~

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL

MAYRA DE SOUSA FELIX DE LIMA

Coleiras caninas impregnadas com inseticida para o
controle da Leishmaniose Visceral: avaliacdo da
suscetibilidade de Lutzomyia longipalpis a deltametrina

BRASILIA
2024



Coleiras caninas impregnada com inseticida parao
controle da Leishmaniose Visceral: avaliacao da
suscetibilidade de Lutzomyia longipalpis a
deltametrina

MAYRA DE SOUSA FELIX DE LIMA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Medicina Tropical da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia para a obtencéo
do titulo de mestre em Medicina Tropical, na area de
concentracdo: Biologia das doencas infecciosas e

parasitarias.

Orientador: Prof. Dr. Marcos Takashi Obara

Brasilia
2024



Coleiras caninas impregnada com inseticida parao
controle da Leishmaniose Visceral: avaliacao da
suscetibilidade de Lutzomyia longipalpis a
deltametrina

Universidade de Brasilia

Banca Examinadora

Prof. Dr. Marcos Takashi Obara (Orientador)
Universidade de Brasilia - UnB

Dra. Grasielle Caldas D’Avila Pessoa (Titular)

Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ — MG

Prof. Dr. Rodrigo Gurgel Goncalves (Titular)

Universidade de Brasilia — UnB

Prof. Dra. Kauara Brito Campos (Suplente)

Ministério da Saude

Brasilia

2024



Ficha catalografica elaborada automaticamente,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

do278c

de Scusa Félix de Lima, Mayra

Coleiras caninas impregnadas com inseticida para o
controle da Leishmaniocose Wisceral: awvaliacio da
guscetibilidade de Lutzomyia longipalpis a deltametrina /
Mayra de Sousa Félix de Lima; orientador Marcos Takashi
Obara. == Brasilia, 2024.

13% p.

Dissertacdo (Mestrado em Medicina Tropical) ==
Universidade de Brasilia, 2024.

1. Lutzomyia longipalpis. 2. Leishmanicose Wiaceral. 3.
Eesisténcia. I. Takashi Obara, Marcos, orient. II. Titulo.




A “Jesus Cristo” vocé me salvou de todas as
formas que uma pessoa pode ser salva. Vocé
foi a minha cura e segurou o meu coragao
quando nao consegui suportar. Vocé acalmou
o oceano dentro de mim. Me ensinou a me
amar e a Te amar, e me mostrou como o amor

pode salvar alguém. Obrigada!



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pela vida, por colocar em meu caminho
muitos desafios e oportunidades, alegrias e tristezas, por me guiar e iluminar
minha mente para que eu pudesse trilhar meu caminho, por permitir que

durante essa caminhada eu encontrasse tantas pessoas especiais.

A minha amada mae, por me ensinar 0s caminhos a seguir, pelo apoio,
dedicacéao, carinho e companheirismo, a senhora € minha maior inspiracéo,

amo vocé!

Ao meu querido orientador Prof. Marcos Takashi Obara, pela confianca,
paciéncia, pelos inUmeros ensinamentos, e por ser para mim um exemplo de

profissional. Sou muito grata ao senhor, obrigada!

Minha familia pelas palavras de amor e apoio. A minha avé Eulalia por toda
ajuda que me deu durante todos esses anos. A minha pequena e amada irma
lllys Maria (vocé é o grande amor da minha vida). As minhas tias, em especial
Senhora minha segunda mée, Antonia e Frauza, por todo o amor, apoio,
carinho e atencdo desde minha infancia e sempre que aqui precisei. As
minhas queridas primas/irmas Luana, Laiane e Edinaria, pelo apoio constante,
amizade, conselhos e por todos 0s momentos adoraveis que ja

compartilhamos.

Ao pessoal do Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da
Faculdade de Medicina da UnB, em especial a técnica Patricia, vocé € uma

grande amiga.

A minhas amigas da Igreja Metodista da 406, Esmeralda, Patricia, Larissa,
Carol, Janet e Renata, encontrar vocés foi um presente de Deus na minha

vida.

Aos meus amigos e funcionarios da Casa da Pés- graduacdo da UnB- Colina
Bloco K. Jodo Paulo, Dalila, Jackson, Felipe, Juliana e Mara. Aos funcionarios,

Edivan e Fabiana.



Aos meus colegas do Nucleo de Medicina Tropical, que de alguma forma

contribuiram para minha formacéo, em especial para Jessica e Carla.

Aos meus amigos de vida que me incentivaram e me apoiam constantemente.

Lais, Angela, Fabricio, Nivia, Vanessa, Gabriel, Bruno.

A secretaria do Nucleo de Medicina Tropical, Lucia Martins, por ser um ser

iluminado e que esta sempre disposta a ajudar.

A Coordenacao-Geral de Vigilancia de Zoonoses e Doencas de Transmisséo
Vetorial/ DEDT/SVSA/MS pelo apoio financeiro para realizacdo dos

experimentos, especialmente Rafaella Albuquerque.

Ao Centro de Controle de Zoonoses (CCZs) do municipio de Montes
Claros/MG, especialmente seu Ronaldo Cardoso dos Santos, Douglas

Aparecido de Oliveira e Warlen Ferreira Silva.

Ao Centro de Controle de Zoonoses (CCZs) do municipio de Teresina/Pl,
especialmente Juvenal Ramos da Costa Filho, Janio de Jesus Goncalves
Lima, Lurdes Martins de Sousa, Oriana Bezerra Lima, Washington Mendes de
Oliveira, Francisco Michael Junior Costa e Luana Oliveira de Lima.

A Secretaria Estadual de Saude de Goids, especialmente Carmesi Natalina
Elias, José Maria Ferreira da Mata, Olindo Copel Hernandes e Belchior Alves

Cirino.

A Secretaria Estadual de Saude do Ceara, especialmente para os técnicos da
Célula de Vigilancia Entomologia e Controle de Vetores-CEVET. Helder
Pereira da Costa, Luis Osvaldo Rodrigues da Silva, Gilvamar da Silva
Almeida, Deoclésio Basilio da Silva, José Walden Costa Tavares, Nayara,

Francisca Rosimeire Sabino Almorim e Luciano Gomes Chaves.

A Secretaria Estadual de Saude do Parana, especialmente Maiane Regina
Ferreira Soares, Marilia de Melo Santos de Castilho, Adao Celestino Ferreira
e Edilson Semczuk.



A todos os moradores de todos os municipios que disponibilizaram suas
residéncias para instalacao das armadilhas.

A estudante de iniciacao cientifica Gabriela de Oliveira Mosqueira, pela ajuda

na montagem e identificacdo dos flebotomineos.

Ao professor Andrey Andrade, pela ajuda na identificacdo dos flebotomineos,
por me receber em seu laboratério e me guiar/ensinar no processo

taxondémico, obrigada!

Ao Prof. Rodrigo Gurgel, pelas palavras sobre perddao que me ajudaram a
compreender e perdoar. Pelas contribuicbes para minha dissertacéo.
Obrigada!

A Dra. Kauara Campos pelas contribuicdes ao trabalho e pelo aceite em
participar da minha banca. Obrigada!

A Douglas de Almeida, por acompanhar-me no inicio do trabalho, obrigada

pelas dicas e paciéncia.

Ao Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos-IOC/FIOCRUZ, pela
disponibilidade do espaco e colonia de Lu. longipalpis para realizacdo do
bioensaio para determinacdo da Dose Diagnostica, especialmente a Bianca
Carvalho.

Atodos os professores que participaram da minha jornada académica.

E, por fim, a todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha

formacao, serei eternamente grata.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de vida da Leishmania infantum 22
Figura 2. Principais manifestacdes clinicas da Leishmaniose Visceral 23
Figura 3. Cao com LVC, apresentando apatia, alopecia e lesdes no corpo 24
Figura 4. Métodos de diagnostico da LV 26
Figura 5. Mapas de distribuicdo geogréfica da Leishmaniose Visceral 29

Figura 6. Numero de casos registrados de leishmaniose visceral, Regido das
Américas, 2001-2021 30

Figura 7. Casos de Leishmaniose Visceral por municipio de infec¢do 32

Figura 8. Macho de Lu. longipalpis apresentando variagdo morfologica no
tergito 36

Figura 9. Diferentes tipos de cantos para cépula relacionadas ao complexo

Lu. Longipalis 37

Figura 10. Representagdo esquematica do ciclo de vida

dos flebotomineos 39
Figura 11. Repeléncia de flebotomineos em cdes encoleirados 48
Figura 12. Evolucéo da resisténcia em uma populacao de insetos 53
Figura 13. Principais mecanismos de resisténcia 55

Figura 14. Mapa do Brasil mostrando os estados e seus municipios onde
foram realizadas as coletas e bioensaios com garrafas do CDC para avaliagcéo
de suscetibilidade de Lu. longipalpis expostos ao inseticida deltametrina, em
2023 64

Figura 15. Areas de coletas de Lu. longipalpis mostrando os diferentes

ambientes de ocorréncia nos seguintes estados 65



Figura 16. Armadilhas luminosas utilizadas para captura de 66
flebotomineos

Figura 17. Processo de impregnacéo das garrafas do CDC com as diferentes

doses de deltametrina 68

Figura 18. Experimentos de suscetibilidade com garrafas do CDC. (A)

Retirada dos flebotomineos das gaiolas 70

Figura 19. Transferéncia dos flebotomineos apds 60 minutos de exposi¢ao.

(A) Parafilm sendo utilizado no lugar da tampa 71

Figura 20. Média de mortalidade para doses respostas ao piretrdide

deltametrina com 60 min de exposicdo 80

Figura 21. Curva de mortalidade de populagdes de Lu. longipalpis, em escala

logaritmica, para o inseticida deltametrina 85

Figura 22. Curva de mortalidade de populagdes de Lu. longipalpis, em escala

logaritmica, para o inseticida deltametrina 86



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Resumo dos principais medicamentos usados para LV 27

Tabela 2. Critérios para a incorporacdo das coleiras impregnadas com
inseticida fornecida pelo MS para os municipios brasileiros 50

Tabela 3. Distribuicdo das espécies de flebotomineos coletadas por meio de
armadilhas luminosas em areas com uso de coleiras impregnadas com

deltametrina a 4%, conforme sexo, estado e municipio de coleta, em 2023 75

Tabela 4. Taxa de mortalidade de populacdes de flebotomineos expostos a
DD de 21 ug/garrafa de deltametrina em bioensaios de garrafas do CDC, em
2023 77

Tabela 5. Taxa de mortalidade de populacdes de flebotomineos expostos a
DD de 30 ug/garrafa de deltametrina em bioensaios de garrafas do CDC, em
2023 78

Tabela 6. Distribuicdo da populacédo, numero de exemplares por amostra,
Slope, DLso, DLgs, RRso € RRos de populagdes de Lu. longipalpis expostas ao
piretroide deltametrina em bioensaios de garrafa do CDC, em 2023 84



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CDC. Centro de Controle e Prevencao de Doencas
DTNSs. Doencas Tropicais Negligenciadas

DD. Dose Diagnostica

DR. Dose Resposta

DDT. Dietildicloro difeniltricloroetano

DL. Dose Letal

IRAC. Comité de Acao a Resisténcia a Inseticidas
LV. Leishmaniose Visceral

LVC. Leishmaniose Visceral Canina

LRS. Linhagem Referéncia de Suscetibilidade

Lu. Lutzomyia

MS. Ministério da Saude

RR. Razao de Resisténcia

OMS. Organizacdo Mundial de Saude

OPAS. Organizagéo Pan-americana de Saude

Mg. Microgramas



ORGAOS FINANCIADORES

Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

A Coordenacéao-Geral de Vigilancia de Zoonoses e Doencas de Transmissao
Vetorial/ DEDT/SVSA/MS.



indice

1 INTRODUGAOD ...ttt 20
1.1 LeishmanioSe VISCEral ..ot 20
1.2 Epidemiologia da LV ... 28

1.3 Aspectos taxondmicos de flebotomineos e o complexo Lu.

ONQIPAIPIS ..o 32
1.4 Ecologia dos flebotomineos ... 38
1.5 Vigilancia e Controle de Flebotomineos........cccccceveveveie i, 40
1.5.1 CoNtrole QUIMICO ...ocoiiiiiieiceee e 44
1.5.2 Coleiras impregnadas com deltametrina.........cccccceevvveiiveiesiennennnns 47
1.6 Resisténcia de flebotomineos ainseticidas ...........c.ccceveiiiiinecinnes 52
2 JUSTIFICATIVA et ettt 61
S OBUIETIVIOS ..ottt e 62
3.1 ODJELIVO QEIAl.....cciiciicieie et 62
3.2 Objetivos eSPECITICOS ...cciiiiiiicce e 62
4 MATERIAL E METODOS .......oooeiieveieeeteeeses et sesae s s 63
4.1 Populacao de referénCia......c.ccccooeiiiiieiiiii e 63
4.2 Flebotomineos de CaAmMPO ......cceoveeiiieiecie e 63
4.3 Impregnacao das Garrafas ... s 67
4.4 Bioensaios de garrafas DD.........cccovieiiiiiiic i 68
4.5 Bioensaios de garrafas DR........cccccoiiiiiiiiiiiiceeee e 70
4.6 Critérios de mortalidade..........ccooeiiiiiiiiie e 72
4.6 ANAlISE ESTALISTICA....ccuiiviiieiiesicece et 72
S5 RESULTADOS ...ttt sttt e b e aneas 74

5.1 Flebotomineos expostos em garrafas do CDC..........cccccecvevvevievneenne. 74



5.2 Bioensaios com utilizag8o de DD..........cccociiiiiiiniiiiiee e 76

5.3 Perfil de suscetibilidade de populacdes de campo de Lu.

[ONQIPAIPIS . 79
B DISCUSSAOD ...ttt 87
7 CONCLUSAD.........coiieieeesee et 95
8 REFERENCIAS .......ooieeeeeeeeeeeeeseseeeies st 96
APENAICE Lo te et reene s 110
F N o T=] o I ot =N | SRS PSSPRSN 112
APEBNAICE Tl 113

APBNTICE IV bbb 114


file:///C:/Users/Mayra/Downloads/DISSERTAÇÃO%20final%20corrigida%20(2).docx%23_Toc160056385
file:///C:/Users/Mayra/Downloads/DISSERTAÇÃO%20final%20corrigida%20(2).docx%23_Toc160056386

Resumo

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) afetam principalmente, mas néo
exclusivamente, populacbes pobres nas regides mais vulneraveis e
miseraveis do planeta. Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de
Saude cerca de um bilhdo de pessoas sao atingidas pelas DNTs em paises
tropicais. A Leishmaniose Visceral (LV) € uma antropozoonose predominante
em areas tropicais e subtropicais. A LV ocupa a segunda posicdo em
mortalidade e a sétima em perda de anos de vida ajustados por incapacidade
entre as Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTNs). O principal vetor da LV é
o flebotomineo Lutzomyia longipalpis e os cédes (Canis familiaris) sdo os
principais reservatorios domeésticos do protozoario Leishmania infantum. O
uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4%, associada a tratamento
quimico contra Lu. longipalpis pode contribuir para o surgimento de resisténcia
em flebotomineos. Nesse contexto, o objetivo foi caracterizar o perfil de
suscetibilidade de diferentes populacdes de Lu. longipalpis ao piretroide
deltametrina em areas com uso de coleiras impregnadas para controle de LV.
A populacdo suscetivel de Lu. longipalpis foi procedente do insetario do
Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia de Insetos do Instituto Oswaldo
Cruz/RJ. As populagdes de campo foram oriundas dos municipios de Foz do
Iguacu/PR (FOZ), Teresina/Pl (TER), Fortaleza/CE (FOR), Caucaia/CE
(CAU), Montes Claros/MG (MOC) e Cavalcante/GO (CAV). Os flebotomineos
foram coletados com armadilhas luminosas do tipo CDC e/ou HP instaladas
em peridomicilio durante 3 noites consecutivas, entre 17:00 as 8:00 horas.
Populacdes de campo foram expostas aos bioensaios de garrafa do CDC
(Wheaton de 250 ml) impregnadas com DD de 21,9 ug/garrafa e 30
Mg/garrafa. Para os experimentos de Dose-Resposta (DR) foram utilizadas as
doses de 1, 3, 5, 7, 9 e 11 ug/garrafa de deltametrina. As garrafas do grupo
controle foram impregnadas somente com acetona. Foram utilizados em
média de 20 flebotomineos (JJd e @ ¢ misturados) por garrafa e o tempo de
exposigéo foi de 60 minutos. Trés bioensaios foram conduzidos em diferentes

dias e a leitura de mortalidade foi de 24h realizada por um Unico pesquisador.



Um total de 4.094 flebotomineos foram utilizados nos bioensaios de garrafas
do CDC. Lu. longipalpis foi a espécie mais frequentemente coletada em todas
as localidades (94%), seguidas por Migonemyia migonei (0,7%), Evandromyia
lenti (0,5%), Evandromyia sallesi (0,3%), Nyssomyia whitmani (0,1%). Para
DD de 21,9 uyg/garrafa as populagdes procedentes dos municipios de FOZ,
MOC, CAV e TER foram suscetiveis, enquanto que CAU apresentaram
mortalidade de 87,1%, sugerindo resisténcia e FOR demonstrou um valor de
94,9% sugerindo possivel resisténcia. Para a DD de 30 pg/garrafa, CAU e
TER apresentou possibilidade de resisténcia, porém as demais populacées
foram suscetiveis. RRsp variou entre 2,27 a 0,54 e a RRos entre 4,18 e 0,33,
apontando baixa resisténcia. Os valores do coeficiente angular das
populacdes de flebotomineos de TER, CAU, FOR e MOC apresentaram
menor homogeneidade e maior frequéncia de individuos que apresentaram
resisténcia. O tempo de implantacdo das coleiras em cada municipio pode ter
influenciado a suscetibilidade das populagbes analisadas. Sugere-se a
utilizacdo da populacdo CAV como uma populacédo de referéncia para futuros
estudos de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas. Conclui-se que a
maioria das populacdes de Lu. longipalpis foram suscetiveis ao piretroide
deltametrina em areas com uso de coleiras impregnadas, exceto a populacéo
de Caucaia/CE que foi resistente na DD de 21, 9 yg/garrafa. O monitoramento
de resisténcia de Lu. longipalpis deve ser realizado para novas areas, a fim

de subsidiar as acdes de controle da LV, no Brasil.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis, Leishmaniose Visceral, Resisténcia.



Abstract

Visceral Leishmaniasis (VL) is an important public health problem with
autochthonous cases registered in 24 Brazilian states. The main vector of VL
is the sandfly Lutzomyia longipalpis and dogs (Canis familiaris) are the main
domestic reservoirs of the protozoan Leishmania infantum. The use of collars
impregnated with 4% deltamethrin is associated with chemical control against
Lu. longipalpis which may contribute to the emergence of resistance in
sandflies. In this work, the susceptibility profile of different Lu. longipalpis
populations to pyrethroid deltamethrin in areas where impregnated collars are
used to control VL was characterized. The susceptible population of Lu.
longipalpis originated from the insectarium of the Insect Biochemistry and
Physiology Laboratory of the Oswaldo Cruz Institute/RJ. The field populations
came from the cities of Foz do Iguacu/PR (FOZ), Teresina/Pl (TER),
Fortaleza/CE (FOR), Caucéaia/CE (CAU), Montes Claros/MG (MOC) and
Cavalcante/GO (CAV). Sandflies were collected using CDC and/or HP- type
light traps installed in peridomicile during 3 consecutive nights, between 5 pm
and 8 am. Field populations were exposed to CDC bottle bioassays (Wheaton
de 250 ml) impregnated with DD at 21.9 ug/bottle and 30 pg/bottle. Dose-
Response (DR) experiments, using doses of 1, 3, 5, 7, 9 and 11 pg/bottle were
conducted. The bottles in the control group were impregnated only with
acetone. An average of 20 sandflies (& and 9 mixed) per bottle were used
and the exposure time was 60 minutes. Three bioassays were conducted on
different days, and the mortality reading was 24 hours carried out by a single
researcher. A total of 4,094 sandflies were used in the CDC bottle bioassays.
Lu. longipalpis was the most frequently collected species in all localities (94%),
followed by Migonemyia migonei (0.7%), Evandromyia lenti (0.5%),
Evandromyia sallesi (0.3%) and Nyssomyia whitmani (0. 1%). For DD of 21.9
pg/bottle, populations from the cities of FOZ, MOC, CAV and TER were
susceptible, while CAU presented a mortality rate of 87.1%, suggesting

resistance and FOR demonstrated a value of 94.9%, suggesting possible



resistance. For the DD of 30 pg/bottle, CAU and TER showed the possibility of
resistance, but the other populations were susceptible. RRso varied between

2.27 and 0.54 and RRgs between 4.18 and 0.33, indicating low resistance. The
angular coefficient values of the TER, CAU, FOR and MOC sandfly
populations showed less homogeneity and a higher frequency of individuals
with resistance alleles. The length of time collars were implemented in each
city may have influenced the susceptibility of the populations analyzed. It is
suggested to use the CAV population as LRS for future studies on the
susceptibility of sandflies to insecticides. The majority of populations of Lu.
longipalpis were susceptible to the pyrethroid deltamethrin in areas where
impregnated collars were used, except the Caucaia/CE population which was
resistant to the DD of 21.9 ug/bottle. Resistance monitoring of the Lu.
longipalpis should be carried out in new areas, in order to support VL control

actions in Brazil.

Keywords: Lutzomyia longipalpis, Visceral Leishmaniasis, Resistance.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma antropozoonose predominante em
areas tropicais e subtropicais. Trata-se de uma condicdo sistémica que afeta
principalmente os grupos etarios mais susceptiveis, como criangas menores
de cinco anos e adultos maiores de 50 anos, bem como pessoas que
apresentam comorbidades ou imunocomprometidas, como HIV/aids (Silva et
al. 2021, Martins et al. 2021).

A LV possui uma grande importancia em saude publica, sendo considerada
uma doencga potencialmente fatal, que € transmitida por vetores, conhecidos
como flebotomineos. A LV ocupa a segunda posicdo em mortalidade e a
sétima em perda de anos de vida ajustados por incapacidade entre as

Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNSs) (Scarpini et al. 2022).

O agente etioldgico da LV sdo protozoarios pertencentes ao género
Leishmania e familia Trypanosomatidae. Essa familia possui 19 géneros, a
qual destaca-se os géneros Trypanosoma e Leishmania por apresentarem
importancia em saude publica (Kaufer et al. 2017). O género Leishmania € um
grupo de mais de 20 espécies de protozoarios parasitas. Essas espécies
produzem as leishmanioses em humanos, mas também infectam outros
hospedeiros mamiferos. O termo leishmaniose abrange uma ampla gama de
manifestacdes clinicas, podendo se manifestar em trés tipos: leishmaniose
cutanea, leishmaniose mucosa e LV (Franssen et al. 2020, Aroson et al. 2016,
Akhoundi et al. 2016). A LV é desencadeada por duas espécies do complexo
Donovani: Leishmania donovani e Leishmania infantum, sendo essa ultima

também chamado Leishmania chagasi na América do Sul.

L. donovani esté presente na Asia (Bangladesh, Nepal e Sud&o) e na Africa
(Sudao, Etiopia). Em paises Asiaticos a LV recebe o nome de “Calazar” devido

0 escurecimento da pele (que significa febre negra em hindi) (Arason, Magali


https://www.paho.org/pt/topicos/hivaids
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2020, Pedrosa 2017, Brasil 2014, WHO 2010). Por outro lado, L. infantum
abrange a Bacia do Mediterraneo, o Médio Oriente, a Asia Central, a América
do Sul e a América Central, representando a forma sistémica mais grave e
geralmente fatal, a menos que seja devidamente tratada (Scarpini et al. 2022,
Burza et al. 2018).

s

L. infantum €& transmitida pela picada de fémeas infectadas de
flebotomineos. Os flebotomineos inoculam formas de protozoarios chamados
promastigotas infectantes em um mamifero suscetivel durante o repasto
sanguineo. Essas promastigotas sdo fagocitados por macréfagos e se
transformam-se em amastigotas (obrigatoriamente parasita intracelular)
multiplicando-se dentro das células por meio de divisdo simples. As
amastigotas rompem os macréfagos e séo liberados em meio extracelular,
onde sdo novamente fagocitados. Nesse contexto, acabam por infectar
orgaos linfoides secundarios (baco, linfonodos), figado e medula dssea.
Quando um flebotomineo alimenta-se de uma pessoa ou animal infectado,
acaba ingerindo macréfagos com amastigotas, que por sua vez no intestino
médio do inseto sdo transformadas em promastigotas, e posteriormente em
promastigotas metaciclicas infectantes nas glandulas salivares do
flebotomineos (Serafim et al. 2019, CDC 2017, Oliveira et al. 2015, Esch,
Petersen 2013). A Figura 1 mostra o ciclo de vida das espécies de

Leishmania.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Petersen%2BCA&cauthor_id=23297259
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Figura 1. Ciclo de vida da espécie L. infantum. Fonte: Adaptado de Esch,
Petersen, 2013.

L. Infantum, como a maioria das espécies de Leishmania produz uma
doenca zoondtica, no qual os caes domésticos sdo 0s principais reservatorios.
Entretanto, animais silvestres como, primatas, roedores e morcegos também

podem estar envolvidos na transmissao (Saez et al. 2014).

O periodo de incubacéo da LV, em humanos, normalmente varia de 2 a 6
meses, mas pode variar de semanas a varios anos. A fase inicial ou aguda da
LV inclui febre com duracdo inferior a quatro semanas, palidez e
hepatoesplenomegalia, sendo mais frequente o aparecimento em criancas
menores de 2 anos. E durante esse periodo que ocorre a disseminagdo do

parasita, sendo observado o aumento do bago, com uma dilatagcéo de 4cm por
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més, o abdémen fica visualmente grande, com um figado aumentado,
fraqueza, emagrecimento progressivo, perda de tecido adiposo e musculo
0sseo (Figura 2). O periodo final da LV apresenta um quadro mais intenso
com hemorragias, desnutricdo, pele seca, cabelos frageis e quebradicos,
opacidade e palidez. Com isso, a doenca pode evoluir para 6bito caso nao
seja realizado o diagnostico e tratamento adequados (Arason, Magali 2020,
Pedrosa 2017, Brasil 2014, WHO 2010).

Febre remitente

Perda de peso /\ .
A E S Esplenomegalia

( Y 5
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S I

Hepatomegalia

Figura 2. Principais manifestagdes clinicas da Leishmaniose Visceral. Fonte:

Elaborado pela autora.
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Além da Leishmaniose Visceral Humana (LVH), a Leishmaniose
Visceral Canina (LVC) impacta negativamente a sociedade do ponto de vista
médico, veterinario e social. No que diz respeito ao espectro clinico da LVC,
apresenta-se com uma evolucéao lenta e inicio insidioso, variando em relacéo
ao guadro clinico, desde aparentemente saudaveis até criticamente doente,
que pode culminar na morte do céo, pois, com a infeccdo os parasitas se
proliferam em muitos 6rgéos viscerais, chegando eventualmente a se distribuir
através da pele do animal (Silveira et al. 2021, Travi et al. 2018, Ribeiro et al.
2013).

Clinicamente, os cées infectados sdo divididos em trés grupos: i)
Assintomaticos, com auséncia de sinais clinicos visiveis para infeccdo por
Leishmania. ii) Oligossintomaticos, apresenta alguns sinais clinicos, como
adenopatia linféide, pequena perda de peso e pelo opaco. iii) Sintomaticos:
todos sinais mais comuns da doengca como as alteragfes cutaneas (Brasil,
2014). Os sinais clinicos da LVC incluem atrofia muscular, lesdes periorbitais
e nasais, dermatite, febre, apatia, diarreia, hemorragia intestinal, hemorragias,
perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia e ulceracdo do nariz, orelhas
e cauda (Carneiro et al. 2023). Na Figura 3 pode se observar 0s principais

sinais clinicos em um céo infectado por LVC.

Figura 3. Cao com LVC, apresentando apatia, alopecia e lesées no corpo.
Fonte: Ministério da Saude (2014).
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No geral, o diagnostico clinico da LV é desafiador, podendo se
assemelhar a diversas doencas infecciosas hematologicas, como febre tiféide,
tuberculose, brucelose e malaria. Devido a elevada especificidade o
diagnostico parasitolégico continua sendo o padrdo-ouro da LV, com a
deteccdo de formas amastigotas em esfregacos de tecidos (linfaticos, medula
0ssea ou baco), por meio da técnica de coloracdo com Giemsa. O diagnéstico
sorologico evidencia a presenca de anticorpos especificos desenvolvidos em
resposta a infeccdo pelo parasita. Diferentes técnicas podem ser utilizadas,
incluindo: Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA), onde os anticorpos
interagem com enzimas; Teste de Aglutinacdo Direta (DAT), neste teste,
promastigotas sao preparados com soros dos pacientes, com aglutinacéo
sendo observada. E um método altamente especifico, sensivel, barato e
simples. Diagndstico molecular por meio do método do PCR (amplificacao do
DNA do parasita), pode ser realizado em amostras biolégicas, como sangue,
tecidos ou aspirados de medula 6ssea e amostras de camada leucocitaria
com alta sensibilidade (Safavi et al. 2020, Arason et al. 2016, Srivastava et al.
2011, Sundar, Rai 2002). A Figura 4 representa 0s principais métodos de
diagndstico da LV.
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Figura 4. Métodos de diagnostico da LV. Fonte: Elaborado pela autora.

O tratamento da LV ainda é muito limitado e insatisfatorio, sendo que os
principais compostos disponiveis para uso sdo antimoniais pentavalentes
como estibogluconato de sodio, antimoniato de meglumina, paromomicina,
miltefosina e o anfotericina B lipossomal (Scarpini et al. 2022, Pradhan et al.
2022). No Brasil, o tratamento de primeira linha é realizado utilizando o
antimoniato de meglumina, apesar de apresentar alta toxicidade, levando em
alguns casos a morte dos pacientes, como também foi comprovado sua
resisténcia em alguns paises. O anfotericina B lipossomal é o tratamento de
segunda linha e tem indicacdes amplas, apresentando alto percentual de cura,
que varia de acordo com a dose. E importante mensurar que a indicagéo de
determinado medicamento varia de acordo com cada regido geografica,
consenso entre especialistas e dependendo da gravidade da doenca (Ibiapina
et al. 2022, Scarpini et al. 2022, Pradhan et al. 2022, Alves et al. 2018). A

Tabela 1 resume as opcdes de tratamento pata LV.
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Tabela 1. Resumo dos principais medicamentos usados para LV.

Medicamentos Administracéo Dosagem Vantagens Desvantagens
Estibogluconato de Intravenoso 20 mg/kg por Preparacgtes Toxicidades
sodio 28 a30 dias genéricas (vémitos, cardiacas,
hepéticas)
Antimoniato de Intravenoso 20 mg/kg/dia Facil Toxicidade,
meglumina 20 dias disponibilidade  aplica¢do dolorosa,
(em areas duracdo do
endémicas); tratamento,
baixo custo resisténcia.
Anfotericina B Intravenoso 10-30 Alta eficacia; Preco elevado,
lipossomal mg/kg (dose baixo toxicidade infuséo intravenosa
Unica; 3-5 lenta
mg/kg/
dose)
Paromomicina Intravenoso 15 mg/kg/ Taxas de cura Nefrotdxico e
dia, mas equivalentes a ototoxico
requer um Anfoterecina B
curso de 21
dias.

Miltefosina Oral 2-2,5 Boa eficaciaem  Teratogénico, preco
mg/kg/ pacientes sem  elevado, possivel de
diariamente HIV resisténcia
durante 28
dias

Adaptado de Pradhan et al (2022).
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1.2 Epidemiologiada LV

Embora endémica em regides geograficas especificas, a ocorréncia global
da LV esta amplamente dispersa em todos os continentes, exceto na Oceania.
Populacdes socialmente menos favorecidas apresentam maior prevaléncia de
casos de LV, principalmente em areas rurais e periurbanas. A distribuicdo no
mundo concentra-se em 90% dos casos em seis paises: Brasil, india,
Bangladesh, Sudao, Etibpia e Nepal, entretanto a doenca permanece
endémica em mais de 60 paises. Desse modo, admite-se que cerca de 350,
milhdes de pessoas estejam sob risco de contrair a infeccdo. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que ocorram, a cada ano,
50 mil a 90 mil casos novos desse agravo, porém apenas 25% a 45% sao
notificados (Martins et al. 2021, Batista et al. 2018, Burza et al. 2018). A figura

5 mostra a distribuicdo geogréfica da LV.
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Figura 5. Mapas de distribuicdo geogréfica da Leishmaniose Visceral.

Fonte: Arason et al. (2016).

Foi observada uma tendéncia mundial crescente no nimero de casos de
LV notificados a OMS, entre 1998 e 2005, atingindo inicialmente um pico de
62.730 casos notificados em 2005. O niamero de casos de LV permaneceu
estavel a nivel mundial, entre 2005 e 2007, mas continuou a atingir o pico na
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regido do Sudeste Asiatico. O niumero de casos notificados, em nivel mundial,
diminuiu acentuadamente, entre 2007 e 2009, em todas as regifes: Regido
Africana, Regido das Américas, Regido do Mediterraneo Oriental, Regido
Europeia, Regido do Sudeste Asiatico e Regido do Pacifico Ocidental. Entre
2015 a 2016, foi observado um aumento de casos na Africa Ocidental com
9.602 casos (40%) em 2015 para 11.216 casos (50%) em 2016. No
subcontinente indiano, entretanto, o nimero de casos diminuiu, de 9.261
casos (39%) em 2015 para 6.746 casos (30 %) em 2016. O Brasil permaneceu
estavel entre os anos de 2015 e 2016, com o numero de casos em, 3.289
(14%) e 3.200 (14%) casos, respectivamente (Scarpin et al. 2022, Wilen et al.
2018).

No periodo de 2001-2021, houveram 69.665 casos novos de LV na Regido
das Américas, com uma média anual de 2.488 casos confirmados. Nos anos
de 2001 e 2010, registrou-se um aumento de casos de LV em toda a Regiao,
exceto na Colombia. No entanto, entre 2011 e 2021, a tendéncia foi
decrescente, sendo registrados 1.799 casos de LV em 2021, porém houve um
aumento significativo no niamero de casos, em relacdo a 2020 em alguns
paises: Venezuela (400%), Paraguai (123%) e Argentina (45,5%) (OPAS

2022), de acordo com a Figura 6.

Nomero de casos
=

Figura 6. Numero de casos registrados de leishmaniose visceral, Regido das
Américas, 2001-2021. Fonte: Organizacdo Pan-Americana da Saude (2022).
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No Brasil, LV era considerada eminentemente tipica de zonas rurais com
cerca de 90% dos casos notificados na regido Nordeste. Entretanto, com o
aumento das péssimas condicbes sanitarias, associadas as condicdes
climaticas ambientais e socioculturais, colaboraram para o0 processo de
urbanizacao do vetor Lutzomyia longipalpis, a qual adaptou-se com sucesso
aos diferentes ambientes urbanos (Salomoén et al. 2015). Desse modo, desde
a década de 80, a LV tem se expandido para as demais regifes brasileiras,
com destaque para a Regido Sudeste. Assim, 96% dos casos de LV nas
Ameéricas é reportado no Brasil, onde durante o periodo de 2007 a 2017, o
coeficiente de incidéncia de LV foi de 1,7 a 2,0 casos novos por 100 mil
habitantes, enquanto a taxa de letalidade aumentou de 5,9% para 8,8%.
(Costa et al. 2018, Salomén et al. 2015). Segundo Silva (2021), de 2000 a
2019, a maioria dos casos no Brasil foi registrada na regido Nordeste (54%),
seguida pelas regides Norte (17%) e Sudeste (16%).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (2022) os cinco
municipios que registraram o maior nimero de casos, em 2021, continuam
sendo Fortaleza (Ceard), Belo Horizonte (Minas Gerais), Sao Luis
(Maranh&o), Araguaina (Tocantins) e Parauapebas (Pard). As cinco maiores
taxas de incidéncia também foram registradas no Brasil, embora ndo nos
mesmos municipios que no ano anterior: Couto Magalhdes, Carmolandia e
Pau D'Arco, em Tocantins, Uiramutd, em Roraima, e Cavalcante, em Goias.
No ano de 2022, foi registrado no Brasil 1.684 casos confirmados de LV. A
regido Nordeste apresentou 0s maiores casos, sendo 731, com destaque para
os Estados no Maranhdo e Ceara que registraram 225 e 181 casos
respectivamente (Sinan/SVSA/MS, 2023). A Figura 7 mostra casos de LV por
municipio de infecg&o (Brasil 2022).
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Figura 7. Casos de Leishmaniose Visceral por municipio de infeccao. Brasil,

2022. Fonte: SVSA/MS (2023).

1.3 Aspectos taxondmicos de flebotomineos e o complexo Lu.

longipalpis

Os flebotomineos pertencem a classe Insecta, ordem Diptera, familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Sao insetos pequenos com
comprimento de corporal geralmente ndo superior a 3 mm e com grande

importancia na saude publica, pois estdo associados na transmissédo de
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protozoarios do género Leishmania, que causam a LV. Essa transmissao
ocorre exclusivamente por meio de fémeas infectadas durante o repasto
sanguineo. Essa alimentacdo é necessaria para o desenvolvimento dos seus
ovos (Galati 2018, Bastos et al 2016).

Até 1940, foram descritas 33 espécies de flebotomineos, com sua
taxonomia podendo ser explicada em dois periodos distintos. Em um primeiro
momento, estruturas de morfologia externas como genitalia e caracteristicas
como venacdo das asas eram utilizadas para classificacdo dos taxons. No
segundo momento, Adler e Theodor (1926) utilizaram morfologia interna
como: cibério, faringe e espermateca em fémeas para descricdo de espécies.
Theodor (1948) dividiu os flebotomineos em dois géneros: Phlebotomus e
Sergentomyia. Lewis et al (1977), propuseram a subdivisdo de Phlebotominae
em seis géneros, sendo dois para espécies do Velho Mundo, Phlebotomus,
Chinius e Sergentomyia, e trés géneros para espécies do Novo Mundo,
Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya. Posteriormente Young e Ducan (1994)
subdividiu os flebotomineos neotropicais em Lutzomyia, Brumptomyia e
Warileya. Galati (1995), baseado em uma analise filogenética sistematica de
caracteres morfologicos dividiu os flebotomineos em duas tribos: Hertigiini e
Phlebotomini. Sendo este ultimo subdividido em 4 subtribos e 20 géneros:
Brumptomyiina, Sergentomyiina, Lutzomyiina e Psychodopygina. Uma nova
classificacéo para flebotomineos do novo mundo proposta por Galati (2003)
propds uma nova classificacdo de flebotomineos americanos, colocando as
espécies em duas tribos, quatro subtribos e em 23 géneros (Galati, Rodrigues
2023, Andrade et al. 2020, Akhoundi et al. 2016).

Os dipteros da familia Psychodidae constituem um grupo diverso em
namero de espécies e morfologia, ocupando uma ampla gama de nichos
ecoldgicos, com cerca de 3.400 espécies descritas atualmente. A classificacéo
atual de Psychodidae inclui seis subfamilias: Bruchomyiinae Alexander 1921
(74 ssp.) Horaiellinae Enderlein 1937 (6 ssp.); Phlebotominae Rondani e Berté
1840 (1060 ssp.); Psychodinae Newman, 1834 (2050 ssp.); Sycoracinae Jung,
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1954 (56 ssp.) e Trichomyiinae Tonnoir 1922 (215 ssp.) e uma subfamilia
extinta, Datziinae Stebner et al (Galati, Rodrigues 2023, Curle et al 2019).

Dentre os flebotomineos, a subfamilia Phlebotominae & de relevante
interesse meédico e veterinario. Cerca de 98 espécies de flebotomineos séo
consideradas vetores comprovados ou incriminadas de leishmaniose
humana; os géneros Phlebotomus e Lutzomyia se destacam, incluindo 42
espécies no Velho Mundo e 56 espécies no Novo Mundo, respectivamente.
No Velho Mundo, os vetores de leishmanioses comprovados ou provaveis sdo
de aproximadamente 42 espécies, sendo que as principais espécies
incriminadas na transmissdo de LV s&o, Phlebotomus argentipes,
Phlebotomus orientalis e Phlebotomus perniciosus. Dentre os géneros de
flebotomineos que ocorrem no Novo Mundo, o género Lutzomyia apresenta
uma ampla distribuicdo geogréafica pelo Continente Americano, sendo a
espécie Lu. longipalpis o principal vetor de LV, com grande importancia
epidemiologica. Ademais, Luzomyia evansi, Lutzomyia cruzi, Lutzomyia
almerioi séo vetores incriminados ou suspeitos relacionados a transmisséo de
LV nas Américas (Maroli et al. 2013, Aklilu et al. 2023).

Um total de 286 espécies de flebotomineos sao registradas no Brasil. Os
vetores principais da LV sdo as espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
cruzi (Pereira et al. 2022). A espécie Lu. longipalpis apresenta uma
distribuicdo espacial diversa, ocorrendo em habitats secos, ambientes
florestais, mas especialmente em areas urbanas/periubanas e rurais, onde se
adaptou e se espalhou com sucesso. Ademais, Lu. cruzi é considerado de
importancia secundaria em areas especificas dos estados do Mato Grosso e
do Mato Grosso do Sul (Chaves et al. 2022, Brasil 2022, Régo et al. 2021,
Andrade et al. 2020).

Lu. longipalpis desempenha um papel fundamental como principal vetor da
LV na América. Este flebotomineo apresenta uma distribuicdo ampla e
descontinua podendo ser localizado em uma variedade de habitats. O

isolamento geogréafico entre numerosas populagbes de Lu. longipalpis
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favorece o processo de divergéncia genética e especiacao desse vetor. Ao
estudar flebotomineos do Brasil, Mangabeira (1969) abriu uma discusséao para
o status taxondémico de Lu. longipalpis, que é alvo de grandes discussoes,
desde o final da década de 1960. Foi demostrado que machos coletados nos
Estados do Ceard e Pard continham diferengcas quanto ao numero de
manchas presentes nos seus tergitos. Uma mancha no tergito IV e outra no
tergito Il foi observada em espécies dos estados do Ceara, enquanto,
espécies do estado do Para apresentaram um par de manchas claras no
tergito IV. Posteriormente, estudos com Lu. longipalpis em diferentes
populacbes brasileiras, comprovaram que essa espécie desenvolvia
ferombnios diferentes entre si, como também apresentou isolamento
reprodutivo. Essas analises sustentam a hipotese que Lu. longipalpis
constituem um complexo de espécies irmds. Esse complexo pode ser
observado desde o norte da Argentina e Uruguai ao México. Gutierrez et al.
(2021) buscando investigar o complexo de espécies irmas de Lu. longipalpis
por meio cédigos de barra de DNA, utilizou exemplares de 10 localidades de
4 paises, neste estudo foi sugerido que o complexo Lu. longipalpis consiste
em pelo menos 8 linhagens que podem representar espécies. Nesse sentido,
se ocorre diferengas dentro de uma unica “espécie” consequentemente
diferentes perfis epidemioldgicos e ecoldgicos podem ser observados, uma
vez que os flebotomineos apresentam habitos, comportamentos e
caracteristicas especificos (Casaril et al. 2019, Araki et al. 2013, Araki et al.
2009). Na figura 8 é possivel observar os padrées de manchas em Lu.

longipalpis.
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Figura 8. Macho de Lu. longipalpis apresentando variacao morfolégica no
tergito. (A) Visdo geral do corpo; (B) fenétipo de um ponto; (C) fenétipo

intermediério; (D) fendtipo de dois pontos. Fonte: Souza et al (2017).

Ward et al. (1983) obtiveram evidéncias concretas para apoiar a hipétese
de Mangabeira, em seu estudo com populagdes de Lu. longipalpis de llha de
Marajo/PA, Sobral/CE, Morada Nova/CE e Caverna da Lapinha/MG. Com
iIsso, populagdes com manchas tergais semelhantes e diferentes foram
submetidas a cruzamento que resultaram em falha de inseminacao. Esse fato,
indicou fortemente a existéncia de formas adicionais em um aparente

complexo de espécies (Souza et al. 2017).

As populagbes brasileiras do complexo Lu. longipalpis podem ser
categorizadas em dois grupos distintos, sendo o primeiro machos que
produzem cantos de copula do tipo Burst e o feroménio Cembrene-1/ CEMB-
1. O segundo grupo é muito heterogéneo, produzindo diferentes tipos de canto
para cépula, como também diferentes feroménios sexuais (Germacreno/
(9MGB, Himachaleno/ 3MaH, Cembrene-1/ CEMB-1 e Cembrene-2/ CEMB-
2). Na Figura 9, mostra os diferentes tipos de cantos para o complexo Lu.

longipalis.
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Figura 9. Diferentes tipos de cantos para cépula relacionadas ao complexo
Lu. longipalis. Fonte: Lins et al (2012).

As variacbes de feromonios do complexo Lu. longipalpis, podem ser
encontrados em diferentes estados brasileiros e Paises. CEMB-1: Sobral
(CE), Santarém (PA), Estrela de Alagoas (AL), Costa del Sol (AL), Pancas (ES)
e Jaiba (MG). CEMB-2: Jaiba (MG). 3MaH: Jacobina (BA), Jequié (BA)
também encontrado em Lu. pseudolongipalpis (Venezuela). 9MGB: Minas
Gerais, Piaui, Rio de Janeiro e S&o Paulo, bem como em outros paises como
Argentina, Colémbia, Paraguai, Honduras e Venezuela (Spiegel et al. 2016,
Araki et al. 2013).

Populagcbes do complexo Lu. longipalpis apontam a existéncia de pelo
menos quatro espécies irmas: incluindo popula¢des do Brasil, Colémbia, parte
da Venezuela e populacdes da América Central e a existéncia de pelo menos
oito haplogrupos divergentes com alta estrutura filogeografica. Tais fatos
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indicaram que dentro do complexo as espécies podem ter um papel diferente
na transmissao e podem ter diferentes capacidades ou preferéncias vetoriais
por cepas especificas de parasitas. Entender a dinamica desse vetor ao longo
de sua distribuicdo atual é de suma importancia para a epidemiologia da
doenca e para o desenvolvimento de estratégias de controle (Cabrera et al.
2022, Gutierrez et al. 2021).

Nesse trabalho, trataremos as espécies expostas a inseticidas como Lu.
longipalpis sensu latu, pois em condi¢cdes de campo foram coletados em
diferentes ambientes que sdo submetidos ao tratamento residual. Num futuro
projeto pretendemos analisar a influéncia de ferormonios na suscetibilidade

de populacdes de campo de Lu. longipalpis.

1.4 Ecologia dos flebotomineos

Os flebotomineos sdo encontrados em locais diversos preferencialmente
Umidos e com matéria organica em decomposicdo que incluem casas;
latrinas; adegas; estabulos; buracos de arvores; tocas de roedores e outros
mamiferos. Sendo um vetor facilmente encontrado em é&reas de situacéo
socioeconbmica  vulneravel, adapta-se facilmente as condicGes
peridomiciliares desses locais, explorando o acumulo de matéria organica
produzida pelas mas condicfes de saneamento basico. Geralmente €, notavel
gue caes de rua ao adentar esses ambientes podem ser infectados, pois,
ficam expostos com reservatorios silvestres e podem espalhar a infec¢do para
outros caes e humanos quando retornarem a cidade (Brasil 2014, Amora et
al. 2009).

Ao contrario de outros dipteros, os flebotomineos n&o apresentam uma
fase aquatica no seu ciclo de vida. Sado holometabolos, ou seja, seu ciclo de
vida passa por quatro estagios principais: ovos, larvas, pupas e adultos. No

periodo de 4 a 20 dias acontece a oviposi¢ao, ap0s esse processo inicia-se a
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fase de larva, que € constituida por quatro instares larvais, momento esse,
relativamente lento sendo concluido em 20 a 30 dias, dependendo das
condicbes como, temperatura e disponibilidade de alimento. Em seguida é
fase de pupacao, onde ndo acontece alimentacéo e geralmente leva de seis
a 13 dias, com os adultos emergindo pouco antes do amanhecer.
Normalmente, a oviposi¢do ocorre entre cinco e oito dias apds a alimentacao
sanguinea (Cecilio et al. 2022, Kendrick 1999). O ciclo de vida dos

flebotomineos esta esquematizado na Figura 10.

>4 LARVA ‘ /

Figura 10. Representagcdo esquematica do ciclo de vida dos
flebotomineos. O ciclo de vida do flebotomineo compreende quatro estagios
principais: ovos, larvas, pupas e adultos. Fonte: Cecilio, Cordeiro, Oliveira,
(2022).
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A maioria as espécies dos flebotomineos sdo ativos ao entardecer e
durante a noite, quando a temperatura cai e a umidade aumenta, embora
possam picar em locais fechados e durante o dia. As fémeas sdo hematéfagas
e se alimentam de sangue para maturacdo dos seus ovos. E durante esse
processo que pode acontecer a transmissédo de patdgenos, no entanto, tanto
os flebotomineos machos quanto as fémeas se alimentam de néctares de
flores, frutos e secrecdes acucaradas. Essa alimentacdo a base de
carboidratos auxilia no ganho de energia e amadurecimento dos ovarios.
Ademais, fatores como temperatura e umidade podem influenciar no momento
das atividades alimentares desses insetos, pois, com temperaturas mais
baixas e a maior disponibilidade de alimento durante o instar larval, como
folhas caidas no outono favorecem pupacédo em massa (ECDC 2014, Amora
et al. 2009, Sherlock 2003).

Os flebotomineos adultos possuem pernas longas e o corpo com aspecto
densamente piloso e geralmente sdo de cor parda, dai o apelido “mosquito
palha”. A depender da regido pode levar outros nomes como: “asa branca, asa
dura, bereré, birigui, cangalha, cangalhinha, fleb6tomo, frebdti, furrupa,
ligeirinho, mosquito-palha, orelha-de-veado, péla-égua, tatuira e tatuquira
(Rocha 2019). Apresentam uma capacidade de voo limitada e em forma de
salto, fato esse que ndo permite que esse vetor percorra grandes distancias,
podendo chegar até 200m, essa baixa dispersédo sugere que esses insetos
pouco se afastam de seus abrigos naturais (Galvez et al. 2018, ECDC 2014,
Santos 2014, Pace 2014).

1.5 Vigilancia e Controle de Flebotomineos

No Programa de Controle da Leishmaniose Visceral, o objetivo principal

da vigilancia entomolégica é realizar levantamento da presenca de

flebotomineos em carater quantitativo e qualitativo (Brasil 2014). Os
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indicadores quantitativos direciona-se para aspectos organizacionais, fisicos,
financeiros, administrativos e juridicos, ou seja, 0 necessario para 0
desenvolvimento do servico, enquanto que o0s qualitativos sédo o
enriquecimento e interpretagdo dos dados obtidos por meio do levantamento
realizado pelas equipes de vigilancia (Sena 2011).

Segundo Gomes (2002) a Vigilancia Entomoldgica pode ser definida

comao:

Continua observacdo e avaliacdo de informacgfes
originadas das caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas dos vetores,
nos niveis das interagdes com hospedeiros humanos e animais
reservatérios, sob a influéncia de fatores ambientais, que
proporcionem o conhecimento para detec¢do de qualquer mudanca

no perfil de transmissédo das doencas.

Gomes (2002) apresenta algumas concepgcbes da vigilancia

entomoldgica:

e identificar espécies de vetores por meio de caracteres
morfolégicos e biol6gicos com vista a definicdo de habitos e
comportamento implicados na transmisséo de doenca;

e detectar precocemente espécies exoticas e, nas autdctones, o
nivel de domiciliagdo ou o grau de contato homem-inseto
necessario a medida da capacidade vetorial;

e identificar situacbes ambientais e climaticas que favorecam a
reproducdo e as estacdes mais sujeitas a disseminacdo de

patogenos.

O Ministério da Saude busca confirmar a presenca e comportamento
de vetores da LV, preconizando atividades entomoldgicas tais como:
investigagdo, levantamento e monitoramento entomolégico. O levantamento

entomoldgico, € uma atividade qualitativa, que compreende a coleta de
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flebotomineos em areas silenciosas, em municipios com transmissao
esporadica, moderada ou intensa e que ndo tenham sido realizadas
investigacdes anteriores, coletas essas realizadas por meio de armadilhas
luminosas. A investigacdo é uma atividade qualitativa, que vai confirmar em
determinado municipio a ocorréncia do primeiro caso de LV ou que se
apresenta em situagfes de surto. Esse método deve ser feito em um periodo
curto dentro das residéncias, baseia-se em encontrar flebotomineos em
paredes e dormitorios com a utilizacdo de coleta manual sendo realizada em
um periodo de 3 noites consecutivas. Com caracteristicas quantitativas e
qualitativas o monitoramento entomoldgico, avalia determinar curvas sazonais
para determinada regido e conhecer a dispersao das espécies transmissoras
da LV. Com isso, é possivel conhecer em qual periodo € mais favoravel para
ocorrer casos de LV, direcionando as medidas de prevencdo e controle
quimico (Sousa et 2011, Elkhoury et al. 2018, Brasil 2014).

As medidas de controle da LV devem ser realizadas de forma integrada,
tendo como objetivo diminuir as taxas de letalidade, como também o grau de
morbidade e os niveis de transmissdo da doenca pelo vetor. No Brasil, as
acOes do Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(PVCLYV) séo centradas no hospedeiro, por meio de inquéritos sorolégicos de
céaes, utilizando-se da eutanasia quando sao sorroreagentes positivos, como
também, sdo direcionadas para educacdo em saude, tratamento de casos
humanos, manejo ambiental, e como medida de protecao individual para o
principal reservatério coleiras impregnadas com deltametrina (Costa et al.
2020, Costa et al. 2018, Silva et al. 2027).

O componente educativo do programa de controle da LV tem base,
envolver a populacédo sobre “o que €”, “Quem transmite a LV”, “Como acontece

M

a transmissao” “Como prevenir’, “E o que posso fazer” € um trabalho
multiprofissional, que beneficia as comunidades das regibes atingidas,

auxiliando assim no controle da doenca (Costa et al. 2015).
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O Ministério da Saude (2014) recomenda que algumas atividades de
educacdo e saude sejam incluidas em todos os servicos que desenvolvem

acOes de controle dos vetores da LV, dentre elas:

e Informar a populagdo sobre as manifestagcdes clinicas,
diagnostico e tratamento da LV,

e Divulgar a comunidade informacdes sobre a ocorréncia da
doenca na regiéo;

e Capacitar profissionais e desenvolver atividades junto a
comunidade, por meio de servicos de saude e educacao,
disponibilizando materiais educativos, informando sobre a
transmissdo da doenca e seus vetores, levando em

consideracao as condi¢des de vida dos grupos locais.

Desse modo, a educacdo em saude para o controle das leishmanioses
€ de suma importancia, pois, quando a comunidade entende sobre locais de
repouso dos vetores pode desenvolver meios mais adequados para criacao
de galinhas por exemplo, assim, a simples eliminacdo de todos os possiveis
locais/criadouros de descanso dos flebotomineos pela prépria populacao,
pode resultar numa reducéao significativa da incidéncia da doenca (Kishore et
al. 2006).

7

O manejo ambiental € direcionado para diminuir a presenca e
manutencdo de criadouros de flebotomineos, dificultando que o vetor se
aproxime do homem e de cédes domésticos. Utiliza de estratégias simples
como: limpeza de quintais, terrenos e pracas publicas, visando criar um
ambiente inadequado para criadouros de formas imaturas. Limpeza urbana,
eliminacdo e descarte adequado dos residuos solidos organicos, eliminacao
de fonte de umidade, cuidado com os animais domésticos, sempre que
possivel sua permanecia fora do domicilio, entre outras, certamente

contribuirdo para evitar ou reduzir a proliferagcdo do vetor (Brasil 2014).
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Por fim, o método de controle quimico constitui a principal linha de agédo
implementada pelo Ministério da Saude, a qual constitui-se pela aplicacédo de

produtos quimicos no intra e peridomicilio das residéncias.

1.5.1 Controle quimico

O uso de inseticidas de origem organica ou inorganica € uma das
formas mais utilizadas como larvicida e adulticida, fazendo parte do manejo
sustentavel e integrado para o controle de vetores em Saude Publica (Braga,
Valle 2007).

O controle quimico compreende a utilizacdo de substancias quimicas
(inseticidas), sendo recomendada para o controle vetorial em ambito de
protecdo coletiva, visando reduzir ou eliminar a presenga de insetos
transmissores de patégenos, reduzindo o contato entre o vetor e a populacao
e consequentemente os casos de LV. No controle de flebotomineos essa
medida é focada para o adulto, uma vez que, formas imaturas desses insetos
se tornam inviaveis para eliminacao, devido a dificuldade de serem detectadas

em criadouros naturais (Brasil 2014).

No Brasil, os produtos mais empregados para o controle quimico no
controle da LV sao os inseticidas do grupo dos piretréides sintéticos, sendo
eles, cipermetrina/alfacipermetrina e deltametrina. A borrifacdo é realizada em
residéncias, preferencialmente em paredes internas e externas, incluindo o
teto, quando a altura deste for de até 3 metros, como também em anexos,
como abrigos de animais. A metodologia da aplicacdo, exige que o
responsavel realize a deposicdo uniforme de 40 mg de elemento ativo/m?
construido, garantindo um efeito residual de trés meses, com 2 ciclos de
aplicacdo durante o ano (Elkhoury et al. 2018, Salomén et al. 2015, Brasil
2014).
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7

Para o controle da LV, a borrifacdo residual é indicada em
circunstancias especificas, como (1) area com primeiro registro de caso
humano ou canino, sendo realizado apds a investigacdo entomoldgica; (2)
residéncias num raio de 150 m do primeiro caso; (3) em areas com
transmissdo moderada e alta onde a pulverizacdo deve ser executada em
residéncias em &reas pré-definidas antes e depois a estacdo chuvosa
(Elkhoury et al. 2018).

Foi durante a segunda guerra mundial, que iniciou o desenvolvimento de
inseticidas organicos sintéticos, a fim de proteger os soldados de insetos
transmissores de doencas. O primeiro inseticida utilizado foi o DDT (Dicloro-
Difenil-Tricloroetano), que passou a ser usado com grande frequéncia contra
mosquitos transmissores de malaria. Foi nesse processo de busca de
erradicacdo da maldaria, que ao mesmo tempo, teve um grande efeito sobre
os flebotomineos, ou seja, inseticida aplicado para vetores da malaria em
areas peridomiciliares acabava indiretamente atingindo focos de
flebotomineos, resultando em uma diminuicdo da prevaléncia do vetor na

india (Fontes, Zappen 2012, Lainson, Rangel 2005).

A primeira tentativa de controle de flebotomineos usando inseticidas foi
realizada com o organoclorados DDT, que aconteceu no Peru com a
pulverizacdo residual de duas cabanas com uma solucdo a 5% deste
inseticida, demostrando em um primeiro momento prote¢ao contra Lutzomyia
verrucarum. Esses pesticidas sdo bastante lipofilicos e altamente resistentes
aos mecanismos de decomposicdo dos sistemas biolégicos, o que faz com
gue permanegam no meio ambiente, sendo 0S compostos mais persistentes
ja fabricado (Amora et al. 2009, Braga, Valle 2007).

As primeiras tentativas de controle quimico de flebotomineos, no Brasil,
ocorreram durante a década de 1950, quando foi testado em residéncias a
pulverizagdo com uso do DDT, no estado do Rio de Janeiro. Posteriormente
foi observado uma diminuicdo tanto nos niveis populacionais de

flebotomineos como nos casos de LV. Com isso, esse inseticida passou a ser
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usado em campanhas contra Lu. longipalpis em outros estados brasileiros
como Ceara e Minas Gerais até 1964, ap0s seu inicio. Dessa maneira 0
emprego do DDT em campanhas de controle de flebotomineos comprovou a
eficAcia deste inseticida reduzindo progressivamente a transmissdo de
leishmanioses, seu uso foi empregado no Brasil até 1992 (Torres, Sinval 2006,
Alexandre, Maroli 2003, Teodoro, Galati, Kuhl 1998).

No entanto, medidas restritivas contra o uso de DDT foram tomadas pela
primeira vez em 1971, pois, apresentava efeitos adversos como pouca
degradacéo, persistindo por muito tempo no ambiente, gerando acumulo em
tecido do organismo de animais e de humanos, causando grandes mudancas
ecolégicas e problemas de saude. Devido tais circunstancias o DDT foi sendo
gradativamente substituido pelos piretréides sintéticos, que sao utilizados
atualmente (Amora et al. 2009, Flores et al. 2004).

Os piretroides sdo caracterizados por serem biodegradaveis, néo
acumulativos e apresentarem baixa toxicidade para os mamiferos. Para os
animais aquaticos, entretanto, sdo extremamente téxicos (Braga; Valle, 2007,
Rocha 2014). Os insetos quando tratados com piretroides apresentam um
quadro de descoordenacao e paralisia. Essas substancias sdo neurotoxicos e
agem sob a membrana dos neurdnios afetando o mecanismo da bomba de
sédio e potéassio, impedindo a transmissédo dos impulsos nervosos, levando o

inseto a uma morte rapida (Heminhwhy 2004, Funasa 2001).

Falcdo e colaboradores (1988) realizaram os primeiros trabalhos com
piretréides, no estado de Minas Gerais, especificamente avaliando a eficacia
de deltametrina para o controle da espécie Lu. longipalpis. Neste estudo,
populacdes de Lu. longipalpis foram expostas a concentracdes do inseticida,

com isso, foi demostrando eficacia deste piretréide.

Barata et al. (2011) em um estudo para avaliar a fauna de flebotomineos
apos aplicacdo do piretroide cipermetrina, em Montes Claros/MG, foi
observado que nas primeiras borrifagbes as espécies eram suscetiveis ao

inseticida, demostrando a reducéo de vetores em residéncias e anexos que
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ocorreram a aplicacdo, sendo que a duracdo do efeito residual do inseticida

foi de dois a quatro meses.

As estratégias de controle de flebotomineos podem ser bastantes dificeis
na pratica, especialmente, quando associado a questdes ambientais. Dessa
forma, torna-se imprescindivel compreender as interacdes entre a
urbanizacao e a transmissao de doencgas por vetores em meio social para que
estratégias de prevencado e controle sejam adequadas. Além disso, €
importante desenvolver de forma periédica o monitoramento da resisténcia a

inseticidas.

No Brasil, as acdes de controle sempre foram interrompidas por diversos
motivos, como, falta de politicas publicas de saude, problemas de
financiamento e rotatividade de pessoas, limitagcbes operacionais como a
complexa metodologia de aplicacdo de inseticidas. Esses fatos corroboram
para o surgimento de selecdo de populag@es resistentes de flebotomineos e
conseguentemente para reaparecimento de casos de LV em humanos e caes
(Gontijo, Melo 2004). Por outro lado, novas tecnologias para o controle da
transmissao da LV vém surgindo ao longo do tempo, como por exemplo, o0 uso

de coleiras impreganadas com inseticidas.

1.5.2 Coleiras impregnadas com deltametrina

Em meio urbano o principal reservatério relacionado LV tem sido cées
domésticos. A partir disso, é notavel que infeccbes em humanos vem
precedidas de infeccbes em caes. Dessa forma, como medida preventiva
coleiras impregnadas com inseticidas para o controle de LV vem sendo
utilizada como medida de protecéo individual para os caes (Figura 11). Essas
coleiras contém um produto com funcéo repelente e protegem o cédo contra a

picada de fémeas de flebotomineos, reduzindo dessa forma a interagao vetor
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hospedeiro, de certa forma reduzindo o ciclo de transmissao (Brasil 2021,
Alburquerque et al. 2018, Alves et al. 2012).

% ~ .
g Cao sem coleira

Cao com coleira

Figura 11. Repeléncia de flebotomineos em cées encoleirados. Fonte:

Elaborado pela autora.

No ano de 2010, o Ministério da Saude (MS) buscando avaliar e fomentar
novas ferramentas de controle para com a LV, financiou estudos voltados para
a efetividade das coleiras impregnadas com o piretroide deltametrina a 4%,
com mais de 300 mil caes encoleirados. Os resultados demonstraram que em
areas onde foram usadas as coleiras impregnadas com inseticidas houve
reducdo de 52% de risco de infec¢do dos cdes, em relacdo a areas onde as

coleiras ndo foram utilizadas (Brasil, 2021).

Além disso, pode-se avaliar que a coleira tinha melhor custo-efetividade
quando comparada as ac¢oes ja recomendadas pelo programa, como também
foi de mais facil aceitacdo pela populacdo, quando comparada com a
eutanasia de cées infectados, uma vez que o tratamento em animais nao

apresenta muita eficacia, pois os caes tratados e clinicamente curados muitas
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vezes recidivam e permanecem infecciosos ao vetor flebotomineo, além de

apresentar custos muitos elevados (Silva et al. 2018, Reithingera et al. 2003).

Diante disso, o MS recomendou a incorporacdo de coleiras impregnadas
com inseticidas em varios municipios do Brasil, como uma estratégia adicional
e complementar para as demais acfes de controle previstas pelo PVC-LV
(Diretrizes do Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral).
Os municipios prioritarios para adquirir as coleiras devem seguir critérios de
risco de transmisséo alta, intensa e muito intensa. A Tabela 2 resume critérios
para a incorporacao das coleiras impregnadas com inseticida fornecida pelo

MS para 0s municipios brasileiros.
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Tabela 2. Critérios para a incorporacdo das coleiras impregnadas com

inseticida fornecida pelo MS para 0os municipios brasileiros.

Critérios paraincorporacao

Municipios classificados com transmissao alta, intensa e muito intensa.
Recursos humanos (Médico veterinario; controle de zoonoses responsavel
para monitoramento; Agentes de Combate a Endemia capacitados em
coleta de sangue de caes).

Recursos fisicos/insumos.
Estimava da populacao canina do municipio.

O estado e/ou municipio deve pactuar a atividade de incorporacdo das
coleiras impregnadas com inseticida em instancia colegiada do Sistema
Unico de Saude.

Divisdo dos municipios em Areas de Trabalho Local (ATLs)- Raz&o de
cao por habitantes, prevaléncia canina e/ou vulnerabilidade

socioecondmica.

ApOs incorporacao

Com a adesédo o municipio deverd manter a estratégia por, no minimo
guatro anos de trabalho nas areas eleitas.
Realizagao de oito ciclos de encoleiramento a cada 6 meses.
Recomenda-se que as ATLs que irdo utilizar a coleira como ferramenta de

controle ndo realizem as atividades de controle quimico.

Adaptado de Brasil (2021).

David et al. (2001) testaram a eficacia das coleiras em relacdo a
alimentacao de fémeas, quatro cdes com coleiras de deltametrina e trés cées
com coleiras nédo tratadas (ndo impregnadas com deltametrina) foram
mantidos em canis separados por mais de oito meses em Fortaleza, no Ceara.
Periodicamente, um cédo de cada grupo foi colocado em uma gaiola por 2
horas, na qual 150 fémeas de Lu. longipapis foram liberadas 10-15 minutos.

Os resultados demostraram que de 2022 Lu. longipapis expostos em caes
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com coleiras apenas 81 fémeas estavam ingurgitadas, 83% dos 2.094 Lu.
longipalpis recuperados dos canis contendo os cdes sem coleiras estavam

ingurgitados.

Dessa forma, estudos avaliativos como uso de coleiras caninas
impregnadas com deltametrina 4%, tém demonstrado resultados satisfatorios.
Kazimoto et al. (2017) também registraram reducéo na incidéncia de LVC com
53-59% em um estudo realizado Mossoré, Estado do Rio Grande do Norte,
com Lu. longipalpis (81,8%) sendo a espécie mais abundante.

Silva et al. (2018) analisou o impacto do uso de coleiras impregnados com
deltametrina a 4% (Scalibor) em populacées de Lu. longipalpis em areas com
uso/ndo uso de coleiras, nos municipios de Fortaleza (CE) e Montes Claros
(MG). Na éarea controle de Fortaleza foi capturado 415 exemplares e 159 na
area de intervencdo. Em Montes Claros, 5.660 exemplares capturados na
area controle e 2.499 na area de intervencdo. Com isso foi observado que em
areas de intervencdo a presenca do vetor Lu. longipalpis foi menor,

demostrando eficicia das coleiras em rela¢do abundéancia do vetor.

Alves et al. (2020) avaliou a eficacia de coleiras impregnadas com
deltametrina 4% (Scalibor) em duas areas do municipio de Montes Claros
(MG). Em uma area controle foram implementadas medidas preventivas
preconizadas pelo Programa de Controle da Leishmaniose Visceral
(eutandsia de cées infectados e controle de vetorial). Na area de intervencéo,
coleiras impregnadas com deltametrina foram utilizadas em cées, além das
outras medidas preventivas. No final do estudo, o uso de coleiras foi associado
a uma reducéo significativa (aproximadamente 50%) na prevaléncia de casos

caninos.

Neves et al. (2021) também avaliaram o efeito do emprego de coleiras
impregnadas com deltametrina 4% (Scalibor) no controle da LVC no municipio
de Andradina/SP. O uso de coleiras contribuiu para a redugdo da LVC com

efetividade de 66%. Essa reducdo foi sustentada por um ano apos a



52

descontinuacao do uso da coleira e também foi observado uma sobrevivéncia

na taxa canina de 90%.

Apesar da eficacia comprovada das coleiras em repelir flebotomineos,
Alves et al. (2012) descreveram, em Montes Claros/MG, as dificuldades
operacionais na implementacéo das coleiras no municipio. Foi observado que
de 4.388 cées soronegativos encoleirados, 36,9% nao foram encontrados no
segundo ciclo, 27% foram perdidos por sumi¢o/doagao/venda e 22,6% porque

a casa estava fechada e a perda de coleiras foi de 56,1% em um ano.

Nesta pesquisa, procuramos analisar os niveis de suscetibilidade de
populacbes de campo da espécie Lu. longipalpis procedentes de areas com
uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4%, levando em
consideracao que flebotomineos entram em contato com inseticida da coleira
e, consequentemente podem contribuir para selecéo de individuos resistentes

em uma determinada populacéo.

1.6 Resisténcia de flebotomineos a inseticidas

Desde a década de 1940, os inseticidas quimicos vém sendo utilizados,
tanto na agricultura e agropecuaria quanto na area da Saude Publica. A
resisténcia a inseticidas continua a ser uma ameaca ao sucesso dos
programas de controle de insetos vetores, devido principalmente ao uso
continuado e indiscriminado dessas substancias em diversas regides do
Brasil. A partir disso, a reemergéncia de doencas esta envolvida diretamente
a resisténcia, onde tem sido detectada para todas as classes de inseticidas,
afetando, direta e profundamente muitas espécies de importancia médico
sanitaria como mosquitos, triatomineos, piolhos, pulgas e flebotomineos
(Derlinger et al. 2021, Derlinger et al. 2016).

Em 1990, foi relatado que mais de 500 espécies de artrOpodes

apresentavam resisténcia a inseticidas sintéticos, sendo 88% representantes
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da Classe Insecta com quatro ordens (Diptera, Hemiptera, Coleoptera e
Lepidoptera) e 12% eram da classe Arachnida, ordem Acarida (Acaros e
carrapatos). Embora quase todas as classes de insetos sejam atualmente
afetadas pela resisténcia, a sua distribuicdo geogréafica varia muito entre
espécies (Denholm, Devine 2013).

A resisténcia refere-se a capacidade de uma populacdo de insetos
sobreviver a exposicado de inseticidas que antes seria letal nessa mesma
populacdo. Compreende mudancas genéticas na suscetibilidade de uma
populacdo de insetos, que se reflete na falha repetida de um produto em
atingir o nivel de controle esperado quando usado de acordo com a
recomendacdo do fabricante, resultando em individuos que s&o menos
afetados pelo inseticida (IRAC 2021). A Figura 12 representa a evolucao da

resisténcia em uma populacéo de insetos.
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Figura 12. 1 - Insetos em vermelho, presenca de alelo resistente. Insetos

em azul, insetos sem alelos resistentes. 2 - Insetos com alelos resistentes

sobrevivem, sem alelos resistentes morrem. 3 -Populacdo com alelos

resistentes. Fonte: Elaborado pela autora.

A resisténcia é causada relativamente por pressao seletiva resultando em

mudancas genéticas ao longo do tempo, podendo afetar as caracteristicas

fisioldgicas ou comportamentais dos insetos. Fatores genéticos, operacionais
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e bioecologicos podem contribuir para o surgimento de populacdes
resistentes, tais como, natureza quimica do inseticida, falha de rotacdo de
ingredientes ativos, calibracdo dos equipamentos de pulverizacdo, exposicao
continua e errbnea de inseticidas, aplicacdo de doses mais elevadas, uso
individual de inseticidas caseiros. Além disso, insetos que possuem ciclo de
vida curto e prole abundante, contribuem para o surgimento de populagces
com diferentes caracteristicas genéticas, aumentando a frequéncia de genes
resistentes que sdo passados para proximas geracdes (IRAC 2021, Moreira
et al. 2012, Braga, Valle 2007, Hemingway, Ranson 2000).

Existem varios mecanismos pelas quais o0s insetos podem se tornar
resistentes aos inseticidas, 0s mais comuns sao: i) resisténcia
comportamental, ii) resisténcia a penetracao, iii) resisténcia metabdlica e iv)
resisténcia alterada no local-alvo.

A resisténcia comportamental é quando o0s insetos desenvolvem
comportamentos diferentes fazendo com que ndo entre em contato com o
inseticida, diminuindo a exposicao. Este mecanismo de resisténcia foi relatado
para diversas classes de inseticidas, incluindo organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretrdides. Dentre as mudancas
comportamentais sdo incluidas , alteracbes no padrdao de alimentacao,
selecdo com menor aplicacdo do inseticida, mudancas de areas (Siddiqui et
al. 2023, Gan et al. 2021, Denholm, Devine 2013, Moreira et al. 2012, IRAC)

Resisténcia a penetracdo é quando ocorre uma mudanca na cuticula
externa dos insetos ficando mais espessa, fazendo que a absorcdo do
inseticida seja mais lenta. A resisténcia a penetracdo ocorre quando o0s insetos
retardam o envolvimento de xenobidticos em seus corpos. Essa resisténcia
cuticular geralmente esta envolvida na resisténcia cruzada a multiplas classes
de inseticidas (Siddiqui et al. 2023, Gan et al. 2021, Denholm, Devine 2013,
Moreira et al. 2012, IRAC)

Resistencia metabdlica € um tipo de resisténcia onde 0s insetos
metabolizam o inseticida mais rapidamente e transformando em formas
menos toxicas ou nao toxicas. Os insetos utilizam o0s seus sistemas

enzimaticos para digerir seus compostos quimicos e as populacdes
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resistentes podem conter maior quantidade destas enzimas desintoxicantes.
Essa elevada atividade enzimética deve-se a expressao maior de genes que
codificam essas enzimas. Trés enzimas, glutationa-S-transferases (GSTSs),
esterases (ESTs) e citocromo P450 (CYPs), estao envolvidas nesse processo
de resisténcia nas principais classe de inseticidas (Siddiqui et al. 2023, Gan
et al. 2021, Denholm, Devine 2013, Moreira et al. 2012, IRAC)

Resisténcia alterada no sitio-alvo € quando o local onde a toxina
geralmente se liga no inseto é modificado para reduzir a efeitos do inseticida,
ou seja, ndo tem interacdo do inseticida com seu sitio-alvo. Mutacdes de
genes que codificam canais de sodio dependentes de voltagem sao
frequentemente observados em contextos de resisténcia a inseticidas, canal
esse usado com ligacao para piretroides (Siddiqui et al. 2023, Gan et al. 2021,

Denholm, Devine 2013, Moreira et al. 2012, IRAC). A Figura 13 mostra os
principais mecanismos de resisténcia.
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Resisténcia metabdlica. 5- Resisténcia sitio-alvo. Fonte: Elaborada pela

autora.

Quando uma populagéo de insetos desenvolve resisténcia a mais de um
composto quimico por meio de um Unico mecanismo € chamada resisténcia
cruzada. Quando insetos expostos a um determinado inseticida e desenvolve
varios mecanismos de resisténcia apresenta uma resisténcia multipla (Toé et
al. 2022, IRAC 2022).

A resisténcia a inseticidas poder ser detectada por meio de bioensaios
biol6gicos, visando estabelecer a suscetibilidade/resisténcia de uma
determinada populacdo de vetores em relacdo as classes de inseticidas
usadas em seu controle. Esses bioensaios consistem em sua maioria no uso
de diferentes concentracbes ou doses de inseticidas, expondo os vetores
durante um intervalo de tempo determinado ou no efeito de uma unica
concentracdo durante periodos de tempo variaveis, tendo como finalidade
estabelecer uma comparag¢do com uma populacéo de referéncia suscetivel. O
bioensaio pode ser usado em todas as fases evolutivas dos insetos, desde
ovos a adultos. O bioensaio com garrafa do CDC € um método utilizado para
determinar resisténcia em adultos, correspondem ao intervalo de tempo que
um inseticida demora para penetrar em um artrépode, atravessar seus tecidos
e chegar ao local alvo de acéo e atuar neste, ou seja, quanto tempo o vetor
leva para morrer (CDC 2010, Aragéo 1972).

Dentre os bioensaios bioldgicos, é possivel por meio de Dose-Resposta
(DR) determinar o perfil de resisténcia em uma populagdo. Esse método
busca avaliar a resposta de uma populacdo em relagdo a doses crescentes,
usando aproximadamente entre 4 e 7 doses. Dados com DLso (dose letal de
inseticida que mata 50% de uma amostra da populacdo em um determinado
periodo de tempo) e DLgs (dose letal de inseticida que mata 95% de uma
amostra da populacdo em um determinado periodo de tempo) sdo obtidos

com esse tipo de bioensaio, e com isso, pode-se determinar a Razao de
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Resisténcia (RR), por meio das DLs. A RR fornece informacdes a respeito de
guantas vezes a populacéo investigada € mais resistente quando comparada
a populacao suscetivel ou de referéncia (Karunarathne et al. 2022, Burgess et
al. 2020, Minho et al. 2016, Costa 2013) .

A determinacdo de Dose Diagnostica (DD) é outra forma de verificar
resisténcia a classes de inseticidas. A DD € uma dose de inseticida por garrafa
que mata 100% dos insetos suscetiveis dentro de um tempo especifico. Para
estimar a DD € necessario um bioensaio DR usando uma populacéo
suscetivel, onde € exposta a concentracdes diversas de inseticidas, sendo
gue a dose que provocou a morte de 100% dos insetos no menor tempo de
leitura é considerada a DD. A DD é estabelecida por meio da DLge multiplicada
por 2, no caso de mosquitos (Campos et al. 2020, CDC 2010, Halliday,
Burnham 1990).

Ademais, outros métodos para caracterizar resisténcia pode ser utilizado,
como métodos bioquimicos, que objetiva encontrar alteracdes enzimaticas
gue estdo envolvidas no processo de detoxificacdo de inseticidas em uma
determinada populacdo. Método de deteccdo de pontos de mutagdo, envolve
0 uso de RT-PCR, onde é comparada uma populacdo suscetivel e uma
possivel populacdo resistente. Essa técnica ocorre por meio do
sequenciamento de fragmentos genéticos dessas populagdes, podendo
verificar a presenca de mutacdes em genes que conferem resisténcia (Ribeiro
et al. 2007).

Ainda com respeito a resisténcia em insetos de interesse sanitario, tem-se
observado em varias areas resisténcias comprovadas para varias espécies.
Hayd et al. (2020) avaliou o status de suscetibilidade popula¢gdes de Aedes
aegypti ao piretréide deltametrina usando kits de tubo da OMS. Os quatro
municipios de Roraima, onde os mosquitos foram coletados apresentaram

resisténcia a deltametrina.

Outro estudo apresentou os resultados de avaliagdes de 146 municipios

brasileiros amplamente dispersos pelo pais, realizadas entre 1998 e 2012,
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sobre o perfil de resisténcia de Ae. aegypti em relacdo ao temefds
(organofosforados) e deltametrina. A grande maioria dos municipios
mostraram resisténcia generalizada a ambos inseticidas (Valle et al. 2019).
Campos et al. (2020) avaliaram o perfil de suscetibilidade de populacdes de
Ae. aegypti ao malation (organofosforados) e piriproxifeno (Reguladores de
Crescimento de Insetos). Esse estudo avaliou 132 municipios brasileiros,
desse municipios seis populacdes dos Estados da Bahia e Ceara apresentam
alteracdes de suscetibilidade ao piriproxifeno com Razbes de Resisténcia
(RRgs) variando de 1,51 a 3,58. Em relacdo ao malation, 73 populacdes
distribuidas pelo pais foram resistentes quando expostas ao DD local 20

Mg/frasco.

O uso de mosquiteiros tratados com inseticidas € uma das principais
ferramentas no controle da malaria, no entanto, € observado rapido
desenvolvimento e propagacdo da resisténcia aos inseticidas entre seus
vetores. Um estudo realizado na Africa, com espécies Anopheles gambiae
criados a partir de colecdes de larvas foram expostas as doses de DDT,
deltametrina e malation. Essas populacbes da espécie An. gambiae
mostraram resisténcia a ambos inseticidas. Foram encontradas mutacdes no
local alvo do DDT/piretrdide, conhecidas como alelos de resisténcia
knockdown (kdr), como alelos de resisténcia do gene da acetilcolinesterase,
o sitio alvo de organofosforados (Edi et al. 2012, Yewhalaw et al. 2011). No
Sudéao foram relatados resultados semelhantes para Anopheles arabiensis,
com inseticidas deltametrina e malation, apresentando altos niveis de

resisténcia (Matambo et al. 2007).

Picollo et al. (2005) realizou coleta de campo de Triatoma infestans no
norte da Argentina buscando avaliar a suscetibilidade desse vetor frente os
inseticidas deltametrina e cipermetrina. Todas as populagbes de campo
exibiram altos graus de resisténcia em comparagcédo com a cepa suscetivel em

relacdo a ambos inseticidas.
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Culex quinquefasciatus - vetor do virus do Nilo Ocidental, também
apresentou resisténcia a organofosforados, carbamatos e DDT. A presenca de
mutacOes em kdr relacionadas a resisténcia a piretroides foi relatada para
populacdes brasileiras de Cx. quinquefasciatus (Lopes et al. 2019, Longo
2016).

O primeiro registro de resisténcia em flebotomineos foi feito em relacdo a
espécie Phlebotomus papatasi, em 1978, na india. Quando essa espécie foi
exposta ao DDT observou-se que 80% flebotomineos permaneceram vivos
ap6s uma hora de exposicdo (Rocha et al. 2021). Na india, populacdes de
campo de Phlebotomus argentipes foram expostas aos inseticidas DDT e
malation, onde algumas populagdes registraram um perfil de resisténcia ao
DDT e malation (Singh & Kumar 2015).

Na Venezuela, uma populacdo de campo de Lu. longipapis capturada em
area endémica para LV foi testada quanto a sua suscetibilidade aos inseticidas
malation e deltametrina. No entanto, os niveis de resisténcia observados
foram baixos para ambos inseticidas (Mazzari et al.1997). No Peru, Vargas et
al. (2006) encontrou resultados semelhantes para o inseticida deltametrina em
populacdes de Lutzomyia peruensis.

No Brasil, Rocha et al. (2020) analisou o perfil de suscetibilidade de quatro
populacdes de Lu. longipalpis ao inseticida alfa-cipermetrina expostas a 5
diferentes concentracdes. Os resultados demostraram suscetibilidade dessas
populacdes ao piretrdide alfa-cipermetrina.

Por outro lado, Alexandre et al. (2009) demostrou a baixa suscetibilidade
de Lu. longipalpis para os piretrides deltametrina e permetrina. Duas
populacdes brasileiras, procedentes de Montes Claros/MG e Lapinha/MG
foram usadas neste estudo, sendo essa Ultima considerada como referéncia.
Esse estudo demostrou o primeiro registro de tolerancia de Lu. longipapis a

inseticidas na América do Sul.

Denlinger et al. (2021) observou a suscetibilidade em laboratério de Lu.

longipalpis e Ph. papatasi a 10 inseticidas que foram usados no controle de


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Singh%2BR&cauthor_id=25420660
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kumar%2BP&cauthor_id=25420660
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vetores por meio de bioensaios de garrafa CDC. Foi demostrado que Lu.
longipalpis e Ph. papatasi sdo suscetiveis aos carbamatos bendiocarb e
propoxur e ao organofosforado fenitrotion, porém, ambas espécies sS40 menos
suscetiveis ao DDT.

O uso de inseticidas quimicos é a principal estratégia de controle de
vetores em programas de saude, sendo que a resisténcia é relatada para
todas as classes de inseticidas e para grande maioria dos vetores. Dessa
forma, monitorar sistematicamente os niveis de resisténcia e empregar
medidas de seguranca na aplicacdo de inseticidas € de fundamental

importancia dentro do cenario de controle de vetores.
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2 JUSTIFICATIVA

O controle da Leishmaniose Visceral em ambientes urbanos e
periurbanos é direcionada para a diminui¢do da densidade do vetor, por meio
da aplicacéo de inseticidas quimicos, como alfacipermetrina. Devido a falta
uma vacina segura e eficiente para combater a LV, assim como a baixa ades&o
ao tratamento e diversos efeitos colaterais causados pelos antimoniais
pentavalentes, a eliminacdo do vetor € a melhor forma de interromper a
transmissdo humana, nas areas endémicas.

Com o aumento continuo dos casos de leishmanioses e um histérico
de controle quimico especifico de mais de 60 anos, o monitoramento da
suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, principalmente em areas com
uso de coleiras impregnadas, torna-se fundamental para aprimorar as acdes
de controle vetorial, tendo em vista que essa tecnologia de controle utiliza
piretréide, por exemplo, deltametrina. Portanto, pode existir a sobreposi¢édo de
produtos como alfacipermetrina (borrifacdo residual), juntamente com
deltametrina (coleiras), ademais, a aplicacdo de inseticida para controle de
mosquitos Aedes aegypti e Anopheles spp., por exemplo, pode atingir,
simultaneamente focos pontuais de Lu. longipalpis em determinadas areas.
Assim, tais situacfes, podem selecionar populacdes resistentes a inseticidas,
elevando dessa forma o nivel de exposicéo de Lu. longipalpis a inseticidas.

Ressalta-se que as informacg0des a respeito da ocorréncia de resisténcia
em areas com uso de coleiras em espécies do género Lutzomyia sao
escassas e quase inexistentes, principalmente no Brasil. Ainda, ndo se tem
nenhum conhecimento amplo e bem fundamentado sobre o potencial de
resisténcia frente a exposicdo de coleiras impregnadas com o piretroide

deltametrina.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil de suscetibilidade de diferentes populacbes de
Lutzomyia longipalpis ao piretroide deltametrina em &reas com uso de coleiras
impregnadas para controle de LV.

3.2 Objetivos especificos

e Coletar e identificar populacdes de flebotomineos procedentes de

municipios com uso de coleiras impregnadas;

e Determinar a Dose Diagnéstica a partir de uma linhagem de
referéncia de suscetibilidade procedente do insetario da Fiocruz/RJ;

e Estimar o perfil de suscetibilidade/resisténcia de seis populacdes de
flebotomineos expostos a deltametrina;

e Estabelecer a Razdo de Resisténcia de seis populacbes de
flebotomineos coletadas em municipios com uso de coleiras

impregnadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populacéao de referéncia

Foi utilizado flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis,
procedentes de Jacobina (Bahia) e criados no Laboratério de Bioquimica e
Fisiologia de Insetos do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz) do Rio de Janeiro.
Trata-se de uma colénia mantida em insetario desde 1970, sem aporte de
material externo. Os insetos sdo mantidos em condi¢des semi-controladas de
temperatura e umidade (28 + 2°C e 65 + 10% UR), com fotoperiodo de 12

horas claro/escuro.

4.2 Flebotomineos de campo

Os flebotomineos foram capturados nos municipios de Foz do Iguagu/PR
(S 25° 32'49" W 54° 35' 18"), Fortaleza/CE (S 3° 43' 6' W 38° 32' 36"),
Caucaia/CE (S 3° 44' 4" W 38° 39' 23") ,Teresina/PI (S 5° 5' 21" W 42° 48' 6"), Montes
Claros IMG (S 16° 44’ 13" W 43° 51’ 53”) e Cavalcante/GO (S 13° 47’ 51" W
47° 27 20”) conforme mostra Figura 14. Os pontos de coleta de cada

municipio estdo detalhados no Apéndice I.

Os municipios foram selecionados conforme os seguintes critérios: i)
elevada transmisséo de LV; ii) uso de coleiras impregnadas a longo prazo; iii)
realizacdo de um programa especifico de controle de LV e iv) casas com

presenca de cdes com LV.
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As coletas ocorreram por meio de armadilhas luminosas do tipo HP e/ou
CDC, as quais foram instaladas no peridomicilio das residéncias durante trés

noites consecutivas (17:00 as 08:00), conforme mostram as Figuras 15 e 16.
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Figura 14. Mapa do Brasil mostrando os estados (cinza) e 0s municipios
onde foram realizadas as coletas e bioensaios com garrafas do CDC para
avaliacdo de suscetibilidade de Lu. longipalpis expostos ao inseticida
deltametrina, em 2023. Fonte: MapBiomas (2023).



Figura 15. Areas de coleta de Lu. longipalpis mostrando os diferentes
ambientes de ocorréncia nos seguintes estados: A) Foz do Iguacu/PR,;
B) Fortaleza/CE; C) Caucaia/CE; D) Teresina/PI; E) Montes Claros/MG;
F) Cavalcante/GO.

65



66

Figura 16. Armadilhas luminosas utilizadas para captura de
flebotomineos. (A) Armadilha tipo CDC. (B) Armadilha tipo HP com gaiola
modificada.

No dia seguinte, as armadilhas eram recolhidas durante o periodo da
manha e os flebotomineos foram transportados em caixas de poliestireno
(isopor) contendo papel toalha umedecida. Nos laboratérios de entomologia
municipais, as armadilhas eram separadas em positivas e negativas para
presenca de flebotomineos. Por fim, os flebotomineos coletados na armadilha
tipo CDC foram transferidos para gaiolas entomolégicas maiores (30 x 30 cm),
proporcionando maior espaco de armazenamento, consequentemente
aumentando o conforto das espécies. Apds isso, foram mantidos no escuro
por meio de um tecido preto que cobria a gaiola. Esse procedimento foi
realizado para aclimatizacao dos insetos por uma hora até a realiza¢do dos

bioensaios biolégicos.
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4.3 Impregnacéao das Garrafas

O inseticida utilizado nos bioensaios foi o piretréide deltametrina
(C22H19Br2NOs) da BAYER, com grau de pureza de 99.6%. Foi pesado um
total de 10,1 mg de inseticida grau técnico (em p0o), o qual foi diluido em 1 ml
de acetona (PA-Dinamica) para preparacdo da solu¢cdo mae. Apos isso, uma
segunda solucdo foi preparada, a partir da solucio mae com uma
concentracdo 0,5 mg/ml. Em seguida, foram preparadas as subdoses de
1,3,5,7,9,11 pg/garrafa para os experimentos Dose-Resposta (DR). Além
disso, as garrafas também foram impregnadas com as doses de 21,9
Mg/garrafa e 30 ug/garrafa para bioensaios Doses Diagnostica (DD). A Dose
Diagndstica de 30 ug/garrafa foi preconizada por Delinger et al. (2016) para
populacdes de Lu. longipalpis ao piretréide deltametrina. Essa dose foi
determinada a partir de uma colbénia de referéncia do Walter Reed Army
Institute of Research (WRAIR) e o0s bioensaios foram realizados na
Universidade Estadual de Utah, localizada nos Estados Unidos. Frascos de
vidro de 250 ml (Wheaton) foram impregnadas com 1 ml de deltametrina e os
frascos controles com 1ml de acetona (Figura 17A), identificados por nome do
inseticida, concentracdo e data do teste. Todos os frascos foram impregnados
uniformemente nas partes laterais, superior e inferior por meio de rotacéo do
recipiente e observacdo criteriosa da impregnacdo (Figura 17B). Apos
impregnacao a tampa foi retirada dos frascos para evitar condensacao e as
garrafas permaneceram destampadas para evapora¢ao da acetona por um
periodo de uma hora (Figura 17C). ApGs a secagem de todos os frascos foram
tampados e armazenados em caixas plasticas (29 litros) cobertas por um

tecido preto para protecéo da luz.
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Figura 17. Processo de impregnacgédo das garrafas do CDC com as diferentes
doses de deltametrina. (A) 1 ml de inseticida sendo adicionado aos frascos.
(B) Garrafas sendo impregnadas lateralmente. (C) Procedimento de secagem

das garrafas por meio da evaporacao de acetona PA.

4.4 Bioensaios de garrafas DD

Para o estudo foi utilizada a metodologia de bioensaios com garrafa
do CDC, descrita pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2022b), com
pequenas modificagdes. Para os experimentos de DD foram usadas as doses
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de 21,9 e 30 pg/garrafa, sendo que para cada garrafa foram expostos cerca
de 20 flebotomineos (24 e $Q misturados), provenientes do campo, as quais
foram retirados das gaiolas com auxilio de um capturador de Castro (Figura
18A).

Em seguida, os flebotomineos eram introduzidos em cada garrafa com
auxilio de um capturador de Castro e um funil pequeno registrando-se o
minuto zero até completar 60 minutos de exposicdo (Figura 18B).
Primeiramente, foram introduzidos os flebotomineos nas garrafas controle, as
quais eram rapidamente fechadas e posicionadas horizontalmente. Para
insercdo dos flebotomineos no grupo controle foi utilizado um capturador de
Castro e um funil em separado para evitar contaminagdo das garrafas. A
seguir, os flebotomineos eram inseridos nas garrafas impregnadas com as
DDs. Nesta parte, foram usados um total de 15 garrafas, sendo 3 garrafas
para o grupo controle, conforme mostra a Figura 18C. As garrafas do grupo

controle foram impregnadas somente com acetona.

Para cada garrafa era registrado o tempo inicial e a mortalidade foi
avaliada a cada 10 minutos, sendo que os flebotomineos mortos e vivos foram
anotados na Ficha de Bioensaios com Garrafas do CDC, conforme Apéndice
Il. Todas as garrafas permaneciam cobertas com um pano preto para evitar o
minimo contato com a luz e eram descobertas, apenas para leitura de
mortalidade. A leitura de mortalidade foi realizada ap6s 24h. Foram realizados
trés bioensaios em diferentes dias.
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Figura 18. Experimentos de suscetibilidade com garrafas do CDC. (A)
Retirada dos flebotomineos das gaiolas. (B) Introducéo dos flebotomineos nas
garrafas com auxilio de capturadores de Castro. (C) Bioensaio de garrafas do

CDC mostrando um experimento de DD.

4.5 Bioensaios de garrafas DR

Os bioensaios de DR também foram realizados com as populac¢des de
campo, seguindo os mesmos procedimentos descritos acima. Nesta etapa,
foram utilizadas um total de 21 garrafas, sendo trés garrafas para cada
concentracéo (1,3,5,7,9 e 11 ug/garrafa), totalizando 18 garrafas e 3 controles.
O grupo controle foi utilizado apenas acetona. Para cada dose foram
expostos, aproximadamente 20 flebotomineos (23 e 99 misturados). Apds a
introducéo dos flebotomineos no grupo controle e nas garrafas impregnadas
com as diferentes doses foi registrado o tempo inicial e a cada 10 minutos
foram contabilizados os insetos mortos e vivos.

Apobs isso, os flebotomineos foram transferidos para potes plasticos de 250 mi
com tela de prote¢cdo com algoddo contendo solucdo agucarada a 10%. A
leitura de mortalidade foi realizada em 24 horas por Unico pesquisador
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(Figural9 A, B e C). Apos a leitura os flebotomineos foram armazenados em
Eppendorf contento alcool isopropilico para serem conservados até o
momento da identificacdo em nivel de espécie. Cada Eppendorf era
identificado por dia do teste e municipio.

Os flebotomineos foram transportados para o Laboratério de
Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia para identificacdo taxonémica. Machos e fémeas
foram montados e clarificados, segundo Forattini (1973) e identificados
utilizando a chave de Galati (2015) e o aplicativo Lutzodex (Rocha et al. 2019).

A abreviacao dos géneros seguiu a proposta de Marcondes (2007).

Figura 19. Transferéncia dos flebotomineos apds 60 minutos de exposicao.
(A) Parafilm sendo utilizado no lugar da tampa. (B) Capturador envolto por
parafilm para retirada dos flebotomineos do frasco. (C) Flebotomineos
sendo transferidos para potes de plasticos com auxilio de capturador de
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4.6 Critérios de mortalidade

Os flebotomineos foram considerados mortos conforme critérios
descritos por Rocha et al. (2023): i) incapacidade de voar de forma
coordenada; quando imdvel; ii) ndo conseguiam ficar de pé; iii) poderiam ficar
de pé e voar brevemente, mas caiam imediatamente.

Os critérios para avaliacdo de resisténcia foram obtidos de WHO
(2022b) de acordo com: i) mortalidade de =98% indica suscetibilidade; ii)
mortalidade 290% mas <98% sugere possibilidade de resisténcia e iii)
mortalidade menor que 90% sugere resisténcia estabelecida/confirmada.

Com as DLso e DLgs estimadas para cada populacéo foi calculada a
RRso e RRgs (Razdo de Resisténcia). A resisténcia foi determinada de acordo
com Mazzarri & Georghiou (1995) em resisténcia baixa, moderada ou alta

para RR< 5, entre 5,0-10,0 e > 10,0, respectivamente.

4.6 Andlise estatistica

A taxa de mortalidade foi calculada somando o nudmero de

flebotomineos mortos em todos os testes, expressos em porcentagem:

Numero de insetos mortos

Mortalidade (%) =
(%) Numero total de insetos

Os dados de mortalidade das populagdes de Lu. longipalpis foram
utilizados para estimar a concentragdo que mata 50% (DLso) e 95% (DLgs) €
99% (DLo9) das amostras estudadas. O calculo da DLso, DLgs € DLog de cada
populacao foi baseado na analise Probit (Lichfield & Wilcoxon 1949) e foi
realizado pelo programa Basic Probit Analisys e Polo Plus (LeOra Software,

2002-2023). As doses letais foram expressas em microgramas por garrafa
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(ug/garrafa). Também foi estimado o coeficiente angular da curva dose
resposta (slope) por meio do programa GraphPad Prism verséo 5.0 (Graph
Pad Software, Boston, Massachusetts, USA). O slope representa a
homogeneidade da populacéo, indicando a progressdo de resisténcia e
variagdo genotipica na tolerancia a um inseticida. De forma geral, os menores
valores do coeficiente angular da curva indicam populagbes mais
heterogéneas, consequentemente com maior probabilidade de selecdo de
resisténcia. As Razbes de Resisténcia (RR) 50 e 95 foram obtidas por meio
do quociente da DLsogs da populacdo de campo pela DLsoes da linhagem
suscetivel. Quanto maior a Razdo de Resisténcia, maior a magnitude da

resisténcia da populacdo ao inseticida.
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5 RESULTADOS

5.1 Flebotomineos expostos em garrafas do CDC

Cerca de 4.094 flebotomineos foram utilizados para os bioensaios de
suscetibilidade com de garrafas do CDC. A ocorréncia da espécie Lu.
longipalpis pode ser observada na Tabela 3. Lu. longipalpis foi a espécie de
maior ocorréncia, a qual foi coletada em todos os municipios com 3.843
exemplares, representando 94%, seguidas por Migonemyia migonei (0,8%),
Evandromyia lenti (0,6%), Evandromyia sallesi (0,3%) e Nyssomyia whitmani
(0,1%).

Devido problemas na clarificacdo e montagem, 173 espécies de
flebotomineos utilizados nos bioensaios ndo foram identificados, em nivel de
espécie. Deste total, 16 foram procedentes de Foz do Iguacu/PR, 20 de
Teresina/Pl, 75 de Caucaia/CE, 3 de Montes Claros/MG, 30 de Fortaleza/CE
e 21 de Cavalcante/GO.



Tabela 3. Distribuicdo das espécies de flebotomineos coletadas por meio de armadilhas luminosas em areas com uso de
coleiras impregnadas com deltametrina a 4%, conforme sexo, estado e municipio de coleta, em 2023.

75

Estados e Municipios
Paran& Piaui Ceard Minas Gerais Goias
Espécies Foz do Iguagu Teresina Fortaleza Caucaia Montes Claros Cavalcante Total (%)
a3 99 dd 9% dd 29 dd ¢% dd 9% dd ¢
Lutzomyia longipalpis 546 79 548 69 443 282 375 143 460 118 585 195 3.843 (94)
Migonemyia migonei 0 0 0 0 14 0 16 2 0 0 0 0 32(0,7)
Evandromyia lenti 0 0 2 6 0 0 6 4 5 1 0 0 24 (0,5)
Evandromyia sallesi 0 7 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 15 (0,3)
Nyssomyia whitmani 3 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 7 (0,1)
Sem identificacao 0 16 0 20 0 38 0 75 0 3 0 21 173 (4,2)
Total 549 102 553 96 457 320 397 224 465 130 585 216 4.094 (100)
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5.2 Bioensaios com utilizacédo de DD

A DLg9 para populagédo de referéncia de Lu. longipalpis foi 21,9
Mg/garrafa e o tempo letal foi de 60 minutos de exposicao para a dose de 11
Mg/garrafa, a qual atingiu 100% de mortalidade. Para os experimentos de DD
adotamos o valor de 1xDLoo.

Bioensaios de garrafas do CDC impregnadas com DD de 21,9
Mg/garrafa permitiram a exposicao de 1.196 flebotomineos coletados em seis
areas com utilizacdo de coleiras impregnadas para controle da LV. A maioria
das populacdes de Lu. longipalpis procedentes dos municipios de Foz do
Iguacu/PR, Montes Claros/MG, Cavalcante/GO e Teresina/Pl foram
suscetiveis a deltametrina com taxa de mortalidade de 98,2%, 95,7%, 99,2%
e 99,5%, respectivamente (Tabela 4). No entanto, a populacdo de
flebotomineos oriunda de Caucaia/CE apresentou mortalidade de 87,1%,
sugerindo resisténcia a deltametrina e a populacdo de Fortaleza/CE
demonstrou um valor de 94,9% de mortalidade quando expostos a
deltametrina em bioensaios de garrafa, ou seja, possivel resisténcia.

Para a DD de 30 ug/garrafa, cerca de 1.124 flebotomineos foram
expostos aos bioensaios de garrafas do CDC. As populacbes de
flebotomineos oriundas de Caucaia/CE e Teresina/Pl apresentaram
mortalidade de 95,5% e 95,8%, respectivamente. Esses valores sugerem
possibilidade de resisténcia a deltametrina. Além disso, a populacdo de
Fortaleza/CE demonstrou um valor de 99,9% de mortalidade quando expostos
a deltametrina. A populacéo de Foz do Iguacu/PR apresentou mortalidade de
98,7%. Dessa forma, ambas populacdes sao suscetiveis. As populacdes de
Montes Claros/MG e Cavalcante/GO também demostraram suscetibilidade a
deltametrina, com valores de taxa de mortalidade de 99,3% e 99,6%,
respectivamente. Os dados apresentados podem ser visualizados na Tabela
5.
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Tabela 4. Taxa de mortalidade de populacées de flebotomineos expostos a DD de 21 pg/garrafa de
deltametrina em bioensaios de garrafas do CDC, em 2023.

* Caucdia/CAU. Fortaleza/FOR. Foz do Iguacu/FOZ. Montes Claros/MOC. Cavalcante/CAV. Teresina/ TER.
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Tabela 5. Taxa de mortalidade de populacdes de flebotomineos expostos a DD de 30 ug/garrafa de
deltametrina em bioensaios de garrafas do CDC, em 2023.

Mortalidade (%) ap0Os exposi¢cao com deltametrina (30 pyg/garrafa) Tempo

de exposicao (min)

Populacao N 10 20 30 40 50 60 24hrs Classificacao
CAU 173 4,1 16,2 416 64,7 82,1 955 953 Possivel resisténcia
TER 191 9,9 35,1 685 895 958 97,9 95,8 Possivel resisténcia
FOZ 160 6,2 17,5 46,5 775 951 951 98,7 Suscetivel
MOC 153 19,6 44,4 98,1 993 999 100 99,3 Suscetivel
CAV 226 24,7 75,6 97,7 100 100 100 99,6 Suscetivel
FOR 221 9,9 199 37,5 50,2 68,7 78,7 99,9 Suscetivel

* Caucaia/CAU. Fortaleza/FOR. Foz do Iguacu/FOZ. Montes Claros/MOC. Cavalcante/CAV. Teresina/ TER.
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5.3 Perfil de suscetibilidade de popula¢gdes de campo de Lu. longipalpis

Lu. longipalpis procedente do municipio de Teresina/Pl apresentou a
menor mortalidade, cujo valor foi de 6,38%, na dose de 1 yg/garrafa. Por outro
lado, as populacdes de Montes Claros/MG e Cavalcante/GO registraram
maior taxa de mortalidade com valores de 18,6% e 16,8%, respectivamente.
(Tabela 6).

Para a dose de 3 ug/garrafa a populagéo de Lu. longipalpis oriunda de
Cavalcante/GO apresentou a maior mortalidade (81,3%), quando comparada
as demais populacdes, seguida de Montes Claros com 60,3%. As populacdes
procedentes de Foz do Iguacu/PR, Fortaleza/CE, Caucaia/CE e Teresina/PI
obtiveram taxa de mortalidade entre 20 e 30%.

A dose de 5 ug/garrafa atingiu mortalidade de 100% para a populacéo
de Lu. longipalpis coletada no municipio de Cavalcante/GO. Esse nivel de
mortalidade se manteve nas doses seguintes, demostrando elevada
suscetibilidade desta populacdo a deltametrina. Lu. longipalpis de Montes
Claros/MG obteve a segunda maior mortalidade para essa dose com 86,6%,
enguanto que as demais populacdes variaram de 30 a 40% de mortalidade

Registrou-se maior mortalidade (93,6%) para Lu. longipalpis
procedente de Montes Claros/MG na dose de 7 ug/garrafa. Foz do Iguacu/PR
e Caucdia/CE mantiveram uma média de 50% de mortalidade, enquanto que,
Fortaleza/CE e Teresina/Pl foram superiores a 60%.

Na dose de 9 pg/garrafa foi possivel observar que a populacdo de Lu.
longipalpis coletada em Teresina/Pl apresentou mortalidade superior a 90% e
com Montes Claros/MG chegando a 100%. As populacdes de Fortaleza/CE,
Caucaia/CE e Foz do lguacgu//PR apresentaram uma taxa de mortalidade
entre variando entre 60 e 70%.

As populagbes de Lu. longipalpis de Cavalcante/GO e Montes
Claros/MG atingiram 100% de mortalidade no tempo de 60 minutos, ou seja,
estdo muito proximas aos niveis de mortalidade da populacdo suscetivel

(LRS) para a dose de 11 ug/garrafa. Porém, as populacdes de Foz do
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Iguacu/PR, Fortaleza/CE, Caucaia/CE e Teresina/Pl, apresentaram taxa de
mortalidade entre 86,5% a 96,2%. Todos esses resultados podem ser

observados na Figura 20.
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Figura 20. Média de mortalidade para doses respostas ao piretroide
deltametrina com 60 min de exposicdo. (FOZ) Populacdo de Foz do
(FOR) Populacdo de Fortaleza/CE. (CAU) Populagdo de
Caucaia/CE. (TER) Populacéo de Teresina/Pl. (MOC) Montes Claros/MG.
(CAV) Cavalcante/GO.

Iguacu/PR.

A DLso da populacéo de referéncia foi de 3,50 ug/garrafa. As DLso das
populacdes de campo variaram entre 9,53 a 1,92 ug/garrafa. A populacéo de
Lu. longipalpis procedente de Caucaia/CE apresentou o maior valor de DLso
com 9,53 pg/garrafa, enquanto que a populacdo de Cavalcante/GO obteve o
menor valor que foi de 1,92 ug/garrafa. Nota-se que este valor foi menor que
da LRS mencionada acima. As populacfes de Lu. longipalpis de Foz do
Iguacu/PR e Caucaia/CE apresentaram diferencas significativas na DLso
guando comparadas com a populacéo de referéncia (LRS), quando os limites
de confianca foram sobrepostos ao nivel de 95%, conforme mostra a Tabela
6.

A DLgs da populagéo de referéncia foi de 12,8 yg/garrafa e a variagéo
das DLes das populagbes de campo foram de 53,6 a 4,33 ug/garrafa. As
populaces de Lu. longipalpis procedentes de Caucéia/CE e Fortaleza/CE

obtiveram os maiores valores de DLgs com 53,6 ug/garrafa e 17,5 ug/garrafa,

CAV
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respectivamente. Observou-se que a populacao de Cavalcante/GO registrou

0 menor valor com 4,33 ug/garrafa, seguida de Montes Claros/MG (7,83)
(Tabela 6). Nao foi observada diferencas significativas na DLes das populacoes
de campo, quando os limites de confianca foram sobrepostos ao nivel de 95%.

Os valores de RRso apresentaram uma variacao entre 2,27 a 0,54,

demostrando baixos niveis de resisténcia para as popula¢gfes analisadas. Lu.
longipalpis procedente de Caucaia/CE apresentou maior valor com 2,27
Mg/garrafa. A RRso da populacdo de Foz do Iguacu/PR foi de 2,03 ug/garrafa,
seguida da populagéo de Fortaleza/CE com um valor de 1,77. A populacéo de
Teresina/Pl mostrou um valor de 1,54 pg/garrafa. Cavalcante/GO e Montes
Claros/MG obtiveram os menores valores, com 0,54 ug/garrafa e 0,76
ug/garrafa, respectivamente.

Os menores valores de RRgs foram para as populagbes de
Cavalcante/GO e Montes Claros/MG, com 0,33 e 0,61, respectivamente. Lu.
longipalpis de Caucaia/CE apontou o maior valor de 4,18 pg/garrafa, seguida
de Fortaleza/CE com 1,36 ug/garrafa. Para populagdo de Foz do Iguagu foi
observado valor de 1,21. Teresina/Pl teve sua RRgs estimada em 0,92
Mg/garrafa. Esses valores podem ser observados na Tabela 6.

Os valores do coeficiente angular das populacdes de flebotomineos
dos municipios de Teresina/Pl (TER) e Caucaia/CE (CAU), mostrados nas
Figuras 21, quando comparados a populacao de referéncia, apontaram menor
homogeneidade e maior frequéncia de individuos com alelos de resisténcia,
0sS quais podem ser selecionados futuramente, mediante forte pressédo de
inseticidas quimicos. Por outro lado, Lu. longipalpis procedente de Foz do
Iguagu, mostrados na Figura 21, demonstraram padroes de coeficiente

angular similares a populacéo de referéncia.

O coeficiente angular da populagcéo de Lu. longipalpis procedente de
Cavalcante/GO apresentou perfil semelhante a populacdo de referéncia
(Figura 22). Populacdes de Lu. longipalpis procedentes de Fortaleza/CE e

Montes Claros/MG possuem maior heterogeneidade, em relacao a populacéo
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de referéncia, portanto, sugerindo possibilidade de selecdo de individuos

resistentes, caso haja pressao de inseticidas.
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Tabela 6. Distribuicdo da populacdo, nimero de exemplares por amostra, Slope, DLso, DLgs, RRs0 € RRoes de populagdes de Lu. longipalpis

expostas ao piretroide deltametrina em bioensaios de garrafa do CDC, em 2023.

Estado Populacao N Slope DLso (IC 95%0) DLos (IC 95%) RRso RRos
Bahia LRS 420 2,93 3,50 (1,38-5,73) 12,8 (7,29-128,2) - -
Ceara Caucaia 247 2,19 9,53 (7,09-36,1) 53,6 (20,9 -50,1) 2,27 4,18
Parana Foz do Iguacu 325 4,86 7,12 (6,36-7,81) 15,5 (12,9-21,3) 2,03 1,21
Ceara Fortaleza 337 3,64 6,21(4,75-8,03) 17,5 (9,59-36,2) 1,77 1,36
Piaui Teresina 258 4,75 5,39 (4,73-5,98) 11,9 (10,2-15,4) 1,54 0,92

Minas Gerais Montes Claros 279 3,53 2,67 (2,04-3,18) 7,80 (6,18-11,8) 0,76 0,61
Goias Cavalcante 328 4,66 1,92 (1,53-2,27) 4,33 (3,57-5,78) 0,54 0,33
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FIGURA 21. Curva de mortalidade de populacdes de Lu. longipalpis, em escala logaritmica, para o inseticida deltametrina. A:
comparacao entre REF (5,81) e TER (3,15), B: comparacao entre REF (5,81) e CAU (2,70), C: comparacgéao entre REF (5,81)
e FOZ (4,86).

REF: populacéo de referéncia, TER: Teresina/Pl, CAU: Caucaia/CE, FOZ: Foz do Iguagu/PR.
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FIGURA 22 . Curva de mortalidade de populag@es de Lu. longipalpis, em escala logaritmica, para o inseticida deltametrina. A:
comparacao entre REF (5,81) e CAV (4,66), B: comparacéo entre REF (5,81) e FOR (3,64), C: comparagéao entre REF (5,81)
e MOC (3,53).

REF: populacéo de referéncia, CAV: Cavalcante/GO, FOR: Fortaleza/CE, MOC: Montes Claros/MG.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo estimou o perfil de suscetibilidade de seis
populacées de flebotomineos coletados em areas com uso de coleiras
caninas para o controle da LV. A espécie de maior ocorréncia em todos o0s
municipios foi Lu. longinpalpis, representando 94% (3.843), seguidas por
Migonemyia migonei com 0,7% (32), Evandromyia lenti com 0,5% (24),
Evandromyia sallesi com 15 (0,3%) e Nyssomyia whitmani com 7 (0,1%).
Esses resultados corroboram com Rocha et al. (2020) que ao estudarem a
suscetibilidade de Lu. longipalpis ao inseticida alfacipermetrina coletaram, em
quatro municipios dos estados de Minas Gerais e Goias, 88% de Lu.
longipalpis, seguidas de Lu. ischnacantha (6%), Lu. renei (3%), Nyssomyia
whitmani (1%), Evandromyia lenti (0.8%), Micropygomyia villelai (0.6%), Ev.
(Barrettomyia) série Cortelezzii (0.2%), Ev. bacula (0.2%) e Brumptomyia
avellari (0.2%).

Lu. longipalpis expostos na DD de 21,9 ug/garrafa de deltametrina
demostrou elevada suscetibilidade para populacdes oriundas de Foz do
Iguacu/PR, Montes Claros/MG, Cavalcante/GO e Teresina/Pl. Porém, para
populacdo de Caucaia/CE registra-se resisténcia e Fortaleza/CE sugere-se
uma classificacdo de possivel resisténcia, conforme critérios estabelecidos
por WHO (2022).

Para a DD de 30 pug/garrafa, as populagdes de Lu. longipalpis
procedente de Caucaia/CE e Teresina/PIl apresentaram-se com possibilidade
de resisténcia ao piretroide deltametrina, enquanto que Foz do Iguacgu/PR,
Montes Claros/MG, Cavalcante/GO e Fortaleza/CE apresentaram mortalidade
acima de 98%, ou seja, suscetiveis a deltametrina, quando expostos em
garrafas do CDC. Singh et al. (2012) avaliaram o perfil de suscetibilidade do
principal vetor da LV na india Ph. argentipes. Essa espécie foi suscetivel para
malation e deltametrina com mortalidade entre 98 e 100% e 98,4 e 100%,

respectivamente. Zahra et al. (2021) também constataram mortalidade de
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100% para Ph. papatasi para deltametrina e malation expostos em tubo da
OMS.

A dose de 30 pg/garrafa foi preconizada por Delinger et al. (2016), a
partir de colbnia de Lu. longipalpis criada no Walter Reed Army Institute of
Research, sendo testada pela primeira vez em populagdes de campo no
presente trabalho.

Nesse estudo, a DD proposta por Derlinger et al. (2016) permitiu
discriminar a populacéo de Lu. longipalpis procedentes de Caucaia/CE como
possivel resisténcia. Roy et al. (2022) apontaram possibilidade de resisténcia
para deltametrina em populacdes de Ph. argentipes coletadas nas localidades
de Bishanpur, Madhepura e Pokhariya, no Nepal. A taxa de mortalidade variou
entre 95,4% a 97,9% e a intensidade da resisténcia foi baixa, porém com
recomendagado de uso de inseticidas com diferentes modos de acéo, tais
como organofosforados ou novos produtos pré qualificados pela OMS.

Nesta pesquisa, a DD foi de 21,9 yg/garrafa para LRS procedente da
FIOCRUZ/RJ. Marcel6 et al. (2014), na Coldbmbia, determinaram a DD para
Lu. longipalpis por meio de bioensaios de garrafa dos CDC. Esses
pesquisadores utilizaram a DD de 10 ug/garrafa para deltametrina. Também
na Colémbia, Santamaria et al. (2003) estimaram uma DD de 10 pg/garrafa
para uma populacéo de Lu. longipalpis criada em laboratério, expostas por 60
minutos. Portanto, destaca-se a importancia de utilizar uma DD estimada a
partir de uma populacdo de referéncia local, conforme preconizada por
Campos et al (2017).

Chaubey et al. (2023) também destacaram que Phlebotomus
argentipes apresenta diferentes DD, de acordo com cada localidade e tipo de
inseticida estudado. Ap0s 24 horas de exposicdo aos inseticidas
alfacipermetrina, deltametrina, malation e DDT apresentaram as DDs de 2
Mg/garrafa, 2 yg/garrafa, 1 yg/garrafa e 25 ug/garrafa, respectivamente.

Observa-se que apds 60 minutos de exposi¢do, na DD 30 ug/garrafa,
apenas as populacdes de Montes Claros/MG e Cavalcante/GO atingiram
mortalidade de 100%. Ressalta-se que, desde a concentracdo de 3 ug/garrafa

até a maior que foi de 11 ug/garrafa, ocorreu grande mortalidade para ambas
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populacdes de campo, principalmente Cavalcante/GO que aos 30 minutos de
exposicao ja apresentava mortalidade de 100% para as doses de 5, 7,9 e 11
Mg/garrafa, diferentemente da LRS que obteve 100% de mortalidade, apenas
na dose de 11 pg/garrafa, apos 60 minutos de exposicao.

Os municipios de Montes Claros/MG e Cavalcante/GO tiveram menor
pressdo de inseticida, pois as coleiras foram implantadas em 05/2023 e
08/2023, respectivamente. O quantitativo de caes encoleirados foi de 419 em
Montes Claros/MG e 359 em Cavalcante/GO. Dessa forma, a populacdo de
Lu. longipalpis coletada em Cavalcante/GO apresentou pouco tempo de
exposicdo a inseticidas e foi coletada em ambiente mais preservado, pois
localiza-se em area preservada da comunidade Kalunga do estado do Goias
(Figura 14). Tal fato, pode explicar a maior suscetibilidade desta populacao,
podendo ser utilizada até como LRS para futuros estudos de suscetibilidade
de flebotomineos a inseticidas.

Por outro lado, a implantagdo das coleiras impregnadas no municipio
de Caucaia/CE iniciou-se em 04/2022, com um total de 675 caes encoleirados
em dois ciclos. Fortaleza implantou as coleiras em 07/2021, com um
quantitativo de 122.467 cédes utilizando coleiras. Esses dois municipios
apresentaram menor taxa de mortalidade para espécie Lu. longipalpis. Esse
fato, pode ter influenciado os resultados obtidos, uma vez que possuem maior
tempo de pressao de inseticidas, tanto pelo uso das coleiras, quanto pelo
tratamento residual, as quais utilizam inseticidas piretroides.

Nota-se que a populacao de Lu. longipalpis oriunda de Caucaia/CE foi
classificada como resistente e possivel resistente, quando exposta as DDs de
21,9 e 30 ug/garrafa, respectivamente. Ressalta-se que alguns pontos devem
ser mencionados para interpretacdo desses resultados: i) fémeas alimentadas
de Lu. longipalpis apresentam maior mortalidade para alfacipemetrina em
comparacdo com fémeas néo alimentadas (Rocha et al. 2023) e ii) o tempo
de armazenamento das garrafas influéncia a persisténcia do ingrediente ativo
(Perea et al. 2009). Nesta pesquisa ndo houve a separacdo de fémeas
alimentadas das nao alimentadas durante os bioensaios de garrafa do CDC e

as garrafas permaneceram armazenadas por um periodo de 13 dias,
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excepcionalmente para os bioensaios com a populacdo de Caucaia/CE.
Dessa forma, duas hip6teses poderiam explicar este resultado. A primeira é a
maior quantidade de fémeas ingurgitadas e a segunda seria a perda da
efetividade do ingrediente ativo, pois no terceiro dia de bioensaio, observou-

se menor mortalidade entre os flebotomineos expostos em todos os frascos.

Para mosquitos da espécie Ae. aegypti as garrafas impregnadas com
cipermetrina podem ser utilizadas de 3 a 4 vezes, ap0s 24 horas de
armazenamento. Quando armazenadas no escuro e em temperatura
ambiente perdem sua efetividade apds o 14° dia, sendo necesséria teste de
efetividade para conduzir novos experimentos (Perea et al. 2009; Rodriguez
et al. 2017). Futuros estudos tornam-se necessarios para analisar a
persisténcia de inseticidas em garrafas do CDC para estudos de
suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas.

De um modo geral, todas as popula¢des demostraram baixos niveis de
resisténcia quando comparadas com a LRS, pois as RRso variaram de 2,27
(Caucaia/CE) a 0,54 (Cavalcante/GO). A RRso e RRgs da populagéo de Lu.
longipalpis procedente de Caucaia/CE foi a maior de todas as populacdes
analisadas (2,27) e (4,18), porém considerada baixa, de acordo com Mazzarri
& Georghiou (1995).

Os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram com Bidabadi et al.
(2022) que estimaram RRso de 2,52 para a geracdo F1 da espécie
Phlebotomus papatasi em experimentos de suscetibilidade com tubos da
OMS. As espécies foram suscetiveis para quatro inseticidas da classe dos
piretroides.

Mazzari et al. (1997) encontraram menor suscetibilidade de Lu.
longipalpis coletados em campo para DDT e malation, quando comparados
com a LRS e as RRso foram para deltametrina e permetrina apresentaram
valores de 1,47 e 1,19, respectivamente. Com isso, foi observado para essa
populacdo de Lu. longipalpis baixos niveis de resisténcia para ambos

inseticidas.
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Maroli et al. (2002) estimaram a RRso de duas espécies de
flebotomineos - Phlebotomus perniciosus e P. papatasi. Os bioensaios com
kits da OMS durante 60 minutos detectaram valores de RRso para DDT,
lambdacialotrina e permetrina de 1,19, 0,65 e 0,88 para Ph. perniciosus e 1,08,
1,51 e 1,41 para P. papatasi, respectivamente. Essas espécies foram
suscetiveis aos inseticidas testados, em comparacdo com a populacdo de
referéncia.

Mazzarri & Georghiou (1995) classificaram os niveis de resisténcia para
mosquitos como baixa, moderada ou altamente resistente, conforme RRgs <5;
entre 5 e 10,0; e >10. Os mosquitos apresentam fisiologia, comportamentos e
tamanhos diferentes, quando comparados aos flebotomineos. Assim, torna-
se necessario definir com maior precisdo os pontos de corte da RR para os
flebotomineos, pois ndo existe uma padronizacdo dessas informacdes na
literatura. Estudos com diversas populacfes de Lu. longipalpis de laboratorio
e de campo, realizados simultaneamente, poderiam auxiliar na padronizacao
(Pessoa et al. 2015).

Um ponto importante é a padronizacdo de uma LRS. Lu. longipalpis
procedente da Gruta da Lapinha/MG foi sugerida como LRS em estudos de
suscetibilidade com piretréides (Alexander et al. 2009, Pessoa et al. 2015).
Neste estudo, sugerimos a populacdo de Lu. longipalpis procedente de
Cavalcante, como potencial LRS, uma vez que apresentou mortalidade de
100% na dose de 5 pg/garrafa e DLs0=1,92 e DL95=4,95, ou seja, menor que
a colbnia utilizada neste estudo, com DLs50=3,50 e DLg5=12,8.

Organizacdo Pan-Americana da Saude (2005) sugere que 0 SRL deve:
I) apresentar pelo menos mais de cinco geracdes criadas em condi¢gdes de
laborat6rio sem contato com inseticidas; ii) ndo ter novos insetos adicionados
a coldnia durante as ultimas cinco geragdes; iii) a populacdo ndo deve ter tido
contato com inseticidas e iv) mostrar suscetibilidade a inseticidas em campo

na linha do tempo confirmada em bioensaios laboratoriais.
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Normalmente, populacdes criadas e mantidas em colonia possuem
dietas sanguineas oferecidas com maior frequéncia e regularidade, melhores
condicbes de abrigo e protecdo e pouca influéncia da temperatura e
humidade. Esses fatores podem explicar a maior tolerancia a inseticidas de
populacdes de colonia, em relacdo a populagbes de campo. Outro fator que
poderia explicar a maior mortalidade nas populagbes de campo seria que
durante a captura e transporte as amostras poderiam sofrer danos fisicos ou

estresse que aumentariam sua mortalidade (Rocha et al. 2021).

Gonzales et al. (2019) avaliaram o efeito a longo prazo da exposicéo
de uma populagcéo de Lu. longipalpis aos inseticidas deltametrina (0,5%) e
lambda-cialotrina (0,05%), durante um periodo de 30 meses no municipio
Aracatuba, Sao Paulo, Brasil. Casas selecionadas no municipio foram
randomizadas para receber um de trés métodos de exposicdo a inseticidas: i)
cdes que receberam coleiras com 1g de deltametrina; ii) galinheiros
pulverizados com lambda-cialotrina e iii) casas com grupo controle sem
tratamento com inseticidas. Lu. longipalpis foi submetido a bioensaios com
papel impregnado e demostraram taxa de mortalidade 100% aos 60 minutos
de exposicdo para ambos os inseticidas. Ademais, Lu. longipalpis de
laboratorio foi mais tolerante a deltametrina e lambdacialotrina, em

comparacao com as populacdes coletados em campo.

O slope permite inferéncias sobre o nivel de variabilidade genética de
uma determinada populagdo, indicando uma progressdo da resisténcia.
Popula¢c6es com pouco variabilidade genética possuem reduzidas chances de
modificar sua RR, enquanto que as popula¢cées com maior variabilidade
genéticas apresentam maiores chances de alterar sua RR, em relagdo ao

inseticida utilizados ao longo do tempo (Obara et al. 2011).

As populacdes de Teresina/Pl, Caucaia/CE, Montes Claros/MG e
Fortaleza/CE, quando comparadas com a LRS, apresentaram uma maior
heterogeneidade, ou seja, maior probabilidade de selecdo de individuos
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resistentes. Por outro lado, Lu. longipalpis procedente de Cavalcante/GO foi

a populagcdo com maior homogeneidade.

A seguir, destacam-se algumas limitacdes deste trabalho: i) dificuldade
de coletas em areas vulneraveis e de dificil acesso; ii) quantidade insuficiente
de flebotomineos para realizacdo dos bioensaios; iii) perda de amostra
durante o processo de identificacédo e iv) inexisténcia de uma colénia de Lu.

longipapis na Universidade de Brasilia.

Em Fortaleza, as areas de coleta eram localizadas em
periferias/favelas, as quais eram controladas por fac¢des criminosas e durante
as coletas somente um técnico de entomologia vinculado a Secretaria
Estadual de Saude do Ceara obteve autorizacao para entrada no bairro Bom
Jardim — &rea selecionada para este estudo. No municipio de Cavalcante, os
locais de coleta localizavam-se em comunidade Kalunga e para chegar ao
destino percorria-se grandes distancias de estradas de terra somente com
veiculos apropriados (4x4).

Muitas vezes, eram necessarios a instalacdo de armadilhas cedidas
pelos nucleos de entomologia locais para elevar o esforco de captura, uma
vez que nas casas selecionadas por este projeto, o0 quantitativo de
flebotomineos coletados ndo permitiam a conducdo dos experimentos, com

no minimo 20 flebotomineos por garrafa.

Somente apds a exposicdo ao inseticida a espécie pode ser
corretamente identificada. A identificacdo depende da preparacdo e
montagem de espécimes mortos, seguido de visualizacdo detalhada das
estruturas taxonOmicas localizadas externamente e internamente. As
espécies que nao foram identificadas, algumas sofreram danos como perda
do abdbmen e cabeca durante a clarificacdo, como também algumas
amostras continham muitos ovos e apdés a clarificacdo seu abdémen ficou

bastante escurecido impossibilitando a identificacao.

Por fim, ha necessidade de padronizagcéo do tempo de armazenamento

das garrafas, uma vez que os protocolos existentes ndo trazem este tipo de
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informacéo. A resposta para esta pergunta poderia ser dada, caso existisse

uma colbnia de Lu. longipalpis na Universidade de Brasilia.
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7 CONCLUSAO

- Lu. longipalpis representou 94% das espécies de flebotomineos
coletadas de campo, validando a proposta do protocolo da OMS (2022a) que
recomenda o monitoramento de resisténcia diretamente com populacdes de
campo, devido a alta variagao interlaboratorial nas estimativas de mortalidade

de populacéo de colbnia;

- As DDs de 21,9 e 30 ug/garrafa comprovaram que as populacdes de
Lu. longipalpis procedentes de Caucaia e Fortaleza, ambos no estado do
Ceara apresentam-se com resisténcia e possivel resisténcia. O
monitoramento de resisténcia de flebotomineos deve ser realizado
periodicamente ao longo do tempo, a fim de mapear a distribuicdo espacial da

resisténcia para novas areas e/ou populacgdes.

- A intensidade de resisténcia foi baixa para todas as populacoes,
guando comparadas com a LRS. A padronizacdo de uma LRS de Lu.
longipalpis torna-se fundamental para futuros estudos com suscetibilidade de

flebotomineos aos inseticidas utilizados no seu controle.

- A populagdo de Cavalcante/GO apresentou um perfil de
suscetibilidade maior que a propria populacdo de referéncia, podendo ser
enquadrada como uma LRS.

- As populacdes de Lu. longipalpis procedentes de Teresina/PI,
Fortaleza/CE, Caucaia/CE e Montes Claros/MG sdo mais heterogéneas,
portanto, possuem maior tendéncia para a selecéo de resisténcia. No entanto,
Lu. longipalpis € um complexo de espécies cripticas e estudos moleculares
devem ser realizados para determinar diferencas genéticas dessas
populacdes e como elas afetam a tolerancia de diferentes classes de

inseticidas.
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Coordenadas geogréficas dos pontos de coleta de Lu. longipalpis expostos

aos bioensaios de garrafa do CDC impregnadas com o piretroide deltametrina,

em 2023.

Estado Municipio Bairro Latitude Longitude
Parana Foz do iguagu Vila Portes 25°51'85.3" 54°59'78.3"
Parana Foz do iguacgu Vila Portes 25051'74.6" 54°89'84.5"
Parana Foz do iguacu Vila A 25°52'07.0" 54°59'13.8"
Parana Foz do iguagu vila A 25031'14.3" 54035'29.2"
Parana Foz do iguagu Carima 25°58'68.1" 54°54'60.7"
Parana Foz do iguacgu Mata Verde 25°35'80.1" 54°33'14.1"
Parana Foz do iguacgu Vila Maracana 25°56'68.0" 54°53'26.5"
Parana Foz do iguagu Buba 25°56'50.9" 54°55'37.0"
Parana Foz do iguagu Jardim das palmeiras 25°29'26.7" 54032'26.3"
Parana Foz do iguacgu Jardim Polo Centro 25031'25.3" 54°33'42.5"
Parana Foz do iguacgu Porto Meira 25058'56.1" 54°57'25.0"
Parana Foz do iguagu Jardim Cedro 25028'24.5" 54°32'14.8"
Ceard Fortaleza Pacheco 3°41'27.1" 38°38'21.9"
Ceara Fortaleza Pacheco 3°41'28.9" 38°38'05.5"
Ceara Fortaleza Pacheco 3°41'20.3" 38°38'24.9"
Ceara Fortaleza Pacheco 3°41'16.5" 38°38'48.5"
Ceara Fortaleza Barra Vermelha 3°41'28.1" 38°36'40.5"

Ceara Fortaleza Barra Vermelha 3°41'28.9" 38°36'38"
Ceara Fortaleza Barra Vermelha 3°41'27.5" 38°36'53.9"
Ceara Fortaleza Barra Vermelha 3°41'28" 38°37'08.7"
Ceara Caucéia Guadalajara 3°45'54.6" 38°37'05.0"
Piaui Teresina P9. Firmino filho 4°59'24.1" 42°49'49.9"
Piaui Teresina St Maria das Vassuras 4°59'27.1" 42°50'14.6"
Piaui Teresina St Maria das Vassuras 4°58'59.4" 42°49'25.3"
Piaui Teresina Monte Verde 5°00'04.7" 42°49'21.0"
Piaui Teresina Monte Verde 5°01'19.3" 42°47'15.4"
Piaui Teresina Pedra Mole 5°02'51.7" 42°45'53.7"
Piaui Teresina Satélite 5°02'51.7" 42°45'53.7"
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Estado
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais

Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias
Goias

Municipio
Montes Claros
Montes Claros
Montes Claros
Montes Claros
Montes Claros
Montes Claros

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Cavalcante

Bairro
Loudes
Independéncia
Independéncia
Vila Greice
Amazonas

Nossa Senhora de Fatima
Malhadinha-Vao do moleque
Malhadinha-Vao do moleque
Malhadinha-Vao do moleque
Malhadinha-Vao do moleque
Malhadinha-Vao do moleque
Malhadinha-Vao do moleque
Malhadinha-Vao do moleque
Malhadinha-Vao do moleque
Malhadinha-Vao do moleque

Taboca-Vao do moleque

Taboca-Vao do moleque

Taboca-Vao do moleque

Taboca-Vao do moleque

Taboca-Vao do moleque

Taboca-Vao do moleque

Taboca-Vao do moleque

Taboca-Vdo do moleque

Latitude
16°43'37.9"
16°42'45.6"
16°42'48.7"
16°75'32.5"
16°41'49.0"
16°44'18.8"
13°32'65.2"

13°32'07"

13°32'34.4"
13°.33'20.0"
13°.33'21.5"
13°.33'08.2"
13°.33'02.4"
13°.33'00.6"
13°.33'75.1"
13°29'.45.2"

13°28'74.6"

13°29'99.5"
13°29'84.52"
13°29'70.88
13°30'72.15"
13°31'09.45"
13°31'76.80"

Longitude
43°51'01.9"
43°49'02.1"
43°48'18.4"
43°86'85.6"
43°51'52.6"
43°51'01.2"
047°37'97"
47°38'15.8"
47°38'15.8"
47°37'99.9"
47°.37'76.0"
47°.39'.63.2"
47°.39'69.8"
47°.39'98.1"
47°40'88.2"
47°43'83.38"
47°43'93.28"
47°41'92.2"
47°42'00.1"
47°42'15.08"
47°41'67.25"
47°43'30.73"
47°43'30.52"
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Data: Espécie: Dose diagnéstica:
Inseticida: Local de coleta: Bioensaio : T °C UR: %
Frasco 1 Frasco 2 Frasco 3 Frasco 4 Frasco 5 Frasco 6 Controle
Dose Dose Dose Dose Dose Dose Dose Somatorio
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Zemp Inici | (N) | Inici | (N) | Inici | (N) | Inici | (N) | Inici | (N) |Inici | (N) |Inici | (N)
. 0 ) o) ) ) ) ) Total
(min) (n):
Total %
Vivo | Mort Mort Vivo Mort | Vivo Mort | Vivo Mort | Vivo Mort | Vivo Mort morto | Morto
o] Vivo o o 0 0 0 o] S S
0
10
20
30
40
50
60
Total Média
mortalidade (%)
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Informagé&o sobre o encoleiramento das areas onde foram realizados os bioensaios de suscetibilidade
Estado Municipio Inicio do encoleiramento 1° Ciclo/ATLs 2° Ciclo/ATLs 3° Ciclo/ATLs
Ceara Fortaleza 29/07/2021 -29 ATL contempladas -28 ATLs contempladas - Sem informacao
-68.520 cées - 53.947 cées encoleirados
Ceara Caucaia 13/04/2022 - 1 ATL contemplada - 1L ATL contemplada - Sem informacao
- 276 cées encoleirados - 399 cées encoleirados
Piaui Teresina 09/12/2021 - 2 ATL contemplada - 2 ATL contemplada - 2 ATL contemplada
- 8913 cées encoleirados - 11.021 cées encoleirados - 8.643 cées encoleirados
Minas Gerais Montes Claros 11/05/2023 - 1 ATL contemplada - 1 ATL contemplada - 2 ATL contemplada
- 127 cées encoleirados - 292 cées encoleirados - 154 cées encoleirados
Goias Cavalcante 21/08/2023 - 2 ATL contemplada - Sem informacéo - Sem informacao

- 359 caes encoleirados

*ATLs - Areas de Trabalho Local.
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Apéndice IV

Coleiras caninas impregnadas com inseticidas para o controle
da Leishmaniose Visceral: avaliacdo da suscetibilidade de
Lutzomyia longipalpis a deltametrina
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Resumo

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma antropozoonose predominante em areas
tropicais e subtropicais. A LV ocupa a segunda posicdo em mortalidade e a
sétima em perda de anos de vida ajustados por incapacidade entre as
Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs). O principal vetor da LV é o
flebotomineo Lutzomyia longipalpis e os cées (Canis familiaris) sdo os
principais reservatorios domésticos do protozoario Leishmania infantum. O
uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4%, associada a tratamento
guimico contra Lu. longipalpis pode contribuir para o surgimento de resisténcia
em flebotomineos. Nesse contexto, o objetivo foi caracterizar o perfil de
suscetibilidade de diferentes populagbes de Lu. longipalpis ao piretréide
deltametrina em areas com uso de coleiras impregnadas para controle de LV.
Populacbes de campo de 6 municipios brasileiros foram expostos aos
bioensaios de garrafa do CDC impregnados com Dose diagnoéstica DD de 21,9
ug/garrafa e 30 pg/garrafa e Dose-Resposta (DR) de 1, 3, 5, 7, 9 e 11
pg/garrafa. Lu. longipalpis foi a espécie mais frequentemente coletada em
todas as localidades (94%). Para DD de 21,9 pg/garrafa as populagdes
procedentes dos municipios de FOZ, MOC, CAV e TER foram suscetiveis,
enquanto que CAU apresentou mortalidade de 87,1%, sugerindo resisténcia
e FOR demonstrou um valor de 94,9% sugerindo possivel resisténcia. Para a
DD de 30 ug/garrafa, CAU e TER apresentou possibilidade de resisténcia,
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porém as demais populacdes foram suscetiveis. RRso variou entre 2,27 a 0,54
e a RRos entre 4,18 e 0,33, apontando baixa resisténcia. Os valores do
coeficiente angular das populacdes de flebotomineos de TER, CAU, FOR e
MOC apresentaram menor homogeneidade e maior frequéncia de individuos
que apresentaram resisténcia. Conclui-se que a maioria das populacfes de
Lu. longipalpis foram suscetiveis ao piretroide deltametrina em areas com uso
de coleiras impregnadas, exceto a populacdo de Caucaia/CE que foi
resistente na DD de 21, 9 uyg/garrafa. O monitoramento de resisténcia de Lu.
longipalpis deve ser realizado para novas areas, a fim de subsidiar as acoes
de controle da LV, no Brasil.

Palavras-chaves: Lutzomyia longipalpis, Leishmaniose Visceral, Resisténcia.
Abstract

Visceral Leishmaniasis (VL) is an anthropozoonosis prevalent in tropical and
subtropical areas. VL ranks second in mortality and seventh in loss of
disability-adjusted life years among Neglected Tropical Diseases (NTDs). The
main vector of VL is the sandfly Lutzomyia longipalpis and dogs (Canis
familiaris) are the main domestic reservoirs of the protozoan Leishmania
infantum. The use of collars impregnated with 4% deltamethrin, associated
with chemical treatment against Lu. longipalpis may contribute to the
emergence of resistance in sandflies. In this context, the objective was to
characterize the susceptibility profile of different Lu populations. longipalpis to
the pyrethroid deltamethrin in areas using impregnated collars to control VL.
Field populations from 6 Brazilian municipalities were exposed to CDC bottle
bioassays impregnated with Diagnostic Dose (DD) of 21.9 ug/bottle and 30
pg/bottle and Dose-Response (DR) of 1, 3, 5, 7, 9 and 11 ug/bottle. Lu.
longipalpis was the most frequently collected species in all locations (94%).
For DD of 21.9 pg/bottle, populations from the municipalities of FOZ, MOC,
CAV and TER were susceptible, while CAU presented a mortality rate of
87.1%, suggesting resistance and FOR demonstrated a value of 94.9%,
suggesting possible resistance. For the DD of 30 pg/bottle, CAU and TER
showed the possibility of resistance, but the other populations were
susceptible. RR50 varied between 2.27 and 0.54 and RR95 between 4.18 and
0.33, indicating low resistance. The values of the angular coefficient of the
sand fly populations of TER, CAU, FOR and MOC showed less homogeneity
and a higher frequency of individuals that showed resistance. It is concluded
that the majority of populations of Lu. longipalpis were susceptible to the
pyrethroid deltamethrin in areas using impregnated collars, except the
population of Caucaia/CE which was resistant at the DD of 21.9 ug/bottle.
resistance monitoring Lu. longipalpis should be carried out in new areas, in
order to support VL control actions in Brazil.

Keywords: Lutzomyia longipalpis, Visceral Leishmaniasis, Resistance.
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Introducéo

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma antropozoonose predominante em
areas tropicais e subtropicais. A LV ocupa a segunda posi¢cao em mortalidade
e a sétima em perda de anos de vida ajustados por incapacidade entre as
Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs). A principal forma de transmisséo
ao homem ocorre através da picada de fémeas de flebotomineos infectadas
com espécies pertencentes ao género leishmania, tendo a Leishmania
infantum com o principal agente etiologico em paises da América. Dentre 0s
flebotomineos Lutzomyia longipalpis é considerado o principal vetor da LV,
com ampla distribuicdo no Brasil, Américas do Norte, Central e do Sul (Silva
et al. 2021, Martins et al. 2021, Franssen et al. 2020).

A distribuicdo no mundo da LV concentra-se em 90% dos casos em seis
paises: Brasil, India, Bangladesh, Sudao, Etiopia e Nepal, entretanto a doenca
permanece endémica em mais de 60 paises. No periodo de 2001-2021,
houveram 69.665 casos novos de LV na Regido das Américas, com uma
média anual de 2.488 casos confirmados. No Brasil, no ano de 2022, foi
registrado 1.684 casos confirmados de LV. A regido Nordeste apresentou 0s
maiores casos, sendo 731, com destaque para os Estados no Maranhéo e
Ceara que registraram 225 e 181 casos respectivamente (Sinan/SVSA/MS,
2023, OPAS 2022, Matrtins et al. 2021, Batista et al. 2018, Burza et al. 2018).

Devido a falta de uma vacina segura e eficiente para combater a LV,
assim como a baixa adesao ao tratamento. As acdes de controle da LV sao
centradas no hospedeiro, por meio de inquérito sorolégicos de caes,
utilizando-se da eutanasia quando sao sorroreagentes positivos, como
também, sdo direcionadas para educacdo em saude, tratamento de casos
humanos, manejo ambiental, e como medida de protecéo individual para o
principal reservatorio coleiras impregnadas com deltametrina (Costa et al.

2020, Costa et al. 2018, Silva et al. 2017). Essas coleiras contém um produto
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com funcdo repelente e protegem o cédo contra a picada de fémeas de
flebotomineos, reduzindo dessa forma a interagéo vetor hospedeiro, de certa

forma reduzindo o ciclo de transmissao (Silva et al. 2018).

Ademais, o Ministério da Saude do Brasil, desde 2003, recomenda a
pulverizacao de unidades domiciliares com o inseticida alfa-cipermetrina para
o controle de flebotomineos em areas com transmissao da LV, sendo essa
medida a mais recomendada (Neves et al. 2007). Entretanto, o uso frequente
e indiscriminado de inseticidas, com um histérico de mais de 60 anos de uso
de controle quimico favorece o surgimento de populacdes resistentes de

flebotomineos.

Com isso, o monitoramento da suscetibilidade de flebotomineos a
inseticidas, principalmente em areas com uso de coleiras impregnadas, torna-
se fundamental para aprimorar as acdes de controle vetorial, tendo em vista
gue essa tecnologia de controle utiliza piretréide, por exemplo, deltametrina,
além de que, populacdes resistentes de flebotomineos a inseticidas ja foram
registrados em varios paises do Velho mundo. Dessa forma, considerando o
aumento de casos de LV no Brasil, e a probabilidade do vetor Lu. longipalpis
vim a desenvolver resisténcia a inseticidas utilizados no seu controle, este
estudo teve como objetivo caracterizar o perfil de suscetibilidade de diferentes
populacées de Lu. longipalpis ao piretréide deltametrina em areas com uso de

coleiras impregnadas para controle de LV.
Material e métodos
Area de estudo

Os flebotomineos foram capturados nos municipios de Foz do
Iguacu/PR (S 25° 32' 49" W 54° 35’ 18"), Fortaleza/CE (S 3° 43' 6' W 38° 32' 36"),
Caucdia/CE (S 3° 44’ 4" W 38° 39’ 23") ,Teresina/Pl (S 5° 5’ 21" W 42° 48' 6"),
Montes Claros /MG (S 16° 44’ 13" W 43° 51’ 53”) e Cavalcante/GO (S
13° 47’ 517 W 47° 27’ 20”) conforme mostra Figura 1. Os municipios foram

selecionados conforme os seguintes critérios: i) elevada transmissao de LV;
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i) uso de coleiras impregnadas a longo prazo; iii) realizacdo de um programa

especifico de controle de LV e iv) casas com presenca de cdes com LV.

50°0’(|].0”W

400,000
Teresina-P1

0°0'0.0”

Caucéia-CE

25°0'0.0”S
S40°0,0052

Fortaleza-CE

LEGENDA

o Pontos amostrais
[ Estados de coletas

Uso e cobertura da terra:

I Vegetacdo nativa

[ Formagdo Natural ndo
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Agropecudria

B Area ndo Vegetada J

M Corpo D'agua Foz do Iguacu-PR Montes Claros-MG

Cavalcante-GO

Figura 1. Mapa do Brasil mostrando os estados (cinza) e os municipios onde
foram realizadas as coletas e bioensaios com garrafas do CDC para avaliagéo
de suscetibilidade de Lu. longipalpis expostos ao inseticida deltametrina, em
2023. Fonte: MapBiomas (2023).

Flebotomineos de campo

As coletas ocorreram por meio de armadilhas luminosas do tipo HP
e/ou CDC, as quais foram instaladas no peridomicilio das residéncias durante
trés noites consecutivas (17:00 as 08:00). Para sele¢éo das casas foi utilizado
critérios como: presenca de vegetacao, matéria organica acumulada, animais

domésticos, locais sombreados e Umidos.
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As armadilhas eram recolhidas durante o periodo da manha e os
flebotomineos foram transportados em caixas de poliestireno (isopor)
contendo papel toalha umedecida. Nos laboratérios de entomologia
municipais, as armadilhas eram separadas em positivas e negativas para
presenca de flebotomineos. Por fim, os flebotomineos coletados na armadilha
tipo CDC foram transferidos para gaiolas entomolégicas maiores (30 x 30 cm),
proporcionando maior espaco de armazenamento, consequentemente
aumentando o conforto das espécies. Apos isso, foram mantidos no escuro
por meio de um tecido preto que cobria a gaiola. Esse procedimento foi
realizado para aclimatizacdo dos insetos por uma hora até a realizacdo dos

bioensaios biologicos.
Impregnacao das Garrafas

O inseticida utilizado nos bioensaios foi o piretréide deltametrina
(C22H19Br2NO3) da BAYER, com grau de pureza de 99.6%. Foi pesado um
total de 10,1 mg de inseticida grau técnico (em p0), o qual foi diluido em 1 ml
de acetona (PA-Dinamica) para preparacdo da solu¢cdo mae. Apos isso, uma
segunda solucdo foi preparada, a partir da solucdo mae com uma
concentracdo 0,5 mg/ml. Em seguida, foram preparadas as subdoses de
1,3,5,7,9,11 pg/garrafa para os experimentos Dose-Resposta (DR). Além
disso, as garrafas também foram impregnadas com as doses de 21,9
Mg/garrafa e 30 pg/garrafa para bioensaios Doses Diagnéstica (DD). A Dose
Diagnéstica de 30 ug/garrafa foi preconizada por Delinger et al. (2016) para
populac6es de Lu. longipalpis ao piretréide deltametrina. Essa dose foi
determinada a partir de uma colbénia de referéncia do Walter Reed Army
Institute of Research (WRAIR) e o0s bioensaios foram realizados na
Universidade Estadual de Utah, localizada nos Estados Unidos. Frascos de
vidro de 250 ml (Wheaton) foram impregnadas com 1 ml de deltametrina e os
frascos controles com 1ml de acetona, identificados por nome do inseticida,
concentracdo e data do teste. Todos os frascos foram impregnados
uniformemente nas partes laterais, superior e inferior por meio de rotagéo do

recipiente e observacao criteriosa da impregnacdo. Apds impregnacao a
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tampa foi retirada dos frascos para evitar condensacdo e as garrafas
permaneceram destampadas para evaporacao da acetona por um periodo de
uma hora. Apdés a secagem de todos os frascos foram tampados e
armazenados em caixas plasticas (29 litros) cobertas por um tecido preto para

protecdo da luz
Bioensaios de garrafas

Para o estudo foi utilizada a metodologia de bioensaios com garrafa do
CDC, descrita pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2022b), com
pequenas modificacdes. Para os experimentos de Dose Diagndstica(DD)
foram usadas as doses de 21,9 e 30 ug/garrafa e para bioensaios Doses
Respostas (DR) concentragbes de (1,3,5,7,9 e 11 ug/garrafa). Para cada
garrafa foram expostos cerca de 20 flebotomineos (33 e 2% misturados),
provenientes do campo, as quais foram retirados das gaiolas com auxilio de

um capturador de Castro.

Em seguida, os flebotomineos eram introduzidos em cada garrafa com
auxilio de um capturador de Castro e um funil pequeno registrando-se o
minuto zero até completar 60 minutos de exposicdo. Primeiramente, foram
introduzidos os flebotomineos nas garrafas controle, as quais eram
rapidamente fechadas e posicionadas horizontalmente. Para insercdo dos
flebotomineos no grupo controle foi utilizado um capturador de Castro e um
funil em separado para evitar contaminagdo das garrafas. A seguir, 0s
flebotomineos eram inseridos nas garrafas impregnadas com as DDs, onde
foram usados um total de 15 garrafas, sendo 3 garrafas para o grupo controle
e para cada dia de bioensaio era utilizado 4 garrafas por dia para cada DD. E
para DRs foram utilizadas um total de 21 garrafas, sendo trés garrafas para
cada concentracdo. As garrafas do grupo controle foram impregnadas

somente com acetona.

Para cada garrafa era registrado o tempo inicial e a mortalidade foi
avaliada a cada 10 minutos, sendo que os flebotomineos mortos e vivos foram

anotados na Ficha de Bioensaios com Garrafas do CDC. Todas as garrafas
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permaneciam cobertas com um pano preto para evitar 0 minimo contato com
a luz e eram descobertas, apenas para leitura de mortalidade. A leitura de
mortalidade foi realizada apos 24h. Foram realizados trés bioensaios em

diferentes dias.

Apbs isso, os flebotomineos foram transferidos para potes plasticos de
250 ml com tela de protecdo com algodé&o contendo solucao acucarada a 10%.
A leitura de mortalidade foi realizada em 24 horas por Unico pesquisador. Apds
a leitura os flebotomineos foram armazenados em Eppendorf contento alcool
isopropilico para serem conservados até o momento da identificacdo em nivel

de espécie. Cada Eppendorf era identificado por dia do teste e municipio.
Identificacdo dos flebotomineos

Os flebotomineos foram transportados para o Laboratério de
Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia para identificacdo taxonémica. Machos e fémeas
foram montados e clarificados, segundo Forattini (1973) e identificados
utilizando a chave de Galati (2015). A abreviacdo dos géneros seguiu a

proposta de Marcondes (2007).
Critérios de mortalidade

Os flebotomineos foram considerados mortos conforme critérios
descritos por Rocha et al. (2023): i) incapacidade de voar de forma
coordenada; quando imdvel; ii) ndo conseguiam ficar de pé; iii) poderiam ficar

de pé e voar brevemente, mas caiam imediatamente.

Os critérios para avaliacdo de resisténcia foram obtidos de WHO
(2022b) de acordo com: i) mortalidade de 298% indica suscetibilidade; ii)
mortalidade 290% mas <98% sugere possibilidade de resisténcia e iii)

mortalidade menor que 90% sugere resisténcia estabelecida/confirmada.

Com as DL50 e DL95 estimadas para cada populagéo foi calculada a
RR50 e RR95 (Razdo de Resisténcia). A resisténcia sera determinada de
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acordo com Mazzarri & Georghiou (1995) em resisténcia baixa, moderada ou

alta para RR< 5, entre 5,0-10,0 e > 10,0, respectivamente.
Analise estatistica

A taxa de mortalidade foi calculada somando o nuUumero de

flebotomineos mortos em todos os testes, expressos em porcentagem.

Os dados de mortalidade das populacdes de Lu. longipalpis foram
utilizados para estimar a concentracdo que mata 50% (DL50) e 95% (DL95) e
99% (DL99) das amostras estudadas. O célculo da DL50, DL95 e DL99 de
cada populacéo foi baseado na andlise Probit (Lichfield & Wilcoxon 1949) e
foi realizado pelo programa Basic Probit Analisys e Polo Plus (LeOra Software,
2002-2023). As doses letais foram expressas em microgramas por garrafa

(ug/garrafa).

Também foi estimado o coeficiente angular da curva dose resposta
(slope) por meio do programa GraphPad Prism versdo 5.0 (Graph Pad
Software, Boston, Massachusetts, USA). O slope representa a
homogeneidade da populacéo, indicando a progressdo de resisténcia e
variacado genotipica na tolerancia a um inseticida. De forma geral, os menores
valores do coeficiente angular da curva indicam populagbes mais
heterogéneas, consequentemente com maior probabilidade de selecdo de
resisténcia. A Razdo de Resisténcia (RR) foi obtida por meio do quociente da
DL50 da populacdo de campo pela DL50 da linhagem suscetivel. Quanto
maior a Razéo de Resisténcia, maior a magnitude da resisténcia da populacao

ao inseticida.

Resultados

Um total de 4.094 flebotomineos foram utilizados nos bioensaios de

garrafas do CDC. Lu. longipalpis foi a espécie predominante em todas as
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localidades (94%), seguida por seguidas por Migonemyia migonei (0,8%),
Evandromyia lenti (0,6%), Evandromyia sallesi (0,3%) e Nyssomyia whitmani
(0,1%).

A DL99 para populagdo de referéncia de Lu. longipalpis foi 21,9
pg/garrafa e o tempo letal foi de 60 minutos de exposicao para a dose de 11
Mg/garrafa, a qual atingiu 100% de mortalidade. Para os experimentos de DD

adotamos o valor de 1xDL99.

Bioensaios para DD de 21, 9 pyg/garrafa demostram que a maioria das
populacdes de Lu. longipalpis procedentes dos municipios de Foz do
Iguacu/PR, Montes Claros/MG, Cavalcante/GO e Teresina/Pl foram
suscetiveis a deltametrina com taxa de mortalidade de 98,2%, 95,7%, 99,2%
e 99,5%, respectivamente (Tabela 1). No entanto, a populacdo de
flebotomineos oriunda de Caucaia/CE apresentou mortalidade de 87,1%,
sugerindo resisténcia a deltametrina e a populacdo de Fortaleza/CE
demonstrou um valor de 94,9% de mortalidade quando expostos a

deltametrina em bioensaios de garrafa, ou seja, possivel resisténcia.

Para a DD de 30 ug/garrafa, as populacdes de flebotomineos oriundas
de Caucaia/CE e Teresina/Pl apresentaram mortalidade de 95,5% e 95,8%,
respectivamente. Esses valores sugerem possibilidade de resisténcia a
deltametrina. Além disso, a populacdo de Fortaleza/CE demonstrou um valor
de 99,9% de mortalidade quando expostos a deltametrina. A populacao de
Foz do Iguagu/PR apresentou mortalidade de 98,7%. Dessa forma, ambas
populacbes sdo suscetiveis. As populagbes de Montes Claros/MG e
Cavalcante/GO também demostraram suscetibilidade a deltametrina, com
valores de taxa de mortalidade de 99,3% e 99,6%, respectivamente. Os dados

apresentados podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 1. Taxa de mortalidade de populacdes de flebotomineos expostos a
DD de 21 ug/garrafa de deltametrina em bioensaios de garrafas do CDC, em
2023.



Populacéo
CAU
FOR
FOZ
MOC
CAV
TER
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Mortalidade (%) apds exposi¢cdo com deltametrina (21,9 ug/garrafa)
Tempo de exposi¢ao (min)

N
201
219
166
163
247
200

10
8,9
6,8
4,2

14,1
14,1
11,1

20
15,9
13,2
11,4
25,1
30,7
19,5

30
24,8
21,9
27,7
54,6
85,8
44,1

40
36,8
30,1
51,2
87,7
93,9
72,1

50
48,7
55,3
68,1
92,1
96,3
80,1

60
69,6
64,8
85,5
100
99,1
92,5

24hrs
87,1
94,9
98,2
95,7
99,2
99,5

Classificacao
Resisténcia
Possivel resisténcia
Suscetivel
Suscetivel
Suscetivel
Suscetivel

Tabela 2. Taxa de mortalidade de populacdes de flebotomineos expostos a
DD de 21 ug/garrafa de deltametrina em bioensaios de garrafas do CDC, em

2023.

Para bioensaios DR Lu. longipalpis procedente do municipio de

Teresina/Pl apresentou a menor mortalidade, cujo valor foi de 6,38%, na dose

de 1 ug/garrafa. Por outro lado, as popula¢gdes de Montes Claros/MG e

Cavalcante/GO registraram maior taxa de mortalidade com valores de 18,6%

e 16,8%, respectivamente.

Para a dose de 3 ug/garrafa a populacéo de Lu. longipalpis oriunda de

Cavalcante/GO apresentou a maior mortalidade (81,3%), quando comparada

as demais populagdes, seguida de Montes Claros com 60,3%. As populagdes

procedentes de Foz do Iguacu/PR, Fortaleza/CE, Caucaia/CE e Teresina/PI

obtiveram taxa de mortalidade entre 20 e 30%.

A dose de 5 pg/garrafa atingiu mortalidade de 100% para a populagcao

de Lu. longipalpis coletada no municipio de Cavalcante/GO. Esse nivel de
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mortalidade se manteve nas doses seguintes, demostrando elevada
suscetibilidade desta populagdo a deltametrina. Lu. longipalpis de Montes
Claros/MG obteve a segunda maior mortalidade para essa dose com 86,6%,

enguanto que as demais populacdes variaram de 30 a 40% de mortalidade.

Registrou-se maior mortalidade (93,6%) para Lu. longipalpis
procedente de Montes Claros/MG na dose de 7 ug/garrafa. Foz do Iguacu/PR
e Caucdia/CE mantiveram uma meédia de 50% de mortalidade, enquanto que,
Fortaleza/CE e Teresina/PIl foram superiores a 60%.

Na dose de 9 pg/garrafa foi possivel observar que a populacao de Lu.
longipalpis coletada em Teresina/Pl apresentou mortalidade superior a 90% e
com Montes Claros/MG chegando a 100%. As populacdes de Fortaleza/CE,
Caucdia/CE e Foz do lguacu//PR apresentaram uma taxa de mortalidade

entre variando entre 60 e 70%.

As populagbes de Lu. longipalpis de Cavalcante/GO e Montes
Claros/MG atingiram 100% de mortalidade no tempo de 60 minutos, ou seja,
estdo muito proximas aos niveis de mortalidade da populacédo suscetivel
(LRS) para a dose de 11 pg/garrafa. Porém, as populagbes de Foz do
Iguacu/PR, Fortaleza/CE, Caucdéia/CE e Teresina/Pl, apresentaram taxa de
mortalidade entre 86,5% a 96,2%. Todos esses resultados podem ser

observados na Figura 2.
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Figura 2. Média de mortalidade para doses respostas ao piretroide
deltametrina com 60 min de exposicdo. (FOZ) Populacdo de Foz do
Iguacu/PR. (FOR) Populagdo de Fortaleza/CE. (CAU) Populacdo de
Caucaia/CE. (TER) Populacdo de Teresina/Pl. (MOC) Montes Claros/MG.
(CAV) Cavalcante/GO.

A DL50 da populacédo de referéncia foi de 3,50 pg/garrafa. As DL50 das
populagcbes de campo variaram entre 9,53 a 1,92 pg/garrafa. A populacéo de
Lu. longipalpis procedente de Caucaia/CE apresentou o maior valor de DL50
com 9,53 pg/garrafa, enquanto que a populacdo de Cavalcante/GO obteve o
menor valor que foi de 1,92 ug/garrafa. Nota-se que este valor foi menor que

da LRS mencionada acima. As popula¢gbes de Lu. longipalpis de Foz do
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Iguacu/PR e Caucdéia/CE apresentaram diferencas significativas na DL50
guando comparadas com a populacédo de referéncia (LRS), quando os limites
de confianca foram sobrepostos ao nivel de 95%, conforme mostra a Tabela
3.

A DL95 da populagéo de referéncia foi de 12,8 pg/garrafa e a variagéo
das DL95 das populagdes de campo foram de 53,6 a 4,33 pg/garrafa. As
populacées de Lu. longipalpis procedentes de Caucdéia/CE e Fortaleza/CE
obtiveram os maiores valores de DL95 com 53,6 ug/garrafa e 17,5 ug/garrafa,
respectivamente. Observou-se que a populacdo de Cavalcante/GO registrou
o menor valor com 4,33 ug/garrafa, seguida de Montes Claros/MG (7,83)
(Tabela 3). Nao foi observada diferencas significativas na DL95 das
populacdes de campo, quando os limites de confianga foram sobrepostos ao
nivel de 95%.

Os valores de RR50 apresentaram uma variagao entre 2,27 a 0,54,
demostrando baixos niveis de resisténcia para as populacdes analisadas. Lu.
longipalpis procedente de Caucaia/CE apresentou maior valor com 2,27
Mg/garrafa. A RR50 da populacdo de Foz do Iguacu/PR foi de 2,03 ug/garrafa,
seguida da populacao de Fortaleza/CE com um valor de 1,77. A populacéo de
Teresina/Pl mostrou um valor de 1,54 ug/garrafa. Cavalcante/GO e Montes
Claros/MG obtiveram os menores valores, com 0,54 pg/garrafa e 0,76

Mg/garrafa, respectivamente.

Os menores valores de RR95 foram para as populacbes de
Cavalcante/GO e Montes Claros/MG, com 0,33 e 0,61, respectivamente. Lu.
longipalpis de Caucéia/CE apontou o maior valor de 4,18 pg/garrafa, seguida
de Fortaleza/CE com 1,36 ug/garrafa. Para populacdo de Foz do Iguacu foi
observado valor de 1,21. Teresina/Pl teve sua RR95 estimada em 0,92

pg/garrafa. Esses valores podem ser observados na Tabela 3.
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Tabela 3. Distribuicdo da populacdo, numero de exemplares por amostra,
Slope, DL50, DL95, RR50 e RR95 de populagdes de Lu. longipalpis expostas
ao piretréide deltametrina em bioensaios de garrafa do CDC, em 2023.

Estado Populacao n Slope DLso (IC 95%) DLos (IC 95%) RRso RRos
Bahia LRS 420 2,93 3,50 (1,38-5,73) 12,8(7,29-128,2) - -
Ceara Caucéia 247 2,19 9,53 (7,09-36,1) 53,6(20,9-50,1) 2,27 4,18
Parana Fozdolguagu 325 486 7,12(6,36-7,81) 15,5(12,9-21,3) 2,03 1,21
Cearéd Fortaleza 337 3,64 6,21(4,75-8,03) 17,5(9,59-36,2) 1,77 1,36
Piauf Teresina 258 4,75 5,39(4,73-5,98) 11,9(10,2-15,4) 1,54 0,92

Minas Gerais Montes Claros 279 3,53 2,67 (2,04-3,18) 7,80(6,18-11,8) 0,76 0,61
Goias Cavalcante 328 466 1,92(1,53-2,27) 4,33(3,57-5,78) 0,54 0,33

Os valores do coeficiente angular das populacdes de flebotomineos
dos municipios de Teresina/Pl (TER) e Caucaia/CE (CAU), mostrados nas
Figuras 21, quando comparados a populacao de referéncia, apontaram menor
homogeneidade e maior frequéncia de individuos com alelos de resisténcia,
0S quais podem ser selecionados futuramente, mediante forte pressédo de
inseticidas quimicos. Por outro lado, Lu. longipalpis procedente de Foz do
Iguacu, mostrados na figura 3, demonstraram padrdes de coeficiente angular
similares a populagéo de referéncia.

O coeficiente angular da populagcédo de Lu. longipalpis procedente de
Cavalcante/GO apresentou perfil semelhante a populacdo de referéncia
(Figura 4). Populagbes de Lu. longipalpis procedentes de Fortaleza/CE e
Montes Claros/MG possuem maior heterogeneidade, em relagéo a populacéo
de referéncia, portanto, sugerindo possibilidade de selecdo de individuos

resistentes, caso haja pressao de inseticidas.



129

8 8- 8
g7 - 7
- 3
E 6 E- 64
& %5
= =
= 3,
) £4
Z o
2 T T T 1 2 T T T ]
0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
Dose (pg/garmfa) Dose (pg/garrafa)
s c
= 71
2 Bl REF
£ 6
= Bl TER
P
54
' & BN cav
Z 44
z BN roz
-~ JI
9
- v Ll Ll L]
0.01 0.1 1 10 100

Dose (pg/garrafa)

figura 3. Curva de mortalidade de populaces de Lu. longipalpis, em escala
logaritmica, para o inseticida deltametrina. A: comparacéo entre REF (5,81) e
TER (3,15), B: comparacao entre REF (5,81) e CAU (2,70), C: comparacao
entre REF (5,81) e FOZ (4,86).

REF: populacao de referéncia, TER: Teresina/Pl, CAU: Caucaia/CE, FOZ: Foz
do lguacu/PR.

81 8= E
= 74 = 7
B £ o1
= o
N 3
£ 4 £ 4
- S
z ) il
2 T T T 1 2 T T T 1
0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
Dose (pg/garrafa) Dose (ng/garrafa)
8
F
=7
z BN REF
£ 6
] e
= cav
£ s
= BN FOR
=
£ 4
= Bl Moc
=3
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CAV (4,66), B: comparacéo entre REF (5,81) e FOR (3,64), C: comparacao
entre REF (5,81) e MOC (3,53).

REF: populacédo de referéncia, CAV: Cavalcante/GO, FOR: Fortaleza/CE,
MOC: Montes Claros/MG.

Discussao

O presente estudo estimou o perfil de suscetibilidade de seis
populacdes de flebotomineos coletados em areas com uso de coleiras
caninas para o controle da LV. A espécie de maior ocorréncia em todos 0s
municipios foi Lu. longipalpis, representando 94% (3.843). Rocha et al. (2020)
gque ao estudarem a suscetibilidade de Lu. longipalpis ao inseticida
alfacipermetrina coletaram, em quatro municipios dos estados de Minas
Gerais e Goias, 88% de Lu. longipalpis, seguidas de Lu. ischnacantha (6%),
Lu. renei (3%), Nyssomyia whitmani (1%), Evandromyia lenti (0.8%),
Micropygomyia villelai (0.6%), Ev. (Barrettomyia) série Cortelezzii (0.2%), Ev.

bacula (0.2%) e Brumptomyia avellari (0.2%).

Lu. longipalpis expostos na DD de 21,9 pg/garrafa e 30 ug/garrafa
demostrou elevada suscetibilidade para maioria das expostas a deltametrina.
Singh et al. (2012) avaliaram o perfil de suscetibilidade do principal vetor da
LV na india Ph. argentipes. Essa espécie foi suscetivel para malation e
deltametrina com mortalidade entre 98 e 100% e 98,4 e 100%,
respectivamente. Zahra et al. (2021) também constataram mortalidade de
100% para Ph. papatasi para deltametrina e malation expostos em tubo da
OMS.

Nesse estudo, a DD proposta por Derlinger et al. (2016) permitiu
discriminar a populacéo de Lu. longipalpis procedentes de Caucaia/CE como
possivel resisténcia. Roy et al. (2022) apontaram possibilidade de resisténcia
para deltametrina em populagdes de Ph. argentipes coletadas nas localidades
de Bishanpur, Madhepura e Pokhariya, no Nepal. A taxa de mortalidade variou

entre 95,4% a 97,9% e a intensidade da resisténcia foi baixa, porém com



131

recomendacdo de uso de inseticidas com diferentes modos de acao, tais

como organofosforados ou novos produtos pré qualificados pela OMS.

Nesta pesquisa, a DD foi de 21,9 ug/garrafa para LRS procedente da
FIOCRUZ/RJ. Marcel6 et al. (2014), na Colébmbia, determinaram a DD para
Lu. longipalpis por meio de bioensaios de garrafa dos CDC. Esses
pesquisadores utilizaram a DD de 10 ug/garrafa para deltametrina. Também
na Colémbia, Santamaria et al. (2003) estimaram uma DD de 10 pg/garrafa
para uma populacao de Lu. longipalpis criada em laboratorio, expostas por 60
minutos. Portanto, destaca-se a importancia de utilizar uma DD estimada a
partir de uma populacdo de referéncia local, conforme preconizada por
Campos et al (2017).

Populacdes de Cavalcante/GO e Cuacaia/CE desde a concentracao de
3 ug/garrafa até a maior que foi de 11 ug/garrafa, ocorreu grande mortalidade
para ambas populagdes de campo, principalmente Cavalcante/GO que aos 30
minutos de exposicao ja apresentava mortalidade de 100% para as doses de
5 7, 9 e 11 pg/garrafa, diferentemente da LRS que obteve 100% de

mortalidade, apenas na dose de 11 ug/garrafa, apos 60 minutos de exposicao.

Os municipios de Montes Claros/MG e Cavalcante/GO tiveram menor
pressdo de inseticida, pois as coleiras foram implantadas em 05/2023 e
08/2023, respectivamente. O guantitativo de cées encoleirados foi de 419 em
Montes Claros/MG e 359 em Cavalcante/GO. Dessa forma, a populacao de
Lu. longipalpis coletada em Cavalcante/GO apresentou pouco tempo de
exposicao a inseticidas e foi coletada em ambiente mais preservado, pois
localiza-se em area preservada da comunidade Kalunga do estado do Goias.
Tal fato, pode explicar a maior suscetibilidade desta populag&o, podendo ser
utilizada até como LRS para futuros estudos de suscetibilidade de

flebotomineos a inseticidas.

Por outro lado, a implantacdo das coleiras impregnadas no municipio
de Caucaia/CE iniciou-se em 04/2022, com um total de 675 cées encoleirados

em dois ciclos. Fortaleza implantou as coleiras em 07/2021, com um
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quantitativo de 122.467 cédes utilizando coleiras. Esses dois municipios
apresentaram menor taxa de mortalidade para espécie Lu. longipalpis. Esse
fato, pode ter influenciado os resultados obtidos, uma vez que possuem maior
tempo de pressao de inseticidas, tanto pelo uso das coleiras, quanto pelo

tratamento residual, as quais utilizam inseticidas piretréides.

Nota-se que a populacao de Lu. longipalpis oriunda de Caucaia/CE foi
classificada como resistente e possivel resistente, quando exposta as DDs de
21,9 e 30 ug/garrafa, respectivamente. Ressalta-se que alguns pontos devem
ser mencionados para interpretacdo desses resultados: i) fémeas alimentadas
de Lu. longipalpis apresentam maior mortalidade para alfacipemetrina em
comparacao com fémeas nao alimentadas (Rocha et al. 2023) e ii) o tempo
de armazenamento das garrafas influéncia a persisténcia do ingrediente ativo
(Perea et al. 2009). Nesta pesquisa ndo houve a separacdo de fémeas
alimentadas das ndo alimentadas durante os bioensaios de garrafa do CDC e
as garrafas permaneceram armazenadas por um periodo de 13 dias,
excepcionalmente para os bioensaios com a populacdo de Caucaia/CE.
Dessa forma, duas hip6teses poderiam explicar este resultado. A primeira é a
maior quantidade de fémeas ingurgitadas e a segunda seria a perda da
efetividade do ingrediente ativo, pois no terceiro dia de bioensaio, observou-

se menor mortalidade entre os flebotomineos expostos em todos os frascos.

Para mosquitos da espécie Ae. aegypti as garrafas impregnadas com
cipermetrina podem ser utilizadas de 3 a 4 vezes, apés 24 horas de
armazenamento. Quando armazenadas no escuro e em temperatura
ambiente perdem sua efetividade apds o 14° dia, sendo necessaria teste de
efetividade para conduzir novos experimentos (Perea et al. 2009; Rodriguez
et al. 2017). Futuros estudos tornam-se necessarios para analisar a
persisténcia de inseticidas em garrafas do CDC para estudos de

suscetibilidade de flebotomineos a inseticida.

Os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram com Bidabadi et al.

(2022) que estimaram RR50 de 2,52 para a geracdo F1 da espécie
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Phlebotomus papatasi em experimentos de suscetibilidade com tubos da
OMS. As espécies foram suscetiveis para quatro inseticidas da classe dos

piretroides.

Mazzari et al. (1997) encontraram menor suscetibilidade de Lu.
longipalpis coletados em campo para DDT e malation, quando comparados
com a LRS e as RR50 foram para deltametrina e permetrina apresentaram
valores de 1,47 e 1,19, respectivamente. Com isso, foi observado para essa
populacdo de Lu. longipalpis baixos niveis de resisténcia para ambos
inseticidas.

Maroli et al. (2002) estimaram a RR50 de duas espécies de
flebotomineos Phlebotomus perniciosus e P. papatasi. Os bioensaios com kits
da OMS durante 60 minutos detectaram valores de RR50 para DDT,
lambdacialotrina e permetrina de 1,19, 0,65 e 0,88 para Ph. perniciosus e 1,08,
151 e 1,41 para P. papatasi, respectivamente. Essas espécies foram
suscetiveis aos inseticidas testados, em comparacdo com a populagédo de

referéncia.

Mazzarri & Georghiou (1995) classificaram os niveis de resisténcia para
mosquitos como baixa, moderada ou altamente resistente, conforme RR95
10. Os mosquitos apresentam fisiologia, comportamentos e tamanhos
diferentes, quando comparados aos flebotomineos. Assim, torna-se
necessario definir com maior precisdo os pontos de corte da RR para os
flebotomineos, pois ndo existe uma padronizacdo dessas informacdes na
literatura. Estudos com diversas populagfes de Lu. longipalpis de laboratério
e de campo, realizados simultaneamente, poderiam auxiliar na padronizagao
(Pessoa et al. 2015).

Um ponto importante é a padronizacdo de uma LRS. Lu. longipalpis
procedente da Gruta da Lapinha/MG foi sugerida como LRS em estudos de
suscetibilidade com piretréides (Alexander et al. 2009, Pessoa et al. 2015).
Neste estudo, sugerimos a populacdo de Lu. longipalpis procedente de

Cavalcante, como potencial LRS, uma vez que apresentou mortalidade de
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100% na dose de 5 ug/garrafa e DL50=1,92 e DL95=4,95, ou seja, menor que
a colonia utilizada neste estudo, com DL50=3,50 e DL95=12,8.

Normalmente, populacdes criadas e mantidas em colonia possuem
dietas sanguineas oferecidas com maior frequéncia e regularidade, melhores
condicbes de abrigo e protecdo e pouca influéncia da temperatura e
humidade. Esses fatores podem explicar a maior tolerancia a inseticidas de
populacdes de colonia, em relacdo a populagbes de campo. Outro fator que
poderia explicar a maior mortalidade nas populagbes de campo seria que
durante a captura e transporte as amostras poderiam sofrer danos fisicos ou

estresse que aumentariam sua mortalidade (Rocha et al. 2021).

Gonzales et al. (2019) avaliaram o efeito a longo prazo da exposicao
de uma populacédo de Lu. longipalpis aos inseticidas deltametrina (0,5%) e
lambda-cialotrina (0,05%), durante um periodo de 30 meses no municipio
Aracatuba, Sao Paulo, Brasil. Casas selecionadas no municipio foram
randomizadas para receber um de trés métodos de exposi¢ao a inseticidas: i)
cdes que receberam coleiras com 1g de deltametrina; ii) galinheiros
pulverizados com lambda-cialotrina e iii) casas com grupo controle sem
tratamento com inseticidas. Lu. longipalpis foi submetido a bioensaios com
papel impregnado e demostraram taxa de mortalidade 100% aos 60 minutos
de exposicdo para ambos os inseticidas. Ademais, Lu. longipalpis de
laboratério foi mais tolerante a deltametrina e lambdacialotrina, em

comparacao com as populacdes coletados em campo.
Concluséo

As DDs de 21,9 e 30 pg/garrafa comprovaram que as populagdes de
Lu. longipalpis procedentes de Caucaia e Fortaleza, ambos no estado do
Ceard apresentam-se com resisténcia e possivel resisténcia. O
monitoramento de resisténcia dessas populacbes deve ser realizado
periodicamente ao longo do tempo, a fim de mapear a distribuicdo espacial da

resisténcia para novas areas e/ou populacoes.
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A intensidade de resisténcia foi baixa para todas as populacdes,
qgquando comparadas com a LRS. A padronizacdo de uma LRS de Lu.
longipalpis torna-se fundamental para futuros estudos com suscetibilidade de

flebotomineos aos inseticidas utilizados no seu controle.

As populagbes de Lu. longipalpis procedentes de Teresina/Pl,
Fortaleza/CE, Caucaia/CE e Montes Claros/MG sdo mais heterogéneas,
portanto, possuem maior tendéncia para o surgimento de resisténcia. No
entanto, Lu. longipalpis é um complexo de espécies cripticas e estudos
moleculares devem ser realizados para determinar diferencas genéticas
dessas populacdes e como elas afetam a tolerancia de diferentes classes de

inseticidas.

Referéncias

Alexander B, Barros VC, de Souza SF, Barros SS, Teodoro LP, Soares ZR,
Gontijo NF, Reithinger R. Susceptibility to chemical insecticides of two
Brazilian populations of the visceral leishmaniasis vector Lutzomyia longipalpis
(Diptera: Psychodidae). Trop Med Int Health. 2009;14(10):1272-1277.

Burza S, Croft SL, Boelaert M. Leishmaniasis. Lancet. 2018;
15;392(10151):951-970.

Bidabadi L, Oshaghi MA, Enayati AA, Akhavan AA, Zahraei-Ramazani AR,
Yaghoobi-Ershadi MR, Rassi Y, Aghaei-Afshar A, Koosha M, Arandian MH,
Ghanei M, Ghassemi M, Vatandoost H. Molecular and Biochemical Detection
of Insecticide Resistance in the Leishmania Vector, Phlebotomus papatasi
(Diptera: Psychodidae) to Dichlorodiphenyltrichloroethane and Pyrethroids, in
Central Iran. J Med Entomol. 2022;59(4):1347-1354.

Campos KB, Martins AJ, Rodovalho CM, Bellinato DF, Dias LDS, Macoris
MLDG, Andrighetti MTM, Lima JBP, Obara MT. Assessment of the
susceptibility status of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) populations to
pyriproxyfen and malathion in a nation-wide monitoring of insecticide
resistance performed in Brazil from 2017 to 2018. Parasit Vectors. 2020;13(1):
18-1.

Costa DC, Bermudil PM, Rodas LC, Nunes MC, Hiramoto RM. Human visceral
leishmaniasis and relation ship with vector and canine control measures. Ver.
Saude Publica.2018; (52): 11-1.

Costa DNCC, Codeco CT, Bermudi PMM, Rodas LAC, Nunes CM, Hiramoto
RM, Tolezano JE, Chiaravalloti Neto F. Control of canine visceral leishmaniasis



136

by euthanasia: estimated effect based on a survey and mathematical
modeling. Cad Saude Publica. 2020;36(2):14-1.

Denlinger DS, Creswell JA, Anderson JL, Reese CK, Bernhardt SA. Diagnostic
doses and times for Phlebotomus papatasi and Lutzomyia longipalpis sand
flies (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) using the CDC bottle bioassay to
assess insecticide resistance. Parasit Vectors. 2016;9 (212):11-1.

Franssen SU, Durrant C, Stark O, Moser B, Downing T, Imamura H, Dujardin
JC, Sanders MJ, Mauricio |, Miles MA, Schnur LF, Jaffe CL, Nasereddin A,
Schallig H, Yeo M, Bhattacharyya T, Alam MZ, Berriman M, Wirth T, Schonian
G, Cotton JA. Global genome diversity of the Leishmania donovani complex.
Elife. 2020; 25(9): 44-1.

Galati, EAB 2015. Apostila de bioecologia e identificacdo de Phlebotominae
(Diptera, Psychodidae) — Departamento de Epidemiologia p. 127, Faculdade
de Saude Publica da USP, Séo Paulo, Brasil.

Gonzalez, MA, Bell, MJ, Bernhardt, SA. Susceptibility of wildcaught Lutzomyia
longipalpis (Diptera: Psychodidae) sand flies to insecticide after an extended
period of exposure in western Sdo Paulo, Brazil. Parasites Vectors . 2019;
12(110): 9-1.

Mazzarri MB, Feliciangeli MD, Maroli M, Hernandez A, Bravo A. Susceptibility
of Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) to selected insecticides in an
endemic focus of visceral leishmaniasis in Venezuela. J Am Mosq Control
Assoc. 1997 Dec;13(4):335-41.

Mazzarri MB, Georghiou GP. Characterization of resistance to
organophosphate, carbamate, and pyrethroid insecticides in field populations
of Aedes aegypti from Venezuela. J Am Mosqg Control Assoc. 1995;11(3):315-
322.

Martins, IM, Silva JS, Campos DK, Oliveira R S, Silva PL, Carvalho S F,
Antdnio PC . Visceral leishmaniasis: historical series of hospitalized patients
and correlation with climate in an endemic area in Minas Gerais, Brazil. J Bras
Patol Med Lab. 2021; (57):7-1.

Marcondes, CB 2007. A proposal of generic and subgeneric abbreviations for
phlebotomine sandflies (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) of the world.
Entomological News 118: 351-356.

Maroli M, Cianchi T, Bianchi R, Khoury C. Testing insecticide susceptibility of
Phlebotomus perniciosus and P. papatasi (Diptera: Psychodidae) in Italy. Ann
Ist Super Sanita. 2002;38(4):423-419.

Marcel6 C, Cabrera OL, Santamaria E. Discriminating concentrations for three
insecticides used in public health in a Lutzomyia longipalpis experimental
strain from Colombia. Biomedica. 2014; 34(4): 630-624.



137

Neves LFC V, Rodas ACL, Cabral G, Pauliquévis JCR. Avaliacao da eficacia
Lambdacialotrina para o controle de Lutzomyia longipalpis. Bepa. 2007;
4(43):11-4.

Perea EZ, Balta Le6n R, Palomino Salcedo M, Brogdon WG, Devine GJ.
Adaptation and evaluation of the bottle assay for monitoring insecticide
resistance in disease vector mosquitoes in the Peruvian Amazon. Malar J.
2009 Sep 3;8:208. doi: 10.1186/1475-2875-8-208. PMID: 19728871; PMCID:
PMC2742550.

Pessoa GC, Lopes JV, Rocha MF, Pinheiro LC, Rosa AC, Michalsky EM, Dias
ES. Baseline susceptibility to alpha-cypermethrin in Lutzomyia longipalpis
(Lutz & Neiva, 1912) from Lapinha Cave (Brazil). Parasit Vectors. 2015; 17
(8):8-1.

Roy L, Uranw S, Cloots K, Smekens T, Kiran U, Pyakurel UR, Das ML, S Yadav
R, Van Bortel W. Susceptibility status of the wild-caught Phlebotomus
argentipes (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae), the sand fly vector of
visceral leishmaniasis, to different insecticides in Nepal. PLoS Negl Trop Dis.
2022; 16(7): 18-14.

Rocha DA, Andrade AJ, Moura LR, Figueiredo NG, Pessoa GCD, Obara MT.
Susceptibility of phlebotomine sandflies (Diptera: Psychodidae) collected in
the field, to alpha-cypermethrin in four municipalities endemic to leishmaniasis.
Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2020; 62(38): 4-1.

Rocha DA, Costa LMD, Pessoa GDC, Obara MT. Methods for detecting
insecticide resistance in sand flies: A systematic review. Acta Trop. 2021.

Rocha DA, Costa LM, Pessoa GCD, Obara MT. Standartization of laboratory
bioassays for the study of Lutzomyia longipalpis (diptera: psychodidae)
susceptibility to pyrethroid insecticides. In: Oliveira, J, Alevi, KCC, Camargo,
LM, Meneguetti, DUO (Eds.), Atualidades em medicina tropical no Brasil:
Vetores. Strictu Sensu, Rio Branco, p. 137-153,2023.

Rodriguez MM, Crespo A, Hurtado D, Fuentes I, Rey J, Bisset JA. Diagnostic
Doses of Insecticides for Adult Aedes aegypti to Assess Insecticide Resistance
in Cuba. J Am Mosq Control Assoc. 33(2):142-144.

Scarpini S, Dondi A, Totaro C, Biagi C, Melchionda F, Zama D, Pierantoni L,
Gennari M, Campagna C, Prete A, Lanari M. Visceral Leishmaniasis:
Epidemiology, Diagnosis, and Treatment Regimens in Different Geographical
Areas with a Focus on Pediatrics. Microorganisms. 2022; 21;10(10):13-1.

Santamaria E, Munstermann LE, Ferro C. Aproximacion al método CDC para
determinar susceptibilidad a insecticidas en vectores de leishmaniasis
[Approximation to the CDC method to determine insecticide susceptibility in
leishmaniasis vectors]. Biomedica. 2003; 23(1):121-115.



138

Silva AB, Freitas FI, Mota C A, Maria EM, Campos HF, Lima CM. Analysis of
the factors that influence the occurrence of human visceral leishmaniasis.
Cogit. Enferm. 2021; (26):12-1.

SilvaJ D, Melo H M, Costa A.G, Costa D F, Silva B S, Melo, M A. Leishmaniose
visceral em cdes de assentamentos rurais. Pesq Vet Bras.2017; 73 (11):1292-
1298.

Singh RK, Mittal PK, Dhiman RC. Insecticide susceptibility status of
Phlebotomus argentipes, a vector of visceral leishmaniasis in different foci in
three states of India. J Vector Borne Dis. 2012; 49(4):254-257.

WHO. World Health Organization. Determining discriminating concentrations
of insecticides for monitoring resistance in sand flies: report of a multi-centre
laboratory study and WHO expert consultations. Geneva: World Health
Organization; Licence: CC BY-NC-SA 3.0 IGO, 2022a.

WHO. World Health Organization. Standard operating procedures for testing
insecticide susceptibility of adult mosquitoes in WHO bottle bioassays.
Geneva: World Health Organization; 2022b.



139



