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RESUMO

VENIAL, Henrique Jordem. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Janeiro de 2021. Investigacao de infec¢gédo por Leishmania
spp. em mamiferos silvestres no Estado do Espirito Santo, Brasil.
Orientador: Dr. Euldgio Carlos Queiroz de Carvalho.

A leishmaniose € uma doenca infecciosa e de carater zoonatico, registrada
em varios paises do mundo, sendo considerada endémica no estado do Espirito
Santo, Brasil. E causada por protozoarios do género Leishmania spp., que se
multiplicam dentro de macréfagos de seus hospedeiros (ser humano e outras
espécies de mamiferos), e sua transmissdo ocorre por fémeas de insetos
flebotomineos infectados. O objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia de
infeccdo natural por Leishmania spp. em mamiferos silvestres, encontrados
mortos (por atropelamento ou morte natural) nas regides de Alegre, Serra e
Reserva Biologica de Sooretama, no estado do Espirito Santo, e o papel
epidemioldgico destes animais na transmissédo de Leishmania spp. Entre janeiro
de 2018 e dezembro de 2019 foram coletados 119 animais. Destes, foram
analisados 100 animais viaveis de 15 espécies diferentes. Os resultados foram
demonstrados por meio de andlise descritiva das observacdes, para o calculo das
frequéncias absolutas e relativas dos dados. As espécies Didelphis aurita
(gamba-de-orelha-preta), Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-branca) e Cerdocyon
thous (cachorro-do-mato) foram as mais encontradas. Por meio da PCR,
utilizando primers especificos para o0 género Leishmania e para a espécie
Leishmania (Viannia) braziliensis, foi detectado 4 animais positivos provenientes
da Reserva Bioldgica de Sooretama: 1 Cuniculus paca (paca) e 3 Callithrix
geoffroyi (sagui-de-cara-branca). Na analise histopatolégica ndo foi observada a
forma amastigota do parasito. A infeccdo natural, detectada por meio da PCR,
por Leishmania (Viannia) braziliensis em Cuniculus paca (paca) e em Callithrix
geoffroyi (sagui-de-cara-branca) constitui o primeiro relato de infeccdo destas
espécies de roedor e primata na literatura. Apesar da confirmacdo de ocorréncia
de infeccao por Leishmania (Viannia) braziliensis em roedor e primata no estado
do Espirito Santo, o papel destas espécies de mamiferos na transmissao desta

zoonose ainda necessita de mais estudos longitudinais para identificar os efeitos



de um determinado parasito na populacao e/ou individuo, sua flutuagdo sazonal,

estabilidade da infeccéo e transmissibilidade.

Palavras-chave: Leishmania spp.; Leishmania (Viannia) braziliensis; Cuniculus
paca; Callithrix geoffroyi; Mamiferos Silvestres.



ABSTRACT

VENIAL, Henrigue Jordem. State University of the North Fluminense Darcy
Ribeiro. January 2021. Investigation of Leishmania spp. in wild mammals in
the State of Espirito Santo, Brazil. Advisor: Dr. Eul6gio Carlos Queiroz de
Carvalho.

Leishmaniasis is an infectious and zoonotic disease, registered in several
countries of the world, being endemic in the state of Espirito Santo, Brazil. It is
caused by protozoa of the genus Leishmania spp. that multiply within their hosts'
macrophages (humans and other mammal species), and its transmission occurs
by females of infected sand flies. The objective of this study was to investigate
the occurrence of natural infection by Leishmania spp. in wild mammals, found
dead (by trampling or natural death) in the regions of Alegre, Serra, and
Sooretama Biological Reserve, in the state of Espirito Santo, and their
epidemiological role in the Leishmania spp. transmission. Between January 2018
and December 2019, 119 animals were collected. Of these, 100 viable animals
of 15 different species were analyzed. The results were demonstrated using a
descriptive analysis of the observations to calculate the absolute and relative
frequencies of the data. The species Didelphis aurita (black-eared opossum),
Callithrix geoffroyi (white-headed marmoset), and Cerdocyon thous (crab-
eating fox) were the most found. In the PCR, using specific primers for the genus
Leishmania and the species Leishmania (Viannia) braziliensis, 4 positive animals
were detected in the Sooretama Biological Reserve: 1 Cuniculus paca (paca) and
3 Callithrix geoffroyi (white-headed marmoset). In the histopathological analysis,
the parasitic amastigote form was not observed. The natural infection, detected
by PCR, by Leishmania (Viannia) braziliensis in Cuniculus paca (paca) and
Callithrix geoffroyi (white-faced marmoset) constitutes the first report of infection
of these rodent and primate species in the literature. Despite confirmation of the
occurrence of Leishmania (Viannia) braziliensis infection in rodent and primates
in the state of Espirito Santo, the role of these species in the transmission of this
zoonosis still needs further longitudinal studies to identify the effects of a given
parasite on the population and/or individual, its seasonal fluctuation, infection

stability, and transmissibility.

Keywords: Leishmania spp.; Leishmania (Viannia) braziliensis; Cuniculus paca;
Callithrix geoffroyi; Wild Mammals.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, registrada em paises do Velho
e do Novo Mundo, causada por protozodrios do género Leishmania, que se
multiplicam obrigatoriamente dentro de células do sistema monocitico fagocitario
(macréfagos). Estes protozoarios fazem parte da familia Trypanosomatidae,
ordem Kinetoplastida, com iniUmeras espécies patogénicas para 0S seres
humanos e diferentes espécies de mamiferos. Dois subgéneros sdo importantes
do ponto de vista de saude publica, Leishmania (L.) e Viannia (V.). O primeiro
ocorre nas Américas, Europa, Asia e Africa, enquanto o subgénero Viannia
ocorre na regido neotropical. Atualmente, sdo conhecidas cerca de 20 espécies
de Leishmania patogénicas aos seres humanos e 31 sdo parasitas de mamiferos
(GRAMICCIA, 2011; ROQUE & JANSEN, 2014; WHO, 2010; 2017).

Estes parasitas apresentam um ciclo de vida heteroxénico, com
hospedeiros mamiferos vertebrados (seres humanos, cdes e animais silvestres)
e um inseto vetor invertebrado (familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae), este responsavel pela transmissdo da doenca. Cerca de 30
espécies dessa subfamilia atuam como vetores, pertencentes ao género
Phlebotomus na Europa, Asia e Africa e ao género Lutzomyia nas Américas
(AKHOUNDI et al., 2016; LUKES et al., 2007; WHO, 2010).

A leishmaniose se apresenta de trés formas: leishmaniose tegumentar ou
cutanea, muco-cutanea e leishmaniose visceral. A leishmaniose tegumentar é a
forma mais comum de leishmaniose e causa lesdes cutaneas, principalmente
Ulceras, em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes para toda a vida.
Cerca de 95% dos casos de leishmaniose tegumentar ocorrem nas Américas, na
bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central. Em 2018, mais de
85% dos novos casos de leishmaniose tegumentar ocorreram em 10 paises:
Afeganistdo, Argélia, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Ird, Iraque, Paquistdo, Siria e
Tunisia. Estima-se que ocorram anualmente entre 600.000 a 1 milhdo de novos
casos em todo o mundo (WHO, 2020).

A leishmaniose mucocutanea leva a destruicdo parcial ou total das
membranas mucosas do nariz, boca e garganta. Mais de 90% dos casos de
leishmaniose mucocutédnea ocorrem na Bolivia, Brasil, Eti6pia e Peru (WHO,
2020).



18

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, é fatal em mais
de 95% dos casos, se néo tratada. E caracterizada por episodios irregulares de
febre, perda de peso, aumento do baco e do figado, e anemia. A maioria dos
casos ocorre no Brasil, Africa Oriental e na india. Estima-se que 50.000 a 90.000
novos casos de leishmaniose visceral ocorram em todo o mundo anualmente,
com apenas 25 a 45% dos casos relatados a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). A leishmaniose visceral continua sendo uma das principais doencas
parasitarias com potencial de surto e mortalidade. Em 2018, mais de 95% dos
novos casos notificados a OMS ocorreram em 10 paises: Brasil, China, Etiopia,
india, Iraque, Quénia, Nepal, Somalia, Suddo do Sul e Suddo (WHO, 2020).

Na Europa, Asia e Africa, espécies do subgénero Leishmania sio
responsaveis pela leishmaniose tegumentar, particularmente Leishmania (L.)
tropica, Leishmania (L.) major, Leishmania (L.) aethiopica, Leishmania (L.)
infantum e Leishmania (L.) donovani. Nas Américas, varias espécies de ambos
os subgéneros, Leishmania e Viannia, podem ocasionar a enfermidade (WHO,
2010). No Brasil, sete espécies sdo particularmente associadas: Leishmania (L.)
amazonensis e as espécies do subgénero Viannia, Leishmania (V.) braziliensis,
Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) shawi,
Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (V.) lindenberg. Os principais
vetores envolvidos na transmissao da leishmaniose tegumentar no pais sao
Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia
intermedia, Lutzomyia cruzi, Lutzomyia wellcome e Lutzomyia migonei, e na
transmissdo da leishmaniose visceral sdo Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
cruzi (FALCAO DE OLIVEIRA et al., 2017; WHO, 2017).

Enquanto a leishmaniose tegumentar é uma forma da doenca de
ocorréncia mais comum, a leishmaniose visceral é a mais severa delas (WHO,
2017). Esta ocorre pela infecgéo por L. (L.) donovani e L. (L.) infantum na Europa,
Asia e Africa e por L. (L.) infantum nas Américas (WHO, 2010). A espécie L. (L.)
chagasi foi descrita em 1937 como responsavel por uma forma sistémica tipica
das Américas (CUNHA & CHAGAS, 1937). Investigagcbes moleculares e
filogenéticas posteriores concluiram que, na realidade, L. (L.) chagasi e L. (L.)
infantum constituem a mesma espécie (MAURICIO et al., 2000; KUHLS et al.,
2011).
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Roedores, canideos, marsupiais e primatas sdo mamiferos que podem
servir como hospedeiros desse parasito, por conta disso, a leishmaniose pode
ser classificada como uma zoonose. O ser humano € designado como
hospedeiro acidental no ciclo de transmissdo, e iSso ocorre por conta da
permanéncia do individuo em localidades com grandes possibilidades de
ocorréncia de transmissdo. O agente transmissor tem sido encontrado com
frequéncia em ambientes domiciliares e peridomiciliares, devido a urbanizacao,
mesmo ndo sendo seu habitat natural, favorecendo entdo, a infecgcdo em
humanos (QUINNELL & COURTENAY, 2009; MILLAN et al., 2014; NEVES et
al., 2016).

A leishmaniose tegumentar € endémica e amplamente distribuida em todo
o estado do Espirito Santo. Varios casos da doenca em humanos e céaes
associados a Leishmania (Viannia) braziliensis foram relatados nessa éarea
(FALQUETO et al., 2003). Ja a leishmaniose visceral foi registrada pela primeira
vez no estado por Martins et al. (1968), nos municipios de Colatina e Baixo
Guandu (regido centro-norte do estado). Feitoza et al. (2001) relataram o registro
de trés casos de leishmaniose visceral nos municipios de Rio Novo do Sul e
Vargem Alta, na regido sul do estado do Espirito Santo, e Falqueto et al. (2009),
obtiveram resultados positivos para Leishmania (L.) infantum em caes e
humanos no sudeste e centro-norte do estado do Espirito Santo.

Nas Américas, o Brasil € o pais com 0 maior nimero de casos de
leishmaniose, tanto da forma cutdnea como visceral. As condi¢cdes que
favorecem a sua ocorréncia em regides urbanas do Brasil estédo relacionadas ao
desmatamento, as condicdes precarias de saneamento decorrentes do
crescimento desordenado das cidades nas Ultimas décadas. Além disso, as
moradias superpovoadas e a abundancia de reservatérios no peridomicilio,
favorecem a adaptacao do vetor, o que propicia o contato direto entre os ciclos
silvestre e urbano da leishmaniose (WHO, 2017; HARHAY et al., 2011; COSTA
& COSTA, 2014).

A magnitude dos problemas de saude causados pela leishmaniose,
combinada com a complexidade de sua epidemiologia, indicam a necessidade
de se entender todas as etapas de sua transmissdo e desenvolver estratégias
efetivas de controle (ROQUE & JANSEN, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Diversos fatores sustentam a importancia da existéncia de um
monitoramento de doengas em animais silvestres, dentre eles a possibilidade de
elucidar as formas de transmissdo das doencgas infecciosas que 0os acometem,
hoje na sua maioria desconhecidas, e de evitar o impacto ecoldgico que possam
causar. Os estudos com animais atropelados e encontrados mortos vao ao
encontro das atuais discussdes sobre bioética, que priorizam métodos
alternativos para o uso de animais em pesquisas, sem a necessidade de
eutanasia.

Doencas causadas por tripanossomatideos, como a leishmaniose, estao
relacionadas ao desmatamento e colonizagdo, acelerados pelo crescimento
econdmico desde o inicio do século XX. O crescente desmatamento da mata
atlantica possibilita o crescimento dos casos de leishmaniose visceral e cutanea.
Complementa-se ao fato, o pouco conhecimento sobre a diversidade de
parasitas deste género, somado aos casos da doenca em animais domeésticos e
humanos no estado do Espirito Santo, além do papel de pequenos mamiferos
silvestres como hospedeiros deste parasita.

A investigacdo de Leishmania em reservatorios silvestres com o uso de
parametros parasitoldgicos e moleculares, contribuirdo para um estudo amplo da
diversidade deste agente, no estado do Espirito Santo, melhorando o
conhecimento epidemioldgico da area estudada, atualizando a lista de espécies,
além de um conhecimento do parasita citado, sendo que, os resultados obtidos
poderdo favorecer nas decisbes de futuras medidas de controle desse agente
nas espécies estudadas, pois até o momento, € escassa a pesquisa desta

doenca no estado e, inédita, em animais silvestres.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

o Verificar a infeccdo natural por Leishmania spp. em mamiferos silvestres,
encontrados mortos (por atropelamento ou morte natural) em trés regides do

estado do Espirito Santo, entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Verificar a infeccdo por Leishmania spp. nestes animais, por meio de métodos
histopatolégico e molecular;

¢ Identificar espécies de hospedeiros reservatorios envolvidos na manutencao
da leishmaniose na rodovia BR 482 no municipio de Alegre, na rodovia BR
101 no municipio da Serra e na Reserva Bioldgica de Sooretama, no estado
do Espirito Santo;

e Verificar a infeccdo por Leishmania (Viannia) brasiliensis nos animais
provenientes da Reserva Biologica de Sooretama e identificar espécies de
hospedeiros reservatdrios envolvidos na manutencdo da leishmaniose
tegumentar;

¢ Realizar um estudo observacional do tipo descritivo, como forma de identificar

areas de risco no ciclo de transmissdo humana e animal da leishmaniose.
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5. DESENVOLVIMENTO

5.1. CAPITULO 1 - INVESTIGACAO DE INFECCAO POR Leishmania spp.
EM MAMIFEROS SILVESTRES NO ESTADO DO ESPIRITO SANTO, BRASIL

Investigation of Leishmania spp. infection in wild mammals in the State of
Espirito Santo, Brazil

5.1.1. RESUMO

A leishmaniose € uma doenca infecciosa e de carater zoonatico, registrada
em varios paises do mundo, sendo considerada endémica no estado do Espirito
Santo, Brasil. Se apresenta na forma cutanea e visceral e é causada por
protozoarios do género Leishmania spp., que se multiplicam dentro de
macrofagos de seus hospedeiros (ser humano e outras espécies de mamiferos),
e sua transmissdo ocorre por fémeas de insetos flebotomineos infectados. O
objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia de infecgdo natural por
Leishmania spp. em mamiferos silvestres, encontrados mortos (por
atropelamento ou morte natural) nas regiées de Alegre, Serra e Reserva Bioldgica
de Sooretama, no estado do Espirito Santo, e o papel epidemiolégico destes
animais na transmissdo deste agente etioldgico. Entre janeiro de 2018 e
dezembro de 2019 foram coletados 119 animais. Destes, foram analisados 100
animais viaveis de 15 espécies diferentes. Os resultados foram demonstrados por
meio de andlise descritiva das observacdes, para o célculo das frequéncias
absolutas e relativas dos dados. As espécies Didelphis aurita (gamba-de-orelha-
preta) 26,1% (31/119), Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-branca) 26,1% (31/119)
e Cerdocyon thous (cachorro-do-mato) 14,3% (17/119) foram as mais
encontradas. Através da PCR, a Leishmania spp. foi detectada em 4 animais
(4%): 1 Cuniculus paca (paca) (25%) e 3 Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-
branca) (10%). Na andlise histopatolégica néo foi observada a forma amastigota
do parasito. A infecgcédo natural, por Leishmania spp., em Cuniculus paca (paca)
constitui o primeiro relato na literatura de infeccdo desta espécie de roedor, no
estado do Espirito Santo, e a infecgdo em Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-
branca) constitui o primeiro relato de infeccdo desta espécie de primata na
literatura. Apesar da confirmacéo de ocorréncia de infec¢do por Leishmania spp.

em roedores e primatas, no estado do Espirito Santo, o papel destas espécies na
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transmissdo desta zoonose ainda necessita de mais estudos longitudinais para
identificar os efeitos de um determinado parasito na populacédo e/ou individuo,

sua flutuacdo sazonal, estabilidade da infeccéo e transmissibilidade.

Palavras-chave: Leishmania spp.; Cuniculus paca; Callithrix geoffroyi;

Mamiferos silvestres.

5.1.2. ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious and zoonotic disease, registered in several
countries of the world, being endemic in the state of Espirito Santo, Brazil. It
presents in cutaneous and visceral form and is caused by protozoa of the genus
Leishmania spp. that multiply within their hosts' macrophages (humans and other
mammal species), and its transmission occurs by females of infected sand flies.
The objective of this study was to investigate the occurrence of natural infection
by Leishmania spp. in wild mammals, found dead (by trampling or natural death)
in the regions of Alegre, Serra, and Sooretama Biological Reserve, in the state of
Espirito Santo, and their epidemiological role in the Leishmania spp.
transmission. Between January 2018 and December 2019, 119 animals were
collected. Of these, 100 viable animals of 15 different species were analyzed. The
results were demonstrated using a descriptive analysis of the observations to
calculate the absolute and relative frequencies of the data The species Didelphis
aurita (black-eared opossum) 26.1% (31/119), Callithrix geoffroyi (white-
headed marmoset) 26.1% (11/31), and Cerdocyon thous (crab-eating fox) 14.3%
(17/119) were the most found. Through PCR, the Leishmania spp. was detected
in 4 animals (4%): 1 Cuniculus paca (paca) (25%) and 3 Callithrix geoffroyi (white-
headed marmoset) (10%). In the histopathological analysis, the parasitic
amastigote form was not observed. Natural infection by Leishmania spp. in
Cuniculus paca (paca) constitutes the first report in the literature of infection of
this rodent species, in the state of Espirito Santo, and the infection in Callithrix
geoffroyi (white-headed marmoset) constitutes the first report of infection of this
primate species in the literature. Despite confirmation of the occurrence of

Leishmania spp. infection in rodents and primates, in the state of Espirito Santo,
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the role of these species in the transmission of this zoonosis still needs further
longitudinal studies to identify the effects of a given parasite on the population

and/or individual, its seasonal fluctuation, infection stability, and transmissibility.

Keywords: Leishmania spp.; Cuniculus paca; Callithrix geoffroyi; Wild mammals.

5.1.3. INTRODUCAO

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), a Leishmaniose é uma
zoonose registrada em paises do Velho e do Novo Mundo, causada por
protozoarios do género Leishmania (L.), que se multiplicam obrigatoriamente
dentro de células do sistema monocitico fagocitario (macrofagos). Estes
protozodrios fazem parte da familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida,
com inUmeras espécies patogénicas para o ser humano e diferentes espécies
de mamiferos. Dois subgéneros sdo importantes do ponto de vista de saude
publica, Leishmania (L.) e Viannia (V.). O primeiro ocorre nas Ameéricas, Europa,
Asia e Africa, enquanto o subgénero Viannia ocorre na regido Neotropical (WHO,
2010; 2017).

Estes parasitas apresentam um ciclo de vida heteroxénico, com
hospedeiros mamiferos vertebrados (ser humano, caes e animais silvestres) e
um inseto vetor invertebrado (fémeas de flebotomineos infectados) da familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, este responséavel pela transmissao da
doenca (AKHOUNDI et al., 2016; LUKES et al., 2007; WHO, 2010).

A leishmaniose se apresenta de trés formas: leishmaniose tegumentar,
muco-cutanea e leishmaniose visceral. O sinal mais evidente da forma cutanea
sdo as ulceras na pele. Na forma muco-cuténea, as Ulceras afetam ndo somente
a pele, como também a mucosa da boca e narinas. O quadro clinico inicial da
forma visceral sdo Ulceras na pele, febre, diminuicdo do nimero de glébulos
vermelhos e aumento de volume do bacgo e figado. (FERREIRA et al., 2012;
COURA-VITAL et al., 2013; COSTA & COSTA, 2014).


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%9Alcera
https://pt.wikipedia.org/wiki/Febre
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%B3bulos_vermelhos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%B3bulos_vermelhos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ba%C3%A7o
https://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADgado
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Nas Américas, varias espécies pertencentes a ambos 0s subgéneros,
Leishmania e Viannia, podem ocasionar a leishmaniose tegumentar (WHO,
2010). No Brasil, sete espécies sao particularmente associadas: Leishmania (L.)
amazonensis e as espécies do subgénero Viannia, Leishmania (V.) braziliensis,
Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) shawi,
Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (V.) lindenberg. Os principais vetores
envolvidos na transmissao da leishmaniose tegumentar no pais sdo Lutzomyia
flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia intermedia,

Lutzomyia wellcome e Lutzomyia migonei (WHO, 2017).

Ja a leishmaniose visceral é a forma mais severa dessas enfermidades.
Esta ocorre pela infecgdo por Leishmania (L.) donovani e Leishmania (L.)
infantum na Europa, Asia e Africa e por Leishmania (L.) infantum nas Américas
(WHO, 2017).

Roedores, canideos, marsupiais e primatas sdo exemplos de mamiferos
gue podem servir como hospedeiros desse parasito, por isso, a leishmaniose
pode ser classificada como uma zoonose. O ser humano é designado como
hospedeiro acidental no ciclo de transmissdo e isso ocorre por conta da sua
presenca em localidades com grandes possibilidades de transmissibilidade. O
agente transmissor tem sido encontrado, com frequéncia, em ambientes
domiciliares e peridomiciliares devido a urbanizacdo, mesmo nao sendo seu
habitat natural, favorecendo entdo a infeccdo em humanos (QUINNELL &
COURTENAY, 2009; MILLAN et al., 2014; NEVES et al., 2016).

A leishmaniose tegumentar € endémica e amplamente distribuida em todo
o estado do Espirito Santo. Diferentes técnicas soroldgicas, parasitolégicas e
moleculares tém sido utilizadas para o diagndstico desta parasitose, entretanto,
apresentam sensibilidade e especificidade variaveis (FALQUETO et al., 2003;
SASSAKI et al., 2011; FURTADO et al., 2015).

Varios casos de leishmaniose tegumentar em humanos e cées
associados a Leishmania (Viannia) braziliensis foram relatados nessa éarea
(FALQUETO et al., 2003). Ja a leishmaniose visceral foi registrada pela primeira
vez no estado por Martins et al. (1968), nos municipios de Colatina e Baixo
Guandu (regido centro-norte do estado). Feitoza et al. (2001) relataram trés
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casos de leishmaniose visceral nos municipios de Rio Novo do Sul e Vargem
Alta, na regiao sul do estado do Espirito Santo, e Falqueto et al. (2009) obtiveram
resultados positivos para Leishmania (L.) infantum em cédes e humanos no

sudeste e centro-norte do estado do Espirito Santo.

Doencas causadas por tripanossomatideos, como a leishmaniose, estao
relacionadas ao desmatamento e colonizagdo, acelerados pelo crescimento
econdmico desde o inicio do século XX. O crescente desmatamento da mata
atlantica possibilitou o aumento dos casos de leishmaniose visceral e cutanea.
Complementa-se ao fato, o pouco conhecimento sobre a diversidade de
parasitas deste género, somado a casos da doenca em animais domeésticos e
em humanos no estado do Espirito Santo, além do papel de pequenos
mamiferos silvestres como hospedeiros.

A deteccdo de Leishmania em reservatorios silvestres com o uso de
parametros parasitoldégicos e moleculares, contribuirdo para o amplo estudo da
diversidade de Leishmania no estado do Espirito Santo, melhorando o
conhecimento epidemiol6gico da area estudada, atualizando a lista de espécies,
além de um conhecimento do parasita citado, sendo que os resultados obtidos
poderdo favorecer nas decisfes de futuras medidas de controle desse agente
nas espécies estudadas, pois até o momento, € escassa a pesquisa desta
doenca no estado.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia de infeccao
natural por Leishmania spp. em mamiferos silvestres, encontrados mortos (por

atropelamento ou morte natural) em trés regiées do estado do Espirito Santo.

5.1.4. MATERIAIS E METODOS

5.1.4.1. AREA AMOSTRADA, COLETA DE MATERIAIS E EXAME
CLINICO

A pesquisa foi realizada em 3 regides do estado do Espirito Santo (Figura
1.1): rodovia BR 482 e arredores com areas fragmentadas de mata atlantica no
municipio de Alegre (A) (20° 45' 48" S e 41° 32' 2" W), rodovia BR 101 e
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arredores com areas fragmentadas de mata atlantica no municipio da Serra (B)
(20° 7' 46" S e 40° 18' 29" W) e na Reserva Bioldgica de Sooretama (C) (19° 3’

22" S e 40° 8’ 50" W).
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Figura 1.1. Localizagdo das areas de realizagdo da pesquisa. A: Regido de Alegre; B: Regido da
Serra; C: Reserva Biolégica de Sooretama.
Fonte: Instituto Jones dos Santos Neves e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

(modificado pelo autor).

Foram coletados 119 mamiferos silvestres encontrados mortos (por
atropelamento ou morte natural) em trés regides do Espirito Santo, entre janeiro
de 2018 e dezembro de 2019. Os animais foram recolhidos por funcionarios da
Reserva Biologica de Sooretama, do Centro de Triagem de Animais Silvestres
(CETAS) da Serra-ES, e por alunos e funcionarios do Centro de Ciéncias
Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-
UFES) de Alegre-ES. Estes foram identificados e armazenados a -20°C.

Posteriormente, os animais foram encaminhados ao Laboratério de Patologia
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Veterinaria, do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo,
onde foi realizado o exame clinico destes animais em busca de sinais da doenca,
como: palidez de mucosa, congestao ou ictericia, emagrecimento, aumento de
linfonodos e lesdes cutaneas; e em seguida foram necropsiados. Fragmentos de
linfonodos, bago e figado de 100 animais foram coletados e foram fixados em
formalina neutra tamponada a 10% para andlise histopatolégica e somente
fragmentos de linfonodos foram armazenados em micro tubos a -20°C para

posterior analise molecular.

5.1.4.2. EXTRACAO DE DNA

A extragcdo de DNA foi realizada de 100 amostras de linfonodos
armazenadas a -20°C, conforme Sambrook et al. (1989), por meio do método de
Fenol/Cloroférmio no Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal do CCAE-
UFES. O DNA foi extraido a partir de 10 mg de tecido em um micro tubo, onde
foi feita a lise das células adicionando 490 ul do tampao de lise (Tris-HCI 10 mM,
pH 6,0; EDTA 10 mM, pH 8,0; NaCl 50 mM; SDS 0,2%), junto com 10 pl de
proteinase K (20mg/ml), seguida de sua incubacdo a 56°C por 3 horas para
completa lise do tecido. Apds este tempo, foi adicionado 500 pl de PCI
(fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, pH 8.0); o micro tubo foi homogenizado e
centrifugado a 12.000 g por 10 minutos, e em seguida foi aspirado o
sobrenadante e este transferido para outro micro tubo, onde foi acrescentado
750 pl de etanol absoluto previamente resfriado. O micro tubo foi homogeneizado
e colocado no freezer a -20°C por, no minimo, 1 hora. Em seguida, foi feito sua
centrifugacéo a 12.000 g por 15 minutos e o sobrenadante foi desprezado (nesta
etapa houve a formacéao do pellet). Por fim, foi entdo adicionado ao micro tubo
750 pl de etanol 70%, homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 15 minutos,
em seguida todo o alcool foi desprezado (esta etapa com o etanol 70% foi
repetida por mais uma vez). A seguir o pellet de DNA foi secado em uma
centrifuga a vacuo (Eppendorf — Concentrator Plus) por 10 minutos a 30°C para
retirada total do alcool e entdo ressuspendido com 50 ul de agua destilada e
aguecido em termobloco (56°C por 5 minutos) para dissolucao do pellet. Para

avaliacdo quanto ao grau de pureza e quantidade de DNA obtido na extracéo,
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foi realizada a quantificagdo de DNA das amostras em espectrofotometro UV
(NanoDrop 2000c Spectrophotometer, Thermo Scientific) utilizando 1 pl da
suspensao. Logo apods, o DNA foi armazenado a -20°C até a sua utilizacdo em

testes moleculares.

5.1.4.3. TECNICA CONVENCIONAL DA REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR) PARA Leishmania spp. E ELETROFORESE EM GEL
DE AGAROSE

Para a pesquisa de Leishmania spp., 100 amostras de DNA de linfonodos
foram submetidas a PCR utilizando-se oligonucleotideos de alta sensibilidade
(primers) denominados D1, D2 e D3 que amplificam um fragmento de 120 pares
de bases (bp) da regido conservada do minicirculo do KDNA mitocondrial de
Leishmania (L. (V.) braziliensis, L. (L.) infantum e L. (L.) 32mazonenses)
adaptado de Rocha et al. (2010) (Tabela 1.1).

As reaclGes foram realizadas pela técnica de PCR convencional
juntamente com o grupo de pesquisa EPICONTROL (Carnivoros) no Laboratorio
Pet Parasit Lab do Departamento de Sanidade Animal da Universidade
Complutense de Madri (UCM) — Espanha, utilizando um volume de 25 pl,
contendo 2,0 pl da amostra de DNA gendmico extraido (500 ng/pl) e 23 pl de
Master Mix da marca Biotools®, Espanha — (17,8 pl de agua destilada, 2,5 pl de
Buffer 10x/ MgClz (2 mM), 0,7 ul de Taq DNA polimerase (1 U/ul), 0,5 pl de dNTP
(10 mM) e 0,5 ul de cada primer D1, D2 e D3 (15 pmol)). A reacao foi conduzida
a um termociclador GenAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems®,
ThermoFischer, Espanha) com as condi¢cdes de amplificacdo detalhadas na
Tabela 1.1. Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo. Para o controle
positivo, amostras de sangue de um cao de Madri (Espanha) com os parasitos
detectados pela microscopia foram utilizadas, e amostras de meio de cultura de

Leishmania spp. cultivadas em laboratério (Brasil) também foram utilizadas.
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Tabela 1.1: Primers utilizados para pesquisa de Leishmania spp.

Regi&o Condicdes de amplificacéo

. Primers ' ’ o Referéncia

Amplificada T°C Tempo em minutos () e N
segundos () ciclos

L. (V) praziliensis 5-GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3' (D1) 95 5" (Desnaturagéo inicial) 1 Rocha et al.,
L. (L.) infantum 5'-CCGCCCCTATTTTACACCAACCCC-3' (D2) 95 1" (Desnaturagéo intermediaria) 29 (2010)
L. (L) 5-GGCCCACTATATTACACCAACCCC-3' (D3) 55 30" (Anelamento) 29
33mazonenses 72 10" (Extenséo intermediaria) 29
kDNA minicircle 742 i ('Exte(;lsao f|n~al) 1
(120 bp) (Fim da reagao)

Apo6s amplificacdo dos produtos da PCR da regido conservada do
minicirculo do kDNA mitocondrial, a analise foi realizada em gel de agarose a
1,5% por eletroforese. O gel foi preparado com 1,5 g de agarose e 100 mL de
tampao TBA 1X (Tris-acetato 0,04 mM, EDTA 0,001 mM pH 8,0), adicionado de
9 ul de SYBR Green 10000X (Invitrogen, Espanha), com pentes de 20 pocos.
Foram pipetados na dltima canaleta de cada gel 5,0 yL do marcador de peso
molecular de 100 bp (DNA ladder, Invitrogen Espanha), e nas demais canaletas,
3,3 uL de tampéao de carga com 25 pL de produto da PCR. O tampéao de corrida
utilizado foi o TBA 1X (Tris-acetato 0,04 mM, EDTA 0,001 mM pH 8,0), e a
analise dos produtos foi feita em um cromatdgrafo PowerPac™, Bio-Rad a 86V
por 30 minutos. Em seguida, o produto amplificado foi visualizado e foto

documentado em um trans iluminador UV Bio-Rad.

5.1.4.4. ANALISE HISTOPATOLOGICA

As amostras de linfonodos, baco e figado fixadas em formalina neutra
tamponada a 10% foram encaminhadas ao Laborat6rio de Morfologia e Patologia
Animal (LMPA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF). As amostras dos animais positivos pela PCR foram incluidas em
parafina, cortadas a 5 ym de espessura, coradas pela hematoxilina-eosina (HE),
e entdo, examinadas em microscopio 6ptico para pesquisa da forma amastigota
do género Leishmania (PROPHET et al., 1992).
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5.1.4.5. ANALISE ESTATISTICA

Foi feita analise descritiva das observacdes para o calculo das

frequéncias absolutas e relativas deste estudo.

5.1.4.6. CONSIDERACOES ETICAS

Para a realizacdo deste trabalho foi obtida autorizacdo para uso de
animais, com finalidade cientifica pelo Comité de Etica da Universidade Federal
do Espirito Santo (CEUA/UFES), sob o nimero de protocolo 65/2017 (Anexo A),
e a licenga junto ao Sistema de Autorizagdo e Informagéo de Biodiversidade
(SISBIO), emitida pelo IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis) de n° 31762-6 e 69935-1, para colheita e

transporte de animais (Anexo B e C).

5.1.5. RESULTADOS

Os 119 animais silvestres e sinantropicos capturados neste estudo
distribuiram-se em 15 espécies diferentes de mamiferos, dos quais 10 animais
foram provenientes da regido de Alegre-ES, 49 animais da regido da Serra-ES e
60 animais provenientes da Reserva Biolégica (REBIO) de Sooretama-ES. As
espécies Didelphis aurita 26,1% (31/119), Callithrix geoffroyi 26,1% (31/119) e
Cerdocyon thous 14,3% (17/119) foram as principais encontradas (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2: Animais silvestres e sinantrépicos encontrados em diferentes regides
no estado do Espirito Santo, entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019.

L Regides

Especie Alegre-ES Serra-ES  Sooretama-ES Total v
Coendou prehensilis 2 2 0 4 3,4
Didelphis aurita 3 22 6 31 26,1

Cuniculus paca 0 0 6 6 6
Hydrochoerus hydrochaeris 0 0 2 2 1,7
Dasypus novemcinctus 0 5 7 5,9
Callithrix geoffroyi 1 17 13 31 26,1
Sapajus robustus 0 0 2 2 1,7
gCerdocyon thous 3 1 13 17 14,3
Procyon cancrivorus 0 0 3 3 2,5
Nasua nasua 0 0 1 1 0,8
Leopardus pardalis 1 0 1 2 1,7
Tamandua tetradactyla 0 2 7 9 7,6
Mustela putorius furo 0 0 1 1 0,8
Mazama gouazoubira 0 2 0 2 1,7
Sylvilagus brasiliensis 0 1 0 1 0,8
Total 10 49 60 119 100

Dentre os animais capturados, 19 foram descartados e nao utilizados para
a pesquisa, por estarem autolisados e/ou com amostras insuficientes para as
analises, sendo: 1 Coendou prehensilis, 3 Didelphis aurita, 2 Cuniculus paca, 4
Dasypus novemcintus, 1 Callithrix geoffroyi, 1 Sapajus robustus, 1 Cerdocyn
thous, 1 Procyon cancrivorus, 1 Leopardus pardalis e 4 Tamandua tetradactyla,
restando 100 animais vidveis para a pesquisa, sendo 8 (8%) animais
provenientes de Alegre, 45 (45%) de Serra e 47 (47%) animais de Sooretama
(Tabela 1.3).


https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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Tabela 1.3: Animais silvestres e sinantrépicos utilizados para pesquisa de
Leishmania spp., encontrados em diferentes regides no estado do Espirito

Santo, entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019.

Espécie Regices Total %
Alegre-ES  Serra-ES Sooretama-ES
Coendou prehensilis 1 2 0 3 3
Didelphis aurita 2 20 6 28 28
Cuniculus paca 0 0 4 4 4
Hydrochoerus hydrochaeris 0 0 2 2 2
Dasypus novemcinctus 0 1 2 3 3
Callithrix geoffroyi 1 17 12 30 30
Sapajus robustus 0 0 1 1 1
Cerdocyon thous 3 1 12 16 16
Procyon cancrivorus 0 0 2 2 2
Nasua nasua 0 0 1 1 1
Leopardus pardalis 1 0 0 1 1
Tamandua tetradactyla 0 1 4 5 5
Mustela putorius furo 0 0 1 1 1
Mazama gouazoubira 0 2 0 2 2
Sylvilagus brasiliensis 0 1 0 1 1
Total 8 45 47
% 8 5 a7 100 100

Do total de animais utilizados, 60 (60%) eram machos e 40 (40%) eram

fémeas. Na regido de Alegre, 3 (37,5%) eram machos e 5 (62,5%) eram fémeas;

na Serra, 27 (60%) eram machos e 18 (40%) eram fémeas, e na regido de

Sooretama 30 (63,9%) eram machos e 17 (36,1%) eram fémeas (Tabela 1.4).

Do total de machos utilizados neste estudo, 5% (n=3) era de Alegre, 45% (n=27)

era da Serra e 50% (n=30) era de Sooretama. E do total de fémeas utilizadas
neste estudo, 12% (n=5) era de Alegre, 45% (n=18) era da Serra e 43% (n=17)

era de Sooretama (Figura 1.2).


https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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Tabela 1.4: Animais silvestres e sinatropicos, discriminados por sexo, utilizados
para pesquisa de Leishmania spp., encontrados nas diferentes regifes do estado
do Espirito Santo, entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019.

- Regides
Especie Alegre-ES Serra-ES Sooretama-ES % Total
d % & % d % 9 % 3 % 2 % 3 9
Coendou prehensilis 0 - 1 100 2 100 0 0 0 - 2 1
Didelphis aurita 0 - 2 100 7 35 13 65 5 833 1 167 12 16
Cuniculus paca 0 - 0o - 0 - 0 3 75 1 25 1
Hydrochoerus hydrochaeris o - 0o - 0 - 0 0 2 100 2
Dasypus novemcinctus 0 - 0o - 0 - 1 100 0 2 100 0 3
Callithrix geoffroyi 1 100 0 - 14 823 3 17,7 9 75 3 25 24 6
Sapajus robustus 0 - 0o - 0 - 0 0 1 100 0 1
Cerdocyon thous 2 667 1 333 1 100 © 9 75 3 25 12 4
Procyon cancrivorus 0 - 0o - 0 - 0 2 100 0 - 2 0
Nasua nasua 0 - 0o - 0 - 0 0 1 100 0 1
Leopardus pardalis 0 1 100 0 - 0 0 0 - 0 1
Tamandua tetradactyla 0 - 0 - 1 100 O 2 50 2 50 3 2
Mustela putorius furo 0 - 0 - 0 - 0 0 1 100 0 1
Mazama gouazoubira 0 - 0 - 1 50 1 50 0 0 - 1 1
Sylvilagus brasiliensis 0 - 0o - 1 100 O 0 0 - 1 0
Total 3 375 5 625 27 60 18 40 30 639 17 361 60 40
Nota: J- Macho; 9- Fémea.
Machos Fémeas

H Alegre

H Serra

B Sooretama

Figura 1.2. Frequéncia relativa do total de machos e fémeas utilizados na pesquisa de
Leishmania spp. nas diferentes regides do estado do Espirito Santo.

Dos animais utilizados para a pesquisa de Leishmania spp. discriminados

pela condicdo biolégica, 25 (25%) eram jovens e 75 (75%) eram adultos. Na

regido de Alegre, 2 (25%) eram jovens e 6 (75%) eram adultos; na Serra, 19


https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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(42,2%) eram jovens e 26 (57,8%) eram adultos, e na regidao de Sooretama 4
(8,5%) eram jovens e 43 (91,5%) eram adultos (Tabela 1.5). Do total de jovens
utilizados neste estudo, 8% (n=2) era de Alegre, 76% (n=19) era da Serra e 16%
(n=4) era de Sooretama. E do total de adultos utilizadas neste estudo, 8% (n=6)
era de Alegre, 34,7% (n=26) era da Serra e 57,3% (n=43) era de Sooretama
(Figura 1.3).

Tabela 1.5: Animais silvestres e sinatropicos, discriminados pela condicao
biologica, utilizados para pesquisa de Leishmania spp., encontrados em
diferentes regiées no estado do Espirito Santo, entre janeiro de 2018 e dezembro

de 2019
Regides
L % Total
Espécies Alegre-ES Serra-ES Sooretama-ES
J % A % J % A % J % A % J A
Coendou prehensilis 0 1 100 0 2 100 0 0 0 3
Didelphis aurita 0 2 100 11 55 9 45 0 6 100 11 17
Cuniculus paca 0 0 0 0 2 50 2 50 2 2
Hydrochoerus hydrochaeris 0 0 0 0 0 2 100 0 2
Dasypus novemcinctus 0 0 0 1 100 1 50 1 50 1 2
Callithrix geoffroyi 0 1 100 7 41,1 10 58,9 0 12 100 7 23
Sapajus robustus 0 0 0 0 0 1 100 0 1
Cerdocyon thous 2 66,7 1 333 0 1 100 0 12 100 2 14
Procyon cancrivorus 0 0 0 0 0 2 100 0 2
Nasua nasua 0 0 0 0 0 1 100 0 1
Leopardus pardalis 0 1 100 0 0 0 0 0 1
Tamandua tetradactyla 0 0 0 1 100 0 4 100 0 5
Mustela putorius furo 0 0 0 0 1 100 0 1 0
Mazama gouazoubira 0 0 1 50 1 50 0 0 1 1
Sylvilagus brasiliensis 0 0 0 1 100 0 0 0 1
Total 2 25 6 75 19 422 26 578 4 85 43 915 25 75

Nota: J- Jovem; A- Adulto


https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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Jovens Adultos

H Alegre

H Serra
B Sporetama

Figura 1.3. Frequéncia relativa do total de jovens e adultos utilizados na pesquisa de Leishmania
spp. nas diferentes regifes do estado do Espirito Santo.

O DNA extraido das 100 amostras de linfonodos das diferentes espécies
de mamiferos, ap6s quantificacdo em espectrofotdmetro UV a 260 nm, ofereceu
uma concentracdo ao redor de 500 ng/pl e uma pureza entre 1,8 e 2,2 pela
relacdo 260/280 nm.

Das 100 amostras de linfonodos de mamiferos silvestres testadas pela
PCR para o género Leishmania spp. (KDNA mitocondrial), 4 (4%) apresentaram

resultados positivos (Figura 1.4).

4 C+B C+E C- M

120 bp

Figura 1.4. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado por SYBR® Green, mostrando
produtos de PCR de 120 bp de amostras positivas de linfonodos amplificados, a partir de
oligonucleotideos iniciadores especificos para o género Leishmania. 1: Amostra positiva de
Cuniculus paca; 2,3,4: Amostras positivas de Callithrix geoffroyi; (C+B): Controle positivo Brasil;
(C+E): Controle positivo Espanha; (C-): Controle negativo; M: Marcador de peso molecular.
Produto de amplificacdo de 120 bp encontra-se indicado por seta.
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Nenhum dos animais de Alegre e Serra apresentou resultado positivo para
as amostras de linfonodos. Todas a amostras positivas foram provenientes da
Reserva Bioldgica de Sooretama. Das 4 amostras positivas, 1 foi da espécie

Cuniculus paca e 3 da espécie Callithrix geoffroyi (Figura 1.5).

Figura 1.5. Animais silvestres positivos para Leishmania spp. A: Cuniculus paca; B, C, D:
Callithrix geoffroyi.

Do total de amostras de DNA de Cuniculus paca testadas (n=4), 1 (25%)
foi positiva para Leishmania spp., sendo todas da Reserva Bioldgica de
Sooretama. Das 30 amostras de DNA de Callithrix geoffroyi testadas, 3 (10%)
foram positivas para Leishmania spp. Todas as espécies de Callithrix geoffroyi

positivas foram da Reserva Biol6gica de Sooretama (3/12 = 25%) (Tabela 1.6).
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Tabela 1.6: Resultados de infeccdo natural por Leishmania spp., por meio da
PCR, a partir de amostras de linfonodos.

Municipios
Espécies Alegre-ES Serra-ES Sooretama-ES
N PCR+ % N  PCR+ % N PCR+ % N Total %

Coendou prehensilis 1 0 0,0 0 0,0 0 0 0,0 3 0,0
Didelphis aurita 2 0 0,0 20 0 0,0 6 0 0,0 28 0,0
Cuniculus paca 0 0 0,0 0 0 0,0 4 1 25,0 4 25,0
Hydrochoerus hydrochaeris 0 0 0,0 0 0 0,0 2 0 0,0 0,0
Dasypus novemcinctus 0 0 0,0 1 0 0,0 2 0 0,0 3 0,0
Callithrix geoffroyi 1 0 0,0 17 0 0,0 12 3 25,0 30 10,0
Sapajus_robustus 0 0 0,0 0 0 0,0 1 0 0,0 1 0,0
Cerdocyon thous 3 0 0,0 1 0 0,0 12 0 0,0 16 0,0
Procyon cancrivorus 0 0 0,0 0 0 0,0 2 0 0,0 2 0,0
Nasua nasua 0 0 0,0 0 0 0,0 1 0 0,0 1 0,0
Leopardus pardalis 1 0 0,0 0 0 0,0 0 0 0,0 1 0,0
Tamandua tetradactyla 0 0 0,0 1 0 0,0 4 0 0,0 5 0,0
Mustela putorius furo 0 0 0,0 0 0 0,0 1 0 0,0 1 0,0
Mazama gouazoubira 0 0 0,0 2 0 0,0 0 0 0,0 2 0,0
Sylvilagus brasiliensis 0 0 0,0 1 0 0,0 0 0 0,0 1 0,0

Total 8 0 0,0 45 0 0,0 47 4 8,5 100 4,0

Nota: N= n° de animais analisados (amostras de linfonodos). PCR+= PCR positivo.

Todos os animais testados positivos (100%) pela PCR eram machos e
adultos (Tabela 1.7).

Tabela 1.7: Comparacao entre sexo e condicdo biolégica dos animais positivos
para Leishmania spp. encontrados no estado do Espirito Santo, entre janeiro de
2018 e dezembro de 2019.

Espécies 3 % Q % J % A %
Cuniculus paca 1 100 0 - 0 - 1 100
Callithrix geoffroyi 3 100 0 - 0 - 3 100

Total 4 100 0 - 0 - 4 100

Nota: 3- Macho; @- Fémea; J- Jovem; A- Adulto

A avaliagdo clinica mostrou que 77% (77/100) dos animais analisados
foram clinicamente afetados, com alteragbes como: hemorragia, traumatismo
craniano, fraturas, feridas perfurantes e edema, nao caracterizando sinais
aparentes da doenca. Possivelmente, essas alteracbes se devem ao fato de

esses animais terem sido encontrados mortos na natureza (por atropelamento
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ou morte natural). Uma espécie positiva de Cuniculus paca exibiu leséo
perfurante e 2 dos 3 saguis (Callithrix geoffroyi) positivos para PCR

apresentaram traumatismo craniano.

Na analise histopatologica de linfonodo, baco e figado dos animais
positivos, a forma amastigota do parasita ndo foi observada nos macroéfagos.
Alteracdes como infiltrado inflamatorio de células mononucleares também né&o

foram observadas.

5.1.6. DISCUSSAO

Dos métodos moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
convencional tem mostrado alta sensibilidade e especificidade para deteccdo do
DNA de Leishmania. A amplificagdo de fragmentos de DNA de Leishmania spp.
pela PCR tem sido realizada a partir de diferentes tipos de tecidos, como 0s
linfonodos, medula éssea, baco, figado, pele e sangue, sem a necessidade de
exaustivos isolamentos do parasita. Esta técnica tem sido utilizada para detectar
a infeccdo em animais silvestres de areas endémicas, permitindo a identificacédo
de possiveis reservatorios (BRANDAO-FILHO et al., 2003; CUNHA et al., 2014;
GONTIJO & MELO, 2004; JIMENEZ et al., 2013; WHO, 2010).

No presente estudo, das 100 amostras de linfonodos de mamiferos
silvestres testadas pela PCR convencional, 4 (4%) apresentaram resultados
positivos para Leishmania spp. Dentre elas, 1 foi da espécie do roedor Cuniculus
paca e 3 foram da espécie do primata ndo humano Callithrix geoffroyi.

Na analise histopatolégica de linfonodo, baco e figado dos 4 animais
positivos pela PCR no presente estudo, ndo foi observada a forma amastigota
de Leishmania spp. parasitando macrofagos, tampouco infitrado de células
inflamatoérias nestes tecidos. Segundo Solano-Gallego et al. (2011), a técnica
histopatolégica permite a deteccédo direta do proprio parasita e do tipo de
resposta inflamatoria, como: achados suspeitos da infeccdo e, também a
exclusao de outros diagndsticos diferenciais; porém possui baixa sensibilidade
para a deteccao de formas amastigotas de Leishmania spp. em tecidos ou fluidos

corporais; ndo revela o estado imunolégico do cdo e requer a realizacdo de
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outros testes para diagnostico definitivo, como imuno-histoquimica e/ou PCR,
guando os parasitas ndo sao visualizados.

Do total de amostras de DNA do roedor Cuniculus paca testadas pela PCR
(n=4) neste estudo, 1 (25%) foi positiva para Leishmania spp., semelhante a
estudos de Silveira et al. (1991) que relataram o primeiro registro do isolamento
de Leishmania (Viannia) lainsoni em Cuniculus paca no estado do Para. Apoés a
necropsia destes animais, a pele aparentemente integra era preparada em
solugédo salina e o produto era inoculado nas patas posteriores de hamsters.
ApoOs trés meses, foi observado tipico desenvolvimento de lesdo nodular
eritematosa nas patas posteriores de 6 hamsters. Das lesbes, foram feitas
preparacdes coradas por Giemsa e novas preparacfes em meio de cultura para
posterior andlise bioquimica pela eletroforese de isoenzimas, confirmando a
presenca desta espécie de Leishmania.

Segundo pesquisa de Forattini (1960), que examinou 928 animais
silvestres na regido de Teodoro Sampaio no estado de S&o Paulo, havia 1 paca
(Cuniculus paca) positiva para Leishmania sp. por meio de hemocultura,
corroborando com achados do presente estudo.

Estudos de Caldart et al. (2017) com roedores sinantropicos capturados
na cidade de Londrina, no estado do Parana, constataram a presenca de
Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum através da PCR em 9
de 127 animais (7,1%). Sendo este o primeiro relato de roedores sinantrépicos
naturalmente infectados por Leishmania (L.) amazonensis no mundo e por
Leishmania (L.) infantum no sul do Brasil. Dos 9 animais positivos, 6 (66,7%)
eram fémeas e 6 (66,7%) eram adultos.

Em relacdo aos achados no presente estudo, o indice de 4% dos animais
naturalmente infectados por Leishmania spp. € menor que os revelados em Mato
Grosso por Freitas (2010), que detectaram 7,95% de positividade por
Leishmania (Viannia) sp. em amostras de pele oriundas de roedores.

No presente estudo também foram observados resultados positivos pela
PCR de amostras de linfonodos de Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-branca).
Esta espécie de primata ndo humano é endémica no Brasil e esta presente nos
estados da Bahia, Espirito Santo, Nordeste de Minas Gerais como residente e
nativo, e em Santa Catarina, onde foi introduzido (RYLANDS & MENDES, 2008).
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Existem vérias descricdes no Brasil e no mundo de infec¢do por
Leishmania em primatas ndo humanos. Os resultados do presente estudo sao
semellhantes com pesquisas de Paiz et al. (2019), que detectaram Leishmania
(L.) infantum em 7 primatas do género Callithrix, provenientes de fragmentos
florestais em uma area endémica para leishmaniose visceral canina no municipio
de Campinas, Sao Paulo, sendo 2 animais da espécie Callithrix jacchus e 5
animais da espécie Callithrix penicillata, confirmados pela PCR de sangue e pele.
Em um outro estudo de Paiz et al. (2015), foi relatado 1 caso positivo de
Leishmania (L.) infantum em um primata da espécie Callithrix jacchus em uma
regido ndo endémica para leishmaniose em Botucatu, estado de Sdo Paulo,
Brasil.

Em uma pesquisa de Mir¢6 et al. (2018), foram relatados os dois primeiros
casos de leishmaniose em orangotangos da espécie Pongo pygmaeus
pygmaeus de um centro de reabilitacdo e de um zooldgico em Madri. Esta foi a
primeira notificacdo de infeccdo por Leishmania (L.) infantum em primatas ndo
humanos na Espanha.

Em um relato em macaco saué (Callicebus nigrifrons), que desenvolveu a
doenca com quadro clinico (sinais e sintomas) compativel com leishmaniose, a
Leishmania (L.) infantum foi confirmada por PCR e imuno-histoquimica (MALTA
et al., 2010). Em outro caso em Bauru, Sao Paulo, Brasil, Leishmania
amazonensis foi detectada por métodos moleculares em amostras de sangue de
um macaco-aranha (Ateles paniscus) criado em cativeiro e que demonstrou
perda de peso e mucosas palidas (LIMA et al., 2012). Malta et al. (2010) também
detectaram Leishmania (L.) infantum por PCR em amostras de sangue de
primatas ndo humanos de um zoolégico de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil,
sendo: seis macacos saua (Callicebus nigrifrons), um macaco bugio (Alouatta
guariba), trés macacos-prego do peito amarelo (Cebus xanthosternos), um mico-
ledo-de-cara-dourada (Leontopithecus crysomelas), um macaco-da-noite (Aotus
nigriceps), dois macacos parauacu (Pithecia irrorata) e trés saguis-imperador
(Saguinus imperator). Estes 17 primatas ndo humanos ndo demonstraram sinais
clinicos da doenca.

Conforme indicado em um estudo realizado por Carneiro et al. (2012),
esses primatas infectados eram clinicamente saudaveis, com isso levantaram a

hipotese de que os primatas do Novo Mundo desenvolveram um sistema
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imunoldgico inato com mecanismos de resposta capaz de controlar o
crescimento intracelular de Leishmania (L.) infantum em macrofagos.

No entanto, varios estudos confirmaram uma alta suscetibilidade a
infecgdo por Leishmania spp. com sinais cutdneos em macacos coruja (Atous
trivirgatus) e saguis (Saguinus geoffroyi) (HERRER et al., 1973), enquanto em
macacos-prego (Cebus paella) e cuxit-preto (Chiropotes satanus), a presenca
de Leishmania (L.) infantum foi confirmada (LAINSON et al., 1988; 1989).

Além disso, estudos experimentais demonstraram leishmaniose visceral
em macacos neotropicais: macacos-da-noite (Atous trivirgatus), macacos-prego
(Cebus paella), saguis (Callithrix jacchus jacchus), macacos-esquilo (Saimiri
sciureus), em macacos do Velho Mundo (Cercopithecus aethiops), macacos-
rhesus (Macaca mullata) e macacos langur (Presbytis entellus) (CHAPMAN et
al., 1981; CHAPMAN; HANSON, 1981; MARSDEN et al., 1981; PORROZZI et
al., 2006; DUBE et al., 1999; GICHERU et al., 1995; GRIMALDI JR., 2008).

N&o ha relatos anteriores de Callithrix geoffroyi de vida livre infectados
com Leishmania spp. no Brasil. No entanto, em contraste com os resultados
desses autores, os primatas naturalmente infectados examinados no presente
estudo ndo mostraram sinais clinicos de leishmaniose.

Varios casos de leishmaniose foram relatados em todos os estados
brasileiros, com vérias espécies de flebotomineos, do género Lutzomyia spp.,
participando do ciclo de transmissao dos parasitas. A leishmaniose cutanea esta
associada a varias espécies de Leishmania, enquanto a manifestacéo visceral
estd associada apenas a uma Unica espécie, a Leishmania (L.) infantum
(FEITOZA et al., 2001; FALQUETO et al., 2003; 2009; PINTO et al., 2010; 2012,
TONINI et al., 2012; MENEGUZZI et al., 2016).

A leishmaniose tegumentar € endémica e amplamente distribuida em todo
o estado do Espirito Santo. Varios casos da doenca em humanos e caes
associados a Leishmania (Viannia) braziliensis foram relatados nessa area
(FALQUETO et al., 2003; 2009).

A leishmaniose visceral foi registrada pela primeira vez por Martins et al.
(1968), nos municipios de Colatina e Baixo Guandu, regido centro-norte do
Espirito Santo. Falqueto et al. (2009) obtiveram resultados positivos para
Leishmania (L.) infantum em 47% das pessoas e 57% dos caes testados em

areas endémicas do municipio de Pancas, também no estado. A maioria dos
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relatos consistiram em testes sorologicos, exceto nos caes, onde o parasita foi
isolado. Em estudo de Tonini et al. (2012) foi descrito o primeiro caso autéctone
de leishmaniose visceral canina em Vitoria, capital do estado.

Feitoza et al. (2001) relataram o registro de trés casos de leishmaniose
visceral nos municipios de Rio Novo do Sul e Vargem Alta, na regido sul do
estado do Espirito Santo, por diagnostico molecular e o agente etiolégico isolado
de dois pacientes foi identificado como Leishmania infantum. A investigacéo
epidemioldgica ndo evidenciou a introducdo de imigrantes e também a migracéo
de pessoas doentes ou de seus familiares para areas endémicas conhecidas.
De uma perspectiva geogréfica e climatica, a area onde ocorreram novos casos
é diferente do padrdo encontrado em areas endémicas do vale do Rio Doce, na
regido Centro-Norte do estado.

Pinto et al. (2010) realizaram um estudo com a fauna flebotominica na
regido sul do Espirito Santo, na mesma regido onde ocorreram casos autoctones
de leishmaniose visceral. Nenhuma espécie de Lutzomyia longipalpis, o principal
vetor de da forma visceral da doenca no Novo Mundo, foi capturada nos locais
em estudo. Isto contribui para o conhecimento da fauna flebotominica na regiao
e ressalta a possibilidade de participacdo de outras espécies de flebotomineos,
além da espécie Lutzomyia longipalpis, na transmisséo da leishmaniose visceral.

Ja Pinto et al. (2012) coletaram os flebotomineos em 164 localidades de
9 municipios do norte do Espirito Santo, com registro prévio de leishmaniose
visceral em humanos, entre os anos de 1989 e 2003, totalizando 250 capturas
de 62.469 flebotomineos pertencentes a 17 espécies. As espécies
predominantes capturadas foram Lutzomyia intermedia e Lutzomyia longipalpis.
Este estudo revelou que Lutzomyia longipalpis parece ser o principal vetor de
Leishmania infantum na biodiversidade da Mata Atlantica do estado, devido a
sua alta prevaléncia e distribuicdo semelhante na area de proliferacdo da
doenca. Além disso, Lutzomyia longipalpis foi demonstrado ter preferéncias por

areas de clima seco nesta regiéo.

De acordo com dados do Ministério da Saude, o numero de casos
confirmados de pessoas infectadas com leishmaniose tegumentar no estado do
Espirito Santo entre 2008 e 2018 foi de 1.324, com incidéncia em todo o estado.
Os municipios mais acometidos com o numero de casos da doenca foram Afonso

Claudio, Brejetuba, Cariacica, Guarapari, Ibatiba, Santa Leopoldina, Linhares e
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S&o Mateus. J& o nimero de casos confirmados de leishmaniose visceral entre
2008 e 2018 foi de 62, com incidéncia principalmente na regido centro-norte do
estado. Os municipios mais acometidos nos ultimos anos foram Baixo Guandu,
Pancas e Cariacica (BRASIL, 2020).

Nossos resultados indicam a presenca de Leishmania spp. nesta regiao,
podendo haver muitos reservatorios em potencial e vetores (flebotomineos) que
compartiiham o mesmo habitat, ja que estas espécies silvestres foram
infectadas. Assim, podera haver um risco de transmissédo de Leishmania spp. a
outros animais suscetiveis vivendo em areas préoximas, bem como para os seres
humanos.

A participagdo de roedores e primatas como reservatérios silvestres
de Leishmania spp. ja havia sido sugerido na década de 60 e 70 (FORATTINI,
1960; HERRER et al., 1973). Estes achados reforcam a hip6tese de que os
roedores e primatas (silvestres e sinantropicos) tém papel importante como

reservatérios de Leishmania spp. no ciclo silvestre e peridoméstico do parasito.

5.1.7. CONCLUSOES

e A infeccdo natural por Leishmania spp. detectada em roedor e
primata demonstra a participacdo destas espécies como possiveis
reservatérios no ciclo de transmisséo da leishmaniose, no estado do Espirito
Santo.

e A deteccdo de Leishmania spp. em Callithrix geoffroyi constitui o
primeiro relato de infeccdo desta espécie de primata na literatura, e a deteccao
de Leishmania spp. em Cuniculus paca constitui o primeiro relato na literatura
de infeccdo desta espécie de roedor, no estado do Espirito Santo.

e Apesar desta confirmacédo, o papel destas espécies na transmissao
dessa doenca zoonotica ainda necessita da realizacdo de mais estudos
longitudinais, para identificar os efeitos de um determinado parasito na
populacao e/ou individuo, sua flutuacédo sazonal, estabilidade da infeccéo e

potencial transmissor.
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5.2. CAPITULO 2 - INVESTIGACAO DE INFECCAO POR Leishmania
(Viannia) braziliensis EM MAMIFEROS SILVESTRES NA RESERVA
BIOLOGICA DE SOORETAMA, ESPIRITO SANTO, BRASIL

Investigation of Leishmania (Viannia) braziliensis infection in wild mammals in
the Sooretama Biological Reserve, Espirito Santo, Brazil

5.2.1. RESUMO

A leishmaniose € uma doenca infecciosa e de carater zoondético, que se
apresenta na forma tegumentar e visceral. A leishmaniose tegumentar é
endémica e amplamente distribuida em todo o estado do Espirito Santo. Varios
casos de leishmaniose tegumentar em humanos e caes associados a Leishmania
(Viannia) braziliensis foram relatados no estado. O objetivo deste estudo é
investigar a ocorréncia de infeccao natural por Leishmania (Viannia) braziliensis
em mamiferos silvestres, encontrados mortos (por atropelamento ou morte
natural) na Reserva Bioldgica de Sooretama, no estado do Espirito Santo. Entre
janeiro de 2018 e dezembro de 2019 foram coletados 60 animais. Destes, foram
analisados 47 animais viaveis de 12 espécies diferentes. Os resultados foram
demonstrados por meio de analise descritiva das observagdes, para o calculo das
frequéncias absolutas e relativas dos dados. As espécies Didelphis aurita 10%
(6/60), Cuniculus paca 10% (6/60), Callithrix geoffroyi 21,7% (13/60) e Cerdocyon
thous 21,7% (6/60) foram as mais encontradas. Por meio da PCR, utilizando
primers especificos para o género Leishmania (D1, D2, D3) e para a espécie
Leishmania (Viannia) braziliensis (ISVB/ISVC), foi detectado 4 animais positivos
(8,5%): 1 Cuniculus paca (paca) (25%) e 3 Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-
branca) (25%). A infeccédo natural, detectada por meio da PCR, por Leishmania
(Viannia) braziliensis em Cuniculus paca (paca) e em Callithrix geoffroyi (sagui-
de-cara-branca) constitui o primeiro relato de infeccdo destas espécies de roedor
e primata na literatura. Apesar da confirmacdo de ocorréncia de infec¢cdo por
Leishmania (Viannia) braziliensis em roedor e primata, no estado do Espirito
Santo, o papel destas espécies de mamiferos na transmissao desta zoonose
ainda necessita de mais estudos longitudinais, para identificar os efeitos de um
determinado parasito na populagdo e/ou individuo, sua flutuacdo sazonal,

estabilidade da infeccao e transmissibilidade.
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5.2.2. ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious and zoonotic disease and presents in
cutaneous and visceral forms. Cutaneous leishmaniasis is endemic and widely
distributed throughout the state of Espirito Santo, Brazil. Several cases of
cutaneous leishmaniasis in humans and dogs associated with Leishmania
(Viannia) braziliensis have been reported in the state. This study aimed to
investigate the occurrence of natural infection by Leishmania (Viannia)
braziliensis in wild mammals, found dead (by trampling or natural death) in the
Sooretama Biological Reserve, Espirito Santo State. From January 2018 to
December 2019, 60 animals were collected. Of these, 47 viable animals of 12
different species were analyzed. The results were demonstrated using a
descriptive analysis of the observations to calculate the absolute and relative
frequencies of the data. The species Didelphis aurita (black-eared opossum) 10%
(6/60), Cuniculus paca (paca) 10% (6/60), Callithrix geoffroyi (white-faced
marmoset) 21.7% (13/60), and Cerdocyon thous (crab-eating fox) 21.7% (6/60)
were the most found. In the PCR, using specific primers for the genus Leishmania
(D1, D2, D3) and the species Leishmania (Viannia) braziliensis (ISVB/ISVC), 4
positive animals (8.5%) were detected: 1 Cuniculus paca (paca) (25%) and 3
Callithrix geoffroyi (white-faced marmoset) (25%). The natural infection, detected
by PCR, by Leishmania (Viannia) braziliensis in Cuniculus paca (paca) and
Callithrix geoffroyi (white-faced marmoset) constitutes the first report of infection
of this rodent and primate species in the literature. Despite confirmation of the
occurrence of Leishmania (Viannia) braziliensis infection in rodents and primates,
in the state of Espirito Santo, the role of these species in the transmission of this
zoonosis still needs further longitudinal studies to identify the effects of a given
parasite on the population and/or individual, its seasonal fluctuation, infection

stability, and transmissibility.

Keywords: Leishmania (Viannia) braziliensis; Cuniculus paca; Callithrix
geoffroyi; Wild Mammals; Sooretama Biological Reserve.
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5.2.3. INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa e de carater zoondtico,
registrada em paises do Velho e do Novo Mundo, causada por protozoarios do
género Leishmania, que se multiplicam obrigatoriamente em células do sistema
monocitico fagocitario (macrofagos), se apresentando na forma tegumentar e
visceral. Estes protozoarios fazem parte da familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida, com inUmeras espécies patogénicas para 0 ser humano e
diferentes espécies de mamiferos. Dois subgéneros sdo importantes do ponto
de vista de saude publica, Leishmania (L.) e Viannia (V.). O primeiro ocorre nas
Ameéricas, Europa, Asia e Africa, enquanto o subgénero Viannia ocorre na regiso
neotropical. (GRAMICCIA, 2011; ROQUE & JANSEN, 2014; WHO, 2010;2017).

A leishmaniose tegumentar é uma doenca ndo contagiosa, de evolucéo
cronica, que acomete as estruturas da pele e cartilaginosas da nasofaringe, de
forma localizada ou difusa. Nas Américas, varias espécies de ambos o0s
subgéneros, Leishmania e Viannia, podem ocasionar a doenca (WHO, 2010). No
Brasil, sete espécies sao particularmente associadas: Leishmania (L.)
amazonensis e as espécies do subgénero Viannia, Leishmania (V.) braziliensis,
Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) shawi,

Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (V.) lindenberg (WHO, 2017).

Estes parasitas apresentam um ciclo de vida heteroxénico, com
hospedeiros mamiferos vertebrados (seres humanos, cdes e animais silvestres)
e um inseto vetor invertebrado (familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae), este responsavel pela transmissao da doenca, pertencentes ao
género Phlebotomus na Europa, Asia e Africa e ao género Lutzomyia (Lu.) nas
Américas (AKHOUNDI et al., 2016; LUKES et al., 2007; WHO, 2010).

A leishmaniose tegumentar € endémica e amplamente distribuida em todo
o estado do Espirito Santo. Diferentes técnicas soroldgicas, parasitolégicas e
moleculares tém sido utilizadas para definir o diagnostico do parasito, entretanto,
apresentam sensibilidade e especificidade variaveis (FALQUETO et al., 2003;
SASSAKI et al., 2011; FURTADO et al., 2015).

Varios casos de leishmaniose tegumentar em humanos e cées que se

associam a L. (Viannia) braziliensis foram relatados no estado. Os focos
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endémicos da doenca ocorrem principalmente em pequenos assentamentos
dispersos perto de montanhas desmatadas, nas quais se encontram poucos
remanescentes da vegetacdo original, e também pode ser encontrada em
antigas comunidades, perto de cidades importantes da costa atlantica
(FALQUETO et al., 2003).

No Espirito Santo, cinco espécies de flebotomineos sdo geralmente
encontradas em éareas afetadas pela leishmaniose tegumentar: Lutzomyia
intermedia, Lutzomyia migonei, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia fischeri e
Lutzomyia monticola. Embora acredita-se que Lutzomyia intermedia € o principal
vetor de L. (V.) braziliensis no Espirito Santo, outras espécies de flebotomineos,
como Lutzomyia whitmani e Lutzomyia migonei, podem atuar como vetores

secundarios do parasita em localidades rurais (MENEGUZZI et al., 2016).

Roedores, canideos, marsupiais e primatas sdo exemplos de mamiferos
que podem servir como hospedeiros desse parasito. O ser humano € designado
como hospedeiro acidental no ciclo de transmisséo, e isso ocorre por conta da
permanéncia do individuo em localidades com grandes possibilidades de
ocorréncia de infeccdo. O agente transmissor tem sido encontrado com
frequéncia em ambientes domiciliares e peridomiciliares devido a urbanizacao,
mesmo n&o sendo seu habitat natural, favorecendo entdo a infecgdo em
humanos (QUINNELL & COURTENAY, 2009; MILLAN et al., 2014; NEVES et
al., 2016).

A Reserva Bioldgica de Sooretama esta situada no norte do estado do
Espirito Santo, a 130 quildmetros de Vitdria e 45 quildmetros de Linhares, sendo
0 mais importante remanescente florestal do bioma Mata Atlantica, que no inicio
do século passado cobria aproximadamente 90% do territério capixaba, e que
ainda hoje abriga uma fauna com elevado nimero de animais endémicos. O
crescente processo de desmatamento da mata atlantica possibilita o crescimento
dos casos de leishmaniose tegumentar. Além disso, ha pouco conhecimento
sobre a diversidade de parasitas deste género, somado aos casos da doenca
em animais domeésticos e humanos no estado do Espirito Santo, e ao papel de
pequenos mamiferos silvestres como hospedeiros deste parasita.

A investigacdo de Leishmania (Viannia) brasiliensis em reservatérios

silvestres contribuird para o amplo estudo da diversidade de Leishmania spp. no
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estado do Espirito Santo, agregando mais variantes epidemiol6égicas da area
estudada e atualizando a lista de espécies. Além de refinar o conhecimento
sobre este parasito, os dados obtidos poderédo favorecer em decisdes de futuras
medidas de controle da acdo deste agente nos hospedeiros estudados, pois até
0 momento, é escassa a pesquisa desta doenca no estado.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar, por meio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), a ocorréncia de infeccdo natural por Leishmania
(Viannia) braziliensis em mamiferos silvestres, encontrados mortos (por
atropelamento ou morte natural) na Reserva Biol6gica de Sooretama, no estado

do Espirito Santo.

5.2.4. MATERIAIS E METODOS

5.2.4.1. AREA AMOSTRADA, COLETA DE MATERIAIS E EXAME
CLINICO

A pesquisa foi realizada com animais silvestres encontrados na Reserva
Biolégica de Sooretama (19° 3’ 22” S e 40° 8 50” W) no estado do Espirito
Santo, Brasil (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Localizagdo da Reserva Biologica de Sooretama. Fonte: Instituto Jones dos Santos

Neves e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (modificado pelo autor).

Foram coletados 60 mamiferos silvestres encontrados mortos (por
atropelamento ou morte natural), entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019. Os
animais foram recolhidos por funcionérios da Reserva Biologica de Sooretama,
identificados e armazenados em freezer a -20°C. Posteriormente, os animais
foram encaminhados ao Laboratério de Patologia Veterinaria, do Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo, onde foi realizado o
exame clinico destes animais em busca de sinais da doenca, como: palidez de
mucosa, congestdo ou ictericia, emagrecimento, aumento de linfonodos e lesdes
cutaneas; e em seguida foram necropsiados. Amostras de linfonodos, bacgo e
figado de 47 animais viaveis foram coletadas e fixadas em formalina neutra
tamponada a 10% para exame histopatolégico e, somente fragmentos de
linfonodos, foram armazenados em micro tubos a -20°C, para posterior analise

molecular.
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5.2.4.2. EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada de 47 amostras de linfonodos
armazenadas a -20°C, conforme Sambrook et al. (1989), por meio do método de
Fenol/Cloroférmio no Laboratorio de Melhoramento Genético Vegetal do Centro
de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo
(CCAE-UFES). O DNA de cada amostra foi extraido a partir de 10 mg de tecido
em um micro tubo, onde foi feita a lise das células adicionando 490 pl do tampé&o
de lise (Tris-HCI 10 mM, pH 6,0; EDTA 10 mM, pH 8,0; NaCl 50 mM; SDS 0,2%),
junto com 10 pl de proteinase K (20mg/ml), seguida de sua incubacao a 56°C
por 3 horas para completa lise do tecido. Apés este tempo, foi adicionado 500 pl
de PCI (fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, pH 8.0), o micro tubo foi
homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 10 minutos, e em seguida foi
aspirado o sobrenadante e este transferido para outro micro tubo, onde foi
acrescentado 750 ul de etanol absoluto previamente resfriado. O micro tubo foi
homogeneizado e colocado no freezer a -20°C por, no minimo, 1 hora. Em
seguida, foi feito sua centrifugacédo a 12.000 g por 15 minutos e o sobrenadante
foi desprezado (nesta etapa houve a formacdo do pellet). Por fim, foi entdo
adicionado ao micro tubo 750 ul de etanol 70%, homogeneizado e centrifugado
a 12.000g por 15 minutos, em seguida todo o alcool foi desprezado (esta etapa
com o etanol 70% foi repetida por mais uma vez). A seguir o pellet de DNA foi
secado em uma centrifuga a vacuo (Eppendorf — Concentrator Plus) por 10
minutos a 30°C para retirada total do alcool e entdo ressuspendido com 50 pl de
agua destilada e aquecido em termo bloco (56°C por 5 minutos) para dissolucéo
do pellet. Para avaliacdo quanto ao grau de pureza e quantidade de DNA obtido
na extracdo, foi realizada a quantificacio de DNA das amostras em
Espectrofotometro UV (BioPhotometer Plus, Eppendorf) utilizando 1 pl da
suspensdao. Logo apo6s, o DNA foi armazenado a -20°C até a sua utilizacdo em

testes moleculares.
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5.2.4.3. TECNICA CONVENCIONAL DA REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR) PARA Leishmania spp. E ELETROFORESE EM GEL
DE AGAROSE

Para pesquisa de Leishmania spp., 47 amostras de DNA de linfonodos
foram submetidas a PCR utilizando oligonucleotideos de alta sensibilidade
(primers) denominados D1, D2 e D3, que amplificam um fragmento de 120 pares
de bases (bp) da regido conservada do minicirculo do KDNA mitocondrial de
Leishmania (Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania)
infantum e Leishmania (Leishmania) amazonensis), adaptado de Rocha et al.
(2010) (Tabela 2.1).

As reaclGes foram realizadas pela técnica de PCR convencional
juntamente com o grupo de pesquisa EPICONTROL (Carnivoros) no Laboratério
“Pet Parasit Lab” do Departamento de Sanidade Animal da Universidade
Complutense de Madri (UCM) - Espanha, utilizando um volume de 25 pl,
contendo 2,0 pl da amostra de DNA gendmico extraido (500 ng/pl) e 23 pl de
Master Mix da marca Biotools®, Espanha - (17,8 pl de agua destilada, 2,5 pl de
Buffer 10x/ MgClz (2 mM), 0,7 ul de Taq DNA polimerase (1 U/ul), 0,5 pl de dNTP
(10 mM) e 0,5 ul de cada primer D1, D2 e D3 (15 pmol)). A reacao foi conduzida
a um termociclador GenAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems®, Thermo
Fischer, Espanha) com as condi¢des de amplificacdo detalhadas na Tabela 2.1.
Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo. Para o controle positivo,
amostras de sangue de um céo de Madri (Espanha) com os parasitos detectados
pela microscopia foram utilizadas, e amostras de meio de cultura de Leishmania

spp. cultivadas em laboratério (Brasil) também foram utilizadas.

Tabela 2.1: Primers utilizados para pesquisa de Leishmania spp.

Regido Condi¢cdes de amplificagéo
. Primers i ’ o Referéncia
Amplificada T°C Tempo em m'nUt,c,)s Qe N
segundos () ciclos
L. (V.) braziliensis 5-GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3' (D1) 95 5 (Desnaturagao inicial) 1 Rocha et al.,
L. (L.) infantum 5'-CCGCCCCTATTTTACACCAACCCC-3' (D2) 95 1 (Desnatura(;ao |n[ermed|ér|a) 29 (2010)
L. (L.) amazonensis  5-GGCCCACTATATTACACCAACCCC-3' (D3) 55 30" (Anelamento) 29
72 10" (Extenséo intermediaria) 29

kDNA minicircle

(120 bp) 72 5" (Extens&o final) 1

4 ~ (Fim da reagéo)
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Apés amplificacdo dos produtos da PCR da regido conservada do mini
circulo do kDNA mitocondrial, a andlise foi realizada em gel de agarose a 1,5%
por eletroforese. O gel foi preparado com 1,5 g de agarose e 100 mL de tampéao
TBA 1X (Tris-acetato 0,04 mM, EDTA 0,001 mM pH 8,0), adicionado de 9 pl de
SYBR Green 10000X (Invitrogen, Espanha), com pentes de 20 pocos. Foram
pipetados na ultima canaleta de cada gel 5,0 uL do marcador de peso molecular
de 100 bp (DNA ladder, Invitrogen, Espanha), e nas demais canaletas, 3,3 uL de
tampao de carga com 25 pL de produto da PCR. O tampéao de corrida utilizado
foi o TBA 1X (Tris-acetato 0,04 mM, EDTA 0,001 mM pH 8,0), e a analise dos
produtos foi feita em um cromatdégrafo PowerPac™, Bio-Rad a 86V por 30
minutos. Em seguida, o produto amplificado foi visualizado e foto documentado

em um trans iluminador UV Bio-Rad.

5.2.4.4. TECNICA CONVENCIONAL DA REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR) PARA Leishmania (Viannia) braziliensis E
ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Para a pesquisa de Leishmania (Viannia) brasiliensis, foram utilizadas as
amostras positivas de DNA, extraidas de linfonodos, submetidas a PCR com os
primers D1, D2 e D3 (ROCHA et al., 2010). Para isso, foram utilizados os primers
ISVB e ISVC que amplificam um fragmento de 336 pares de bases (bp) da regido
conservada do alvo G6PD do rDNA, especifico da espécie Leishmania (Viannia)
braziliensis (CASTILHO et al. 2003) (Tabela 2.2).

As reacdes foram realizadas pela técnica de PCR convencional no
Laboratdrio de Melhoramento Genético Vegetal do CCAE-UFES, utilizando um
volume de 20 pl, contendo 10,7 uL de 4gua destilada, 4 puL tampao 5X Green Go
Tag® Flexi Buffer (Promega), 2 yL MgClz2 (2 mM, Promega), 0,5 uL de dNTP (10
mM), 0,2 uL de cada primer ISVB e ISVC (15 pmol, Thermo Fischer), 0,25 yL de
Taqg DNA Polimerase (5 U/uL) e 2,5 pyL do DNA da amostra. As condi¢des das
reacGes foram realizadas em um termociclador automatico Veriti® 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems®, Thermo Fischer), conforme Tabela 2.2.

Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo. Para o controle positivo,
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foram utilizadas amostras de meio de cultura de Leishmania (Viannia)

brasiliensis cultivadas em laboratorio.

Tabela 2.2: Primers utlizados para a pesquisa de Leishmania (Viannia)

brasiliensis.
Regido I Condicbes de.ampllﬂ,cac;ao N
Amplificada T°C Tempo em mlnuti)s e N
segundos () ciclos
L.(V.) 5-TACTCGCCATGTCGGAGG-3’ (ISVB) 94 4" (Desnaturacgdo inicial) 1 Castilho et
braziliensis 5-ATCACAATGATGGTCAACGCAC-3' (Isvc) 94 1" (Desnaturacéo intermediaria) 30 al., (2003)
60 1" (Anelamento) 30
(gene G6PD- 72 1" (Extens&o intermediéaria) 30
rDNA — 336 bp) 72 5 (Extenséo flrlal) 1
4 « (Fim da reagéo)

Apos amplificacdo dos produtos da PCR ao alvo G6PD, a andlise foi
realizada em gel de agarose a 1,5% por eletroforese. O gel foi preparado com
1,5 g de agarose e 100 mL de tampé&o TBE 1X (Tris-borato 0,04 mM, EDTA 0,001
mM pH 8,0), adicionado de 9 pl de Gel Red® 10000X (Invitrogen, Brasil), com
pentes de 20 pocos. Foram pipetados na primeira canaleta 5,0 yL do marcador
de peso molecular de 100 bp (DNA ladder, Invitrogen Brasil), e nas demais
canaletas 15 uL de produto da PCR. O tampé&o de corrida utilizado foi o TBE 1X
(Tris-borato 0,04 mM, EDTA 0,001 mM pH 8,0), e a andlise dos produtos foi feita
em um cromatografo PowerPac™ (Bio-Rad) a 86V por 30 minutos. Em seguida,
o produto amplificado foi visualizado e foto documentado em um trans iluminador

Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad).

5.2.4.5. ANALISE ESTATISTICA

Foi feita a andlise descritiva das observacdes, para o calculo das

frequéncias absolutas e relativas obtidas neste estudo.

5.2.4.6. CONSIDERACOES ETICAS
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Para realizagéo deste trabalho foi obtida autoriza¢ao para uso de animais,
com finalidade cientifica pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Espirito Santo (CEUA/UFES), sob o niumero de protocolo 65/2017 (Anexo A), e
a licenga junto ao Sistema de Autorizagdo e Informacdo de Biodiversidade
(SISBIO), emitida pelo IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis) de n° 31762-6 e 69935-1, para captura e

transporte de animais (Anexo B e C).

5.2.5. RESULTADOS

Os 60 animais silvestres capturados neste estudo distribuiram-se em 12
espécies diferentes de. As espécies Didelphis aurita 10% (6/60), Cuniculus paca
10% (6/60), Callithrix geoffroyi 21,7% (13/60) e Cerdocyon thous 21,7% (6/60)
foram as principais encontradas (Tabela 2.3).

Dentre os animais capturados, 13 foram descartados e néo utilizados para
a pesquisa por estarem autolisados e/ou com amostras insuficientes para as
andlises, sendo: Cuniculus paca (2), Dasypus novemcintus (3), Callithrix
geoffroyi (1), Sapajus robustus (1), Cerdocyn thous (1), Procyon cancrivorus (1),
Leopardus pardalis (1) e Tamandua tetradactyla (3), restando 47 animais viaveis

para a pesquisa (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3: Animais silvestres encontrados na Reserva Bioldgica de Sooretama,
entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019 e utilizados para a pesquisa de

Leishmania (Viannia) braziliensis.

N° de animais

N° de animais

Espécies coletados Total % utilizados Total %
Didelphis aurita 6 10 6 12,8
Cuniculus paca 6 10 4 8,5
Hydrochoerus hydrochaeris 2 3.3 2 4,3
Dasypus novemcinctus 5 8.3 2 4,3
Callithrix geoffroyi 13 217 12 25,5
Sapajus robustus 2 3.3 1 2,1
Cerdocyon thous 13 21,7 12 25,5
Procyon cancrivorus 3 5 2 4,3
Nasua nasua 1 17 1 2,1
Leopardus pardalis 1 1,7 - -
Tamandua tetradactyla 7 11,7 4 8,5
Mustela putorius furo 1 1,7 2,1

Total 60 100 47 100

Do total de animais utilizados, 30 (63,9%) eram machos e 17 (36,1%)

eram fémeas, e 4 (8,5%) eram jovens e 43 (91,5%) eram adultos (Tabela 2.4).

Tabela 2.4: Animais silvestres, discriminados por sexo e condi¢cdo biol6gica,
utilizados para pesquisa de Leishmania (Viannia) braziliensis, encontrados na

Reserva Bioldgica de Sooretama.

Espécie 3 % Q % J % A %
Didelphis aurita 5 83,3 1 16,7 0 - 6 100
Cuniculus paca 3 75 1 25 2 50 2 50
Hydrochoerus hydrochaeris 0 - 2 100 0 - 2 100
Dasypus novemcinctus 0 - 2 100 1 50 1 50
Callithrix geoffroyi 9 75 3 25 0 - 12 100
Sapajus robustus 0 - 1 100 0 - 1 100
Cerdocyon thous 9 75 3 25 0 - 12 100
Procyon cancrivorus 2 100 0 - 0 - 2 100
Nasua nasua 0 - 1 100 0 - 1 100
Tamandua tetradactyla 2 50 2 50 0 - 4 100
Mustela putorius furo 0 - 1 100 1 100 0 -

Total 30 63,9 17 36,1 4 8,5 43 91,5

Nota: &- Macho; - Fémea; J- Jovem; A- Adulto


https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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O DNA extraido das 47 amostras de linfonodos das diferentes espécies
de mamiferos, apos ser quantificado em espectrofotometro UV a 260 nm, obteve
uma concentracado ao redor de 500 ng/ul e uma pureza entre 1,8 e 2,2 pela
relacéo 260/280 nm.

Das 47 amostras de linfonodos de mamiferos silvestres testadas pela
PCR para o género Leishmania spp. (kDNA mitocondrial) com os primers D1, D2
e D3, 4 (8,5%) apresentaram resultados positivos. Destas 4 amostras positivas
testadas pela PCR com os primers D1, D2 e D3 (sendo 1 Cuniculus paca e 3
Callithrix geoffroyi), todas (100%) também apresentaram resultados positivos
pela PCR utilizando os primers ISVB e ISVC, especificos para espécie
Leishmania (Viannia) braziliensis, que amplificam um fragmento de 336 pares de
bases (bp) da regido conservada do alvo G6PD do rDNA (Castilho et al. 2003)
(Figura 2.2).

336 bp

Figura 2.2. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado por Gel Red®, mostrando produtos de
PCR de 336 bp de amostras positivas de linfonodos amplificados, a partir de oligonucleotideos
iniciadores especificos para a espécie Leishmania (Viannia) brasiliensis. M: Marcador de peso
molecular; 1: Amostra positiva de Cuniculus paca; 2,3,4: Amostras positivas de Callithrix
geoffroyi; (C-): Controle negativo; (C+): Controle positivo. Produto de amplificacdo de 336 bp
encontra-se indicado por seta.
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Dentre as 4 amostras positivas (8,5%), 1 foi da espécie Cuniculus paca e
3 foram da espécie Callithrix geoffroyi. Em relac&o ao total de amostras de DNA
da espécie Cuniculus paca testadas (n=4), 1 (25%) foi positiva para Leishmania
(Viannia) braziliensis, e das 12 amostras de DNA da espécie Callithrix geoffroyi
testadas, 3 (25%) foram positivas para Leishmania (Viannia) braziliensis (Tabela
2.5).

Tabela 2.5: Resultados de infec¢éo natural por Leishmania (Viannia) braziliensis,
por meio da PCR, a partir de amostras de linfonodos.

Espécie N PCR+ %
Didelphis aurita 6 0 -
Cuniculus paca 4 1 25
Hydrochoerus hydrochaeris 2 0 -
Dasypus novemcinctus 2 0 -
Callithrix geoffroyi 12 3 25
Sapajus robustus 1 0 -
Cerdocyon thous 12 0 -
Procyon cancrivorus 2 0 -
Nasua nasua 1 0 -
Tamandua tetradactyla 4 0 -
Mustela putorius furo 1 0 -
Total 47 4 8,5

Nota: N= n° de animais analisados (amostras de linfonodos); PCR+= positivos na PCR.

A avaliacdo clinica mostrou que 85% (40/47) dos animais analisados
foram clinicamente afetados, com alteragdes como: hemorragia, traumatismo
craniano, fraturas, feridas perfurantes e edema, ndo caracterizando sinais
aparentes da doenca. Possivelmente, essas alteracdes se devem ao fato desses
animais terem sido encontrados mortos na natureza (por atropelamento ou morte
natural). Uma espécie positiva de Cuniculus paca exibiu leséo perfurante e 2 dos
3 saguis (Callithrix geoffroyi) positivos para PCR apresentaram traumatismo

craniano. Todos 0s animais positivos para PCR eram machos e adultos.


https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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5.2.6. DISCUSSAO

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) convencional tem mostrado alta
sensibilidade e especificidade para deteccdo do DNA de Leishmania. A
amplificacdo de fragmentos de DNA pela PCR tem sido realizada a partir de
diferentes tipos de tecidos, como os linfonodos, medula éssea, baco, figado, pele
e sangue, sem a necessidade de exaustivos isolamentos do parasita, e tem sido
muito utilizada para detectar infeccOes em animais silvestres de areas
endémicas, permitindo a identificacdo de possiveis reservatorios (BRANDAO-
FILHO et al., 2003; CUNHA et al., 2014; GONTIJO & MELO, 2004; JIMENEZ et
al., 2013; WHO, 2010).

Do total de amostras de DNA do roedor Cuniculus paca testadas pela PCR
(n=4) neste estudo, 1 (25%) foi positiva para Leishmania (Viannia) braziliensis,
sendo este resultado semelhante a pesquisa de Forattini (1960), que examinou
928 animais silvestres na regiao de Teodoro Sampaio no estado de Séao Paulo e
detectou 1 paca (Cuniculus paca) positiva para Leishmania sp., apos 30 dias de
isolamento, por meio de hemocultura, construindo uma hipotese da estrutura
epidemiologica da leishmaniose tegumentar na natureza. Forattini & Santos
(1955), trabalhando nesta mesma regido, ao investigar 23 espécies silvestres,
encontraram um exemplar de paca (Cuniculus paca) portador de lesdo cutanea,
onde rotularam apenas como suspeita de leishmaniose tegumentar.

O presente estudo corrobora com achados de Falqueto (1997), em
estudos com a especificidade alimentar de flebotomineos na regido de Afonso
Claudio, no estado do Espirito Santo, onde afirmou que a paca (Cuniculus paca)
seria um provavel reservatorio silvestre da Leishmania (V.) braziliensis devido
sua capacidade de atrair flebotomineos antropofilicos.

Em relacdo aos nossos achados na presente pesquisa, o indice de 8,5%
dos animais naturalmente infectados por Leishmania (Viannia) braziliensis é
menor que os revelados na Zona da Mata Sul de Pernambuco por Brandao-Filho
et al. (2003), que detectaram 16% de positividade em roedores. J&A Quaresma et
al. (2011), em um estudo realizado em um territério indigena no sudeste do Brasil
(utilizando pele, baco, figado e linfonodo), registrou 22,2% (16/72) PCR-positivo

para Leishmania sp. entre roedores.
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N&o hé relatos anteriores de infec¢do natural por Leishmania (Viannia)
braziliensis no roedor Cuniculus paca na literatura.

No presente estudo também foram observados resultados positivos pela
PCR de amostras de linfonodos de Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-branca).
Esta espécie de primata ndo humano é endémica no Brasil e esta presente nos
estados da Bahia, Espirito Santo, Nordeste de Minas Gerais como residente e
nativo, e em Santa Catarina, onde foi introduzido (RYLANDS & MENDES, 2008).

Existem vérias descricdes no Brasil e no mundo de infeccdo por
Leishmania em primatas n&o humanos. Os resultados do presente estudo se
assemelham com pesquisas de Trieb et al. (2018), que capturaram 65 animais
silvestres de 10 diferentes espécies em fragmentos de mata atlantica na regido
de Salvador - BA, e realizaram a PCR com os mesmos primers D1, D2 e D3
(ROCHA et al., 2010) empregados no presente estudo, utilizando amostras de
DNA extraidas de sangue. Dentre os animais silvestres testados, 41% (27/65) foi
positivo para Leishmania spp., sendo 2 (3%) primatas do género Callithrix,
corroborando com os resultados do presente estudo.

Os resultados do presente estudo sdo semellhantes com pesquisas de
Bueno et al. (2011) com 81 animais silvestres provenientes da mata atlantica no
estado de Sdo Paulo, onde realizaram testes imunolégicos anti-Leishmania sp.
e 0s resultados mostraram que 11% (9/81) dos animais da espécie Callithrix
penicillata eram positivos.

Em Bauru, Sdo Paulo, Leishmania amazonensis, causadora da
leishmaniose tegumentar, foi detectada por métodos moleculares em amostras
de sangue de um macaco-aranha (Ateles paniscus) criado em cativeiro e que
demonstrou perda de peso e mucosas palidas (LIMA et al., 2012). Ja Herrer et
al. (1973), confirmaram uma alta suscetibilidade a infeccdo por Leishmania spp.
com sinais cutaneos em macacos coruja (Atous trivirgatus) e saguis (Saguinus
geoffroyi).

A susceptibilidade de Callithrix sp. a infeccdo por Leishmania sp. foi
investigada por infec¢cdes experimentais, segundo Carneiro et al. (2012).
Também foi feita por Dietze et al. (1985) a contaminacéo experimental em saguis
da espécie Callithrix jacchus onde foi inoculado, via intraperitoneal, cepas de
Leishmania infantum para posterior ensaio terapéutico. De acordo com Cuba et

al. (1990), espécies de Leishmania que circulam nas Américas infectam outros
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primatas neotropicais. Por muitos anos, saguis-de-cara-preta (Callithrix
penicillata) foram utilizados em estudos experimentais com Leishmania
braziliensis e Leishmania amazonensis.

N&o ha relatos anteriores de Callithrix geoffroyi de vida livre infectados
com Leishmania (Viannia) braziliensis no Brasil. No entanto, em contraste com
os resultados desses autores, 0s primatas naturalmente infectados examinados
no presente estudo ndo mostraram sinais clinicos de leishmaniose.

A leishmaniose tegumentar é endémica e amplamente distribuida em todo
0 estado do Espirito Santo, com varios casos relatados da doenca em cées e
humanos, associados a Leishmania (Viannia) braziliensis e com diferentes
espécies de flebotomineos do género Lutzomyia spp. participando do ciclo de
transmissao deste parasito. (FALQUETO et al., 2003; 2009).

Meneguzzi et al. (2016) coletaram amostras de flebotomineos em
diversas areas rurais de 78 municipios do Espirito Santo todos os anos entre
1997 e 2013. No total, 249.783 espécimes pertencentes a 43 espécies de
flebotomineos foram coletados em 466 localidades durante este periodo,
cobrindo todas as zonas geocliméticas do estado. As cinco espécies de moscas
flebotominicas mais comumente relatadas no estado foram: Lutzomyia
intermedia, Lutzomyia migonei, Lutzomyia choti, Lutzomyia lenti e Lutzomyia
whitmani. Este estudo revelou que Lutzomyia intermedia foi a espécie mais
associada a ocorréncia de leishmaniose cutanea no estado do Espirito Santo,

seguida pelos vetores secundarios Lutzomyia migonei e Lutzomyia whitmani.

Em 2008, para avaliar a composicdo da fauna de flebotomineos e
sazonalidade na Reserva Bioldgica de Sooretama, foram capturados 6.176
espécimes, dos quais 47,4% ocorreram no ambiente florestal e 52,6%, no
ambiente antrOpico. Lutzomyia davisi predominou no ambiente florestal,
enquanto Lutzomyia choti e Lutzomyia intermedia predominaram no ambiente
periurbano (VIRGENS et al., 2008).

De acordo com dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2020), o nimero
de casos confirmados de pessoas infectadas com leishmaniose tegumentar no
estado do Espirito Santo entre 2008 e 2018 foi de 1.324, com incidéncia em todo
0 estado. Os municipios mais acometidos com o numero de casos da doenca
foram Afonso Claudio, Brejetuba, Cariacica, Guarapari, Ibatiba, Santa

Leopoldina, Linhares e Sdo Mateus.
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Nossos resultados indicam a presenca de Leishmania (Viannia)
braziliensis na regido da Reserva Biologica de Sooretama, podendo haver
muitos reservatorios em potencial e vetores (flebotomineos) que compartilham o
mesmo habitat, j& que estas espécies silvestres foram infectadas. Portanto,
podera haver um risco de transmissao de Leishmania (Viannia) braziliensis a
outros animais suscetiveis vivendo no mesmo habitat e em areas proximas, bem
como para os seres humanos. Afinal, muitos desses animais estao vivendo em
um ambiente periurbano, em contato préximo com seres humanos,

possivelmente representando um risco a saude publica.

5.2.7. CONCLUSOES

e A infeccdo natural por Leishmania (Viannia) braziliensis detectada
em roedor e primata demonstra a participacdo destas espécies como
possiveis reservatorios no ciclo de transmisséo da leishmaniose tegumentar,
no estado do Espirito Santo.

e A deteccdo de Leishmania (Viannia) braziliensis em Callithrix
geoffroyi e em Cuniculus paca constitui o primeiro relato de infeccdo destas
espécies de roedor e primata na literatura.

e A investigagdo de infeccdo por Leishmania (Viannia) braziliensis
destes mamiferos silvestres € importante para a compreensdao da
epidemiologia e manutencdo do parasita em diferentes areas endémicas de
leishmaniose tegumentar, contribuindo para futuras decisées de medidas de
controle de acordo com as particularidades ecoepidemiolégicas de cada area
de transmissdo. Este trabalho suscita estudos mais abrangentes para
confirmar ou descartar a participacdo de saguis e pacas no ciclo de
transmissao da leishmaniose tegumentar, na area em estudo e em outras

areas endémicas.

5.2.8. AGRADECIMENTOS
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'-V’
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMALIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado "Identificacio dos Principais Fatores Ambientais ¢ Antrépicos Envolvidos na

Mortalidade ¢ Morbidade de Animais Silvestres no Espirito Santo e Estabelecimento de Novos Dados Morfolégicos ",

Protocolo n°.65/2017,-sob a responsabilidade de Maria Aparecida da Silva que envolve a produ¢ao, manuten¢io e/ou

utiliza¢io de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa

cientifica (ou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto

n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio
Animal (CONCEA), e pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS(CEUA) DO(A) Centro de Ciéncias da
Satide-Maruipe-Vitéria-ES em 24-11-2017.

Vigéncia do Projeto

Inicio: Janeiro/2018 Término:Janeiro/2020

Espécie/Linhagem

Vertebrados Silvestres( linhagem:n&o especificada )

' N© de Animais

Experimento Piloto:0 Protocolo Experimental: 0 Total:0

Peso/Idade Peso:Variado Idade:Jovens e Adultos -
Sexo Ambos N
Origem Animais Silvestres

fag & Vitéria (ES), 24 de novembro de 2017.
Pr_sRoger yrio des Santos
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais

CEUA/CCS/UFES



Anexo B

Ministéric do Meio Ambiente - MMA
Institute Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio

Icmiu Sistema de Autorizagdo e Informagio em Biodiversidade - SISBIO
MHMA

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Humero: 317626 | Data da Emlssdo: 1410/2015 16:18:07 | Data da Revalldagio®: 02032017

D& acordo com o art. 28 da N 0302014, esta autorizagdo tam prazo de valldads aquivalants ao previsto no cronograma de atividades
do projato, mas deverd ser revalldada anualments mediante a apresentagio do relatorio de atividades a ser enviade por melo do
Slablo no prazo de abé 30 dias a contar da data do anlversarlo de sua emissdo.

Dados do titular

Home: AURED BANHOS DOS SANTOS | CPF: 072.351.007-11

Titulo do Projeto: Colegdo de amostras blokdgicas de vertebrados slivestres enconirados atropelados, cacados & monos na Reserda
Bloligica de Sooretama e Resenva Matural Vale, Linhares - ES

Mome da Instiulgda: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO | CNPJ: 32.479.123/0001-43

Cronograma de atividades

2 |Descrigio da atividade Inlcio {méadana) Fim {meéadana)
1 | Cokta'ranspone de amosiras Dioidgleas In situ 05:2019 082021
2 | Cokfa/Tanspone 08 amosTras MoogIcas n st 102011 D016

Observagdes e ressalvas

1 | A mserisaghe nle s o ™ cha cbiar Oulies corme: ) da prog farii o 014 it QuAnde i lvidide fores ealiedes

s i da deminie priveds ou dentre dos limibes de UnkSade de o ieerviclo fesenl cuje procedss da iegulrizecle fundhide efconine-ee e curss; 1) da cemunkdede indigen
arwolvid, euvide o diglo indganiat olical, quande s atvisedes e pessuie foem eectades ofn i indigens; 1] do Coneie de Defess Naconl, cuando s aividede de pe g

forme it g [ ik, V) S8 SterkSade marllme, Gande i aidad e oS e un g vl

Chapinarraants Mackerl da Produgie Mirsnl, quands @ pisdguiie vies o opkilo de deodelios il feios o0 @ e de ssplcimes Reses, W) o Sglo geelor e
Uik de cormeivieglo estecuel dilflel cu Pumdpel, dente oulln

2 Em taree da peins am URIDADE DE COMSERVASLD, o pasculseder Bluler dests sulciTacis devaib conlecter a adminatechs da unkede o B de COWNFIRMAR A5 DATAS da

™ s para e i cowles @ de uso da infaesliuiun de srkdese

™)

O ik i suisiiEao ol G FoRnTE DRI anenhe, EEm cORo ol e ol e e eolpe, guendd e videclo di egaleclo vigee, ou guEndy & inedeguiclo, offlle ou

Tk deseriolo de i mciel ] i L 0 i, podenh, Sedarte desallo Sobvde, b 8 suorisecls ou et o mu

1M, fok bermes da legileclo brasleine efn vigs

4 | Este decumenic sofrm s pocen sar USibade an on e prevision fa Imingo Morma e ICMBo n* OG00% su na Instruclo Nermitva ICMBIe n* 1072010, 5o que espec o ee
Aueiiraghe, no pedende s Wizede pars s comendes, industrian o esporivon. O materal bisldgicn colitedn deverd ser Utitede pare alviddes canticom ou ddiices ne

Aimshite do ansing supedior

7]

Ax aftwicdaces d casp e arcides of Pesson hetursl cu juridcs sstrangen, em ol o bl feconel, gue inpguenm o deslecaments de ieoundos humanos & Seleden, o por el
et s, Fatiriah, ingbsmin Boitgicos & minenis, Deges ibegranies da cubusrs v o cullun populer, Bressnts @ Sedede, chidos of mek g necuos & Mefiom qus s
desbier e astuds, b Salo cu b preguiss, st sujeites @ suorzgle do Minsthio de Cilnce o Tecrologa

B | Omkar e beange oy stoeclo @ ob Fembi di Sl ecuipe dinerc oflal Dor iodon B cats @ IRETUSeNon 5 cAplun Seciof i, SIS Gui Posival, Be QR

imonden: de i, aviaroe @ mote cu dero signifortes 8 oubos grupos, @ empregel sefrge de coete ou cature cue e Lh n watddede ca & grupe

imoootdenc: de lenmnee em cond gl in et

7 Entn auterizande MO mdme o prscsumesr Flolar o o fremiaos g sua egs ko g recrsskiede de clie i anoieoms ooedles e oo Paliorrenlos g, b o de
ormartments de iespormibon pela dea, publion ou prtesde, ofoe senl el Bece @ ebvidede, o ve do Ao geslod de el ndgene (FUNA), da uredede de cormenaglo
ntachsal dattel oo muscipel, cu de progdetine, anendelhio poaseio oo oy de dree derlin dos Ervles de unadede e consery e ledeiel cge o ooesso de egulriteghe

Torschil i afexilye-6e on Cuma

& | Esta decumente nike dicenss o cusprinee da bgseclo s dupbs soboe scimss @ components do palsminio gardiics sdilents no 1eTeio neconal, fe pitloma continental o
T g

il ol ecfieson axcuah, ou e cihed s edconal assoceto o parisnden gendton, pare B de psguss & el

Fraier o ierm i B wWew. e gov bigen

Estz dacumento fol expedida com base na InsirugSo Mormanva n° 02014, Afrsves 4o codiga de sutenficapso abalxo, qualquer cldads
poders verificar 3 aufenticidade ou reguisrisde deste documents, por mels da paging do STsbuACLBIS na infemet (www.Jcmbko. gov_besisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Institutoe Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio

Icmin Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

MHMA

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

Humero: 317626

Data da Emlssdo: 141002015 16:18:07

Data da Revalldagao*: 02082017

De acordo com o art. 28 da IN 032014, esta autorzaglo tem praze de valldads squivalents ao previaio no cronograma de atividades
do projete. mas devera ser revalldada anualments medlants a apresentagio do relatério de atividades & ser enviade por melo do
Slsblo no prazo de abé 30 dlas a contar da data do aniversario de sua emissio.

Dados do titular

Home: AUREC BANHOS DOS SANTOS

| CPF: 072.351.007-11

Titulo do Projeto: CﬂlH}!ﬂ de amosiras bloldgicas de verlebrados slivestres enconirados atropslados, cagados @ Monos na Resena

Bloltgica de Sooretama e Reserva Matural Vale, Linhares - ES

Home da Instiulgdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

|CHF"J: 3247912300143

Crutras ressalvas

it o LIC i o vitincten cha EA.

- Clush & Paieguiniele ToTrc U Bantl medifeie 1.00 X 0,70 ratfos com oot Solne @ pesg.iss pan axposclo o

REEICH di Sochata s

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# |Descrigao do bocal Municiplo-UF Bloma Cavemna? Tipo

1 | RESERVA NATURAL VALE Linhames-ES Mata Alaniica Mo Fora de UC Federal
2 |Resena Bloltgica e Sooretama Sooretama-ES Mata Adntica [EN Dentro de UG Federal
3 |Resenva Eloitgica de Sooretama Jaguars-ES Mata Atdntica N30 Dentro de UG Federal
4 |Resenia Eloltgica e Sooretama Wia VaeneES Mata Aldntica N30 Dentro de UG Federal
5 | Resena Bloltgica e Sooretama Linhares-ES Mata Adntica [EN Dentro de UG Federal
Atividades

# | Aflvidade Grupo da Aflvidads

1 | Coletafransponie ge amosiras oidglcas Inshu

Cutras atlvidades

Atividades X Taxons

# |atlvidade Taxon LriicR
1 | Colefafranspone de amosiras Dioioglcas InsHu Sguamata -
2 | Coltaransponie de amastras Dioidglcas In siu Didelphimodphia -
3 | Coletafransporie de amastras bloidgicas In stu Lagomarpha -
4 | Coletafransponie de amastras bloidglcas In stu AVES -
5 | Coletaransporie de amostras Dioidglcas In siu Procyanidas -
6 | Coletafransporie de amastras bloidgicas In stu Musteldas -
7 | Colketatransporie de amastras bloidglcas In stu Felidae -
4 | Coletaransponie de amostras Dioidglcas In siu Canidas -
9 | Coletafransporie de amastras bioidgicas In stu Xenarthra -
10 | Coletafransponie de amosiras Dioioglcas In sy Rodentla -
11 | Colefairanspone e amosiras Dinioglcas In sHu Amphibla -
12 | Coletafranspanie de amosiras bioioglcas In stu Primates -
13 | Coletafransponte de amosiras Dioioglcas In sy Perssodactyla -
14 | Colefairanspone e amosiras Dioioglcas In sHu Chiroplera -
15 | Colketafransponte e amosiras bioioglcas In sty Artiodaclyla -

Este documento fl expedido com base na ﬂ'\F"'l.'l_;;'D Marmativa n® 032074, Afraves Jdo codigo de aut!n!!ce-;;u abalo, quaiquer cidadao
podera verficar @ autenticidade ou reguisrdade Jdesfe documenio, por meis da pagina do SiEbACMBI na infeme! (www lcmblo. o brsksbic).

Codigo de autenticagdo: 0317620620191014
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Icmiu Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO
MHMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Humero: 317626 | Data da Emlssdo; 14M02013 16218:07 | Data da Revalldagao®: 02032017

D& acordo com o art. 28 da IN 032014, sata autorizagdo tem prazo de valldads squivalants ao previato no crenograma de atividades
o0 projeto, mas devera ser revalldada anualments mediante a apresentagio oo relatorio de ativioades a 88r enviado por melo do
Slsblo no prazo de abé 30 dias a contar da data do anlversario de sua emlssdo.

Dados do titular

Mome: AURED BANHOS DOS SANTOS | CPF: 072.351.007-31

Titulo do Projeto: Colegdo de amosiras Dlokdgicas de vertebrados slivestnes encontrados atropelados, cacados & monos na Resenda
Slolégica de Sooretama e Resena Matural Valke, Linhares - ES

Home da Instiulgla: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO | CHPJ: 32.479.123/000143

Materiais e Métodos

# |Tipe de Matodo (Grupo taxondmico) Matarials

1 | Amostras biologlcas (Anflolos) Animal encontrado morio ou partes (cancaga)osso/pele
2 | Amostras bioldglcas (Aves) Animal encontrado morio ou partes (carcaga)iosso/pele
3 | Amosiras DIDiOgIcas (Camivons) Animal ENconirago MOnD 0U Palies |Carcaga Jossn/pele
4 | Amostras bioldgleas (Outros mamiferos) Animal encontrado morio ou partes (carcaga)osso/pele
5 | amostras bioldgicas (Primatas) Animal encontrado morio ou partes (carcaga)iosso/pele
5§ | Amosiras bioioglcas [Rephais) Animal enconirado mono ou pares [carcagaJossn/pele

Destino do material biolégico coletado

& |Moms local gasting Tipo deating
1 | UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITC SANTO Labarabari

2 | UNIWERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITD SANTO Lanorabarky

3 | UNIVERSIDADE FEDERAL DD ESPIRITD SANTO Owiro

4 | Museu de Bloiogla Prof. Mello Leltio Colegio

5 | UNIWVERGIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO Colegao

& |Reserva Ekltglca de Soareama Outro

Este gocumento il expedido com base na instrugSo Mommativa n® 032074, Atraves do odigo de sutenficagsa abaln, quaiquer cldadso
poders veriicar @ sulenticidade ou regulanoacs deste documenio, por melo 43 paging oo SisbioACBI na infamet (www.Icmb.gov Orsisbio).

Codigo de autenticagdo: 031TE20620191014 Pagina 314
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio

Icmi'ﬂ Sistema de Autorizagdo e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO
MM A

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Humero: 317626 Data da Emissdo: 14102015 181807 | Data da Revalldagao®: DZO320T

D& acordo com o art. 28 da IN 032014, ssta autonzaglo tem praze de valldads squivalents ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalldada anualmente medlante a aprasentagio do relatorio de atlvidades a sar enviado por melo do
Sisblo no prazo de abé 30 dlas a contar da data do anlversario de sua emlssdo.

Dados do titular

Home: AURED BANHOS DOS SANTOS | CPF: 072.3%1.007-11

Titulo do Projednc Cl:llEg!.El de amosiras blokgicas de vertebrados slivestnes enconirados atropelados, cacatos & monos na Reserva
Bloltglca de Sooretama e Resenva Matural Valke, Linhares - ES

Mome da Instiulgda: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO |CHF"J: 32.479.123M000143

Registro de coleta imprevista de material biclogico

De acordo com 3 Instrugao Normativa n®03/2014, a coleta imprevista de material biologice ou de substrato nao contemplado

na autorizagdo ou na licenca permanente deverd ser anotada na mesma, em campe especifico, por ccasido da coleta
dewendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do material biologico ou do
substrate devera ser acompanhado da avtorizag3o ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material bickdgico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado 3 mnstituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente. em colecio
bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegbes Biologicas (CCEIO).

Tazon® Grbda. Tipo da Amoatra aide. Data

" Ientncar o espesime do nivel Exondmico possivel.

Este gocumento ol expedida com base na nsragso Marmativa n® 032074, Afrawés do codigo de sutendicafs0 abaleo, quaiquer cidadso
poderd verfiicar & aufenticdade ou requisrdade deste documenio, por mels da paging do SisboACME na inferme! (winw fcmiio. gov_bivsisbio).
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Anexo C

Ministério do Meio Ambiente - MMA

; Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio

Icmiu Sistema de Autorizagio e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Humero: £3335-1 | Diats da Emlzsdo: 220772019 11:48:31 | Diata da Revalldagio: 220072020

D& acordo com o art. 28 da IN 032014, ssta autorizagio tem praze de validads equivalents ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalldada anualments medlante a apresentagio do relatorio de atividades a ser enviado por melo do
Slsblo no prazo de ate 30 dias 3 contar da data do anlversarlo de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Henrique Jordem Venlal | CPF. 111.245.757-28

Titulo do Projetoc DETECGAQ HISTOPATOLOGICA E MOLECULAR DE Lelshmania sp. EM MAMIFEROS SILVESTRES NO ESTADO DO ESPIR

Nome da Institulgdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRC |CNPJ: 04.609.683/0001-08

Cronocgrama de atividades

2 |Descrigio da atividade Inlcio {méalana) Fim {méalana)

1 | Coketa de Materlal Blologlco 062019 DE/2020

Equipe

& |Homa Fungao CPF Haclonalidads
1 | GABRIEL JOSE SILVA UZA Pesquisador Colaborador 107.072.225-05 Eraslielia

Observagdes e ressalvas

1 | A masrizaghe e e o 44 dha sbiar Oultes comea: [} da pieg i Fe £ e i Qe i efvickntin Norees eailbn dis
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Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica

Humero: 63335-1

Data da Emlssde: 22072013 11:48:31

Data da Revalldagao®: 22072020

D& acordo com o art. 28 da IN 032014, esta autorizagdo tem praze de valltads squivalents ao previsto no cronograma de atividades
do projete, mas devera ser revalldada anualments medlante a apresentagio do relatorio de atividades a ser enviado por melo do
Slablo no prazo de até 30 diss a contar da data do anlversario de sua emiasio.

Da

dos do titular

HNoma: Henrique Jordem Venlal

| CPF. 111.245.757-28

Titulo do Projeto: DETECCAD HISTOPATOLOGICA E MOLECULAR

DE Lelshmanla sp. EM MAMIFEROS SILVESTRES MO ESTADD DO ESPIR

Mome da Instituigdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRD

|CHF'JZ D2 _B09.6E63/0001-06
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# | Descrigie do local Municiplo-UF Bloma cavema?  |Tipo

1 | ER 101 {Enire Vlana e Presltenie Kennedy) Gluarapan-£s Mata Atlantica Nip Fora de UC Federal
2 | Reserva Bloltgica e Sooretlama ES Mata Atlantica Nip Dentro ge UC Federal
Atividades X Taxons

& | Afividads Téxon b
1 | Coktaranspone e amostas DIogIcas In siu MNa5La Nasla -

2 | Coktatranspone e amostras Diologicas In siu Procyon cancrivorus -

3 | CoRLaTanspone 0e amosas DIogicas In s Coensou -

4 | Coktatranspone de amostras Diokoglcas In s Cuniculus paca -

5 [ Coktatranspone de amostras Diokoglcas In s Hydrochoenes hydrochaers -

5 | CORLa/wanspone 06 amostas oogIcas In G Leoparius s

7 | Coktatranspone de amostras Diologlcas In sy Digelpnls aurita -

3 | CoktaTanspone e amostras Diologlcas In siu Cerdocyon thols -

T | CORLATaNspOne 08 AMOsTas TIogIcas In s Tamandua letradactyla B

10 | CoRtaTanspone 06 amostras DIogIcas In siu Lycalpex velulus -

11 | Coktafranspone de amostras Diologlcas In siu Speoihos venalicus -

12 | CORLaTanspone 0e amostas DIogicas In sy Sapajus mbusls -

13 [ Coktatranspone de amostras Diologlcas In sy Calithrix geafiroyl -

14 | CoktafTanspone de amostras Diologlcas In shu Sapajus nigitus -
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Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
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Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Humern: £3335-1 Data da Emisslo: 22072015 11:48:11 | Data da Revalldagao®: 220712020

D& acordo com o art. 28 da IN 0302014, esta autorizagdo tem prazo de validads squivalents ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalldada anualments medliants a apresentagio do relatério de atividades a sar enviado por melo do
Sisblo no prazo de abé 30 dias a contar da data do anlversario de sua emiasdo.

Dados do titular

HNomea: Henrique Jondem Venlal | CPF: 111.245.757-28

Titulo do Projeto: DETECCAD HISTOPATOLOGICA E MOLECULAR DE Lelshmania sp. EM MAMIFEROS SILVESTRES MO ESTADO DO ESPIR

Nome da Insttulgdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRD |CNPJ: 02 _B09.6B3/001-D6

Materiais & Métodos

£ |Tipo de Metodo (Grupo taxondmico) Matarials

1 |Amostras bioioglcas (Camivoros) Animal enconfrado morio ou partes (cancaga)ossodpele, Fragmento de
tecidosorgdo, Sangue

2 |Amostras bioioglcas (Outros mamfens) Animal enconfrado morio ou partes (cancaga)ossodpele, Fragmento de
tecidodorgdo, Sangue

3 |Amostras bioioglcas (Primatas) Animal enconirado mono ou partes (cancaga)ossodpele, Fragmento de
tecidpdorgdo, Sangue

4 | Amostras bioioglcas (Xenarthra) Animal enconfrado moro ou partes (cancaga)iosso/pele, Sangue

Destino do material bioldgico coletado

2 |Moms local dasting Tipo deating

1 |UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY Labaratark
RIBEIRD

2 |UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO Labnorataria
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Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
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MHMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Humero: £3935-1 Data da Emlssdo: 22072019 11:48:11 | Data da Revalldagio®: 220712020
D& acordo com o art. 28 da IN 0302014, esta autorizagdo tam praze de validads squivalents ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalldada anualments mediants a apresentaglo do relatério de atividades a ser enviado por melo do
Slisblo no prazo de abé 30 dias a contar da data do anlversarlo de sua emiasio.

Dados do titular
Mome: Henrlque Jordem Venla ||:FF: 111.246.757-28
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Titulo do Projeto: DETECCAD HISTOPATOLOGICA E MOLECULAR DE Lelshmania sp. EM MAMIFEROS SILVESTRES NO ESTADO DO ESPIR|TO S

Mome da Insthulgdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRD |CNPJ: 0£_EQ9.6E3/001-DE

Registro de coleta imprevista de material biclogico

De acordo com a Instrugio Mormatva n"0372014, a coleta imprevista de material bicldgice cu de substrato n3o contemplado

na autorizagio ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atvidades. O transporte do material bioldgico cu do
substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material bickbgico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado 3 institwicdo cientifica e, depositado, preferencialmente. em colegdo
bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCEID).

Tazon® bds. Tipo de Amoatra Qfde. Data

" Ientnicar o espesime do nivel Exondmico possivel.
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Investigation of Leishmania (Viannia) braziliensis infection in wild mammals in the state
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Leishmaniasis is an infectious and zoonotic disease and presents in cutaneous and
visceral forms. Cutaneous leishmaniasis is endemic and widely distributed throughout
the state of Espirito Santo, Brazil. Several cases of cutaneous leishmaniasis in humans
and dogs associated with Leishmania (Viannia) braziliensis have been reported in the
siate. This study aimed to investigate the occurrence of natural infection by Leishmania
(Viannia) braziliensis in wild mammals found dead (by trampling or natural death) in
the Sooretama Biological Reserve, Espirite Santo State. From January 2018 to
December 2019, 60 animals were collected. Of these, 47 of 12 species were analyzed.
The results were demonstrated using a descriptive analysis of the observations to
calculate the absolute and relative frequencies of the data. The species Didelphis
aurita (black-eared opossum) 10% (6/60), Cuniculus paca (paca) 10% (6/60), Callithrix
geoffroyi (white-faced marmoset) 21.7% (13/60), and Cerdocyon thous (crab-eating
fox) 21.7% (6/60) were the most found. In the PCR, using specific primers for the
genus Leishmania (D1, D2, D3) and the species Leishmania (Viannia) braziliensis
(ISVB/ISVC), 4 positive animals (8.5%) were detected: 1 Cuniculus paca (paca) (25%)
and 3 Callithrix geoffroyi (white-faced marmoset) (25%). In the histopathological
analysis, the parasitic amastigote form was not observed. The natural infection,
detected by PCR, by Leishmania (Viannia) braziliensis in Cuniculus paca (paca) and
Callithrix geoffroyi (white-faced marmoset) constitutes the first report of infection of this
rodent and primate species in the literature. Despite confirmation of the occurrence of
Leishmania (Viannia) braziliensis infection in rodents and primates in the state of
Espirito Santo, the role of these species in the transmission of this zoonosis still needs
further longitudinal studies to identify the effects of a given parasite on the population
andfor individual, its seasonal fluctuation, infection stability, and transmissibility.



