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RESUMO

Taniguchi HH. Dinamica de circulacdo de Leishmania spp. no
ambiente enzodtico de duas regibes do Estado de Sdo Paulo. [Tese
Doutorado]. Sdo Paulo. Faculdade de Saude Publica da Universidade de
Séo Paulo. 2010.

Com o objetivo de investigar a ecoepidemiologia de Leishmania spp com
relacdo a animais silvestres e domésticos e aos flebotomineos,
desenvolveram-se estudos no periodo entre 2000 e 2009 em duas areas no
Estado de Sao Paulo (llhabela S 23° 48" W 45° 20" e Itupeva na Serra do
Japi, S 23° 10" W 47° 02'). Cada animal foi examinado por um ou mais dos
seguintes métodos: observacgdes clinicas, exame direto de esfregacos ou
imprints de aspirados e/ou bidpsias, teste rapido com antigeno rk39,
intradermorreacdo com antigeno de L.(V.) braziliensis, inoculacéo in vivo e
in vitro e extracdo de DNA para testes moleculares. Em relacdo aos
animais silvestres foram utilizadas técnicas de captura-marcacgao-recaptura o
que nos permitiu determinar a dinamica de circulagcdo de Leishmania spp.
Em todas as recapturas os animais foram reexaminados. Coletas de
flebotomineos também foram realizadas nos mesmos locais e em
galinheiros, utilizando-se de armadilhas luminosas, tipo Falcdo modificada,
aspiradores de castro, armadilha de Shannon, armadilha Disney e papéis
untados com vaselina liquida. De um total de 2.714 animais silvestres
capturados, 2.048 foram recapturas. Em Ilhabela verificou-se que
exemplares de Proechimys iheringi e Philander opossum foram recapturados
de 2 a 35 vezes e um exemplar de Philander opossum foi recapturado até 79
meses apos sua captura. L. (V.) braziliensis foi observado em areas de LTA
infectando cédes em llhabela e Itupeva, Rodentia (Proechimys iheringi de
llhabela, Nectomys squamipes e Lutreolina crassicaudata de ltupeva) e
Marsupialia (Didelphis aurita de Itupeva). L. (L.) amazonensis foi observado
em areas de LTA em P. iheringi.de Ilhabela. L.(L.) infantum chagasi, de

outra parte, foi observado em éareas de LTA em Iltupeva (Akodon spp, D.



marsupialis). Em algumas areas foi possivel determinar ciclos concomitantes
de 2 ou 3 espécies de Leishmania. A recaptura sistemética e o longo tempo
de permanéncia nos mesmos locais de alguns espécimes indicam, de
maneira inequivoca, a existéncia de territdrios bem definidos, principalmente
para Philander opossum e Proechimys iheringi de onde pode ocorrer a
dispersédo da leishmaniose. Ny. intermedia e Mg. migonei foram as espécies
predominantes em llhabela, tanto em &reas florestadas quanto em
galinheiros, totalizando 93,81% das espécies coletadas. Por outro lado, em
ltupeva, Ny. neivai (33.06%), Ny. whitmani (24,06%) e Lu. longipalpis
(20,62%) foram as espécies mais abundantes no galinheiro e em &reas com
mata. A presenca de Lu. longipalpis requer ateng&o por ser o principal vetor
da Leishmania infantum chagasi, no Brasil, em uma regido onde foi
constatada a presenca de ciclo enzodtico. A infeccdo natural por Leishmania
em animais silvestres e domeésticos associada a presenca de flebotomineos
vetores indica o risco potencial para infeccdo humana. Infeccdo de animais
silvestres em areas sem infeccdo humana ou canina pode indicar a presenca

ou perpetuacao de ciclos do parasita.

Palavras chaves: leishmanioses, Estado de Sao Paulo, reservatorios
silvestres e domeésticos, vetores, dinamica de circulacdo, coorte de animais
silvestres.
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ABSTRACT

Taniguchi HH. Dinamica de circulacdo de Leishmania spp. no
ambiente enzodtico de duas regides do Estado de Sao Paulo, Brasil./
Dynamics of circulation of Leishmania spp in the enzootic forested
environment in two regions of the State of Sdo Paulo, Brazil. [Thesis]. Sdo

Paulo. Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo. 2010.

During the last 9 years (2000-2009) we have studied the ecoepidemiology of
Leishmania spp. in natural forested areas in Sdo Paulo State, Brazil by the
capture and release of small wild mammal, with dogs and phlebotomines.
Each wild mammal were examinated by one or more of the following
methods: clinical observations, direct examination of smears or imprints of
aspirates and biopsies, rk39 antibody in whole blood, skin test with antigen of
L. braziliensis, inoculation in vivo and in vitro and DNA extraction for
molecular tests. After the tissue samples were taken the animals were
marked on their ears and released at their capture site. At each recapture all
the tests were repeated. Phlebotomines were also collected in the same
places and in chicken hen by Shannon trap, Disney trap, Falcdo modified
light trap, Castro aspirator, paper greased with liquid vaselin. Of a total of
2,714 small mammals 2,048 were recaptures. Parasitaemias were not
constant and in some animals infections parasites were not found when they
were re-examined. Pr. Iheringi and Ph.opossum were captured from 2 to 35
different times in Ilhabela and one specimen of Philander opossum was
recaptured 79 months after the first capture. In Itupeva one specimem of
Didelphis albiventris was recaptured 15 times and another specimem of D.
albiventris was recaptured 35 months after the capture. L. (V.) braziliensis
was identified in 2 P. iheringi from llhabela; 1 N. squamipes, 1 Lutreolina
crassicaudata and 1 D. marsupialis from Itupeva; L. (Leishmania)
amazonensis in 4 P. iheringi from llhabela and, L.(L.)i. chagasi in 1 Akodon
sp. and 2 D. marsupialis from Itupeva; Leishmania sp was identified in 2 D.

albiventris, 4 Akodon sp from Itupeva and in 4 Proechimys iheringi from
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llhabela. The recapture results indicate that the circulation and dissemination
of Leishmania is intimately linked to animal territories. Proechimys iheringi,
Philander opossum, Didelphis aurita, Didelphis albiventris e Akodon sp were
the most abundant species in those areas, all of them related to enzootic
cycle of Leishmania spp. In some areas it were possible to determine
concomitant cycles of two or even three species. Infection of different wild
animals in areas without human or canine infection says on behalf of
presence and perpetuation of circulation cycles of parasite. Ny. intermedia e
Mg. migonei were the predominant phlebotomines in Illhabela, as much in
forest environment as in the chicken hen with 93.81% of the total collected.In
ltupeva, Ny neivai (33.06%), Ny. whitmani (24,06%) and Lu longipalpis
(20,62%) were the most abundant species. The presence of Lu. Longipalpis
requires concern due its role as Leishmania infantum chagasi. In this region

was described a enzootic cycle of this parasite.

Key words: Leishmaniasis, State of Sdo Paulo, wild and domestic

reservoirs, vectors, dynamic of circulation, “coorte” of wild small mammals.
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1 - INTRODUCAO

As leishmanioses representam um sério problema de Saude Publica
com reflexos, inclusive, na economia. S&o consideradas pela Organizacéo
Mundial da Saude, como uma das seis doencas de maior importancia em
Saude Pdublica. Entre as protozooses ocupam o segundo lugar, sendo
superadas, apenas, pela malaria (LAINSON et al., 1986; WHO, 1990, 2006).

Estima-se que no mundo, cerca de 350 milhées de pessoas vivam em
areas de risco para a infeccdo por alguma espécie de Leishmania,
principalmente em paises em desenvolvimento e, que 12 milhdes de
pessoas estejam infectadas, com uma incidéncia anual de dois milhdes de
novos casos, dos quais 1,5 milhdes séo da forma tegumentar (MARZOCHI
1992; WHO, 2006). As dificuldades relacionadas ao diagnéstico e a sub-
notificacdo dos casos sugerem que os dados oficiais estejam aquém da
realidade, considerando-se que a notificagdo compulsoria ocorre em apenas
32 paises (CVE, 1995; MS, 2000; WHO, 1981, 2006).

Apesar da falta de dados estatisticos que permitam uma avaliacdo
mais precisa sobre o impacto da doenca na economia, é de se supor que
cause grandes prejuizos em funcéo da perda de mao de obra nas atividades
agricolas, extrativistas, de abertura de estradas e outras, além do impacto no
turismo nas areas endémicas. As deformidades decorrentes das diferentes
manifestacdes clinicas das formas tegumentares acabam por estigmatizar os
pacientes impondo-lhes dificuldades de acesso na producdo econdmica.
(ZUCKERMAN e LAINSON, 1977; WHO, 2006).

As leishmanioses s&do infec¢cbes parasitarias causadas por
protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. Sdo parasitas obrigatorios de células do sistema fagocitico
mononuclear de hospedeiros vertebrados, principalmente, roedores,

marsupiais, edentados, procionideos, ungulados e primatas, inclusive o
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homem. Estes vertebrados adquirem a infec¢do através do contato com o
flebotomineo vetor (Psychodidae, Phlebotominae) (ZUCKERMAN e
LAINSON, 1977; LAINSON, 1985; LAINSON e SHAW, 2005).

O género Leishmania Ross, 1903 apresenta 0s subgéneros
Leishmania e Viannia Lainson e Shaw, 1987, com mais de 20 diferentes

espécies incriminadas na infec¢ao leishmaniética (WHO, 2006).

Resumo dos principais agentes etioldégicos com suas manifestacdes
clinicas e distribuicdo geografica das leishmanioses no Novo Mundo
encontra-se na Tabela 1. No Brasil, ocorrem todas as formas de
leishmaniose presentes no Novo Mundo: leishmaniose tegumentar
americana (forma cutanea, cutdnea mucosa e cutanea difusa) e
leishmaniose visceral americana ou calazar neotropical. Além das espécies
de Leishmania que constam da tabela 1, L. (V.) lindenbergi foi isolada de
soldados por ocasido de um surto de leishmaniose no Estado do Para, Brasil
(SILVEIRA et al., 2002).

Outras espécies de ocorréncia na América como L. (V.) equatoriensis,
L (L.). , hertigi, L. (L.) enrietti, L.( L.) deanei, L. (L.) aristidesi e L. forattinii
foram descritas até agora apenas em animais silvestres (CUPOLLILO et al.,
1998).

Como outros membros da ordem Kinetoplastida, o género Leishmania
apresenta uma diversidade de formas dependendo do hospedeiro, que
recebem nomes diversos conforme a posicdo do cinetoplasto, de onde

emerge o flagelo.



Tabela 1:

Principais agentes etioldgicos,
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manifestacbes clinicas e

distribuicdo geografica das leishmanioses no Novo Mundo®.

Espécies de
Leishmania
L. (Viannia)
braziliensis

Lesbdes causadas no
homem
Cutaneas e mucosas

Distribuicdo geografica

América Central e do Sul até o
norte da Argentina

L (V.) peruviana

Predominantemente

Altos vales andinos e encosta

cutaneas ocidental dos Andes
L.(V.) Predominantemente Noroeste e Norte da América
guyanensis cutaneas do Sul até o rio Amazonas
L. (V.) Predominantemente América Central e costa
panamensis cuténeas pacifica da América do Sul

L. (V.) lainsoni

Casos raros com
lesdes cutaneas

Brasil (norte do Estado do Para)
, Bolivia* e Peru?

L. (V.) shawi

L. (V.) naiffi

Casos raros com
lesbes cutaneas
Casos raros com
lesbes cutaneas

Regido Amazobnica

Regido Amazobnica

L. (V.)
colombiensis
L. (Leishmania)

Cutaneas e mucosas

Cutaneas

Colébmbia, Panama e
Venezuela
México, América Central,

mexicana eventualmente Colémbia®, Venezuela* e
cutaneas difusas Equador®
L. (L) Cutaneas América Central, Colémbia®,

amazonensis

eventualmente
cutaneas difusas

Peru?, Bolivia®, Venezuela®*
Equador” e norte, nordeste,
centro oeste?, sudeste® e sul do

Brasil.
L. (L.) pifanoi Cuténeas Venezuela
eventualmente
cutaneas difusas
L. (L.) Cutaneas Venezuela

venezuelensis
L. (L.) garnhami

Predominantemente
cutaneas

Andes Venezuelanos

L. (L.) infantum
=L.(L.) chagasi

Lesdes viscerais
(calazar)

Sul do México ao Norte da
Argentina, com predominancia
no Nordeste Brasileiro.

1 Segundo MARZOCHI et al., 1999; > DORVAL et al, 2002; * TANIGUCHI et
al., 2005, * DAVIES et al.2000.
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Nos flebotomineos, as formas amastigotas ingeridas no repasto
sanguineo diferenciam-se em promastigotas, de aspecto alongado, com um
longo flagelo livre e cinetoplasto na regido anterior, vivem e se multiplicam
na luz do trato digestério e sdo inoculadas com a saliva do inseto, que
geralmente pica o homem na face, orelhas e membros (PIMENTA et al.,
2003).

Os promastigotas séo fagocitados pelas células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado (macrofagos, mondcitos e
histiocitos) (MARZOCHI, 1992). Neste assumem formas amastigotas,
caracterizadas pela auséncia de flagelo livre, que se dividem por fisséo
binaria, e a medida que vao se multiplicando, os macréfagos se rompem,

liberando os parasitas que sdo fagocitados por outras células do SFM.

O homem, ao penetrar no ambiente florestal de circulagdo enzodtica
de Leishmania, tornou-se um hospedeiro acidental destes parasitas, razéo
pela qual sdo consideradas doencas zoonadticas (ZUCKERMAN e LAINSON,
1977; NEVES et al., 1995) principalmente para as formas tegumentares.

As infeccdes leishmanidticas dependem de um conjunto de fatores,
principalmente da inter-relacdo entre flebotomineo - reservatorio —

Leishmania.

O espaco geografico que delimita a circulagdo de Leishmania
denomina-se foco natural, onde todas as condi¢cdes necessarias para a
garantia da perpetuagédo do ciclo de vida do parasita na natureza devem

estar presentes.

A maioria das espécies de Leishmania tem sido considerada,
primariamente, parasitas de animais silvestres e, menos freqientemente, de
animais domésticos. As leishmanioses sdo doencas zoonoticas, salvo
poucas excecdes (LAINSON, 1983; MELLO, 1991; ASHFORD, 2000;
LAINSON e SHAW 2005).
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De maneira geral, espera-se de uma espécie identificada como
reservatorio natural de Leishmania, que represente uma fonte permanente
de infeccédo e, que uma propor¢cao consideravel de seus membros presente
em areas endémicas seja encontrada infectada, ao menos em parte de sua
existéncia (ASHFORD e BETTINI, 1987).

Em regides endémicas, no Velho Mundo, a distribuicdo de Leishmania
encontra-se influenciada e limitada mais pela distribuicdo dos flebotomineos
vetores do que pela distribuicho dos hospedeiros vertebrados.
Diferentemente, no Novo Mundo, a diversidade de vetores e de reservatorios
€ muito maior para uma dada espécie de Leishmania, principalmente no
caso da leishmaniose tegumentar zoonotica (ASHFORD e BETTINI, 1987).

O envolvimento de animais silvestres como reservatorios de
Leishmania na leishmaniose tegumentar americana (LTA) foi inicialmente
comprovado pelo encontro de roedores silvestres naturalmente infectados no
Panama (HERTIG et al., 1957). A partir de entdo, importantes e numerosos
achados de novas espécies de Leishmania, de vetores e de hospedeiros
vertebrados silvestres e domésticos foram decisivos para a definicdo de um
complexo quadro epidemiolégico da LTA. Nessa estrutura é possivel
reconhecer diferentes ciclos de transmissdo, nos quais, podem estar
presentes e participantes espécies de flebotomineos incriminadas como
vetores primarios, além de outras atuando como vetores secundarios. O
mesmo pode ser dito em relacdo aos reservatorios naturais, normalmente
mamiferos silvestres, que atuam como possiveis fontes primarias e outros
com papel secundario na manutencdo e perpetuacdo do parasita na

natureza.

Em areas endémicas para as leishmanioses nas Américas, dentre as
dezenas de espécies de mamiferos silvestres encontradas naturalmente
infectadas por alguma espécie de Leishmania, predominam roedores,
marsupiais, edentados, poucos primatas e carnivoros (LAINSON e SHAW,
1987, 2005).
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Em S&o Paulo, FORATTINI et al. (1976) registraram o encontro de
Akodon sp e Oryzomys capito naturalmente infectados por Leishmania
braziliensis na mesma localidade em que Ny. intermedia era a espécie

predominante no ambiente humano.

Em focos remanescentes de transmissao silvestre no municipio de
Afonso Claudio, Espirito Santo, o tatu (Euphractus sexcintus) e a paca
(Agouti paca) seriam 0s provaveis reservatorios silvestres de Leishmania
(V.) braziliensis, onde Ny. whitmani desempenharia o elo de ligagao entre o
ambiente silvestre e o domiciliar (FALQUETO, 1995).

No municipio de Amaraji, uma area endémica de coloniza¢do antiga
localizada na Zona da Mata do estado de Pernambuco, foram identificados
como reservatorios primarios silvestres de L. (V.) braziliensis roedores da
espécie Bolomys lasiurus, e outro provavel reservatorio silvestre primario
seria 0 Nectomys squamipes. Os flebotomineos incriminados na
transmissao zoondtica foram Ny. whitmani enquanto Psy. complexus estaria
envolvido no ciclo enzootico silvestre. (BRANDAO FILHO, 2001).

Em estudo sobre a ocorréncia de Leishmania spp no municipio de
Capéao Bonito na regido do Alto Vale do Ribeira, PINTO (2004) detectou
infeccdo em amostras de sedimento leucocitario submetidos a Nested-PCR

em 60% (3/5) dos sarués capturados.

Os trabalhos da comisséo encarregada de estudos da leishmaniose
visceral americana realizados no Brasil em 1937 mencionaram pela primeira

vez o carater silvestre da infeccdo (Chagas et al., 1937, 1938).

As infeccdes leishmanioticas podem evoluir, desde a cura espontanea
até a morte dos pacientes, como nos casos de leishmaniose visceral ou

lesbGes mutilantes nas tegumentares.

Na LTA, as lesdes podem limitar-se ao local da picada do

flebotomineo (forma cutanea) ou, por via metastatica manifestar-se sob a
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forma de lesbes desfigurantes, com destruicdo da mucosa nasal e cavidades
bucais (forma mucocutanea) ou disseminagcao generalizada (forma cutanea
difusa) (TOLEZANO, 2000).

As leishmanioses tegumentares sao, popularmente, conhecidas como
“Ulcera de Bauru”, “Uta”, “Ferida Brava”, “Ulcera dos Chicleros”, “Espundia”,

“Nariz de Tapir”, etc. conforme a regido geografica.

Nessas doencas, de carater zoonotico, admite-se que o homem nao
constitua importante fonte de infeccdo, seja pelo pauciparasitismo nas
lesdes (leishmaniose cutanea), seja porque, raramente, 0s parasitas
circulam no sangue periférico (calazar infantil). A infeccdo humana depende
da presenca de outros reservatérios (ZUCKERMAN e LAINSON, 1977;
ASHFORD, 2000).

A LTA afeta o homem desde a Antigliidade, 668-626 a.C. (GALLEGO,
2004) até os primordios da Era Cristd; as primeiras descri¢cdes clinicas
remontam ao primeiro século d.C., na Asia Central, chamadas de “Bot&o-do-
Oriente”. Ceramicas peruanas e equatorianas da época pré-colombiana (400
— 900 d.C.) retratam faces mutiladas com lesdes semelhantes as causadas
pela leishmaniose cutaneo difusa (PESSOA e BARRETTO, 1948).

As leishmanioses tegumentares apresentam ampla distribuicdo
mundial, em suas diferentes formas clinicas. Ocorrem em 88 paises e,
segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude, 90% dos casos
concentram-se em sete paises: Ird, Ardbia Saudita, Siria, Afeganistao,
Argeélia, Brasil e Peru (GONTIJO e CARVALHO, 2003; WHO, 2006).

Nas Ameéricas sdo encontrados casos humanos autdctones desde o
sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com excec¢do do Chile e
Uruguai (SIMPSON et al., 1968; ZUCKERMAN e LAINSON 1977; LAINSON
e SHAW, 1979, 2005; MARZOCHI, 1992; YOUNG e DUNCAN, 1994;
GONTIJO e CARVALHO, 2003).
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Terra e Crisciuma, citados por PESSOA e BARRETTO (1948),
confirmaram a presenca do parasita em todos os estados brasileiros, desde
1913.

Na década de 80 (1980 a 1989), o Ministério da Saude registrou
131.166 casos de LTA, representando uma média de 13.117 casos/ano, no
Brasil; as Regides Norte e Nordeste contribuiram com 80% dos casos
humanos, a Centro-Oeste com 11,5%, a Sudeste com 6,8% e a Sul com
2,4% (MARZOCHI, 1992).

No periodo de 1990 a 2008 foram notificados 528.180 casos (média
de 27.839 casos/ano) de LTA, no Brasil. Destes, 521.942 apresentavam
informacdo da localidade de ocorréncia conhecida, com a seguinte
distribuicdo por regido: Norte - 190.876 (36,57%); Nordeste — 184.426
(35,33%); Sudeste — 55.208 (10,58%); Sul — 12.114 (2,32%) e Centro-Oeste
— 79.318 (15,20%). A média e respectivo desvio padrdo dos coeficientes de
deteccdo por 100.000 hab. para cada uma destas regides foram: Norte
(82,91; 18,21), Nordeste (20,96; 6,84), Sudeste (4,14, 1,31), Sul (2,59; 1,19)
e Centro-Oeste (36,92; 8,56) (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Além de uma possivel intensificacdo da transmissdo da LTA no
segundo periodo (1990-2008), cerca do dobro do primeiro (1980-1989), o
aumento do numero de casos tambéem pode ser explicado pela melhoria dos
métodos diagndsticos, da atuagdo dos servicos de saude em detectar novos
casos e do fluxo de informacg&o (MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

No Brasil, a LTA vem apresentando expansdo geografica, pois no
inicio da década de 80, foram registrados casos em 20 estados, sendo que,,
nos ultimos anos, houve a notificacdo de casos autoctones em todas as
unidades federadas. Em 1994 houve registro de casos autoctones em 1.861

(36,9%) municipios brasileiros e em 2002, em 2.302 municipios (41,1%).

No Estado de Séo Paulo, a LTA é conhecida desde 1884, porém, foi

em 1908 que ocorreu a primeira grande epidemia, com feicbes de doenca
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profissional, afetando sobretudo individuos do sexo masculino e em idade
produtiva, envolvidos nos projetos de desmatamento que precederam a
construcdo de estradas de ferro e a expansédo da producédo agricola. Este
evento atingiu as regides de Bauru, Aracatuba, Marilia e Presidente
Prudente, todas na margem esquerda do rio Tieté. A doenca ficou conhecida
como “Ulcera de Bauru” (PESSOA e BARRETTO, 1948; TOLEZANO, 1994,
2000).

PESSOA e BARRETTO (1948), propuseram a existéncia de duas
regides, quanto a endemicidade, no Estado de S&o Paulo: regido de alta
endemicidade abrangendo as areas rurais ao longo da Estrada de Ferro
Alta Paulista (a partir de Marilia), da E.F. Noroeste (a partir de Aracatuba) e
da E.F. Alta Sorocabana (a partir de Presidente Prudente) e regido de

casos esporadicos ou de auséncia da doengca  no restante do Estado.

Este foi o panorama da LTA até a metade século XX. SAMPAIO
(1951) acreditava que o fim das florestas seria suficiente para acabar com a
LTA em Séao Paulo, posto que, a cobertura vegetal no Estado que, em fins
do século XIX, era superior a 50%, na década de 50, estava reduzida a
18,2%, periodo que coincidiu com a diminuicdo do niumero de casos.

Novos casos sO foram relatados a partir do fim dos anos 50, e por
outros autores em anos subsequentes (ALMEIDA NETO e PROENCA, 1960;
ARRUDA ZAMITH, 1960; BECHELLI et al., 1961; FORATTINI,1957,
FORATTINI et al., 1972, 1973).

No final do século XX, a cobertura vegetal do Estado de Sao Paulo
era estimada em torno de 4-5%, restando, apenas, poucas areas
preservadas e matas ciliares ao longo das bacias hidrograficas dos rios
Mogi-Guacu, Tieté, Ribeira de Iguape e Paraiba.

A distribuicdo dos casos de LTA coincide com a da distribuicdo das
matas residuais, ndo estando mais restrita a margem esquerda do rio Tieté
(TOLEZANO 1994, 2000).
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Esta nova configuragcdo da cobertura vegetal pode ter facilitado a
mudanca de habitos e comportamentos das populacdes de flebotomineos e
de animais silvestres que, de certa maneira, adaptaram-se ao ambiente

modificado pela acdo antrépica.

A partir de 1979, para o Estado de S&o Paulo, verifica-se que algumas
regides tém se destacado em importancia como focos locais de transmisséo
autoctone da LTA: regido de Campinas, de Ribeirdo Preto, de Mogi-Guacu,
do Litoral Norte e do Vale do Ribeira. Nessas regides registram-se
microfocos ou casos esporadicos atingindo individuos de todas as faixas
etarias e sexos, perdendo a antiga conotacao de doenca profissional.

No periodo de 1979 a 1992, foram diagnosticados 2.062 casos
autoctones no Estado de S&o Paulo, dos quais 60,23% apenas na regiao de
Sorocaba e do Vale do Ribeira (TOLEZANO, 1994). Foi no ano de 1992 que
os primeiros casos foram notificados no municipio de ltupeva e, a partir de
1995 em llhabela.

Para o periodo de 1993 a 2006, foram notificados 6.466 casos
autdctones no Estado distribuidos em 401 municipios, com novas areas de
transmissdo, ressaltando-se as regides de Campinas, do Litoral Norte
(lhabela, Ubatuba, Caraguatatuba e Sao Sebastido) além da capital do
Estado. As regides de Sorocaba e do Vale do Ribeira, ainda sdo aquelas
gue apresentam maior nimero de casos, totalizando 2.085 casos no
periodo (32,25%) (CVE, 2007). Segundo dados do Centro de Vigilancia
Epidemiolégica da Secretaria de Saude do Estado (CVE) de S&o Paulo
(2010) no periodo de 2006 a 05/07/2010 (dados provisérios) foram
notificados 1.844 casos, atingindo, 643 municipios paulistas.

No biénio 96-97, o Ministério da Saude computou 59.814 casos de
LTA no territorio brasileiro, exceto no Estado do Rio Grande do Sul onde néao
houve registro caso. No Estado de S&o Paulo, verificou-se 436 casos
(INFORME EPIDEMIOLOGICO DO SUS,1998).
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CAMARGO-NEVES (1999) j&4 havia observado que a transmissao
atingira 258 municipios, tendo sido identificadas 22 espécies de
flebotomineos em areas de transmissao, das quais as mais frequentes eram
Nyssomyia intermedia s.l., Migonemyia migonei, Nyssomyia whitmani,
Pintomyia pessoai e Pintomyia fischeri. A autora destacou a expanséo da
area geografica de transmissdo como resultado do fenbmeno da
sobrevivéncia de agentes e vetores em ambiente alterado e domiciliar.
Individuos do sexo masculino e com idade superior a 50 anos constituiam o
grupo de maior risco. Ny. intermedia s.I. e Mg. migonei foram as espécies
que mais se destacaram em ambientes alterados ou proximos a habitacao
humana. Coincidentemente, foram nos municipios que apresentaram o0s
maiores coeficientes de incidéncia de LTA, onde estas espécies, também,

estiveram presentes.

J4, desde o final do século passado, alguns autores chamavam a
atencao para um novo perfil epidemioldgico diferente daquele do inicio do
século, passando a doenca a apresentar caracteristicas endémicas (GOMES
et al.,, 1980; ROCHA E SILVA et al.,, 1980; GOMES, 1992; TOLEZANO,
1994, 2000; CAMARGO-NEVES, 1999; CAMPBELL-LENDRUM, 2001;
CONDINO, 2007; NEGRAO e FERRREIRA, 2009).

O aumento da incidéncia de LTA, em S&o Paulo e no Brasil, tem sido
causa de amplas discussodes e preocupacéo, pois 0s casos tém ocorrido n&o
s6 em éreas florestadas ou de recente coloniza¢do, mas, principalmente, em
areas de antiga colonizacdo e areas periurbanas (domicilio e peridomicilio)
e, ainda restam lacunas a serem respondidas em relacao aos reservatorios
vertebrados e aos vetores das Leishmania spp (GOMES et al., 1980;
ROCHA E SILVA et al.,, 1980; TOLEZANO et al.,, 1980; GOMES, 1992,
BRANDAO-FILHO e SHAW, 1994; LACERDA, 1994; MOMEN, 1995;
PIGNATTI et al.,1995; CONDINO, 2007, DA-SILVA e CUNHA, 2007,
VANZELI e KANAMURA, 2007).



31

Leishmaniose Tegumentar americana na regido de ltup  eva

Os primeiros 12 casos notificados de leishmaniose tegumentar no
municipio de Itupeva foram em 1992, no Bairro Quilombo, area rural distante
10 km do centro urbano (PIGNATTI et al., 1995). Este nucleo de antiga
colonizacéo, caracteriza-se pela presenca de um aglomerado de residéncias
localizado a margem de mata, sem saneamento basico e cujos moradores
relatam morar no local ha muito tempo. A partir de entdo, novos casos séao
notificados regularmente. Neste estudo foram abordadas as questdes
relativas a populacdo humana e aos flebotomineos, concluindo-se que a
doenca apresenta perfil semelhante ao restante do Estado de S&o Paulo
decorrente da adaptacdo das espécies vetoras em areas que sofreram

alteracéo antropica.

Em relacdo aos flebotomineos, nesta ocasido, trés espécies
mereceram destaque no domicilio e peridomicilio: Mg. migonei, Ny.
intermedia sl. e Ny. whitmani e Ex. firmatoi, e na margem de mata

destaque para Ny. intermedia e Mg. migonei.

Em funcdo da proximidade das moradias e da mata, reservatorios
silvestres poderiam exercer algum papel como mantenedores do ciclo

silvestre, lacuna a ser discutida.

Leishmaniose Tegumentar americana na regido de llha  bela

O Litoral Norte paulista era considerado hipoendémico para
transmissdo de LTA até os anos 80, a partir da década seguinte passou a
apresentar caracteristicas epidémicas nos municipios de Ubatuba,
Caraguatatuba, Sao Sebastiao e llhabela com ciclicidade a intervalos de 6 a
8 anos. Os casos notificados ndo mostraram correlacdo com atividade
ocupacional, pois individuos de todas as faixas etarias e sexos foram

acometidos.
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A transmissao parece ter relacdo com ciclos enzoéticos, ocorrendo
no peri e intradomicilio tanto no ambiente periurbano quanto no interior da
mata. Ny. intermedia € o flebotomineo mais abundante, também no peri e
intradomicilio (CONDINO, 2007).

Na epidemia de LTA que ocorreu em 2003 no municipio de Ubatuba,
a acdo antropica no meio ambiente foi decisiva para a aquisicdo da
infeccdo. A proximidade do domicilio e a borda da mata, inferior a 50m, foi
identificada como um dos fatores de risco (VANZELI e KANAMURA, 2007).

7

O Litoral Norte € uma regido com intensa atividade turistica, com
transito permanente de hospedeiros suscetiveis a infeccdo por Leishmania
spp, em particular Ilhabela, com centenas de cachoeiras e ribeirbes que

atraem turistas ao interior das matas.
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2 - JUSTIFICATIVA

O relacionamento entre flebotomineos (vetores) e mamiferos
(reservatérios e/ou hospedeiros vertebrados), fundamental para a
perpetuacdo de Leishmania em ciclos enzodticos, somente podera se dar
em territorios delimitados pela ocupacao de ambos (vetores e reservatorios).
Estudos anteriores indicam de maneira inequivoca a existéncia de territérios

bem definidos.

A utiizacdo de wuma abordagem técnica distinta daquela
classicamente empregada para investigacao de infeccao natural em animais
silvestres, sem sacrificios indiscriminados de todos os animais estudados
(ética e ecologicamente consequentes), quando do monitoramento da
circulacdo de microrganismos de interesse em Saude Publica, como a
estratégia de marcacdo e recaptura, aqui utilizada, além de permitir a
obtencdo de conhecimentos sobre a ecologia de potenciais reservatorios
silvestres do parasita, possibilitou reconhecer, que pelo menos 9,3% dos
animais silvestres encontravam-se naturalmente infectados no ambiente
endémico florestal. Com esta constatacdo de que a transmissdo enzootica
continua ocorrendo, resta-nos saber qual (ais) a(s) espécie(s) de
reservatorios silvestres ou sinantrépicos e de flebotomineos tém importancia
neste ciclo e qual o papel destes na transmissdo domiciliar e peridomiciliar
de Leishmania spp (TOLEZANO et al.; 2002, 2006).

Partindo-se da premissa de que a perpetuacdo na natureza das
leishmanioses aqui estudadas é determinada pela existéncia de ciclos
enzooticos silvestres onde estdo presentes todas as condi¢cdes necessarias
para a garantia da perpetuacdo do ciclo de vida das leishmanias na
natureza, vetores e reservatorios representados por mamiferos silvestres
com territérios bem delimitados, a partir dos quais se dispersam e

disseminam para outros espagos e ambientes, em decorréncia, entre outros



fatores, das alteracbes e agressfes na paisagem natural, tém-se as

seguintes suposicoes:

A expansdo e disseminacdo das leishménias ocorrem a partir dos
seus focos naturais tendo como veiculos mamiferos silvestres com

territorialidade bem definida.

Os mamiferos e vetores que mantém os ciclos enzodticos silvestres

diferem em paisagens distintas.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

Estudar a ecoepidemiologia das espécies de Leishmania voltada

aos vetores e animais terrestres, roedores, marsupiais e outros em duas

areas endémicas de leishmaniose tegumentar do Estado de Sao Paulo para

avaliar a dindmica da circulacdo desses parasitos na transmissdo humana

da doenca.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Estudar a infeccdo por Leishmania spp. de mamiferos silvestres
em ambientes florestados e no peridomicilio humano e de

flebotomineos das regides de estudo;

Identificar através da positividade em vetores e animais a
circulacdo e dispersao de Leishmania, a partir da utilizacdo de
estratégia de captura, coleta de amostras biolégicas, marcacao,
liberacdo e recaptura de mamiferos silvestres (“coorte”) nas

regides de desenvolvimento dos estudos;

Identificar as espécies dos potenciais vetores em locais de captura
e nos provaveis abrigos de animais silvestres encontrados

naturalmente infectados nas regides de estudo; e

Caracterizar fatores ecoldgicos de transmissdo para compor a
ecoepidemiologia da leishmaniose tegumentar nas regides

estudadas.
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4 - MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo ecolégico com observacdes do objeto, em
tempo definido e areas geograficas bem delimitadas.

4.1 - LOCALIDADES DO ESTUDO (Figura 1)

Municipio de llhabela (23° 46’ S e 45° 21’ O) dista 220 km da cidade
de S&o Paulo. Apresenta area total de 336 km? e é composto de 17 ilhas,
ilhotas e lajes, sendo a maior das ilhas, a chamada llha de Sdo Sebastido.
Com vegetacdo tipica de Mata Atlantica e ecossistemas associados €
considerada a maior ilha do litoral sudeste brasileiro. A populacgéo fixa é, de
aproximadamente, 20.000 habitantes, contingente que triplica nos periodo

de temporada de veréao.

Nos séculos XVII e XVIII, a época dos escravos, llhabela conheceu o
seu apogeu econdmico, com o plantio da cana para fabricacdo do acglcar e
no século seguinte com o plantio do café, o que ocasionou grande
devastacdo da Mata Atlantica. No século XX, as plantacbes de cana
retornaram, desta feita para a producédo de aguardente, atividade encerrada

definitivamente nos anos 70.

Atualmente, a principal fonte de renda € o turismo, incrementado pela
inauguracao do ferry-boat que facilitou a travessia do continente para a ilha e

pela chegada da energia elétrica, pelos idos de 1958.

A partir dos anos 80, o incremento do turismo propiciou aumento na
atividade da construgdo civil voltada para edificacdo de residéncias de
veraneio e, em consequéncia, llhabela e as demais cidades do Litoral Norte
comecaram a receber um grande afluxo de migrantes oriundos de diversos

Estados brasileiros.
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Em 1977 o governo do Estado de S&o Paulo, criou o Parque Estadual
de llhabela, declarado Reserva da Biosfera pela UNESCO, que abriga uma
das ultimas reservas, praticamente, virgens da Mata Atlantica, com mais de

300 quedas d’agua, riachos e ribeirdes e mais de 30 praias.

O relevo da regido € bastante acidentado, destacando-se os picos de
Baepi (1025 m), do Papagaio (1037 m) e o de S&o Sebastido (1379 m).
Essas formacdes compdem uma barreira para os ventos fortes carregados
de chuva que vém do oceano, razéo pela qual o clima da regido é o tropical
umido com grande ocorréncia de chuvas. A temperatura média anual é de

25°C, e nos meses do verdo pode atingir 35°C.

A vegetacdo, tipica da mata tropical, ainda apresenta arvores
centenarias com mais de 30 metros de altura, figueiras, manacas- da-serra,

guaresmeiras, pau-jacaré, guapuruvu, além de orquideas e bromélias.

A Mata Atlantica e seus ecossistemas associados como a restinga e o
mangue abrigam centenas de espécies de animais silvestres como o
macaco prego, esquilos (Sciurus ingrami), pequenos roedores, entre eles,
um roedor endémico da ilha, o cururua (Echimys thomasi), e o rato de
espinho (Proechimys iheringi), considerado reservatorio silvestre de
Leishmania em algumas regifes do pais, além de gambas (Didelphis aurita)
e cuicas (Philander opossum). No mangue encontramos tocas do caranguejo
guaiamum. Aves, como 0 tucano, maritaca, pica pau, tangara, trinca-ferro,
araponga, macuco, gaviao-pega-macaco, apuim-das-costas-amarelas, jacu
e jacutinga sao encontradas na area do Parque. Aves migratorias, também,
encontram refugio nestas matas. (PARQUE ESTADUAL DE ILHABELA,,
2010). llhabela apresenta mais de 140 km de costa em duas faces litoraneas
distintas: a face oceéanica, com cerca de 70 km de costées rochosos,
voltados para o mar aberto, onde vive a maioria das 18 comunidades
caicaras, descendentes dos antigos colonizadores. Estas populacdes
mantém, praticamente, intactas as tradices de seus antepassados e vivem

a base da pesca e da roca rudimentares.
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A LTA, em llhabela, comecou a ser notificada ha mais de 15 anos,
numa aparente expansao do continente para a llha, vindo de Parati, no
Estado do Rio de Janeiro, para Ubatuba, Caraguatatuba e Sado Sebastido.
Somente no ano de 1995 o servico municipal de saude registrou mais de
100 casos de LTA, por eles notificados como autoctones. Na face continental
urbanizada, a mais frequientada pelos turistas, € onde se concentra a maioria

dos casos de LTA.

Em llhabela foram selecionadas duas regides de estudo: o Bairro
Cocaia, mais ao norte da llha de S&do Sebastido e o Bairro Bixiga ao sul da
llha (Figura 2), distantes, aproximadamente 12 km entre si (Figuras 1, 2, 3,
4).

Figura 1 - Mapa para localizacdo dos municipios de Itupeva (em azul) e
llhabela (em verde).
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Figura 2 — Mapa do municipio de llhabela com destaque das duas regides
estudadas: Bairro Bixiga ao sul (em amarelo) e Bairro Cocaia ao norte (em

azul).

PORMTA DASCANAS

ARMACAD: T PACUIBA

- EEREA DA
ILHA DAS CABRAS | e
~ PURTINHO AR BRANCA A DO EUSTAGLIG
FEITICEIRA. OOk i
JUUAD L " suminica
PRAIS GRAMNBE r A DAGLA |

PARQUE ESTADLIAL

BAIA DOS CASTELMANGS

# |
ILHABELA, 92% .
DE MATA ATLANTICA PRESERVADA

FRADES | L SACODD SOMBRIC

P IMERTADG

HIEM e
PONTA DO B0

Fonte: Google mapas



Figura 3 — Vista do Bairro Bixiga. Ao fundo, o morro onde foram realizadas

as capturas de animais silvestres e de flebotomineos.
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Figura 4 — Vista do Bairro Cocaia, mata onde foram realizadas as capturas

de animais silvestres e de flebotomineos.
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Municipio de ltupeva (23°09’ S; 47°04’ O): 661m acima do nivel do
mar), distante cerca de 70 km da cidade de Sao Paulo, localiza-se na regido
de Jundiai, envolvendo a Serra do Japi e as colinas da Bacia de Jundiai.
Possui area de 166 km? de zona rural e 30 km? de zona urbana e populacdo
estimada para o ano de 2009 de aproximadamente de 42.458 habitantes
(IBGE). Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da regido € do tipo
Cwa, denominado mesotérmico de inverno seco. A temperatura média
anual de 21°C e a precipitacdo pluviométrica média anual de 1.393 mm
(periodo de 1941 a 2001) (Prefeitura Municipal de Itupeva). Por ser regido de
transicao entre a Serra do Mar e o Planalto Paulista, a Serra do Japi acolhe
representantes de fauna e flora desses dois grandes ecossistemas. A
paisagem € constituida de um conjunto de pequenos morros arredondados
de fundo umido, com fragmentos de matas ciliares ao longo do rio Jundiai,
que atravessa todo o municipio. A vegetacdo é classificada como Floresta
Mesofila Semidecidua e ocupa a maior parte da Serra do Japi, até as
altitudes de 1000 m. Apresenta arvores com 10 a 15 metros de altura, sendo
0s principais representantes: Caesalpiniaceae @ Fabaceae, Mimosaceae,
Rutaceae, Meliaceae, Euphorbiaceae, Myrtaceae, Rubiaceae, Lauraceae,
Anacardiaceae, Lecythidaceae e Myrsinaceae. As atividades agricolas estao
voltadas para o cultivo de uvas, plantio de cereais, flores, leguminosas e
frutas. Merece destaque a existéncia, ainda, na zona rural de algumas
colénias em antigas fazendas de café e &reas de matas secundérias nas
encostas dos morros. Chamam a atencdo as extensas areas com floracoes
rochosas, caracteristicas da regido, de onde ocorre, atualmente, extracao de

granito para calcamento.

7

A fauna da Serra do Japi € composta de animais de habitos
generalistas e dieta variada, convivendo bem com as alteragdes antropicas
da regido, sendo comumente encontrados em pomares e plantacbes de
frutas e verduras. O macaco sagui-da-serra, Callithrix aurita (Callithrichidae),
0s gambas: Didelphis aurita e D. albiventris e a cuica Philander opossum

(Didelphidae), o tatu Dasypus novemcinctus (Dasipodidae), a raposa
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Cerdocyon thous (Canidae), o quati Nasua nasua (Procyonidae), a ariranha
Galictis sp (Mustalidae), o esquilo Sciurus sp (Sciuridae) e a prea Cavia
aperea (Caviidae), sado alguns dos principais representantes (SERRA DO
JAPI, 2007; JAPI, 2010).

A LTA foi diagnosticada pela primeira vez no municipio de Itupeva no
Bairro Quilombo, em 1992, sendo os primeiros casos reconhecidos como
autoctones. Desde entdo, outros casos esporadicos vem sendo notificados
nesta e em outras localidades do municipio. Foram identificados em sua
fauna flebotominica Ny. whitmani, Mg. migonei, Ny. intermedia s.I. e Pi.

fischeri, sendo registrada, ainda, a presenca de Lutzomyia longipalpis.

O municipio, endémico para leishmaniose tegumentar, apresenta,
ainda, ciclo silvestre de Leishmania (L.) infantum chagasi, agente da
leishmaniose visceral americana e a presenca de Lu. longipalpis seu
principal principal vetor (TOLEZANO et al., 2004a, 2004b).

Neste municipio foram selecionadas trés areas de estudo, o Bairro
Monte Serrat, Bairro Paineiras e o Bairro Guacuri, distantes,

aproximadamente 10 km entre si (Figura 5, 6, 7).



Figura 5 - Mapa do municipio de ltupeva com destaque das trés
regides: 1 — Bairro Paineiras (azul) e 2- Bairro Guacuri (vermelho) e 3 —
Monte Serrat (amarelo) onde foram realizados as capturas de animais
silvestres e flebotomineos.
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Figura 6 - Vista da area rural do municipio de ltupeva com as

floragbes rochosas.
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Figura 7 — Vista parcial de da area rural do municipio de Itupeva

com as flora¢des rochosas.
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4.2 - ANIMAIS SILVESTRES
4.2.1 — Captura de animais silvestres

No periodo de outubro de 2000 a setembro de 2009, foram realizadas
capturas de animais silvestres para pesquisa de infeccdo natural por
Leishmania, em locais onde ocorreram casos humanos e caninos de LTA.
Para tanto foram utilizadas armadilhas tipo gaiolas de grade de arame
galvanizado dobraveis, tendo bananas como iscas, apresentando as
seguintes dimensdes: 30,0 cm x 20,0 cm x 20,0 cm que permitem a captura
dos animais vivos (Figuras 8 e 9). Em todas as localidades de captura as
armadilhas foram dispostas em areas florestadas distantes 200m da
residéncia mais préoxima, exceto no Bairro Monte Serrat, no municipio de
ltupeva, onde as capturas foram realizadas no peridomicilio de um pequeno

sitio.

As capturas foram realizadas mensalmente, excecédo feita nos meses
com condi¢cdes climéaticas desfavoraveis. As armadilhas permaneceram
abertas diuturnamente durante trés dias e duas noites consecutivos, sendo

sempre armadas nos mesmos pontos em todas as expedi¢cdes de campo.

Em Ilhabela, no Bairro Cocaia, em uma area de 200m x 10m (Cocaia
abaixo) e outra perpendicular de 100m x 10m (Cocaia acima), 25 armadilhas
foram distribuidas aleatoriamente em cada uma das duas trilhas existentes.
No Bairro Bixiga, utilizou-se uma area de 200m x 15m com 25 armadilhas
distribuidas aleatoriamente. Coletas esporadicas foram realizadas no Bairro

Agua Branca.

Em Itupeva, no Bairro Guacuri, numa area de 100 x 100m foram
montadas 20 armadilhas, no Bairro Monte Serrat, dentro de um sitio foram
distribuidas seis armadilhas e no Bairro Paineiras, em duas trilhas de 200m x
7m (Paineira acima) e 100m x 5m de comprimento (Paineira abaixo),
distantes entre si 200m, foram distribuidas 24 armadilhas, totalizando
esforco de captura de 6.460 armadilhas noite.
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Figura 8 - Armadilha de arame galvanizado com isca de banana para

captura de animal silvestre. llha Bela, bairro Cocaia.
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Figura 9 — Armadilha com Didelphis albiventris
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Foram respeitadas a necessidade de licenca especifica, e as
restricbes de captura apontadas pelo IBAMA (Licenca para Captura, Coleta
e Transporte) e diagnostico da infecgdo natural por Leishmania spp. (Licenca
N°. 301692).

Os animais capturados foram identificados quanto ao local da captura,
espécie, sexo e presenca de sinais clinicos compativeis com leishmaniose.
Em todos os locais onde houve captura ou recaptura as coordenadas
geograficas foram identificadas com GPS (Global Positioning System). Na
presenca de lesbes cutaneas ou manchas hipocrémicas na pele, foi coletada
uma biopsia para tentativa de isolamento de Leishmania (Figura 10 e 11).

Figura 10 - Lesao em base de cauda de Proechimys iheringi.




Figura 11 — Manchas hipocrémicas em cauda de Proechimys iheringi.
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4.2.2. Marcacgéao e captura

Todos os animais capturados foram marcados com furos nas orelhas,
técnica tipo mossa australiana para posterior reconhecimento quando de
recaptura(s), constituindo-se uma verdadeira coorte de animais silvestres.
Cada orelha pode receber de 1 a 4 furos distribuidos em quatro quadrantes
(apical esquerda, apical direita, basal esquerda e basal direita) o que
permitiu centenas de combinacfes. A Figura 12 mostra um exemplo de
codificacao.

Figura 12 — Codificacdo OEAE (orelha esquerda apical externo).
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Apbs os procedimentos, os animais foram liberados nos mesmos

locais de captura sem necessidade de eutanasia.

Quando recapturados os animais foram identificados, a partir da
decodificagdo da marcagcdo anteriormente feita e, uma nova bidpsia foi
coletada;

4.2.3 Localizacao de abrigos naturais de animais silvestres.

Foi realizada segundo técnica descrita por MILES 1976, utilizando um
tubo de fio dental com 100m ou 200m colocado no dorso do animal
imediatamente antes de sua liberagcdo no local exato em que foi capturado,
para possibilitar estudos sobre vetores e a biologia desses animais silvestres
(Figura 13).



Figura 13 — Philander opossum com carretel de nylon para pesquisa

de abrigo.
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4.3 - PESQUISA DE Leishmania spp

Os seguintes procedimentos para confirmacdo da presenca de

infecgao natural por Leishmania foram utilizados:

1. Biopsia - Na presenca de lesbes ou manchas hipocrémicas
nos animais silvestres capturados, foi realizada uma biépsia e o material
colocado em um flaconete com solucdo salina 0,85% com gentamicina
(400upg/ml) mantido sob refrigeracdo até o momento do processamento. No
laboratério, no fluxo laminar, a bidpsia foi macerada e inoculada 0,3ml da
suspensao, via subcutanea, nas patas dianteiras de 02 hamsteres que foram
observados, quinzenalmente, quanto a presenca de lesfes no local da

inoculacao, por um periodo de 6 a 12 meses.

2. Teste rapido para diagnostico de infeccdo natural p or L. .
chagasi - Para avaliar a infeccéo por L. i. chagasi nos animais silvestres
utilizou-se o kit rK39 dipstick test (Inbios International-USA). O teste
rapido para anticorpos anti-rk39 é um ensaio imunocromatografico
qualitativo, realizado em membrana (dipstick) para a deteccdo de anticorpos
especificos na leishmaniose visceral em amostras de soro de humanos e de
animais. A fita é previamente coberta com o antigeno recombinante K39
(rK39) e conjugado constituido por proteina A e ouro coloidal na posicéao de
realizagdo do teste, chamada linha de teste e, com anticorpo anti-proteina A
na posicao chamada linha controle. A amostra reage com o conjugado
marcado e essa mistura migra pelo sistema cromatografico até reagir com o
antigeno recombinante, gerando uma linha vermelha se houver anticorpos
especificos. A leitura da reacdo € realizada em 10 minutos. Em Itupeva,
regido com presenca de Lutzomyia longipalpis, porém, sem registro prévio
de leishmaniose visceral humana ou canina, desde junho de 2002 os
animais capturados foram examinados para a infec¢do natural por L.(L.)
infantum chagasi, pelo teste rapido rK39 em amostra de sangue total

colhido e executado em campo. Quando positivo, foram examinadas
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visceras (figado e baco) na tentativa de isolamento e/ou extracdo de DNA de

Leishmania.

3. Exames anatomopatologicos e de imunohistoquimica . Os
animais que apresentaram alguma evidéncia de infeccdo natural por
Leishmania (L.) infantum chagasi, isto €, reagentes ao teste rapido rK39,
foram eutanasiados e parte de bidpsia de baco, foi encaminhada ao
Laboratério de Anatomopatologia do Instituto Adolfo Lutz, para investigacao

de presenca de formas amastigotas.

4.  Extragdo e purificagdo de DNA e posterior amplifica  ¢do em
PCR, a partir de biopsia de pele colhida quando da captura/recaptura do
animal silvestre. Extracdo de DNA - As amostras de lesdo ou de fragmento
de baco foram processadas conforme protocolo basico de extracdo de DNA
descrito por SAMBROOK et al. (1989) e com as modificagbes previamente
descritas por GOMES et al.( 2007). As amostras foram maceradas e
dissolvidas em tampéo de lise (Tris-HCI, 10 mM, pH 8.0; EDTA 10mM; SDS,
0,5%; N-laurilsarcosil, 0,01%; proteinase K, 100ug/mL) e incubadas em
banho-maria a 56C de uma a quatro horas, até a lise completa do tecido.
Moléculas de DNA foram extraidas pelo protocolo fenol/cloroférmio/isoamil e
precipitado com isopropanol. A seguir, as moléculas de DNA foram
dissolvidas em agua pura, apos lavagem com etanol a 70% a 10.000g por 10
minutos. A concentracdo de DNA e a qualidade das extracdes foram
verificadas por Nanodrop.

PCR — As reacdes de amplificacdo foram realizadas com auxilio de
um kit (Promega), conforme instrucdes do fabricante. As amostras de DNA e
os iniciadores apropriados para cada experimento foram adicionados ao kit e
colocados no termociclador. As amostras de DNA foram testadas com um
marcador molecular 150-152, que amplifica um fragmento de 120 pb da
regido conservada dos minicirculos do kDNA de Leishmania spp (PASSOS
et al., 1999). A PCR foi composta de um ciclo inicial de desnaturacdo a 95C

por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 95C por 45
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segundos, anelamento de 55T por 45 segundos e exte nsdo a 72T por 45
segundos. As reacdes foram finalizadas com um ciclo de extensao final a
72T por 5 minutos.

A identificacdo de L. (L.) infantum chagasi foi realizada utilizando o
marcador molecular RV1-RV2, que amplifica um fragmento de 145 pb de
uma regido variavel do minicirculo do kDNA (regido LT1), especfica para o
complexo L. (L.) donovani (RAVEL et al., 1995; GOMES et al., 2007). As
amplificacbes foram compostas de um ciclo inicial de desnaturacdo a 94C
por 5 minutos, seguidas de 30 ciclos de desnaturacdo a 94T por 30
segundos, anelamento de 60T por 30 segundos e exte nsdo a 72T por 30
segundos. As reacdes foram finalizadas com um ciclo de extensédo a 72T
por 5 minutos. Foram adotadas medidas de controle em todas as etapas da
reagdo. A cada conjunto de reacdes foram adicionados dois controles
negativos, um contendo apenas agua pura e outro com DNA extraido de
amostra sabidamente negativa para Leishmania spp.; e um controle positivo,
uma amostra sabidamente positiva.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em géis de
agarose a 2% e corados com brometo de etidio. A seguir, os fragmentos
foram visualizados sob iluminacé&o ultravioleta. As imagens foram analisadas
por um equipamento Mini Bis Gel Imager and Documentation
(BioSystematica). Os tamanhos dos fragmentos foram baseados
comparando-se com um marcador de tamanho molecular de 100 bp.

5.Pesquisa de infeccdo natural por Leishmania spp em vetores .
Armadilhas luminosas, tipo Falcdo, modificadas foram instaladas em cada
local onde houve o encontro do possivel abrigo natural de um animal
seguido e em galinheiros dos peridomicilios onde foram constatados casos
de LTA humano e/ou canino. Estas armadilhas permaneceram nos locais por
duas noites/més, quando as condicdes meteoroldgicas assim permitiram.
Foram utilizados aspiradores, tipo aspirador de Castro, movidos a pilha, para
captura nos troncos e arredores do abrigo; outras armadilhas foram

montadas de acordo com as necessidades — armadilhas de Disney



58

(utilizando como iscas 0s animais capturados) ou papéis (tipo sulfite)

untados com vaselina liquida e armadilha de Shannon (Figura 14).

Figura 14 - Coleta de flebotomineos com armadilha de Shannon.

ARMADILHA DE SHANNON
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Os flebotomineos coletados foram mortos, uma parte foi clarificada na
seguinte sequéncia e tempo: fenol (24 h) - hidroxido de potassio (12 h) -
acido acético + fuccsina (10’)— &lcool 70° (10") - &lcool 90° (10") — &lcool
95° (10") — &lcool absoluto (10") — 6leo de cravo (até a montagem). Os
espécimens foram montados entre lamina e laminula, em meio ENECE e
identificados por caracteristicas externas e internas (genitdlia e
espermatecas), segundo GALATI (2003). O nome das espécies foi abreviado
segundo MARCONDES (2007).

Parte das fémeas foi dissecada para pesquisa de infeccao natural por
Leishmania, segundo a metodologia preconizada por JOHNSON et al.
(1963): as fémeas foram lavadas com solucédo salina estéril (para remocéao
das escamas, cerdas e poeiras), transferidas para uma lamina com uma
gota de solucdo salina estéril, onde as patas e asas foram retiradas e o trato
digestivo foi exposto para observa-lo ao microscopio. A identificacdo das

espécies foi realizada por meio das espermatecas.

4.4 — ANIMAIS DOMESTICOS

Em Iltupeva foram examinados 76 caes recolhidos no Centro de
Controle de Zoonose do municipio. Apos 0 exame clinico, os animais foram
sacrificados. A necropsia foi realizada, sendo coletadas amostras de sangue
para o diagnodstico de infeccdo natural por Leishmania spp. por meio da
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico
(ELISA), ambos os testes realizados com kits produzidos por Bio-
Manguinhos/Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos. Na presenca de
quadro clinico compativel com leishmaniose (lesdo de pele,
hepatoesplenomegalia), foi feita biopsia para retirada de material para o
exame parasitologico direto (imprints de lesdo e bago) e inoculacao in vitro e

in vivo.
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Inquérito epidemiolégico domiciliar em populagdo ca nina do
Bairro Monte Serrat. Foram examinados 73 cédes, quanto a presenca de
sinais ou sintomas de leishmaniose e colhidas amostras de sangue dos
animais em papel de Filtro Whatman n® 1 destinadas ao exame sorolégico.
Nesses animais também foi feita a aplicacdo de teste intradérmico com
antigeno particulado total, segundo MARZOCHI et al. (1990), e/ou parasita
integro de Leishmania (Viannia) braziliensis, cepa MHOM/BR/75/M2903,
preparado a partir da obtencédo de forma promastigota, em fase estacionaria
e crescimento em meio bifasico Ducrey/BHI, com lavagens em solu¢édo de
Hanks e, ressuspensao final em solugdo mertiolatada. A concentragao final
foi ajustada para cerca de 5,0x10° formas por dose de 0,1 ml. O antigeno foi
aplicado na face interna da coxa do animal e a leitura realizada apos 48h. A

enduracéo observada foi avaliada em mm.

Também foram realizados exames diagndsticos (sorologia, exame
parasitologico, teste intradérmico e PCR) em 6 cdes no Bairro Guacuri, cujos

animais apresentavam sintomas de leishmaniose tegumentar .

4.5 - GEORREFERENCIAMENTO

Para a confeccdo dos mapas municipais e bases analisadas foram
utilizadas a malha municipal vetorial do Estado de Sao Paulo e as malhas
vetoriais do setor urbano de cada municipio, obtidas através do site do
IBGE.

Para a malha municipal vetorial do Estado de Sé&o Paulo (IBGE,
2007a) e o setor urbano dos municipios de Caraguatatuba (IBGE, 2007b),
llhabela (IBGE, 2007c) e ltupeva (IBGE, 2007d), a base cartogréafica é do
ano de 2007 e utiliza como referéncia o Sistema de Coordenadas Geografico
(Lat/Long) e datum horizontal SAD69. As imagens utilizadas foram Landsat 7
ETM+, disponiveis no site GLCF: Earth Science Data Interface ja

georreferenciadas em datum horizontal WGS84 e projecdo UTM. Para a
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andlise visual e apresentacdo dos resultados, foram utilizadas composi¢cdes
falsa cor RGB 453 e RGB 543, onde, respectivamente, a vegetacdo €
visualizada em vermelho e em verde. Quanto maior a biomassa, maior é a

intensidade dessas cores.

As coordenadas foram coletadas com GPS de navegagdo em
projecado Geogréfica e datum WGS84.

Para a analise espacial dos casos positivos em cada municipio, €
necessario trabalhar com as bases cartograficas e as coordenadas em uma
mesma projecdo e datum. Dessa forma, as coordenadas e a malha
municipal vetorial de llhabela e Itupeva foram reprojetadas para UTM, zona
23 e datum SADG69. Para integracdo das malhas vetoriais e as imagens
Landsat, a base vetorial foi reprojetada para a mesma projecdo das

imagens, sendo trabalhadas em projecdo UTM e datum WGS84.

A conversdo das coordenadas de Geografica para UTM e mudanca
de datum foi realizada utilizando o programa Erdas Imagine (ERDAS, 2006).

Para demarcar as coordenadas nas malhas municipais vetoriais,
elaboracdo dos mapas e processamento digital das imagens de satélite foi
utilizado o programa PCI Geomatica Focus (PCI, 2003).

A localizacdo dos municipios analisados pode ser observada na

Figura 1.

4.6 DADOS CLIMATOLOGICOS

Os dados sobre precipitacao e temperatura foram obtidos no site do

CIIAGRO (Centro Integrado de Informagdes Agrometeoroldgicas) (2010).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizados o calculo de estimativa populacional através do
Método de Joly Seber (KREBS, 1989), testes de correlacao e seus intervalos
de confianca (Testes de Correlacdo de Pearson e de Spearman pelo
programa estatistico SPSS).

O esforco amostral de captura (EC) foi obtido multiplicando-se o

namero de armadilhas por noite pelo nimero de meses trabalhado.

O sucesso de captura (SC) em cada local de trabalho foi calculado
através da férmula: SC = nimero de espécimes/ EC x 100. (STALLINGS,
1989)

Abundancia relativa de cada espécie foi obtida dividindo-se o numero
de individuos da espécie pelo numero total de todas as espécies
capturadas.

4.8 - ASPECTOS LEGAIS DE BIOETICA, BIOSSEGURANCA

Bioética — Este estudo € um sub-projeto do Projeto de Pesquisa:
Estudos Estratégicos das leishmanioses e da Doenca de Chagas nas
Regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, coordenado pelo
Prof. Dr. Jeffrey Jon Shaw, com aprovacdo da Comissdo de Etica em
Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz (Anexo 1). O presente projeto ndo envolve
seres humanos como populacdo de estudo, sendo desenvolvidas apenas
observacbes em mamiferos silvestres e sinantrépicos, e populacbes de

insetos.

Biosseguranga — Foram adotadas como norma a obrigatoriedade e
registro da utilizagdo de medidas de protecao individual e coletiva dos
pesquisadores envolvidos, proprias e regulamentadas para atuacdo com 0s

microrganismos de maior classe de risco.
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5 — RESULTADOS

5.1 - LEVANTAMENTO DA FAUNA DE PEQUENOS
MAMIFEROS

5.1.1 llhabela

As capturas de animais revelaram uma diversidade (riqueza) de 11
espécies de pequenos mamiferos distribuidos em 3 ordens:
Didelphimorphia, Rodentia e Squamata (Tabela 2).

Tabela 2 — Numero de animais capturados e recapturados e abundancia
relativa de cada espécie no municipio de Ilhabela, entre 2000 a 2009.

Total Abundancia capturas % recaptura %
relativa (%)

Ordem
DIDELPHIMORPHIA
Didelphis aurita 141 13,78 102 72,34 39 27,66
Gracilinanus agilis 5 0,68 5 100,00 0 0,00
Philander opossum 756 37,97 281 37,17 475 62,83
ORDEM RODENTIA
Cavia aperea 9 0,68 5 55,56 4 44,44
Echimys thomasi 7 0,95 7 100,00 0 0,00
Olygoryzomys sp 2 0,27 2 100,00 0 0,00
Oryzomys sp 14 1,76 13 92,86 1 7,69
Oxymycterus 44 3,51 26 59,09 18 40,91
incanus
Proechimys iheringi 896 38,92 288 32,14 608 67,86
Sciurus ingrami 10 1,35 10 100,00 0 0,00
ORDEM
SQUAMATA
Teguxim tupinambis 1 0,13 1 100,00 0 0,00
Total 1885 100,00 740 39,26 1145 60,74



Tabela 3 — Numero de animais silvestres capturados, segundo sexo, em
llhabela, entre 2000 e2009.

macho fémea Na&o registrado Total

ORDEM

DIDELPHIMORPHIA

Didelphis aurita 47 94 0 141
Gracilinanus agilis 5 0 0 5
Philander opossum 356 399 1 756
ORDEM RODENTIA

Cavia aperea 1 8 0 9
Echimys thomasi 1 4 2 7
Olygoryzomys sp 0 2 0 2
Oryzomys sp 9 2 3 14
Oxymycterus incanus 32 12 0 44
Proechimys iheringi 502 394 0 896
Sciurus ingrami 3 2 5 10
ORDEM SQUAMATA

Teguxim tupinambis 0 0 1 1
Total 956 917 12 1885

Dos 896 exemplares de Proechimys iheringi uma das trés espécies
mais abundantes em llhabela, verificaram-se 502 machos e 394 fémeas,
com uma razdo sexual de 1,27:1, diferente da proporcao esperada de 1:1
(x?= 13,01, g.l.=1; p<0,001); Philander opossum com 356 machos e 399
fémeas (razdo sexual de 0,89:1 (x*= 2,45, g.l.=1; p>0,05) e, Didelphis aurita
com 47 machos e 94 fémeas (razdo sexual de 0,5:1; x*= 15,67, g..=1;
p<0,001) (Tabela 3).

Em llhabela, o esforco de captura foi de 8.518 armadilhas/noite em

166 noites de trabalho, totalizando 1.885 animais.

O sucesso de captura total foi de 22,13%, e, os valores para cada

ambiente estudado variaram de 10,07% a 24,83% (Tabela 4).
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Tabela 4 — Sucesso de captura dos animais silvestres segundo local

de captura em llhabela no periodo de 2000 a 2009.

Bairro Bairro Bairro Bairro Total
Cocaia Cocaia Bixiga Agua
Slbai@ acima Branca
Total de 939 379 552 15 1.885
animais
capturados
Esforco de 3.781 1.751 2.837 149 8.518
captura

Sucesso de 24,83% 21,64% 19,46% 10,07% 22,13%

captura

Meses 82 51 60 03

De um total de 1.885 animais, 400 (21,22%) foram capturados uma
Gnica vez e outros 1.485 (78,78%) foram recapturados de 1 até 35 vezes.
Tabela 5

Tabela 5 — NUumero maximo de recapturas dos espécimes mais abundantes
dos animais de Ilhabela. 2000 a 2009.

especie Sexo NUumero recapturas
Oxymycterus fémea 3
incanus
Didelphis aurita macho 4
Didelphis aurita fémea 6
Oxymycterus macho 7
incanus
Philander opossum macho 9
Philander opossum fémea 18
Proechimys iheringi macho 23

Proechimys iheringi fémea 35
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O tempo transcorrido entre a captura e a Ultima recaptura dos
individuos nas areas de pesquisa variou de um més até 79 meses por um
exemplar fémea de Philander opossum. O tempo de vida desta espécie

varia de 6 a 7 anos para 0s machos e até 10 anos para as fémeas.

O tempo maximo de um individuo de acordo com as espécies e sexo
(quando os dois foram capturados) pode ser observado na Tabela 6. O
tempo de permanéncia na area de estudo foi considerado como o niumero de
meses que se passou entre a primeira e a ultima recaptura, mesmo que o

individuo néo tenha sido capturado em todos 0os meses desse intervalo

Tabela 6 - Tempo transcorrido, em meses, entre a captura até ultima
recaptura dos espécimes mais abundantes em llhabela.

espécie sexo meses
Didelphis aurita Macho 3
Oxymycterus quaestor Femea 6
Cavia aperea Femea 26
Oxymycterus quaestor Macho 43
Proechimys iheringi Femea 49
Proechimys iheringi Macho 61
Didelphis aurita Femea 61
Philander opossum Macho 78

Philander opossum Femea 79
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Proechimys iheringi, Ph. opossum e Di. aurita foram as trés espécies
capturadas com as frequéncias mais elevadas, tendo sido observada
diferenca significativa entre as populacdes de Pr. iheringi e Ph. opossum
(Fpearson = 0,4148; n=24; p = 0,044; rspearman= 0,4922; n=24; sig 0,015)) e
entre Pr. lheringi e Di. aurita ( rpearson=0,5280; n=24; p=0,008). Figura 15,16
el7

Para Proechimys iheringi foram verificados picos nos meses de junho
e julho de 2002 e agosto de 2005, no entanto, a partir de 2006, houve
sensivel queda na sua densidade populacional (Figura 15,16 e 17).

A distribuicdo mensal do numero dos animais capturados e da
precipitacdo e temperatura esta apresentada na Figura 16. Visualmente,
parece ocorrer uma tendéncia de aumento de capturas dos animais nos
periodos mais secos e diminuicdo nos periodos mais chuvosos, no entanto,
a analise de correlagdo de Spearman ndo mostrou qualquer correlacao
significante entre 0 nimero de animais mais abundantes e temperatura
meédia mensal nem tado pouco em relacdo ao indice de precipitacdo no més
anterior ao da captura. Ressalte-se que foi analisado apenas o periodo
compreendido entre os meses de julho/2006 a outubro/2009, a partir dos
registros disponiveis na base de dados do CIIAGRO (Figura 17). Entretanto
verificou-se correlacdo positiva e significante entre temperatura e

precipitacao (rspearman=0,6466; n=17; sig 0,004).
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Figura 15 - Variacdo mensal da estimativa do tamanho populacional das espécies mais frequentes em Ilhabela, 2000-
20009.
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Figura 16 — Variacdo mensal de temperatura e precipitacdo e do numero de
individuos capturados em llhabela, por espécie. Periodo 2006 a 2009.
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Figura 17 - Variacdo de precipitacdo e temperatura média mensal no
municipio de Ilhabela no periodo de jun/06 a out/09.
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Foi observada a presenca de fémeas prenhas de roedores e de
filhotes no marsupio e de marsupiais jovens em quase todos 0s meses do
ano. Nao foi observada correlacdo entre estes dados com temperatura e a
precipitacdo do més anterior a captura, pelo menos no periodo em que havia
disponibilidade daqueles dados. No periodo de 2006 a 2009, em apenas

quatro ocasides foram capturadas fémeas prenhas de Proechimys iheringi
(fev/06, fev/07, ago e set/07).

Encontros de Didelphis albiventris jovens ou no marsupio foram mais
frequentes nos meses de abril e dezembro, enquanto Philander opossum

jovens ou no marsupio foram encontrados em todos os meses do ano.

A maior abundancia de espécies foi observada em junho, julho e

agosto, época de menor intensidade de chuvas. A riqueza de espécies por
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més variou de 1 a 5, sendo que Proechimys iheringi e Philander opossum
sempre estiveram presentes em todas as capturas. Por outro lado, durante o
desenvolvimento deste estudo, os meses em que se verificou menor captura
foram os de fevereiro e margo, que coincide com a estagcdo chuvosa. No

entanto, estatisticamente ndo houve correlacéo significativa.

Quando se analisa a correlacdo entre o total de capturas das trés
espécies predominantes, verifica-se correlacao significante entre roedores e

marsupiais, mas néo entre os marsupiais conforme se observa na Tabela 7.

Quando se trata da andlise das recapturas, ocorreu correlagdo
significativa entre as espécies, Philander opossum e Didelphis aurita, P.

opossum e Proechimys iheringi, mas ndo esta e D. aurita. (Tabela 8)

Tabela 7 — Correlacdes entre total de animais capturados de cada espécie
em llhabela. Periodo 2000 a 20009.

Proechimys iheringi Philander Didelphis
opossum aurita
Pearson
Proechimys 0,6253 0,2232
iheringi n(82) n(82)
p= 0,000 p= 0,044
Philander 0,6253 0,1130
opossum n(82) n(82)
p= 0,000 p= 0,312
Didelphis aurita 0,2232 0,1130
n(82) n(82)
p= 0,044 p= 0,312
Spearman
Philander 0,5384
opossum n(82)
sig 0,000
Didelphis aurita 0,2726 0,0648
n(82) n(82)
sig 0,013 sig 0,563
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Tabela 8 — Correlacdes entre o total dos animais recapturados de cada
espécie em llhabela. Periodo de 2000 a 2009.

Proechimys iheringi Philander Didelphis
opossum aurita
Pearson
Proechimys 0,6061 0,1928
iheringi n(83) n(83)
P= 0,000 P= 10,081
Philander 0,6061 0,2458
opossum n(83) n(83)
P= 0,000 P= 0,025
Didelphis aurita 0,1928 0,2458
n(83) n(83)
P=0,081 P= 0,025
Spearman
Philander 0,6283
opossum n(83)
sig 0,000
Didelphis aurita 0,2362 0,2918
n(83) n(83)
sig 0,032 sig 0,007

Nas Figuras 18 e 19, percebe-se uma variacdo de recapturas de

Proechimys iheringi e Philander opossum entre 20 e 90%, principalmente

até 2005, fase em que alteragBes ambientais tornaram-se mais frequentes,

enquanto Didelphis aurita

(Figura 20).

em 68% das ocasibes ndo foi recapturado
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Figura 18 — Variacao da frequéncia de Proechimys iheringi recapturados em
llhabela, periodo de 2000 a 2009.
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Figura 19 — Variacdo da frequéncia de Philander opossum recapturados em
llhabela, periodo de 2000 a 2009.
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Figura 20 — Variacado da frequéncia de Didelphis aurita recapturados em

llhabela, periodo de 2000 a 2009.
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Em llhabela, no Bairro Cocaia, de outubro/00 até novembro/05, as

coletas foram realizadas em duas trilhas que se bifurcavam a partir da trilha

principal, que denominamos Cocaia de cima e Cocaia de baixo. A distancia

entre os primeiros pontos de coleta de cada trilha ndo € superior a 100m,

entretanto, em nenhuma ocasido um animal capturado na Cocaia de cima

foi recapturado na Cocaia de baixo e vice versa.

Na tentativa de se localizar provaveis tocas ou ninhos, mais de 100

exemplares de D. aurita, P. opossum e P. iheringi foram seguidos utilizando-

se carretéis de rastreamento, com fios de nylon de 100 ou 200m, acoplados

em seus dorsos. Em vista do terreno irregular e bastante acidentado com

muitas pedras limosas e espécies de palmeiras espinhosas como as

brejatvas, ndo se obteve muito sucesso nesta empreitada, apenas 10% dos

animais seguidos entraram em tocas ou ocos de pedras. Ndo se pode

afirmar que sejam seus ninhos ou tocas ou se apenas se esconderam. De
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gualguer maneira, as distancias percorridas nao ultrapassaram 100m,

mesmo quando estavam com carretéis de 200m.
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5.1.2 - ltupeva

No municipio de Itupeva observou-se uma diversidade (riqueza) de 13

espécies distribuidas em 6 ordens. (Tabela 9)

Tabela 9 — Numero de animais silvestres capturados e recapturados e
abundancia relativa de cada espécie no municipio de ltupeva. Periodo de
2000 a 20009.

TOTAL Abundancia captura % recaptura %
relativa (%)

ORDEM

DIDELPHIMORPHIA

Didelphis albiventris 379 36,53 156 41,16 223 58,84
Didelphis aurita 119 18,50 79 66,38 40 33,62
Lutreolina sp 2 0,47 2 100,00 0 0,00
ORDEM RODENTIA

Akodon sp 263 35,36 151 57,41 112 42,59
Nectomys squamipes 47 6,09 26 55,32 21 42,86
Oligoryzomys nigripes 1 0,23 1 100,00 0 0,00
Oxymycterus quaestor 9 0,70 3 33,33 6 66,67
Rattus rattus 1 0,23 1 100,00 0 0,00
ORDEM

XENARTHRA

Dasypus 2 0,47 2 100,00 0 0,00

novemcinctus

ORDEM PRIMATES

Callithrix sp 2 0,47 2 100,00 0 0,00
ORDEM SQUAMATA
Teguxim tupinambis 2 0,47 2 100,00 0 0,00
ORDEM CARNIVORA
Cerdocyon thous 1 0,23 1 100,00 0 0,00
Galictis vittatis 1 0,23 1 100,00 0 0,00

TOTAL 829 100,00 427 51,51 402 48,49



77

Tabela 10 — Numero de animais silvestres capturados, segundo sexo, em
Itupeva no periodo entre 2000 e 2009.

macho fémea n&o registrado TOTAL

ORDEM

DIDELPHIMORPHIA

Didelphis albiventris 129 250 0 379
Didelphis aurita 48 71 0 119
Lutreolina crassicaudata 1 0 1 2
ORDEM RODENTIA

Akodon sp 150 106 7 263
Nectomys squamipes 14 31 2 47
Oligoryzomys nigripes 1 0 0 1
Oxymycterus quaestor 2 7 0 9
Rattus rattus 1 0 0 1
ORDEM XENARTHRA

Dasypus novemcinctus 1 1 0 2
ORDEM PRIMATES

Callithrix sp 1 1 0 2
ORDEM SQUAMATA

Teguxim tupinambis 0 0 2 2
ORDEM CARNIVORA

Cerdocyon thous 0 0 1 1
Galictis vittatis 0 0 1 1
TOTAL 348 467 14 829

Em ltupeva, regido do planalto, ocorrem duas espécies simpatricas
Didelphis aurita e Didelphis albiventris, que, juntamente com o roedor

Akodon sp compdem 90,39% do total de animais capturados.

A espécie mais abundante foi D. albiventris, com 379 exemplares, 129
machos e 250 fémeas (razdo J:9= 0,52:1; x*= 38,63, g.l.= 1; p<0,001). A

segunda espécie mais abundante, Akodon sp, com 150 machos e 106



78

fémeas (razdo J4:9= 1,41:1; x?= 7,56; p<0,01) e Didelphis aurita com 48
machos e 71 fémeas (razdo 3:9= 0,67:1; X°= 4,44; p<0,04) (Tabela 10).

O esforgo de captura e o sucesso de captura cada local de trabalho

encontram-se representados na Tabela 11.

Tabela 11 — Sucesso de captura de animais silvestres segundo local de

captura em ltupeva. Periodo de 2000 a 2009.

Bairro Bairro Bairro Bairro Total
Guacuri Paineiras Monte Monte
Serrat | Serrat
Il
Total de 248 432 86 63 829
animais
capturados
Esforco de 2.537 2.824 732 367 6.460
captura
Sucesso de 9,73% 15,30% 11,75% 17,17% 12,83%
captura
Meses 66 68 62 25
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Em ltupeva foram capturados 829 diferentes animais, dos quais 266

(32,09%) tiveram uma Unica captura e os demais foram recapturados de 1 a

15 vezes, como uma fémea de Didelphis albiventris (Tabela 12).

Tabela 12 — NUmero maximo de recapturas dos espécimes mais abundantes
em ltupeva. 2000 a 2009.

Espécie Sexo NUmero

de

recapturas
Didelphis aurita Macho 2
Nectomys squamipes Macho 3
Nectomys squamipes Fémea 4
Didelphis aurita Fémea 5
Didelphis albiventris Macho 6
Akodon sp Macho 6
Akodon sp Fémea 7
Didelphis albiventris Fémea 15

Diferente do que aconteceu em lIlhabela, vimos que na regido do

planalto, o tempo de permanéncia foi consideravelmente menor, sendo o

méaximo de 34 meses observado de uma fémea de Didelphis albiventris.

(Tabela 13)

Tabela 13 - Tempo transcorrido, em meses, entre a captura até a ultima
recaptura, dos espécimes mais abundantes em Itupeva. 2000 a 2009.

espécie sSexo meses

Didelphis aurita Fémea 6
Nectomys squamipes Macho 15
Nectomys squamipes Fémea 21
Didelphis aurita Macho 25
Akodon sp Macho 25
Didelphis albiventris Macho 28
Akodon sp Fémea 30
Didelphis albiventris Fémea 34
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Os picos populacionais foram verificados nos meses de setembro/01
e julho/02, por Didelphis albiventris com populagao estimada em 750 e 733,5
respectivamente, também foi observada uma queda na densidade
populacional nos anos seguintes, embora ndo tenha sido percebida qualquer
alteracdo ambiental nas localidades de coleta. (Figuras 21, 22 e 23). No
decorrer das capturas observou-se aumento da populacdo de D. aurita e
diminuicdo na populagéo de D. albiventris.

A maior abundancia de espécies capturadas foi observada nos meses

de maio e setembro/02 e a diversidade de espécies variou de 1 a 5.

No periodo de 2000 a 2002, verificou-se correlagdo negativa
significativa entre estimativa do tamanho populacional de Didelphis
albiventris em relagéo a temperatura (fspearman= -0,4455; sig 0,029; n=18)
indicando aumento do tamanho populacional no inverno, conforme Figura
23. Nos demais periodos ocorreu apenas correlacdo significativa entre

temperatura e precipitacdo. (Tabela 14).

Apesar de nédo ter ocorrido correlacéo significativa entre precipitacdo e
estimativa populacional, observa-se, pelo menos visualmente no grafico que,
em periodos de menor precipitacao, isto €, no inverno (de junho a setembro),
h&a aumento no nimero de animais capturados e na estimativa do tamanho

populacional.
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Figura 21- Variacdo mensal da estimativa do tamanho populacional das espécies mais freqiientes em Itupeva. 2000-2009
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Tabela 14 — Correlacdes entre temperatura média mensal e precipitacdo no
municipio de Itupeva.

Temperatura x precipitacao

I'spearman = - 0,5789
2000-2002 n(18)

sig 0,002

rspearman: 0’5395
2003-2005 n(18)

sig 0,004

I'spearman= 0,5926
2006-2009 n(18)

sig 0,007

Fémeas com filhotes no marsupio ou jovens de Didelphis albiventris
foram constantes ao longo do todo o periodo de estudo. N&o foram
observadas fémeas prenhas e nem exemplares jovens de Nectomys

squamipes.

O encontro de Akodon sp prenha e de Didelphis aurita jovem ou com
filhote no marsupio ocorreu em menos de 30% das capturas, especialmente
nos trés ultimos anos de investigacdo. Nao se observou correlacdo entre

namero de gestagdes ou infantes com dados de temperatura e precipitacao.

Quando se analisa o total de animais capturados, considerando-se as
quatro espécies predominantes, apenas entre Didelphis albiventris e Akodon
sp se observa correlacéo significativa (r'spearman= 0,2852; sig 0,018; n=69),
assim também ocorre quando se analisam as recapturas destas duas
espécies (rspearman= 0,3729; sig 0,02; n=18). Em relacdo a D. aurita e D.
albiventris, observa-se correlacdo negativa nas capturas e recapturas, porém

nao significativas estatisticamente.
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Foram seguidos com carretéis de rastreamento 25 exemplares de
Didelphis aurita e 20 de D. albiventris assim como aconteceu em llhabela,
observando-se que menos de 10% dos animais seguiram para provaveis
tocas. Itupeva € rico em floracbes rochosas e, 0s animais geralmente
procuram esconderijos sob estas formacdes, dificultando o acesso. Em todos
os locais foram colocadas armadilhas luminosas para flebotomineos com
resultados negativos, 0 que pode sugerir que estes locais ndo sejam 0s
verdadeiros abrigos ou ninhos. As distancias percorridas ndo superaram 0s

100m.

Em Itupeva, também se verificou que animais capturados em uma
trilha ndo foram recapturados em outra trilha, distantes 200m entre si, como

foi no caso do Bairro Paineiras.

5.2 — FLEBOTOMINEOS

As coletas de flebotomineos em Ilhabela e em Itupeva foram pouco
rentaveis (tabelas 17 e 18); tentamos utilizar métodos diversos como
armadilha de Shannon, aspiradores elétricos com cabo longo para coletas
em tocas, papéis embebidos com vaselina liquida, armadilhas Disney e
armadilhas luminosas tipo Falcdo modificado, nas poucas coletas com
resultados positivos, o numero de flebotomineos sempre foi muito reduzido.
As coletas foram realizadas nos mesmos locais das capturas de animais
silvestres, pois 0 objetivo era avaliar a dinamica de circulagéo de Leishmania
associada a presenca de possiveis vetores e reservatorios silvestres. No
total, 1.779 individuos, distribuidos em 14 espécies, foram capturados. Ny.
intermedia (79,45%) na regido do litoral norte e Ny. neivai ( 33,06%) na

regido do planalto foram as espécies predominantes.
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Tabela 15 -Flebotomineos coletados nos municipios de llhabela e Iltupeva,
Estado de S&o Paulo, Brasil. Periodo de 2000 a 2009

llhabela [tupeva total
ndamero % ndamero % namero %

Nyssomyia 928 79,45 0 0,00 928 52,16
intermedia

Nyssomyia neivai 0 0,00 202 33,06 202 11,35
Nyssomyia 0 0,00 147 24,06 147 8,26
whitmani

Migonemyia 105 8,99 33 5,40 138 7,76
migonei

Lutzomyia 0 0,00 126 20,62 126 7,08
longipalpis

Pintomyia fischeri 27 2,31 60 9,82 87 4,89
Evandromyia 42 3,60 19 3,11 61 3,43
edwardsi

Expapilata firmatoi 27 2,31 1 0,16 28 1,57
Pintomyia pessoai 0 0,00 23 3,76 23 1,29
Psathyromyia 17 1,45 0 0,00 17 0,96
shannoni

Brumptomyia 11 0,94 0 0,00 11 0,62
nitzulescui

Brumptomyia 7 0,60 0 0,00 7 0,4
cunhai

Pintomyia monticola 3 0,26 0,00 3 0,17
Psychodopygus 0,09 0,00 0,06
ayrozai

Total 1168 100,00 611 100,00 1779 100,00
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5.2.1 — llhabela

Tabela 16— Flebotomineos coletados em llhabela, no periodo de 2000 a
2009, segundo espécie e local de coleta.

galinheiro . mata total

Macho Macho

=z

o~ N
N~ ~fw

- 16
4 20
= 21
21 60
127 261
172 409
= = 1

[ R}
w1
ENQN

3 7
= 5 13
= = 21
9 9 45
89 236 667
99 256 759

9 151 428 490 1168

Tabela 17 — Esforco de captura de flebotomineos, segundo local de captura
em llhabela. Periodo de 2000 a 2009.

*individuo/hora/més



88

O total obtido foi de 1.168 (527 machos e 641 fémeas) flebotomineos
distribuidos em 10 espécies. Ny. intermedia predominou (79,45%), seja em
ambiente de mata (77,0%) seja no galinheiro (88,49%), a razdo sexual J:9
apresentada por esta espécie foi 1,0:1,05 (4523 4769; x°= 0,64; g..=1. p>
0,05). A segunda espécie foi Mg. migonei (8,99%) sendo 394 e 66% (1,0:1;
X?= 6,94; g.l.=1; p<0,05 ). No galinheiro, Ny. intermedia apresentou maior
abundancia (88,4%) e Mg. migonei, 8,8% (Tabela 16).

Figura 24 — Frequéncia das espécies de flebotomineos, segundo
local de coleta, mata ou galinheiro; llhabela, 2000 a 2009.
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5.2.2 - ltupeva

Foram utilizadas as mesmas ferramentas de coleta utilizadas em
llhabela, mas semelhante ao que aconteceu naquele municipio, as coletas

em ltupeva foram pouco rendosas, conforme se observa na tabela 18.

Tabela 18 — Esforco de captura de flebotomineos, segundo local de captura
em ltupeva. Periodo de 2000 a 2009.

Bairro Guacuri Bairro Monte Serrat

(galinheiro) (galinheiro)
4 574
0,001* 0,15*
66 66

* individuos/hora/més

O numero total de insetos coletados foi de 611 (222 & 3899), Ny.
neivai predominou (33,06%) sendo 63 machos e 139 fémeas, numa razédo
sexual J:9 1:2,21. Ny. whitmani e Lu longipalpis compareceram com
25,86% e 20,62% respectivamente. Pi. fischeri compareceu com 9,82%
(Tabela 19).
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Tabela 19— Flebotomineos coletados em Itupeva, no periodo de 2000 a
2009, segundo espécie e local de coleta.

galinheiro
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5.3 - PESQUISA DE INFECCAO NATURAL POR Leishmania
spp EM MAMIFEROS

A partir do registro das informacgdes geograficas nas diferentes areas
trabalhadas foi realizado o mapeamento espacial relacionando locais de
captura, de abrigo dos hospedeiros ndo humanos desses protozoarios.

Identificando-se um provavel padrao de agregacao espacial (foco).

Nas Figuras 25 e 26, observam-se as areas investigadas e com

animais com infecc¢ao por Leishmania spp., em llhabela e Itupeva.

Figura 25 - Mapa do municipio de llhabela com amplificacdo das duas
regides estudadas (1- Bairro Bixiga e 2 — Bairro Cocaia). As cruzes
vermelhas representam achados de animais infectados por Leishmania spp
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Figura 26 - Mapa do municipio de Itupeva com ampliacéo das trés regides: 1
— Bairro Paineiras, 2- Bairro Guacuri e 3 —Bairro Monte Serrat com a
representacdo ( cruzes em verde) das infecgcbes por Leishmania spp.
encontradas em animais silvestres
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Na tabela 20 apresenta-se um resumo dos casos confirmados e
notificados de LTA no Estado de Sdo Paulo e nos municipios investigados,
nao houve correlacdo entre os casos notificados e os animais infectados

encontrados nos municipios estudados.

Tabela 20 — Casos humanos confirmados e notificados de LTA no Estado de
Sao Paulo e nos municipios de llhabela e Itupeva, no periodo de 2000 a
2009.

Séo Paulo llhabela ltupeva
2000 170 1 0
2001 700 6 1
2002 874 1 1
2003 1067 12 2
2004 674 37 5
2005 505 12 0
2006 458 13 0
2007 416 10 1
2008 404 0 0
2009 277 6 0
Total 5545 98 10

Fonte: MS/SVS/SINAN, 2010

Dos 2.714 animais examinados, 455 (16,76%) foram considerados
com evidéncias de infeccdo natural por Leishmania, destes 60,66% eram
roedores e 39,34% marsupiais, Proechimys iheringi foi responsavel por

50,11% de todos os animais silvestres naturalmente infectados.
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Tabela 21 — Quadro sindptico dos casos humanos notificados em S&o
Paulo, em Ilhabela e dos animais com infec¢édo, segundo periodos do estudo

Casos humanos notificados* Animais silvestres c/
infeccéo por
Leishmania spp

Periodo Séo Paulo lIhabela
2000-2002 1.744 8 232
2003-2005 2.246 61 87
2006-2009 1.555 29 147

*Fonte: MS/SVS/SINAN, 2010

Tabela 22 — Quadro sindptico dos casos humanos notificados em Sao
Paulo, em ltupeva e dos animais com infec¢do, segundo periodos do estudo

Casos humanos notiifcados* Animais silvestres c/
infeccéo por
Leishmania spp

Periodo Sao Paulo ltupeva
2000-2002 1.744 2 30
2003-2005 2.246 7 50
2006-2009 1.555 1 9

*Fonte: MS/SVS/SINAN, 2010
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Tabela 23 — Quadro sindptico dos achados de animais infectados com Leishmania em llhabela no periodo de 2000 a 2009.
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Tabela 24 - Quadro sindptico dos achados de animais infectados com Leishmania em Itupeva no periodo de 2000

a 2009.
Animais hamster Leishmania i.
capturados positivo chagasi
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119
263
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Em llhabela observa-se que no periodo de abril a agosto, ocorre o
pico de registro de animais silvestres com quadro de infeccdo evidente
(Figura 27) e que em ltupeva este periodo se estende até setembro (Figura
28).

Figura 27- Numero de animais com sinais de infeccdo segundo més de
captura em llhabela
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Figura 28 - Numero de animais com sinais de infeccdo segundo més de
captura em ltupeva.
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Na regido de Itupeva, em 313 animais foi aplicado o teste rapido rK39
dipstick test em sangue total, destes, 64 (20,45%) apresentaram resultado
“fracamente positivo” ou seja a linha teste onde se encontra o antigeno rk39

mostrou coloracéo mais fraca (Figura 29).

Para o teste rapido “rkK39 dipstick” foi encontrada sensibilidade ao
redor de 90%, qualquer que tenha sido a amostra examinada (sangue total,
soro sanguineo ou eluato de sangue em papel de filtro) (TOLEZANO ET AL.
2004).

Os animais que tiveram resultados de PCR reagentes para
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, Leishmania (Viannia)
braziliensis e Leishmania sp, foram 0os mesmos que apresentaram reagao
fracamente positiva no teste rapido, conforme se observa na Tabela 25. No
bairro Guacuri observaram-se amostras positivas para L. i. chagasi de
Akodon e D. albiventris; Akodon sp e um D. albiventris com Leishmania sp,
e um D. albiventris com L.(V.) braziliensis. No bairro Paineiras foram
isolados Leishmania (V.) braziliensis de Nectomys squamipes e por fim, um
Didelphis albiventris capturado no peridomicilio do bairro Monte Serrat com

Leishmania sp.
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Figura 29 - Teste rapido com antigeno rk39.

POSITIVO NEGATIVO

A infeccdo natural foi diagnosticada pelo Ensaio Imunocromatografico
rapido para deteccdo qualitativa de anticorpos anti-L. (L) i. chagasi rK
dipstick test, por exames anatomopatolégicos, imunohistoquimicos, pela
inoculacdo em hamsters e PCR de fragmento de baco. Todos os hamsters
apresentaram esplenomegalia e, pelo menos um Akodon sp apresentou ao
exame anatomopatolégico a presenca de estruturas arredondadas
agrupadas em macréfago portal e, ao exame imunohistoquimico para
Leishmania (V.) braziliensis (policlonal) o resultado n&o foi conclusivo.
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Tabela 25 — Relacdo de animais silvestres com teste rapido rk39 positivos,
segundo espécie e local de captura do municipio de Itupeva, SP.

Guacuri Paineiras Monte Serrat

Akodon sp 21 6 0
Didelphis albiventris 7 10 4
Didelphis aurita 5 3 0
Nectomys squamipes 0 7 0
Oxymicterus quaestor 0 1 0

Total 33 27 4

Em llhabela, utilizou-se o teste rapido para diagnéstico de
leishmaniose  visceral, @ DPP™Leishmania  Test produzido  por
Biomanguinhos em 104 animais silvestres, dos quais 6 (5,71%) Proechimys
iheringi mostraram alguma reatividade, todos do bairro Cocaia cujas
capturas ocorreram em interior de mata. Nao foi possivel afirmar se estes

estavam ou ndo infectados com Leishmania i. chagasi.

Em relacdo aos animais domésticos, durante o periodo deste estudo,
foram examinados 155 cées, sendo 76 no Centro de Controle de Zoonoses
de Itupeva, 73 cdes em inquérito domiciliar no Bairro Monte Serrat e 6 caes
no Bairro Guacuri, com sinais e sintomas de leishmaniose tegumentar
(lesbes no focinho e bolsa escrotal), apenas estes apresentaram cultura e

PCR positivo para Leishmania braziliensis.

Em relagdo aos flebotomineos dissecados, tanto de llhabela quanto

de ltupeva, néo se observou qualquer fémea naturalmente infectada.
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6 - DISCUSSAO

6.1 - ANIMAIS SILVESTRES

O desenvolvimento desta investigagao permitiu o conhecimento néo
s6 de aspectos da enzootia das leishmanioses, mas, também da biologia de

pequenos mamiferos das regides estudadas.

Em Ilhabela, foram capturados 902 (47,85%) marsupiais de trés
espécies e 982 (52,09%) roedores de 7 espécies; tendo Proechimys iheringi
predominado significativamente em relagéo a Philander opossum (rs=0,5384,
n=82, sig 0,000) e em relacdo a D. aurita (rs=0,2726, n=82, sig 0,000) entre
as espécies mais prevalentes. Em Itupeva, 500 (60,32%) marsupiais de 3
diferentes espécies e 323 (38,96%) roedores de 5 espécies diferentes além
de outros 8 exemplares de 4 ordens diversas. Embora o numero de
individuos tenha sido superior ao numero de roedores, estes compareceram
com maior numero de espécies diferentes. Estes dados corroboram outros
estudos com animais de pequeno porte em florestas tropicais e Cerrado
(LESSA et al.,, 1999; LYRA JORGE et al., 2001; GRAIPEL et al., 2006;
MILANO, 2007; RODRIGUES, 2007).

A recaptura sistematica e o longo tempo de permanéncia nos mesmos
locais de alguns espécimes indicam, de maneira inequivoca, a existéncia de
territorios bem definidos, principalmente para Philander opossum e

Proechimys iheringi.

Em Ilhabela, Proechimys Ilheringi e Philander opossum foram
espécies que durante todo o periodo da pesquisa foram recapturadas com
frequéncia, fato ndo observado em Didelphis aurita, esta peculiaridade pode
ser entendida como um processo de adaptacdo de uma espécie que, ainda
nao tem territorio definido, por causa de sua recente introducdo em llhabela.
Ao inicio das investigacbes neste municipio, em 1997, procuramos a
Administracdo do Parque Estadual de Ilhabela e consultamos a lista de
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animais existentes na ilha, e verificamos a auséncia de Didelphis, o que

reforca a idéia de recente introducéo.

A nao utilizacdo de armadilhas em extratos diferentes do solo pode ter
interferido nos resultados concernentes a abundancia de marsupiais,
reconhecidos por seus habitos arboricolas, subestimando sua amostra,
como aconteceu no estudo de LYRA JORGE (2001).

O periodo de maior abundancia e riqueza de espécies, entre maio e
setembro, coincide com outros estudos de ecologia de pequenos mamiferos
em regides neotropicais e no cerrado brasileiro. (LESSA et al., 1999,
GRAIPEL et al., 2006; MILANO, 2007; SANTOS-FILHO, 2008). O periodo
entre o final do verdo e comeco do outono caracteriza-se pelo periodo de
frutificacdo e desprendimento de folhas das arvores, esta época de grande
oferta de alimentos coincide com o periodo de reproducdo de roedores e
marsupiais o que pode explicar o incremento no tamanho da populacéo de
pequenos mamiferos entre maio e setembro (FONSECA e KIERULFF, 1989;
LEE e COCKBURN, 1985, citados por LESSA (1989) e MOZERLE (2008).

A estacdo reprodutiva sazonal e movimentos de imigragdo e
dispersédo sao as mais importantes causas bidticas diretamente relacionadas
as flutuacbes na densidade da populacdo sédo: (MONTEIRO-FILHO e
CACERES, 2006).

A menor quantidade de animais capturados no periodo das chuvas
pode ter ocorrido pelo fato de que as armadilhas iscadas com frutas nao
foram tdo atrativas em virtude da maior disponibilidade de alimentos no
ambiente nesta época do ano. AMARAL (2008) cita comentarios de outros
autores quanto ao fato de que o aumento populacional dos marsupiais no
periodo de secas decorreria do aumento no numero de animais capturados
atraidos pelas iscas, em funcédo da escassez de alimentos nesta época ou

se constituiria em aumento de fato do tamanho populacional.
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Em Santa Catarina, GRAIPEL et al. (2006) registrou correlacdo
negativa para D. aurita em relacdo a temperatura, semelhante ao que
observamos em Iltupeva com D. albiventris. A literatura consultada néo cita
correlacao entre roedores e variagdes de temperatura o que pode explicar a
maior abundancia e riqueza de espécies deste grupo em relagcdo aos
marsupiais em todas as épocas do ano. A presenca desses roedores
durante o ano todo pode explicar o maior indice de positividade (60,66%)
(276/455) as infecgBes por Leishmania em relagdo aos marsupiais que é de
39,34% (179/455).

O sucesso de captura obtido nos nossos resultados, utilizando-se
apenas duas noites/més, variou de 9,73% a 24,83% dependendo do local de
captura, superando dados de literatura, 11,5% (GRAIPEL et al., 2006); 1,5%
(MOZERLE, 2008); 10,7% (MILANO, 2007) e 3,7% (RODRIGUES, 2007).

Tanto em llhabela quanto em Itupeva, as fémeas das diferentes
espécies capturadas foram as que mais tempo permaneceram nos locais
investigados e as que mais vezes foram recapturadas, com a razéo de sexo
sempre foi favoravel as fémeas dos marsupiais, dados estes coincidentes
com os achados de varios autores (CACERES, 1996; CACERES E
MONTEIRO-FILHO,1999; CHEREM 1996), citados por Rodrigues (2007), e
por Maragona e Marinho-Filho (2009) que sugerem uma maior
territorialidade das fémeas em relagédo aos machos e uma maior mobilidade

destes em relacdo as fémeas, ao menos em relacdo aos marsupiais.

A partir de 2006, embora a média de armadilhas montadas tenha
permanecido inalterada, houve sensivel queda na densidade populacional
dos animais silvestres, principalmente de P. iheringi, parte explicada em
funcdo de alteragbes ambientais ocorridas nas localidades investigadas,

como construcao de moradias.

ApoOs algum tempo, também se nota o desaparecimento dos animais
recapturados, o que pode ser explicado em funcdo de mortes, emigracéo e

predacao.
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Segundo BURT, 1943, “home range” ou area de vida é o espaco
ocupado pelo animal nas proximidades de seu “home site” onde circula e
exerce atividades normais de busca de alimento, acasalamento, etc. Esta
area pode ndo ser permanente, especialmente para as espécies migratorias,
e seu tamanho variavel conforme a espécie. Territ0rio € uma parte mais
restrita da area de vida, é a parte protegida contra ataques de predadores ou
de outros de mesma espécie que em alguns casos pode ser a propria “home

range” ou, ha maioria das vezes, s0 os arredores do ninho.

Estudos apontam que Didelphis podem caminhar por mais de 1km por
noite (FERNANDEZ e PIRES, 2006); Didelphis albiventris ja foi observado a
454m entre um ponto e outro de recaptura (OLIVEIRA et al. 2010); ja foi
registrado um comportamento de “homing” para Philander frenatus que se
locomoveu 1.054m em 3 noites para retornar ao fragmento onde fora
capturado (PREVEDELLO et al., 2009), tendo, inclusive transposto
diferentes biomas. Roedores, como Akodon e Nectomys, segundo Pires et

al. (2002), percorreram distancias entre 500 e 700m.

Nossos estudos registram que a locomocédo das diferentes espécies
ficou restrita aos locais em que foram realizadas as capturas, cuja area
média foi em torno de 2000m? cada, podendo constituir a “home range” das
mesmas, 0 que pode ser constatada pela ndo recaptura de espécies de uma
area em outra préxima, por exemplo, entre Cocaia abaixo e Cocaia acima ou
Paineiras abaixo e acima. A distancia maxima percorrida observada foi
menor que 100m, podendo ser este o raio de seu territdrio, ou os limites do

foco natural dos animais e também da circulagéo de Leishmania.

MILANO (2007) menciona em sua tese que: “Em geral, os estudos
realizados em florestas tropicais citam a dificuldade de se obter um sucesso
de captura alto e taxas de recaptura que possibilitem estudos de persisténcia
dos individuos (Ex. Mares & Ernest, 1995; August, 1983; Voss & Emmons,
1996).”
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Em nove anos deste estudo, foram obtidos resultados
surpreendentes: apenas 21,22% dos animais tiveram uma Unica captura,
enquanto 78,78% foram recapturados até 35 vezes, outros com tempo de
permanéncia de, até 79 meses. Além disto, as marca¢gbes com furos nas
orelhas, raramente causaram transtornos na decodificacédo, pois persistiram
por longo tempo mostrando-se eficazes como formas de identificacdo em
trabalhos de campo com captura-marcacao-recaptura. Somente um estudo
de longa duracao, periodos curtos de coleta e grande numero de etapas,
permite resultados desta natureza (GURNELL e FLOWERDEW, 1994) citado
por MLANO (2007).

A estratégia de se estabelecer “coortes” de animais silvestres foi
fundamental, na obtencéo de informacdes e conhecimentos em relacdo a
biologia desses mamiferos em seu ambiente natural, bem como em relacao

a prevaléncia e a circulacdo de Leishmania spp.

6.2 — FLEBOTOMINEOS

Estudos anteriores ja revelavam que: no ambiente florestado de
llhabela havia o predominio de Ny. intermedia, Pa. shannoni, Ev. edwardsi,
Pi. monticola e Mg. migonei e em ltupeva, Ex. firmatoi, Pi. pessoai, Pi.
fischeri, Mg. migonei, Martinsmyia alphabetica e Ny. whitmani. Por outro
lado, em ambientes modificados pela ac¢do antropica, em llhabela
Ny.intermedia e Mg. migonei predominaram com 92,9% e em ltupeva, Ny.
intermedia s.lat., Pi. fischeri, Mg. migonei, Ny. whitmani e Lu longipalpis.
Foram encontradas formas promastigotas em exemplares de Ny. intermedia
em llhabela e em Itupeva em exemplares de Ny intermedia s.lat.
(TANIGUCHI et al., 1998).

Em Ilhabela, CONDINO (2007), no periodo de 1993 a 2005, obteve a
captura de 356 exemplares de flebotomineos, com predominancia de Ny.

intermedia (82,87%), seguida por Mg. migonei (8,43%) nos ambientes
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domiciliares e mata, resultados compativeis com os obtidos neste estudo e
no de TANIGUCHI et al. (1998), confirmando a baixa densidade de

flebotomineos em llhabela.

Nyssomyia intermedia pode ser considerada o principal vetor da LTA
causada por Leishmania (Viannia) braziliensis, considerado o principal
agente etiolégico na regido, pela predominancia nas capturas e

comportamento antropofilico. (CONDINO et al., 2008)

Este flebotomineo também pode ser o responsavel pela transmissao
de L. (L.) amazonensis entre os animais silvestres naturalmente infectados
de llhabela e em paciente infectado em Itupeva (TANIGUCHI et al., 2005),
pois ja foram constatadas infec¢cdes experimentais em Ny. intermedia com
L. (L.) amazonensis. (CONDINO et al., 2008)

No Vale do Ribeira, em margem de mata e em ambientes alterados
pela acdo antropica, Ny. intermedia s. lat. foi a espécie predominante.
Verificou-se acentuada presenca de Ps. ayrozai, seguido por Pi. fischeri, Mg.
migonei, Ny.. intermedia s.lat. e Pi. monticola no interior de mata
(TANIGUCHI, 2000).

Em outros municipios paulistas, também, ja haviam sido observadas
fortes evidéncias de que Ny whitmani, Mg. migonei, Pi. fischeri e Ps. ayrozai
pudessem manter o ciclo silvestre de Leishmania (V.) braziliensis e que Ny.
intermedia, s. lat. seria responsavel pelo ciclo peridoméstico envolvendo o
homem e animais domésticos. (TOLEZANO et al. 2001b).

As alteracbes ambientais, reducdo da cobertura vegetal do Estado de
Sdo Paulo ao longo do século XX, resultantes da acdo do homem,
determinaram diferentes perfis epidemiolégicos para a LTA em terras
paulistas; estas alteracbes também afetaram as populacdes de
flebotomineos, Ny. intermedia, s. lat. demonstrou capacidade em ultrapassar

ambientes abertos e se adaptar a ambientes modificados. Aliando-se seus
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atributos comportamentais e ecolégicos que possibilitam a manifestacao de
seu potencial vetorial, € possivel entender a disseminacao e atual estagio de
perpetuacéo dos focos de LTA. (TOLEZANO et al., 2001a).

AFONSO et al. (2005), investigando, por técnicas de precipitina, a
fonte do sangue ingerido por Ny. intermedia, em um foco de LTA em
Mesquita, RJ, observaram que além de sangue humano e de animais
domésticos, a alimentacdo em roedores também constituiam uma forte
evidéncia da competéncia vetorial de Ny. intermedia, uma vez que roedores

sinantrépicos e silvestres sdo comprovadamente reservatérios.

Apesar de néo ter sido encontrada qualquer fémea de flebotomineos
naturalmente infectada, ao menos nos municipios de Itupeva e llhabela, a
predominancia de Ny. neivai e Ny intermedia em mata e ambiente antrépico
associada a frequéncia de roedores silvestres nas proximidades do ambiente
modificado, podem indicar o papel destes vetores e animais ha manutencéo
do ciclo enzodtico das leishmanioses. Reforcando este ponto de vista,
destaca-se a captura de um dos exemplares de Nectomys squamipes foi
capturado perto de um curso d'agua a cerca de 30m de distancia do

domicilio.

Em ltupeva foram coletadas 14 espécies de flebotomineos, riqueza
semelhante a obtida por MAYO et al. (1998), também em Itupeva, porém em
outra localidade Ny. neivai, Ny whitmani e Lu longipalpis foram
predominantes no galinheiro, totalizando 77,74% dos espécimes. Chama
atencao a presenca de Lu.longipalpis em lItupeva, regidao sem registro de
casos de leishmaniose visceral, porém com registro de ciclo silvestre de

L.(L.) i. chagasi em gambas e roedores.

As semelhancgas dos dados dos flebotomineos obtidos no presente
estudo aos de MAYO et al. (1998) no qual se observou picos de densidade
nos meses mais frios e secos (abril a setembro) e a captura de animais

silvestres também com picos de densidade neste periodo, quando ocorre a
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introducdo de individuos suscetiveis e aumento de animais infectados,
conforme detectado, pode-se inferir que este é o periodo mais propicio para
a transmissédo das leishmanias, garantindo sua perpetuacédo na natureza, ao

menos para o Estado de Séo Paulo.

6.3 - ANIMAIS SILVESTRES E DOMESTICOS INFECTADOS

Desde o inicio dos anos 90, varios casos humanos e caninos de LTA
tém sido registrados no litoral norte do Estado de Sao Paulo, associados a

Leishmania (Viannia) braziliensis.

Investigagbes com animais silvestres tiveram inicio a partir de 1995
em llhabela nos locais acima descritos. Um exemplar de Proechimys iheringi
foi capturado naturalmente infectado, no mesmo local onde dois pacientes e
dois cdes com LTA tendo como agente a Leishmania (Viannia) braziliensis,
ja haviam sido diagnosticados. O roedor apresentava lesdo ativa na base da
cauda, de onde se colheu uma biépsia que foi semeada em meios de cultura
acelular e inoculada em hamster (Mesocricetus auratus). O parasita isolado,
posteriormente, foi identificado por técnica molecular como Leishmania
(Leishmania) amazonensis (TOLEZANO et al. 1998). Este roedor também ja
foi relatado como o principal reservatorio silvestre de L (L.) amazonensis na
regido amazonica (SHAW, 1988).

TOLEZANO et al. (1988), investigando leishmaniose tegumentar em
animais silvestres em Iguape, Vale do Ribeira, isolaram Leishmania (L.) sp.
por meio de puncédo cardiaca em Akodon sp., posteriormente caracterizada

como L.(L.) amazonensis.

Animais silvestres dos géneros Oryzomys, Neacomys, Nectomys e

Dasyprocta da Ordem Rodentia, e marsupiais dos géneros Marmosa,
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Metachirus, Didelphis e Philander sdo importantes reservatorios, entretanto,
Proechimys é considerado o principal hospedeiro de L. (L.) amazonensis
(LAINSON & SHAW, 2005).

Um exemplar de Oryzomys sp, mantido como sentinela no interior de
mata, respondeu ao teste intradérmico com antigeno particulado total ou
antigeno integro de Leishmania (Viannia) braziliensis com uma enduracao
de 5 mm e, dois hamsters inoculados com visceras deste roedor, também,
responderam ao teste intradérmico com enduracdo de 4 mm, sugerindo a
possibilidade da manutencédo, em ambiente silvestre, de ciclo enzooético de
Leishmania sp. no municipio de Eldorado Paulista no Vale do Ribeira, SP
(TANIGUCHI, 2000)

O encontro de pequenos mamiferos dos géneros Didelphis e
Proechimys com infec¢des por Leishmania (L.) i. chagasi, diagnosticados por
PCR, j& havia sido relatado em Honduras, Bahia e Colémbia ( LAINSON e

SHAW, 2005), assim como encontramos em ltupeva.

A concomitancia de circulacdo de espécies diferentes de Leishmania
s6 foi possivel confirmar ap6s o advento da ferramenta sensivel e especifica
como a PCR, os resultados obtidos permitiram a elucidacdo do diagnostico
diferencial de reservatorios silvestres e domésticos no Estado de Sao Paulo
(GOMES et al., 2005; GOMES et al., 2007; GOMES, 2008).

Em llhabela ndo se realizaram exames em animais domésticos
durante o periodo deste estudo, porém em anos anteriores foi realizado
inquérito epidemiolégico com a populacdo canina utilizando-se de testes
intradérmicos com antigeno particulado total ou antigeno integro de
Leishmania (Viannia) braziliensis, cepa MHOM/BR/75/M2903. Foi
considerado positivo todo teste que resultou em uma enduracdo igual ou
maior que 5mm. Em 99 cées inquiridos verificou-se que 22,4% dos caes da
face continental da ilha apresentaram reatividade ao teste. Considerando-se

gue em uma regido nova de ocorréncia de leishmaniose humana a
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transmissao ainda dependeria da estrutura natural do foco silvestre (GOMES
et al, 1990), esses resultados indicaram que o risco de infeccdo para as
populacdes caninas nao difere do risco geral observado para a populacéo

humana das mesmas regides de estudo (TOLEZANO et al., 2001a).

Ao menos para o Litoral Norte do Estado de Sao Paulo, CONDINO
(2007) identifica dois perfis epidemiolégicos de ocorréncia de leishmaniose
tegumentar, um associado a area de transicdo entre o periurbano e a mata
e 0 outro pela instalacdo de casas dentro da mata, estando neste caso

associado aos ciclos silvestres.

Nas é&reas investigadas (Bairros Cocaia e Bixiga) de llhabela, nos
altimos anos de nossa pesquisa, observamos a intensa alteracdo ambiental
pela acdo antropica. Em particular no Bairro Bixiga, verificou-se intensa
derrubada de mata marginal proxima a area de conservacdo florestal e
mangueiras de borracha que se espalhavam em trilhas na floresta em busca

de fontes de agua para abastecer as moradias nas proximidades.

Foi, ainda, nesse periodo que a abundancia e riqueza de animais

silvestres diminuiram em nossas coletas.

As mudancas ambientais ndo foram muito evidentes no municipio de
ltupeva ao longo desta década de investigacdo. Na mata onde foram
realizadas as capturas no Bairro Guacuri, percebeu-se uma diminuicdo da

guantidade das arvores tornando o ambiente mais aberto.

Nos Bairros Quilombo e Monte Serrat, onde as floracdes rochosas
sdo mais intensas, também ocorreu a depredacdo ambiental por causa da
extracdo destas rochas para fins de producao de folhelhos, paralelepipedos
etc., alterando as condi¢cbes primitivas. Essas localidades, onde foram
diagnosticados os primeiros casos de leishmaniose tegumentar em 1992,
caracterizam-se pela presenca de antigas fazendas de café, atualmente
desmembradas em pequenas fazendas ou vilas cujos moradores

7

descendem daqueles antigos habitantes. E portanto, é uma regido de
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colonizagdo antiga, porém considerada area de recente ocorréncia de casos

humanos e caninos.

Até meados da década de 90, quase nado se verificavam movimentos
migratérios importantes, os mesmos moradores que conhecemos no inicio
das nossas investigacfes em ltupeva, em 1992, continuavam até o final dos
anos 90 e, segundo 0os mesmos, seus ascendentes ja moravam no local ha
muito tempo. A partir do inicio do século 21, novos conjuntos habitacionais
foram sendo construidos e habitados por moradores da regido e de outras
mais distantes, constituindo-se uma nova feicdo epidemiolégica com

afluéncia de novos suscetiveis.
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7 — CONCLUSOES

+ O periodo de maior abundancia e de riqueza de espécies de
pequenos mamiferos foi entre maio e setembro, e, também é
0 periodo em que mais se obteve captura de animais
silvestres com sinais de infeccdo ou com infecgéo
comprovada por diferentes métodos diagnosticos (cultura,
inoculacdo em hamsters e PCR), podendo ser o periodo com

nivel de transmissao mais intensa.

+« Foram capturados 2.714 animais, dos quais 21,22% tiveram
uma unica captura, enquanto 78,78% foram recapturados até
35 vezes (Uma fémea de Proechimys iheringi em Ilhabela).
Exemplares de Philander opossum foram recapturados até 79
meses apos a captura no mesmo local em llhabela. A
recaptura sistematica e o longo tempo de permanéncia nos
mesmos locais de alguns espécimes indicam, de maneira
inequivoca, a existéncia de territérios bem definidos,
principalmente para Philander opossum e Proechimys

iheringi.

+« A leishmaniose tegumentar americana no municipio de
Itupeva ocorre em areas de antiga colonizacdo. Caracteriza-
se por apresentar casos humanos e caninos em areas com
intensa acdo antropica préximas a mata e com evidéncias
de participacdo de Ny. neivai, Ny. whitmani nos ambientes
peri e intradomiciliar. Em interior de mata verificou-se que
Ny. neivai, Ny. whitmani e Ev. edwardsi sdo as espécies
predominantes. N&o se observou infecgdo natural por
Leishmania sp em qualquer dos exemplares de flebotomineos
examinados. Em relacdo aos possiveis reservatorios
silvestres, identificou-se: Leishmania (V.) braziliensis em D.

albiventris, Nectomys squamipes e Lutreolina crassicaudata e
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Leishmania sp em Akodon sp e D. albiventris. No bairro
Monte Serrat, foi isolada Leishmania sp de um Didelphis
albiventris capturado no peridomicilio, podendo este

marsupial atuar como elo entre o ciclo silvestre e o doméstico.

+ A presencade L.(L.) i. chagasi em ciclo silvestre (Akodon sp e
D. albiventris) em regido sem LVA (humana ou canina) em
ltupeva e a presenca do vetor Lu. longipalpis merecem
destaque e cuidado redobrado das autoridades de vigilancia e
controle das leishmanioses, em particular da forma visceral
gue grassa em todo o territério paulista, inclusive em locais

com auséncia dessa espécie.

+ Estudos epidemiolégicos demonstraram que a transmissao
humana e canina estaria relacionada a ciclos enzooticos,
ocorrendo no intra e no peridomicilio no Litoral Norte paulista.
Em llhabela, em uma fazenda proxima a area de protecao
ambiental, verificou-se a presenca concomitante de L. (V)
braziliensis e L.(L) amazonensis em exemplares de P
iheringi; também foram encontrados exemplares de P.iheringi
e P. opossum infectados por Leishmania sp . capturados em
ambiente florestal. Os flebotomineos mais abundantes foram
Ny. intermedia e Mg migonei , tanto em galinheiros no
peridomicilio quanto em interior de mata e presenca menos
expressiva de Ev. edwardsi nos dois ambientes. Casos
humanos de LTA ocorreram em areas muito proximas as

matas.

+« Apesar da drastica reducdo da cobertura vegetal, das
alteracdes ambientais impostas pelo homem (construcdo de
moradias nos limites da floresta), ainda assim, se mantém

ciclos enzoébticos de Leishmania;
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+ A movimentacdo dos animais restritas as areas de vida pode
confirmar a caracteristica focal da circulacdo daqueles
parasitas em ciclos enzooéticos. O encontro de infeccdo
natural, com identificacdo do agente em diferentes espécies
de mamiferos silvestres, fala a favor de
presenca/persisténcia de ciclos silvestres e reservatorios

silvestres

+« A partir do registro das informacbes geograficas nas
diferentes areas trabalhadas foi realizado o mapeamento
espacial relacionando locais de captura, de abrigo dos
hospedeiros ndo humanos desses protozoarios. Foi possivel

a identificacéo de padréao de agregacéo espacial (foco).

4+ A utilizacdo de antigeno recombinante rK39 mostrou-se
importante ferramenta para a identificagdo de animais
silvestres naturalmente infectados por L.(L.) i. chagasi em

condi¢cbes de servico em campo;

+ .A manutencdo destes ciclos enzooticos de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis garantem a
perpetuacdo da transmissdo de leishmaniose tegumentar

para o homem e animais domesticos.

+« O seguimento de uma “coorte” de animais durante um
periodo de quase uma década , inédito em estudos desta
natureza, permite avaliacbes de sua biologia, da dinamica de
circulacdo destes animais e de seus eventuais parasitas e

suas relacdes com seus vetores.
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