (tabela 3) mostra seis
pontos com escores acima de 1,0, um deles pouco menor que 1,0 e outro bem mais
reduzido. O menor de todos os escores ocorre no meio da trilha do Siléncio, com Pi.
fischeri respondendo pela maior propor¢cdo. Este ponto coincide com o da instalacéo
das armadilhas de Shannon na mata, onde apenas esta espécie compareceu nas coletas.
Corroborando assim, a afirmacdo de Barretto (1943) que menciona o habito selvatico
desta espécie. Esses ambientes com baixa atividade antropica, mantendo o ambiente
relativamente mais preservado, onde espécies mais sensiveis e menos adaptadas a locais
como abrigos de animais e pastos podem competir igualmente por alimento e locais

para oviposicao.

Ja, a analise da equitabilidade mostrada pelo indice de Pielou (J) apresenta uma
um pouco diferenciada em relacdo ao indice Shannon. Pontos com nenhuma ou pouca
dominéncia de espécies mostram-se com os indices mais altos, sendo estes os locais

com acgéo antropica maior e onde poucas espécies tendem a se manter.
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Mas, o que de fato chama a atencéo, é a coleta exclusivamente de Pi. fischeri nas
armadilhas de Shannon. Isto porque na andlise da abundancia feita a partir de coletas
com armadilhas tipo CDC, embora, haja dominio quase absoluto de Pi. fischeri, outras
estdo bem representadas nos ecotopos amostrados, amplamente distribuidos no parque,

em locais pouco e muito antropizados.

A Média de Williams nas armadilhas com capturas continuas (fig.11) reflete
uma tendéncia de atividade mais elevada na Trilha do Siléncio, onde a cobertura mais
densa da vegetacdo cria barreiras para correntes de vento que possam atrapalhar a
locomocdo por meio do voo dos flebotomineos. O mesmo nédo se pode ser dito para as
areas mais antropizadas que mesmo com a oferta de fonte de alimentacdo sanguinea a

falta de abrigo contra o vento pode impedir a livre movimentacao dos insetos.

Moschin et. al. (2013), na Serra da Cantareira, obtiveram resultados
semelhantes, com predominio de Pi. fischeri e pouco rendimento das CDC. Todavia,
nas armadilhas de Shannon Pi. fischeri dominou, mas ndo foi exclusiva e teve
rendimentos bem mais elevados, nas duas cores, porém para as fémeas a preta atraiu
mais que a branca com diferenca estatisticamente significante, diferente do que ocorreu

no presente estudo (tab. 6).

Nas armadilhas de Shannon a atratividade exclusivamente de uma espécie € um
tanto incomum. Pi. fischeri foi a Unica espécie presente nas capturas durante todo o
estudo. Também foi observada a sua ocorréncia exclusiva no ecotopo Banheiro e arvore.
As capturas no ec6topo banheiro refletem uma adaptacédo ja evidenciada da espécie da
busca do repasto sanguineo em locais de abrigo humano (Barretto, 1943).

Quando se analisa as médias de Williams das frequéncias horarias obtidas nas
armadilhas de Shannon branca e preta e na mata e peridomicilio, observa-se uma
atividade de Pi. fischeri mais intensificada na branca e também na mata. Na Shannon
branca (fig. 14), é evidente uma atratividade mais continua e prolongada do que na
preta (fig.15). Na branca, ocorre um pico mais pronunciado das 19 — 20h, e o segundo
pico se apresenta entre 00 — 01h. O primeiro pico se da em horario com maior atividade
humana, e no segundo, quando possivelmente a maior parte da populacdo humana
encontra-se dormindo.. J& na Shannon preta, temos picos mais proeminentes em

horarios de menor atividade humana. A analise das capturas no banheiro mostra um
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comportamento semelhante ao da Shannon branca: Um pico de atividade mais evidente

durante o inicio da noite e picos menores no inicio da madrugada e comeco da manha.

J& na analise conjunta de ambas as armadilhas de Shannon, em cada ambiente,
tém-se novamente diferencas pronunciadas nos picos e duracéo da atividade. Apesar de
ambas comecarem no primeiro horario crepuscular vespertino, a armadilha do Peri (fig.
17) apresenta somente um pico de atividade (22 — 23h) e a atividade se estende até o
horario de 02-03 horas, enquanto que na mata (fig. 16), sdo trés picos, o primeiro
coincidente com o do peridomicilio, o segundo e mais proeminente entre as 03 — 04h e
um final entre 06 — 07h. A duracéo da atividade da armadilha da mata se estende por um
periodo maior, indo até as 07h. Essas diferengas de atividades de Pi. fischeri entre os
dois ambientes possivelmente esteja associada a héabitos das popula¢bes de hospedeiros
que podem servir de fonte de alimentacdo sanguinea para as fémeas, em cada um dos

ambientes.

Observando-se as armadilhas do peridomicilio, no geral, pode-se ver que 0s
picos iniciais de Pi. fischeri coincidem com horarios onde as pessoas costumam chegar
das atividades do cotidiano, o0 segundo pico se apresenta quando frequentemente as
pessoas estdo dormindo, criando assim uma maior oportunidade para as fémeas
realizarem o repasto sanguineo. O Ultimo pico pode ser associado ao comego das
atividades da populacdo humana, quando as fémeas mais “retardatarias” podem fazer
uma Ultima tentativa de repasto. JA na mata, 0s animais costumam ser mais ativos
durante a noite e procurarem abrigos no inicio do crepldsculo matutino, portanto, a
concordancia do pico préximo ao fim da noite e comeco da madrugada pode refletir
numa melhor oportunidade para um repasto completo. Ja ao fim da atividade mostrada
no grafico, os animais estdo praticamente restritos aos seus abrigos, e assim ha menos
oportunidade para os repastos sanguineos. Este comportamento é semelhante ao descrito
por Vezenegho et. al. (2016) em Anopheles darlingi onde os picos de atividade das
picadas ocorrem no inicio da noite, préximo ao horario de dormir. No inicio da manha,
a taxa de picadas é baixa e hd o encontro de fémeas mais velhas e portanto,

retardatarias, que buscam também uma tentativa de repasto.

Para Lu. longipalpis, Casanova et. al. (2015) descrevem no Estado de S&o Paulo
a ocorréncia de duas populacdes distintas em relacdo ao feromonios secretados pelos

machos, uma denominada de populagdo com o quimiotipo (S)-9-Metilgermacreno-B,
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associada a altas densidades de insetos, alta prevaléncia de casos caninos e ocorréncia
de casos humanos e com caracteristica de colonizacdo do inseto mais recente nos
municipios. Por outro lado, o segundo tipo (cembreno-1) estd associado a locais de
baixa frequéncia de espécimes capturados nas armadilhas, baixa prevaléncia de casos
caninos e colonizacdo do inseto mais antiga dos municipios. Portanto, pela baixa
frequéncia observada da possivel Lu. longipalpis encontrada no Jaragua, tanto no
presente estudo como no de Silva (2015) sugere que se trata de um representante da
populacdo cembreno-1. No entanto, ha necessidade do encontro de macho para
confirmar se de fato estas fémeas séo de Lu. longipalpis e também para a caracterizagao

quimica do feromonio.

No estado de Sao Paulo, Pi. fischeri vem sendo suspeito como principal vetor de
LTA (Moschin et al. 2013) e, em alguns casos, atuando como vetor secundario em
varias localidades (Camargo-Neves, 2002) Em estudos recentes, foi proposto que em
locais como municipios da Grande Sao Paulo, Pi. fischeri e Mg migonei podem estar
participando na transmissdo de LVA (Galvis-Ovallos et. al. 2017) e em Cordoba na
Argentina (Moya et. al 2015) e Séo Vicente Ferrer em Pernambuco (Carvalho et. al.
2010), Mg. migonei, possam de alguma forma atuar na expansdo e urbanizacédo da LVA.
Nesses locais ndo ha registros da presenca Lu. longipalpis ou esta se encontra em baixa

densidade, e no entanto, se assinala caes infectados por Leishmania infantum chagasi.

Em Cérdoba na Argentina, Mg. migonei e Ny. withmani foram sugeridas como
possiveis vetoras de L. infantum chagasi e posteriormente confirmado com o uso de
PCR ap0s capturas com insetos da espécie em locais onde surtos epidémicos de LVA
com baixas frequéncias de L. longipalpis e grande abundancia destas (Moya et. al.
2015; Visintin et. al. 2016). Silva et. al. (2014), em estudo conduzido em Fortaleza,
sugerem que Mg. migonei pode estar assumindo o lugar de vetor secundario de LVA,
como observado através de mudangas comportamentais e densidade semelhante & de Lu.
longipalpis em éareas endémicas. Estudos de infeccdo experimental por L. infantum
chagasi vem corroborando estas hipdteses e mostrando que Mg. migonei pode ser
considerado um vetor permissivo e competente, podendo de alguma forma assumir um
papel de vetor secundario e até mesmo principal em areas endémicas de LVA
(Guimarées et. al. 2016).
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Galvis-Ovallos et. al. (2017) mostraram em condig¢des experimentais, uma taxa
de sobrevivéncia de 21% de fémeas de Pi. fischeri apds o repasto sanguineo e
consequente oviposicdo, além de que, em aproximadamente 25% das fémeas, foi
identificado DNA de Leishmania atraves de PCR. Ainda é mostrado que 4% tinham
formas flageladas e que ocorreu migracdo de formas flageladas que se desenvolveram
no inseto para a parte toracica do tubo digestorio, onde permanecem as formas
infectantes do parasito. O estudo conduzido por Diniz et. al. (2014) mostra resultados
semelhantes com Leishmania braziliensis, no qual, além de Pi. fischeri, outros vetores
como Ex. firmatoi, Mg. migonei e Ny. whitmani, encontrados no Parque do Jaragud,
mostraram concordancia gonotrofica, desenvolvimento de formas infectantes e
sobrevivéncia a postura de ovos. A susceptibilidade desses insetos de se infectarem
pela Leishmania braziliensis e a capacidade em manter e sustentar a infeccdo do
parasito nas formas infectantes aliadas ao fato de que estas espécies possuem um
comportamento de busca de alimento e abrigo no peri, sdo fatores que podem contribuir

para o estabelecimento e manutencdo do ciclo da doenca neste ambiente.

A atratividade pelos cdes também foi observada por Galvis-Ovallos et. al.

(2017), que capturaram predominantemente Pi. fischeri nos canis amostrados.

Considerando-se que o Parque Estadual do Jaragua possui grande circulacdo de
cdes e contiguidade com a aldeia, com alto grau de insalubridade (conhecida como um
ponto de abandono canino), onde esses animais circulam livremente entre a aldeia e
matas no entorno e interior do parque, uma populacdo vulneravel dos indigenas com
acesso irrestrito as matas para caga noturna, a presenca na mata de um vetor permissivo,
antropofilico e endofilico como Pi. fischeri, com atividade horaria em concordancia
com atividades desta comunidade, além de outros vetores de Le. braziliensis
incriminados ou confirmados, pode-se afirmar que o Parque do Jaragua e seu entorno
possui condi¢des para que ocorra o ciclo de LTA e também, vulnerabilidade e possivel

receptividade a introducdo do ciclo da LVA na cidade de Séo Paulo.

Por fim, a busca por infeccdo natural ndo houve resultado positivo para
Leishmania spp., talvez isso se deva ao fato de que possa ter sido uma amostra

pequena, mas ainda é algo que deve ser investigado posteriormente em outros estudos.
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6. Conclusotes

A fauna flebotominea no presente estudo foi composta por 15 espécies

pertencentes a 9 géneros;

As maiores riquezas foram nas trilhas do Siléncio - fundos e na da Bica
(galinheiro); a maior diversidade observada na Aldeia e Trilha do Siléncio — fundos; os
pontos com maior e menor grau de equitabilidade, foram Casa da Dona Maria e Trilha

do Siléncio — Mata;

Pi. fischeri foi a espécie mais abundante nas capturas realizadas com CDC,
seguida por Mg. migonei e Ex. firmatoi, as trés suspeitas de atuarem na transmisséo de
LTA;

A distribuicdo sazonal de Pi. fischeri, os dados apontam para a sua maior

frequéncia no inverno;

A frequéncia horaria de Pi. fischeri , independente do ambiente de peridomicilio
ou mata, a armadilha de cor branca os picos ocorreram entre 19 — 20h e 00 — 01h,
enquanto na de cor preta, entre 22 — 23h e 01 — 02h. Na armadilha branca a espécie
mostrou atividade continua durante a noite toda e inicio da manha e a preta até o
intervalo de 02-03hr;

A investigacdo da infeccdo natural por Leishmania spp. em fémeas de

flebotomineos ndo obteve resultado.
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ANEXO A - Sugestdes para os Servigos de Saude responsaveis pela Vigilancia

entomoldgica:

e Monitoramento continuo das areas internas e adjacentes ao parque;

e Expandir pontos de coleta das areas internas e adjacentes ao parque e
possivelmente o numero de armadilhas;

e Monitorar os cdes do parque, bem como os cdes da vizinhangca como 0s que
vivem na aldeia, em relacdo a infeccédo por Leishmania.

e Alertar e informar frequentadores, trabalhadores e vizinhos do parque, quanto a
doenca e forma de transmisséo;

e Elaborar um material de divulgacdo contendo informacdes de forma simples e
numa linguagem de facil entendimento para a comunidade;

e Promover a divulgacdo das informagdes em conjunto com outras campanhas,

como por exemplo, a de dengue, para uma maior divulgacéo;
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ANEXO B — Resultado da PCR para as amostras do Parque do Jaragua

EREFEITSRARGAUNGIRO DE sdoPatLO L
Coordenacio de Vigilincia em Saide _,_.3:__ oA CHD BE
Centro de Controle de Zoonoses FIELAEL e
LABORATORIO DE ZOONOSES E DOENCAS TRANSMITIDAS POR VETORES

Furn Sanm Enlalia, nr. 86 - Sanmms - Sk Paule - CEP: 02031-020
Fomen: (11) 3367-6843 / 3397-E997 (Fax)

PROCEDIMENTD:  LEBSHPCR ORIGEM:  FACULDADE SALIDE PUBLICA USE BERIODC: 0002/17 & 20/03/17

LAUDO: LEISHPCR

e L

Data Entrada Pedido Identificacio de haome Name Espécie Expécie Resultado
Origem
o127 11293888 1A FLEBOTOMINEA Megativo
o127 11294000 18 FLEBOTOMINEA Megativo
o127 11294027 24 FLEBOTOMINEA Megativo
o127 11294043 2B FLEBOTOMINEA Megativ
o127 11294051 x FLEBOTOMINEA Megativ
o127 11294078 20 FLEBOTOMINEA Megativ
o127 11294086 2E FLEBOTOMINEA Megativ
01/02/17 11294094 2F FLEBOTOMINEA Megativo
01/02/17 11294108 G FLEBOTOMINEA Megativo
0102417 11284116 ZH FLEBOTOMINEA Megativo
o127 11294124 34 FLEBOTOMINEA Megativ
0L/02/17 11294132 3B FLEBOTOMIMEA Megativo
0L/02/17 11294140 ETd FLEBOTOMIMEA Megativo
01/02/17 11294159 3D FLEBOTOMINEA Megativo
ELIS BAN MASTIN RACLIRD 34VANI REEMA FUIKA]
CEBi ME DS 23801 CREg NE EL OOz
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CEEMGADOMINNCIIIODESAORATLO.  fro in
Coordenacio de Vigilincia em Sande COORDENACAD DF |

Centro de ﬁ..u.ﬂ.—..—_.u__.ﬂ de Zoonoses WELINCA R R ] .
LABOFATORIO DE ZO0MNOSES E DOENCAS TRANSMITIDAS PORE. VETORES

Fua Sanm Enlalia, or. 86 - Sanmma - 530 Paule - CEP: 02031-020
Fromas: (11) J397-6843 / 3367-6897 (Fax)

0102417 11204167 3F FLEBOITOMATMEA Megativo
0102417 11204175 3F FLEBOITOMTMEA Megativo
0Lm2/7 11294183 3G FLEBOTOMIMEA Megativo
0L02/17 11264205 aA FLEBOITOMINEA Megativo
0102417 11294213 a8 FLEBOITOMAMEA Megativo
0102417 11294221 ac FLEBOITOMAMEA Megativo
OL02/17 11294230 4D FLEBOTOMIMEA Megative
0102417 11204 248 4E FLEBOITOMATMEA Megativo
0L02/17 11294256 4F FLEBOTOMIMEA Megative
0Lm2/7 11294264 4G FLEBOTOMIMEA Megativo
0L/02/17 11294272 4H FLEBOTOMINEA Megativo
0102417 11294280 al FLEBOITOMAMEA Megativo
00217 11294299 41 FLEBOTOMINEA Megativo
OL02/17 11294302 4K FLEBOTOMIMEA Megative
0102417 11284310 54 FLEBOITOMATMEA Megativo
0L02/17 11294328 5B FLEBOTOMIMEA Megative
0102417 11204337 &C FLEBOITOMTMEA Megativo
ELISA SAN MASTIN MCUR 3AYVANI REGINA FLIKA]
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EREEEHRARGMINGIRIODE SOPAVLO. e
Coordenacio de Vigilincia em Sande COORDEMACAD DE |

Centro de Controle de Zoonoses WIBILAMCIA B SA0E T
LABORATORIO DE ZO0OMNOSES E DOENCAS TREANSMITIDAS POR VETOEES

Fnn Sant Eulslia, ne 36 - Santms - 33 Panlo - CEB: 02031-020
Fomas: (1) 3307-6845 ( 3397-5227 (Fax)

OL/m2i7 11294345 5D FLEBOTOMIMEA Megativo
OL/m2i7 11294370 B4 FLEBOTOMIMEA Megativo
01/02/17 11294388 6B FLEBOTOMINEA Negativo
01/02/17 11294396 6 FLEBOTOMINEA Megativo
0L/m2/17 11294418 B0 FLEBOTOMIMEA Megativo
0L/m217 11294426 BE FLEBOTOMIMEA Megativo
01/02/17 11294434 BF FLEBOTOMINEA Negativo
01/02/17 11294442 GG FLEBOTOMINEA Megativo
0L/m217 11294450 EH FLEBOTOMIMEA Megativo
01/02/17 11294469 &l FLEBOTOMINEA Megativo
OL/m2i7 11294477 (] FLEBOTOMIMEA Megativo
01/02/17 11294485 6K FLEBOTOMINEA Negativo
01/02/17 11294493 7A FLEBOTOMINEA Megativo
01/02/17 11294507 7B FLEBOTOMINEA Megativo
0L/m217 11294515 ETY FLEBOTOMIMEA Megativo
01/02/17 11204523 8B FLEBOTOMINEA Megativo
01/02/17 11294531 8C FLEBOTOMINEA Megativo
BLIGA 24N MASTIN WOURI 3AVANI REGIMA FUKAI
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CRFEEHYRMRRATNGIODESRORATLO. e
Coordenacio de Vigilincia em Sande COORDEMACAD DE |

Ceniro de Conirole de Zoonoses WA R
LABOFRATORIO DE ZO00NOSES E DOENCAS TRANSMITIDAS POR VETORES

Futn Sanm Enlalia, nr 86 - Santoms - S8 Panls - CED: 02031-020
Fomas: (11) 3387-5045 ( 3387-5007 (Fax)

0L/02/17 11294540 LT FLEBOTOMINEA Megativo
0L/02/17 11294558 104 FLEBOTOMINEA Megativo
01702417 11294566 108 FLEBOTORAINES Megativo
02/02/17 11295007 114 FLEBOTOMINEA Megativo
02/02/17 11295015 118 FLEBOTORAINES Megativo
02/02/17 11295023 11C FLEBOTORAINES Megativo
02/02/17 11295031 11D FLEBOTOMINEA Megativo
02/02/17 11295040 11E FLEBOTORAINES Megativo
02/02/17 11295058 11F FLEBOTORAINES Megativo
02/02/17 112495066 116G FLEBOTORAINES Megativo
02/02/17 11295074 11H FLEBOTOMINEA Megativo
02/02/17 11295082 111 FLEBOTORAINES Megativo
02/02/17 11295080 11 FLEBOTOMINEA Megativo
02/02/17 11295104 11K FLEBOTOMINEA Megativo
02/02/17 11295112 124 FLEBOTORAINES Megativo
02/02/17 11295130 128 FLEBOTOMINEA Megativo
02/02/17 11295139 12C FLEBOTORAINES Megativo
ELISA AN MARTIN MACLRI SAVANI REEIMA FLIKA|
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CRHER R VIO DE SA0 PALLO {covisa
Coordenacio de Vigilincia em Saunde CoGRDENACAD DE |

Centro de Controle de Zoonoses vimLANEIA pE g Tl
LABORATORIO DE ZO00NOSES E DOENCAS TRANSMITIDAS POR. VETORES

Eiza Sanm Eulalia, oe. 86 - Santna - 380 Paule - CER: 02031020
Fomax: {11) 3307-5043 / 3307-8007 (Fax)

02/02/17 11295147 1D FLEBOTOMIMEA Megative
0202417 11295155 126 FLEBOTOMINER Megativo
02/02/17 11295163 12F FLEBOTOMIMEA Megative
02/02/17 11295171 126G FLEBOTOMINEA Megativn
0202417 11295180 14 FLEBOTOMINEA Megativo
0202417 11295108 iA FLEBOTOMINEA Megative
02/02/17 11295201 13A FLEBOTOMIMEA Megative
0270217 11295210 138 FLEBOTOMINEA Megativo
0202417 11295234 144 FLEBOTOMINER Megativo
0202417 112095244 14B FLEBOTOMINEA Megative
0202417 11295253 14C FLEBOTOMINEA Megativo
0202417 11295260 140 FLEBOTOMIMEA Megatie
0202417 11295279 14E FLEBOTOMINEA Megative
02/02/17 11295287 14F FLEBOTOMINEA Megative

<y B

ELIRA BAN MASTIN MOUR 3AVARI REGIMA, FLIKAI
CRBig M2 05.238/01 CREl NE EL 00301



ANEXO C — Testes estatisticos
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Correlacoes
Precipitagao Media
Precipitacdo  Correlagdo de Pearson 1 - 154
Sig. (hilateral) Ralils!
I 16 16
Media Correlagdo de Pearson - 154 1
Sig. (hilateral) Ralils)
I 16 16
Correlagies
Precipitagdo Média
ré de Spearman  Precipitagdo  Coeficiente de
Correlagdo 1,000 -.031
Sig. (hilateral) ) E049
M 16 16
Media Coeficiente de
Correlagdo -03 1,000
Sig. (hilateral) S04 .
M 16 16




