1- Titulo portugués:

Determinacdo de cavidades naturais bubterraneas como dreas de risco para leishmaniose tegumentar e visceral

2. Resumo

Para que uma cavidade natural subterranea (caverna), e seu entorno, possam ser caracterizados como areas
de risco potencial para infeccao por Leishmania, associado a ocorréncia de casos de leishmanioses, relacées
ecoldgicas e biolégicas devem ser esclarecidas. Sabe-se que as “doencas transmitidas por artrépodes”
(arthropod borne-disease) sdo suscetiveis a fatores bidticos e abiéticos. Embora, de forma geral, ocorra uma
maior estabilidade ambiental em Unidades de Conservacdo (UCs) e, sobretudo, nos ecossistemas nelas
inseridas (incluindo as cavernas), o mesmo ndo acontece nas areas contiguas a estas, devido a
desmatamento, acumulo de lixo e uso indevido do solo. Essas ag¢bes antrdpicas impactam na
ecoepidemiologia das leishmanioses ampliando a distribuicdo geografica das espécies de flebotomineos e
dos vertebrados, reservatorios de Leishmania, e expondo a populacdao que frequentam cavernas ou que
esteja proxima a essas areas ao risco de infec¢do. No Brasil, 145 (52%) espécies de flebotomineos ja foram
registradas em cavernas e 17 (6%) novas espécies foram descritas a partir desses ecossistemas. Daquele
total, 21 (8%) sdao conhecidas como potenciais vetoras de espécies de Leishmania e 13 (60%) apresentam
algum tipo de relagdo direta com cavernas. O ecossistema cavernicola é propicio a manutencdo do ciclo de
vida de flebotomineos, pois fornece abrigo e alimento, atuando como darea de risco de infec¢do por
Leishmania. Embora haja dados empiricos acerca do desenvolvimento de leishmanioses, em humanos, apds
a entrada nesses ambientes, até o momento, no Brasil, ndo ha pesquisas que os suportem. A auséncia de
pesquisa cientifica nesse escopo se da possivelmente pela subnotificacdo dos casos decorrente do fato de
gue cavernas nao sdo classificadas como local provavel de infeccdo (LPI) Sistema de Informacdo de Agravos
de Notificacdo (SINAN) do Ministério da Saude. Neste contexto, este projeto visa compreender o papel
desempenhado pelas UCs na epidemiologia das leishmanioses e avaliar os ecossistemas cavernicolas como
areas de risco para a ocorréncia dessas doengas, a fim de propor cavernas como dareas de risco, contribuindo,
também, com os planos de manejo destas areas protegidas onde estas cavernas estdo inseridas. O estudo
sera dividido em duas partes: (i) mapeamento das cavernas localizadas em UCs Federais que podem atuar
como dareas de risco para infecgdo de leishmanioses e; (ii) inventario da fauna de flebotomineos em UCs
Estaduais utilizadas em atividades turisticas (Gruta da Lancinha e na Gruta dos Jesuitas), e seus entornos,
para determinar o possivel papel de cavernas na manutencdo de ciclos de espécies de Leishmania. Dessa
forma o presente estudo faz-se necessario pois além de subsidiar agdes de manejo das UCs Estaduais
atendendo a Instrucdo Normativa MMA n2 2/2017 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), servirda como ferramenta de gestdo aos d6rgdos publicos das esferas federais,
estaduais e municipais de saude, conforme diretrizes do Centro Nacional de Pesquisa e Conservagdo de
Cavernas CECAV para manejo espeleoldgico. A auséncia de pesquisa cientifica nesse escopo se da
possivelmente pela subnotificacdo dos casos decorrente do fato de que cavernas ndo sdo tidas como local
provavel de infeccdo (LPI) no sistema de notificagdo e agravos do Ministério da Saude Brasileiro. Neste
contexto, este projeto visa compreender o papel desempenhado pelas UCs leishmanioses e avaliar os
ecossistemas cavernicolas como areas de risco para a ocorréncia de leishmanioses, a fim de propor cavernas
como LPI para leishmanioses, contribuindo, também, com os planos de manejo destas areas protegidas onde
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estas cavernas estdo inseridas. O estudo sera dividido em duas partes: (i) mapeamento das cavernas
localizadas em UCs Federais que podem atuar como areas de risco para infeccdao de leishmanioses e; (ii)
inventario da fauna de flebotomineos em UCs Estaduais utilizadas em atividades turisticas (Gruta da
Lancinha e na Gruta dos Jesuitas), e seus entornos, para determinar o possivel papel de cavernas na
manutencdo de ciclos de espécies de Leishmania. Dessa forma o presente estudo faz-se necessario pois além
de subsidiar acdes de manejo das UCs Estaduais atendendo instrugdo normativa do MMA, servira como
ferramenta de gestdo aos drgaos publicos das esferas federais, estaduais e municipais de saude, conforme
diretrizes do CECAV para manejo espeleolégico.

Palavras-chave: Flebotomineos, Leishmania, cavernas, conservacao, saude publica.

3. Contextualizagdo e Justificativa
A presenca de Unidades de Conservacdo (UCs) permite a protecdo integral de diferentes ecossistemas,
incluindo cavernas, atenuando assim os impactos causados por acdes antrépicas e promovendo um
planejamento adequado para uso continuo (ROCHA et al. 2004). De acordo com a Instru¢do Normativa MMA
n? 2/2017 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
levantamentos de fauna cavernicola sdo importantes para determinacdo do grau de relevancia das cavidades
naturais subterraneas (cavernas), pois considera, além de outros atributos, a riqueza de espécies, o grau de
endemismo, a presenca de espécies raras, e o nivel de ameaca das mesmas. Assim para proposicdo de
medidas de conservacdo e manejo de cavernas faz-se necessario o conhecimento mais amplo de toda

comunidade faunistica associada (SHARRAT et al. 2000, SOUZA-SILVA et al. 2011).

De acordo com as diretrizes e orientagGes técnicas para a elaboragdo de Planos de Manejo Espeleoldgicos
do Centro Nacional de Pesquisa e Conservagdo de Cavernas (CECAV, 2022) o item 5.2 trata sobre a
importancia do estudo de “Organismos Patdgenos e Nocivos”. Dentre estes, destacam-se os flebotomineos
(Diptera: Phlebotominae) pois algumas espécies, registradas em cavernas, atuam como vetoras de
protozoarios do género Leishmania, agentes etiolégicos das leishmanioses (CAMPOS et al. 2020). As
leishmanioses, na sua forma tegumetar e visceral, sdo Doengas Tropicais Negligenciadas (DTN) que colocam
sob risco de infecgdo 350 milhdes de pessoas, gerando mais de dois milhGes de novos casos anualmente
(OMS 2018), sendo que em torno de 70.000 sdo registrado nas Américas e desses, aproxidamente 30.000
(43%) ocorrem no Brasil (ALVAR et al. 2012). Segundo Andrade et al. (2002) e Dutra-Régo et al. (2022) a

ocorréncia desses insetos em ambientes cavernicolas, é relatada de forma pontual, ndo considerando
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aspectos ecoldgicos e/ou comportamentais das espécies registradas. Além disso, sdo raras as pesquisas, a
longo prazo, que realizaram algum tipo de monitoramento da ocorréncia de flebotomineos nestes ambientes
(ANDRADE et al. 2002), bem como da fonte sanguinea utilizada pelas fémeas das espécies (COSTA et al.
2021). Estudos de monitoramento de fauna cavernicola sdo de extrema relevancia, tendo em vista que vdrias
espécies ja registradas em cavernas podem atuar como vetoras de patdgenos de importantes zoonoses com
impacto na saude Unica (SANTOS et al. 2017, CAMPOS et al. 2020), onde os flebotomineos é um dos mais
importantes grupos de vetores estudados (ANDRADE et al. 2020). Atualmente, a subfamilia possui 1.051
espécies distribuidas mundialmente (SHIMABUKURO et al. 2017, CHAVES JUNIOR et al. 2022) sendo que, das
277 espécies que ocorrem no Brasil, 145 (52%) ja foram registradas em cavernas e, daquele total, 21 (8%)
sdo conhecidas como potenciais vetoras de espécies de Leishmania onde 13 (60%) apresentam alguma
relacdo direta com cavernas. Cabe destacar que, cavernas estdo entre os ecossistemas menos explorados do
mundo e, portanto, € um ambiente que favorece o registro e a descricdo de espécies ainda desconhecidas
para a ciéncia, como Sciopemyia shimabukuroae (CHAVES JUNIOR et al. 2022) e Lutzomyia itambe (CHAVES
JUNIOR et al. 2023) por exemplo, gerando dados sobre a biodiversidade do grupo, e por consequéncia, em

relacdoa a importancia de preservacao destes ambientes.

Apesar da maior estabilidade ambiental esperada nas dreas protegidas e em seus diversos ecossitemas,
incluindo as cavernas, o mesmo, muitas vezes, ndo ocorre nas dreas contiguas as UCs, devido,
principalmente, ao desmatamento e consequente alteragao do uso e ocupagdo do solo. Salienta-se que, as
“doencgas transmitidas por artépodes” (artropod borne-disease) sdo particularmente suscetiveis a alteracdes
ambientais e climaticas, uma vez que sua ocorréncia depende do balango ecoldgico entre diferentes espécies
envolvidas nos ciclos de transmissdo (RANGEL et al. 2023). Sabe-se que a ecoepidemiologia das
leishmanioses esta intimamente ligada a diversidade e abundancia de espécies de flebotomineos, cuja
dindmica populacional é afetada por fatores abidticos, como pluviosidade, umidade e temperatura. Essas
variaveis influenciam na sua dindmica populacional, bem como o metabolismo e intera¢gdes com parasitos
do género Leishmania (OSHAGHI et al. 2009, SALOMON et al. 2012). Especialistas relatam que um dos
impactos das crescentes mudangas ambientais e climaticas na ecoepidemiologia das leishmanioses seja a
ampliacdo da distribuicdo geografica dos vetores e reservatérios (MENDES et al. 2016). No Brasil,

flebotomineos vém sendo capturados em cavernas de diferentes litotipos rochosos. Todas as cinco regides
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geograficas do Brasil possuem cavernas amostradas com registro desses insetos (ANDRADE et al. 2022).
Entretanto, a maioria desses estudos tendem apenas a inventariar a fauna flebotominica (GALATI et al. 2003,
BARATA et al. 2008, CARVALHO et al 2013, MONTEIRO et al. 2016), ocorrendo um menor nimero de
observagdes que visam a deteccdo de espécies de Leishmania circulantes (OGAWA et al. 2016, CARVALHO
et al 2017, ALMEIDA et al. 2019) e, menos ainda, sobre as fontes alimentares utilizadas (COSTA et al. 2021).
Assim, afim de mitigar lacunas na ecoepidemiologia de diversas doengas relacionadas a insetos vetores,
analises moleculares vem sendo empregadas para a melhor compreesndo destes ciclos (TELANG et al. 2018,

OMONDI; DEMIR, 2021).

Nesse sentido, para flebotomineos, estudos de sua bionomia e dos habitats ocupados pelas espécies, aliados
a presenca (ou ndo) de parasitos e dos recursos alimentares tém gerado informacdes relevantes para os
programas de vigilancia e controle de vetores (PAIVA et al. 2007; PITA-PEREIRA et al. 2009). Mesmo diante
dessas informag0des, ndo existe qualquer registro sobre o papel dos ecosistemas cavernicolas como dreas de
risco para aquisicao de leishmanioses no Brasil. Isso se deve a possiveis subnotificacGes de casos, visto que,
embora as leishmanioses sejam de notificagdo obrigatdria, na ficha do Sistema de Informacao de Agravos de
Notificacdo (SINAN) do Ministério da Saude, cavernas ndo constam como local provavel de infeccdo (LPI).
Relatos informais da casos de leishmaniose tegumentar entre praticamentes de espeleologia
(pesquisadores, esportistas ou mesmo turistas) ja foram registrados (ANDRADE et al. 2022). Em 2021, Siller
Junior e colaboradores divulgaram o caso de um turista da Califérnia que adquiriu a forma cutdnea da doenca
(leishmaniose tegumentar) apds visitar uma caverna no México, tratando-se da Unica notificagdo publicada

para as Américas.

Nas cavernas, as larvas de flebotomineos podem utilizar, como fonte de alimento, tanto a matéria orgéanica
carreado para o interior deste ambientes pela acdo da dgua ou por gravidade, o guano de morcegos e de
aves, bem como as excretas de outros vertebrados ou carcacas de vertebrados e invertebrados. Na fase
adulta, somente as fémeas sdo hematdfagas e as cavernas abrigam variadas fontes alimentares, como
morcegos, roedores, aves, lagartos, anfibios além de outros vertebrados. Assim, nesses ambientes, as
espécies de flebotominios podem manter uma relacdo com esses animais, quer seja utilizando fezes (guano)

como criadouros (ALVES et al. 2011, BARATA; APOLINARIO, 2012) ou realizando a comprovada hematofagia

Inserido ao protocolo 21.225.989-6 por: Andrey Jose de Andrade em: 25/10/2023 07:52. A autenticidade deste documento pode ser validada no enderego:
https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o cédigo: 39247e15c89ad086ch7d91562ff9c7ee.




nesses animais (COSTA et al. 2021). Ainda, de forma geral, cavernas sdo ambientes bastante heterogéneos
em relacdo a sua morfologia e presenca de microhdbitats, podendo oferecer recursos variados que podem

servir como criadouros ou reflgio para as formas aladas.

Visando determinar o papel que as UCs e os ecossistemas cavernicolas desempenham na infeccdo e
manutencdo dos ciclo das leishmanioses esse estudo ird gerar, de forma inédita, modelos de mapas de areas
de potencial risco para infeccdo elaborado para UCs Federais previamente amostradas, associada a dados
publicados e espécies depositadas em colecdes cientificas, suspeitas e/ou comprovadas, como vetoras de
Leishmania (READY 2013). Ainda serdo consideradas as notificagdes de leishmanioses em municipios do
entorno onde ocorreram casos nos ultimos cinco anos. Dessa forma sera prestado um modelo protocolar de
servico preventivo e de utilidade aos érgaos ambientais ligados as atividades de gestdo, espeleoturismo e de

licenciamento espeleoldgico.

Sabendo que na regido Sul do Brasil ndo ha pesquisas com flebotomineos em cavernas, nesse projeto
propde-se, a partir do levantamento da fauna flebotominica em duas UCs Estaduais, Gruta da Lancinha
localizada em um Monumento Natural (MONA) e na Gruta dos Jesuitas, localizada no Parque Estadual de
Campinhos (PEC), e nos seus entornos, trazer novas perspectivas sobre o conhecimento desses insetos
associados as cavernas do Parand. O estudo ird possibilitar a realizacdo de novos registros para o grupo
nestes ambientes ou mesmo a descoberta de novas espécies de flebotomineos, além de contribuir para
conhecimento e conservac¢do do patrimonio espeleolédgico estadual. O projeto atendera aos componentes
1 e 2 do Programa Nacional de Conservagdo do Patriménio Espeleoldgico (Portaria MMA n° 358 de
30/09/2009) cujos objetivos preveem apoiar a producdo de inventérios através da realizacdo e pesquisas e
a conservagdo in situ dos ecossistemas visando a conservagdo do patrimbnio espepeoldgico,
respectivamente. Somado a isso, as andlises moleculares para detec¢ao de DNA de Leishmania em fémeas
das espécies de flebotomineos encontradas nas duas UCs, sinalizarao, preventivamente, areas de potencial
risco para infeccdo humana por leishmanioses, principalmente por se tratarem de cavernas abertas a
visitacdo turistica. Dessa forma, o projeto também atendera, as diretrizes para eloboracdo de Planos de
Manejo Espeleoldgicos conforme determina o Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Cavernas

(CECAV, 2022). Ja a identificacdo de potenciais hospedeiros reservatérios sera fornecida pela fonte
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alimentar utilizada por essas fémeas e permitird o acesso a dados ecoepidemioldgicos importantes e, em
sua maioria, desconhecidos pela comunidade cientifica. Dessa forma, serd possivel fornecer dados que
servirdo de modelo para 6rgdos ambientais ligados as atividades de gestdo publica ambiental e sanitdria, ao
espeleoturismo e ao licenciamento ambiental espeleolégico. Assimm, espera-se inventariar os
flebotomineos em cavernas abertas a visitacdo, no estado do Paran3, a fim de detectar novos registros e/ou
descrever novas espécies nesses ecotopos, trazendo destaque a potenciais dreas de risco para infecgao

humana por espécies de Leishmania.

4. Objetivo
Compreender o papel que as cavernas desempenham como dreas de risco para a ocorréncia de
leishmanioses comprovando que estes ambientes sdo locais provaveis de infec¢do contribuindo com os
planos de manejo das Unidades de Conservacao onde estas estdo inseridas e fortalecendo acées de saude

publica

5. Objetivos especificos

e Produzir, para cada UC Federal e Estadual, analisada, mapas de potencialidade de risco para
leishmanioses, servindo como modelo piloto a ser aplicado, posteriormente, a nivel nacional;

e Gerar informacGes sobre biodiversidade por meio de novos registros de flebotomineos ou descricdo de
novas espécies que possam subsidiar a conservagao do patrimonio espeleolégico;

e Identificar, a nivel molecular, as espécies de Leishmania circulantes na Gruta da Lancinha e na Gruta
dos Jesuitas e nas areas dos entornos, determinando o possivel papel do ambiente cavernicola na
manutencdo dos ciclos ecoepidemiolégicos das leishmanioses;

e Conhecer localmente os vertebrados utilizados como fonte sanguinea pelas fémeas de flebotomineos;

e Determinar os possiveis ciclos de transmissdao de Leishmania e areas de risco para aquisicdo de
leishmanioses;

e Aprimorar, a partir das informagGes taxonémicas e bioldgicas a serem obtidas ao longo do estudo, os
planos de manejo das UCs analisadas;

e Propor, junto ao Programa de Vigilancia e Controle das Leishmanioses do Ministério da Satude do Brasil,

cavernas como locais provaveis de infec¢do prevendo a¢des de monitoramento e controle.
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6. Metodologia

O fluxograma apresentado (Figura 1) ilustra as estapas do trabalhos previstas para Unidades

de Conservacao Federais e Estaduais.

UNIDADES DE CONSERVACAO

2024 2025 a 2026

J 2026 a 2027

Figura 1: Fluxograma de atividades do projeto previsto para realizacdo de 2024 a 2027.
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6.1. UC onde ocorrera a etapa de campo e critérios para definicao e caracterizacdo das

demais areas de analise

6.1.1. Unidades de Conservagao (UCs) a serem utilizadas para andlise de dados secundarios

Para escolha das UCs Federais, levando em conta os dados secundarios publicados, serdo respeitados, de forma
associada, os seguintes pré-requisitos: 1) serdo analisados inventarios de espécies de flebotomineos realizados
em cavernas de trés UCs inserida na categoria de Parque Nacional (PARNA), sendo que cada UC devera
pertencer a uma regido diferente do Brasil; 2) serdo selecionadas UCs federais onde ocorreu (ram) registro(s)
de espécie(s) vetora(s) de leishmaniose tegumentar e/ou visceral; 3) UCs com nimeros representativos de
visitacdo/ano; 4) Estudo de Plano de manejo espeleoldgico elaborado e/ou implantando; 5) Presenca de

desmatamento ou uso recente de ocupacdo/modificacdo do solo no entorno da UC.

6.1.2. Parque Estatual de Campinhos (PEC)

O Parque Estadual de Campinhos (49205’'WW e 25202’S) foi criado em 1960, pelo Decreto Estadual n° 31.013 e
ampliado pelo Decreto Estadual n° 5.768, com o objetivo principal de protecdo das Grutas do Conjunto Jesuitas.
Com uma area de 336,98 hectares, o PEC abrange parte dos Municipios de Tunas do Parana e Cerro Azul. O
principal atrativo do PEC é a Gruta dos Jesuitas, a 52 maior do estado do Parand, com uma extensao de 550
metros (https://www.iat.pr.gov.br/Arquivo/Plano-de-Manejo-PE-Campinhos). A regido do PEC apresenta um
relevo montanhoso, com altitude média em torno de 900 metros, constituida por rochas do Grupo Agungui.
Esta regido apresenta alta concentracdo de cavernas e feicdes de relevo calcdrio. Na regidao do PEC ocorria,
originalmente, a Floresta Ombréfila Mista Montana (Floresta com Araucaria), entretanto, em fungdo da extensa
acdo antropica, pouco resta da cobertura original (https://www.iat.pr.gov.br/Arquivo/Plano-de-Manejo-PE-

Campinhos).

6.1.3 Monumento Natural da Gruta da Lancinha

A Gruta da Lancinha (25° 10' 6" S;49° 17' 14" O) é uma das mais conhecidas cavernas do Parand, sendo visitada
ha no minimo 150 anos. Situa-se no municipio de Rio Branco do Sul, inserido na Regido Metropolitana de
Curitiba e distante cerca de 50 km da capital Curitiba.

Apresenta terrenos de maior declividade e com presenca de afloramento de rocha calcéria, tendo utilizacdo
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limitada no passado, o que manteve a vegetacdo mais conservada. Por outro lado, esta vegetacdo esta sujeita
ao efeito de borda e tem sua evolucdo comprometida, principalmente nos limites com as estradas rurais que
cruzam sobre a gruta. Além da vegetacdo, pode ser observado no entorno da gruta de Lancinha atividades de
silvicultura, pastagem/agricultura e mineragdo, das quais as duas primeiras sdo também observadas no interior
da UC. Préximo as moradias, existem areas utilizadas para pasto e agricultura rudimentar, assim como areas
abandonadas apresentando vegetacdo em estagio inicial de regeneracao, denominada capoeirinha (Grupo de
Estudos Espeleoldgicos-Agungui, comunica¢do pessoal). Dessa forma, atualmente, a Unidade de Conservacgédo
Estadual é do tipo Monumento Natural (MONA), conforme decreto estadual n? 6.538/2006 e Patrimonio
tombado pela Coordenagdo do Patrimonio Cultural (CPC-PR). A cavidade natural subterrdnea é formada
principalmente pela dissolucdo e precipitacdo do carbonato. A regido onde esta localizada a gruta esta inserida
na Regido Fitoecolégica da Floresta Ombréfila Mista, conhecida como floresta com araucdria, conforme IBGE
(2012).

Ressalta-se que a cavidade possui maxima relevancia, ja que abriga espécies trogldbias ameacadas de extingao,
sendo local de ocorréncia do pseudoescorpido Ideoroncus cavicola (EN) e do colémbolo Arrhopalites

paranaenses (CR), esse Ultimo endémico e restrito a Gruta da Lancinha (ICMBio, 2018).

6.2. Levantamentos das notificacGes de casos de leishmanioses nas UCs e regido e das espécies potenciais
vetoras de Leishmania spp. inventariadas nas cavernas das demais areas

Para auxiliar na selecdo das UCs Federais e cavernas que integrardo o estudo sera utilizado o capitulo publicado
por Andrade et al. (2022) e o artigo de Dutra-Régo et al. (2022), que compilam informag&es sobre flebotomineos
registrados em cavernas no Brasil.

Para andlise dos dados de literatura, referente a cada UC Federal, serd realizado um corte temporal para
sobreposi¢ao com os casos de leishmanioses humana, a partir da ultima publicacdo sobre a fauna flebotominica
em caverna da regido. Para tal, serdo utilizados artigos cientificos publicados e indexados; dissertagdes e teses;
consultas a colegdes bioldgicas; bem como sites como DATASUS e Sistema de Informagdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN) do Ministério da Saude; Cadastro Nacional de InformacgGes Espeleoldgicas (CANIE) e;
Secretarias Municipais de Saude. O periodo minimo serd de cinco anos e o maximo ira depender da data de
publicacdo do artigo norteador. Um mapa também sera elaborado para o MONA da Gruta da Lancinha e para o

PEC da Gruta dos Jesuitas.
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6.3. Elaboracdo dos Mapas de potencialidade de risco para leishmanioses

Para a elaboragao dos mapas de potencialidades de risco para transmissao de leishmanioses, serdo elaborados
mapa de calor utilizando o indice de Densidade Kernel, nas UCs e entorno. Estes mapas serao elaborados através
do software QGis V. 3.22.3-Biatowieza, RRID:SCR_018507. Serd estabelecido um raio de busca que podera variar
de 5 a 50 km de cada caverna amostrada, para uma série temporal de no minimo cinco anos, a partir do ultimo
registro e trabalho envolvendo flebotomineos vetores nas localidades sobrepondo essas ocorréncias com as
notificagdes de casos de leishmanioses em humanos. Para escolha das UCs Federais, levando em conta os dados
secundarios publicados, serdo respeitados, de forma associada, os seguintes pré-requisitos: 1) serdo analisados
inventarios de espécies de flebotomineos realizados em cavernas de trés UCs inserida na categoria de Parque
Nacional (PARNA), sendo que cada UC devera pertencer a uma regido diferente do Brasil; 2) serdo selecionadas
UCs federais onde ocorreram registros de espécies vetoras de Leishmania causadoras de leishmaniose
tegumentar e/ou visceral; 3) UCs com nimeros representativos de visitacdo/ano; 4) Estudo de Plano de manejo
espeleoldgico elaborado e/ou implantando. Para auxiliar na selecdo das UCs Federais e cavernas que integrarao
o estudo sera utilizado o capitulo publicado por Andrade et al. (2022) e o artigo de Dutra-Régo et al. (2022), que
compilam informacGes sobre flebotomineos registrados em cavernas no Brasil. Para andlise dos dados de
literatura, referente a cada UC Federal, serd realizado um corte temporal para sobreposicdo com os casos de
leishmanioses humana, a partir da ultima publicacdo sobre a fauna flebotominica em caverna da regido. Para
tal, serdo utilizados artigos cientificos publicados e indexados; dissertagcdes e teses; consultas a cole¢Ges
bioldgicas; bem como sites como DATASUS e Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) do
Ministério da Saude; Cadastro Nacional de InformagGes Espeleoldgicas (CANIE) e; Secretarias Municipais de
Saude. O periodo minimo sera de cinco anos e o mdaximo ird depender da data de publicagdo do artigo

norteador.

6.4. Coleta e acondicionamento de flebotomineos nas Unidades de Conservagao Estaduais

Serdo utilizadas 13 armadilhas luminosas do tipo CDC (interior e entorno), uma Shannon (entorno), duas
armadilhas de Malaise (entorno) e busca ativa (interior), entre janeiro de 2024 a fevereiro 2027 (36 meses). No
interior das cavernas as CDCs serdo instaladas por meio de tripés, sem que haja contato com as paredes e as
coletas manuais serdo realizadas posicionando microtubos sob os espécimes de flebotomineos pousados nas

superficies (COSTA et al. 2021). Para cada caverna, as CDCs serdo instaladas, a principio uma vez por més entre
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18:00 e 08:00, respeitando o hordrio de atividade dos flebotomineos e a 1,5 metro do solo, conforme
preconizado pelo Programa de Vigilancia e Controle das Leishmanioses (MS, 2006). Serdo instaladas duas
armadilhas em zona afdtica, duas em zona disfética e duas na entrada das cavernas (zona fdtica). As demais
serdo instaladas, conforme descrito acima, em areas do entorno, seguindo as trilhas a uma distancia aproximada
de 200 metros entre elas.

A armadilha de Shannon, por se tratar de uma armadilha passiva, sera instalada entre 18:00 e 21:00 horas em
area de mata e a captura dos flebotomineos serd feita por meio de aspiradores bucais durante uma noite. A
armadilha de Malaise, por ser uma método de interceptacdo de véo de insetos, permanecera instalada durante
um més em cada area (ANDRADE et al. 2022).

As coletas contam com a autorizacdo expedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
(ICMBio) por meio do Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO - nimero 90248-1), o
Instituto de Aguas e Terras (IAT) e Coordenacdo do Patrimdnio Cultural (CPC-PR). Para execuc¢do do mesmo e
divulgacdo dos resultados esse serd cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen). Como as armadilhas de Malaise e CDC sdo generalistas, ou sejam,
capturam diversos grupos de artropodes, alguns procedimentos serdo adotados para futuras colaboracoes.
Apds triagem dos flebotomineos, o material coletato serd depositado na Cole¢cdo de Parasitologia do
Departamento de Patologia Basica (DPAT) da Universidade Federal do Parana (UFPR) (ColPar/DPAT/UFPR)

(https://collectory.sibbr.gov.br/collectory/public/show/co446) e na Colecdo Entomoldgica Padre Jesus Santiago

Moure (DZUP) (https://collectory.sibbr.gov.br/collectory/public/show/co0). .

As etapas de campo contardo com o auxilio de académicos vinculados ao Programa de Pés-Graduagao em
Entomologia (PGENTO) e ao Programa de Pds-graduagdo em Microbiologia, Parasitologia e Patologia (PPGMPP),

ambos da Universidade Federal do Parand, e do Grupo de Estudos Espeleolégicos-Agungui (GEEP-Agungui).
6.5. Etapas de laboratério

6.5.1. Identificagao e depdsito dos espécimes

Para identificagdo especifica, todos os machos coletados serdo clarificados e montados entre lamina e laminula,

conforme Forattini (1973). Os mesmos serdo utilizados para os possiveis novos registros, bem como indicar a

ocorréncia de novas espécies de flebotomineos (CHAVES JUNIOR et al. 2022, 2023). A identificacdo espécifica
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seguira a proposta de Galati (2018). Havendo a possibilidade de descricdo de espécies desconhecidas para a
ciéncia todo material-tipo serd despositado Colecdo de Flebotomineos (Fiocruz/COLFLEB)

(https://collectory.sibbr.gov.br/collectory/public/show/co39).

6.5.2. Dissec¢ao do abdomen das fémeas e preparo para extragao de DNA

Apds quatro meses de coletas, para conhecimento da fauna de flebotomineos das duas UCs Estaduais, se dara
inicio a disseccdo das fémeas para as analises moleculares. Para deteccdo das espécies de Leishmania e das
fontes alimentares, os flebotomineos serdo acondicionados em alcool 70% e mantidos em freezer -202 C (SALES
et al. 2020). As fémeas terdo os trés ultimos segmentos do abdémen e a cabeca retirados, clarificados e
montados para identificacdo a nivel especifico. As fémeas serdo individualizadas por espécie, codificadas e
receberdo anotacdes sobre a presenca ou ndao de sangue no intestino. Aquelas com sangue total ou
parcialmente digerido serdo direcionadas para as andlises de fonte alimentar, e aquelas que ndo apresentarem
resquicios de sangue no intestino, para a detec¢do de DNA de Leishmania.

As fémeas destinadas para a deteccdo de DNA de Leishmania ou de fontes alimentares, serdo as provenientes
das armadilhas CDC, Shannon e de capturas manuais, pois o tempo de exposicdo detas na Malaise em campo

(sem refrigeracao), possivelmente ndo permitird essas analises devido a degradacdo do material.

6.5.3. Deteccao de presenca de DNA de Leishmania spp.

A extracdo de DNA serd realizada utilizando o kit comercial Wizard SV Genomic DNA Purification System
(PROMEGA®, Madison, WI, EUA), seguindo as especificacdes do fabricante. Apds a extracio do DNA, para
investigar a infecgdo natural por Leishmania spp., as amostras serdo submetidas a PCR Multiplex. Para a
amplificacdo da regido constante no minicirculo do kDNA do género Leishmania seguira Passos et al. (1996).
Para o controle enddgeno da extragdo sera utilizado o par de oligonucleotideosc conforme Lins et al. (2002)
direcionado ao gene constitutivo “cacophony” que é especifico para flebotomineos, de acordo com PITA-
PEREIRA et al. (2009). O sequenciamento de DNA, apds a purificacdo, sera realizado no Centro de Pesquisas de
Célula-Tronco da Universidade de S3o Paulo. Outros métodos e marcadores moleculares como ITS1 poderdo

ser utilizados no decorrer no projeto.

6.5.4. Deteccao das fontes alimentares
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O protocolo a ser utilizado serda denominado HotSHOT, testado por Truett et al. (2000) e aplicado por Alcaide et
al. (2009), Martinez-de la Puente et al. (2013) e Costa et al. (2021) na extracdo de DNA do sangue. Serdo
utilizados oligonucleotideos desenvolvidos por Alcaide et al. (2009) referentes ao gene mitocondrial COI
(citocromo c oxidase |) de vertebrados das classes Amphibia, Reptilia, Aves e Mammalia. O protocolo de nested
PCR seguira Alcaide et al. (2009) e modificado por Santos et al. (2019). Cada reagado ira incluir um controle
negativo e um controle positivo estabelecido e utilizado por Santos et al. (2019). Os produtos da PCR serdo
verificados por eletroforese em gel de agarose a 1%. As amostras amplificadas com sucesso serdo purificadas
usando um kit de purificacdo de PCR QlAquick (Qiagen®) e sequenciadas no Centro de Pesquisas de Célula-

Tronco da Universidade de Sdo Paulo.

6.6. Dados climaticos e demais variaveis da etapa de campo

Variaveis abidticas como pluviosidade (mm), umidade relativa (%) e temperatura (°C) das areas de estudo serdo
obtidas, mensalmente, junto ao SIMEPAR (Sistema Meteoroldgico do Parand) utilizando a estacdo mais proxima
localizadas nos municipios onde estdo inseridas as cavernas. Além destes, no interior das cavernas serao obtidos
dados de temperatura e umidade aferidos utilizando-se termohigrometros digitais para compreensao do padrao
de distribuicdo das espécies capturadas. Os seguintes dados serdo testados em relagdo a estas variaveis: i)
abundancia (quantidade de espécimes e/ou espécies por més); ii) sazonalidade (distribuicdo dos espécimes e/ou
espécies em relagdo aos fatores abidticos); iii) sexo (macho ou fémea); iv) pontos de coleta (zona afética,
disfotica, entrada e area do entorno); v) fémeas com presenca de DNA de Leishmania; e vi) fontes alimentares
utilizadas. indices escoldgicos de diversidade, riqueza e equidade entre as areas estudo serdo calculados
utilizando o software PAST - Palaeontological Statistics, versdo 1.81 (HAMMER et al. 2008). Diante dos dados

coletados, ainda serd possivel comparar as duas cavernas (Lancinha e Jesuitas) frente a essas varidveis.

6.7. Calculos e analises estatisticas

A taxa de infecgao natural de flebotomineos sera dada a partir do calculo do nimero de pools ou nimero de
fémeas dissecadas positivos/ nimero total de fémeas x 100 (VASCONCELQS et al. 2019). O indice de constancia
de espécies serd calculado a partir da formula: C = P*100/N (SILVEIRA NETO et a/.1976).

Ap0ds verificar a normalidade dos dados e para critério de decisdo serdo aplicados o Teste t de Student

(distribuicdo normal) ou Mann-Whitney (distribuicdo ndo-normal). Acima de duas, apds analise da Normalidade,
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serd utilizado o ANOVA ou Kruskal-Wallis para amostras paramétricas e ndo paramétricas, respectivamente.
Para avaliar a interferéncia dos fatores abidticos na distribuicdo da fauna e cada uma das espécies mais
abundantes, também apds andlise da Normalidade dos dados, sera utilizado o coeficiente de correlagdo de
Spearman (rs). Para todas as analises, os dados serdo considerados significativos levando em conta o nivel de
significancia de 5% (p< 0,05), utilizando o BIOESTAT Versao 5.0. As analises estatisticas inicialmente propostas

poderdo ser revisadas apds o processamento dos dados coletados em campo.

7. Resultados a serem alcangados

O projeto atenderd aos componentes 1 e 2 do Programa Nacional de Conservacgao do Patriménio Espeleoldgico
(Portaria MMA n2 358, de 30 de novembro de 2009) e aos Planos de Manejo Espeleoldgicos (CECAV, 2022). A
busca e sobreposicdao dos dados ligados as leishmanioses, para as UCs Federais, indicardo quais Parques
Nacionais no Brasil seriam areas de risco para aquisicao das doencas como impacto nos determinantes de saude
Unica frente a exposicdo aos patégenos para a populacdo local e para aqueles que frequentam cavernas. Sera
possivel os primeiros registros de flebotomineos em cavernas no Parand, assim como o conhecimento dos
vertebrados, que servem de fonte alimentar (potenciais reservatérios de Leishmania spp.). Dessa forma, serd
avaliado o papel destas cavernas na manutencgdo do ciclo das leishmanioses, considerando o endemismo da
regido onde estas estdo inseridas (MELO et al. 2018). Além do conhecimento dessa biodiversidade
flebotominica, possivelmente havera a descricdo de novas espécies. A presenca espécies vetoras e a suas
relacbes com os potenciais reservatérios poderdo auxiliar na definicdo das cavernas ou dreas do entorno como
de risco subsidiando os planos de manejo das UCs. Assim poderdo ser orientados futuros trabalhos de educagao
e conscientizagdo ambiental relacionados a saude Unica, a partir de parcerias com secretarias municipais e

estaduais de salde com o apoio dos 6rgdos ambientais locais, incluindo o ICMBio.

8. Produtos
De forma mais direta e especifica espera-se que os resultados obtidos possam subsidiar a producdo dos
seguintes itens:
(i) Artigos em revistas cientificas indexadas nacionais e internacionais; informes sobre os resultados
em revistas de sociedades ou de comunicagdes cientificas (ex. Espeleolnfo, Sociedade Brasileira de

Espeleologia, etc.);
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(ii) Resumos e apresenta¢Oes orais em eventos nacionais e internacionais das diferentes areas do
projeto (Espeleologia, espeleoturismo, parasitologia, entomologia, etologia, medicina, biologia da
conservacgao e saude publica);

(iii) Formacao de recursos humanos no que tange a pesquisas de graduacdo (iniciacdo cientifica) e pds
graduacgdo (mestrandos e doutorandos);

(iv) Matérias e entrevistas para midia ndo cientifica sobre a importancia de conservagdo do patrimonio
espeleoldgico, das areas protegidas e entorno, com foco na Satde Unica.

(v) Prestacdo de servico de utilidade aos érgdos federais, estaduais e municipais de saude e meio
ambiente ligados as atividades de gestdo, espeleoturismo e de licenciamento espeleoldgicos.

(vi) Realizacdo de palestras e confeccdo de material educativo para gestores, guias da Ucs e

comunidades do entorno sobre saude Unica.

9. Cronograma de execug¢ao

2. CRONOGRAMA (BIMESTRAL)
2023

1. ATIVIDADES

10 20 30 40 5o 62

Elaboragdo e submissdo da proposta. Assinatura do
acordo pela UFPR.

Licencas e regulariza¢des para execucdo do projeto

Aquisicdo dos insumos e planejamento das
atividades

Coletas prévias dos flebotomineos nas areas de
estudo para conhecimento da fauna
Processamento e identificacdo dos espécimes

2. CRONOGRAMA (BIMESTRAL)
2024

1. ATIVIDADES

10 20 30 40 5o 62

Aquisicao dos insumos
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Coleta dos flebotomineos nas areas de estudo

Processamento e identificacdo dos espécimes

Relatério Parcial 1 e renovacao da licenca

Andlises moleculares para identificacao de infeccao
por Leishmania.

Andlises moleculares para identificacao de fontes
alimentares

2. CRONOGRAMA (BIMESTRAL)
2025

1. ATIVIDADES

19 20 30 49 50 62

Andlise da periodicidade de flebotomineos nas
areas de estudo
Relatdrio Parcial 2 e renovacgdo da licenga

Coleta dos flebotomineos nas areas de estudo

Processamento e identificacdo dos espécimes

Analises moleculares para identificagdo de infecgao
por Leishmania.

Analises moleculares para identificagdo de fontes
alimentares

2. CRONOGRAMA (BIMESTRAL)
2026

1. ATIVIDADES

19 20 30 49 50 62

Andlise da sazonalidade de flebotomineos nas
areas de estudo
Coleta dos flebotomineos nas areas de estudo

Processamento e identificacdo dos espécimes

Relatdrio Parcial 3 e renovagao da licenga

Analises moleculares para identificagdo de infecgao
por Leishmania.

Analises moleculares para identificagcdo de fontes
alimentares

16

Inserido ao protocolo 21.225.989-6 por: Andrey Jose de Andrade em: 25/10/2023 07:52. A autenticidade deste documento pode ser validada no enderego:
https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o cédigo: 39247e15c89ad086ch7d91562ff9c7ee.




)\ 0C 0
:‘/ & ‘Q\.
[ { Fls. 28 ,\')
Z\Mov._8 /]
\H‘C\\D“ /,\R

mJHPE/

1. ATIVIDADES 2. CRONOGRAMA (BIMESTRAL)

2027

10 20 30 40 5o 62

Relatdrio Parcial 4 e renovacgado da licenga

Coleta dos flebotomineos nas dreas de estudo

Processamento e identificagao dos espécimes

Analises moleculares para identificagdo de infeccao
por Leishmania.

Analises moleculares para identificacdo de fontes
alimentares

Elaboragdo e entrega do Relatdrio Técnico Final

10. Equipe
~ e Formagao
3. Nome Fungao Instituicao . Lattes
Académica
ANDREY JOSE DE |[COORDENADOR  |[UNIVERSIDADE |DOUTORADO  |http://lattes.cnpq.br|
ANDRADE FEDERAL DO /133619880929002
PARANA 5
KLEBER MAKOTO |PESQUISADOR GRUPO DE DOUTORADO  |http://lattes.cnpg.br
MISE ESTUDOS /117559132699028
ESPELEOLOGICOS 6
DO PARANA -
ACUNGUI, GEEP-
ACUNGUI
JULIO CESAR PESQUISADORS INSTITUTO CHICO [DOUTORADO |http://lattes.cnpg.br
ROCHA COSTA MENDES DE /943430307071461
CONSERVACAO 4
DA
BIODIVERSIDADE
ROBSON DE COLABORADOR OBSERVATORI MESTRADO http://lattes.cnpq.br
ALMEIRA 0 /015914624046443
ZAMPAULO ESPELOLOGICO 3
SALVADOR COLABORADOR UNIVERSIDADE  |MESTRADO http://lattes.cnpg.br
PAGANELLA FEDERAL DO /179323112475881
CHAVES JUNIOR PARANA 6
LUCAS ROSSITO  |COLABORADOR UNIVERSIDADE  |GRADUACAO  |http://lattes.cnpq.
DE CARVALHO FEDERAL DO (BIOLOGO) br/8813334722983
PARANA 306
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GABRIEL DE COLABORADOR UNIVERSIDADE  |MIESTRADO http://lattes.cnpq.

SOUZA GHEDIN FEDERAL DO br/9949805659123
PARANA 543

MARIANA COLABORADORA  |UNIVERSIDADE  [GRADUANDA DE |http://lattes.cnpq.

FUNCHAL GUSSO FEDERAL DO BIOLOGIA br/0537313954589
PARANA 835

CLARA BENETTI  |COLABORADORA  |[UNIVERSIDADE  [GRADUANDA DE |http://lattes.cnpa.

DE LEMOS FEDERAL DO BIOLOGIA br/3326529450218

CORDEIRO PARANA 286
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