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Resumo

SILVA, RAFAELLA A. Avaliacdo do comportamento de Lutzomyia longipalpis
(Phlebotominae) em areas de transmisséo intensa submetidas a intervengéao
com coleiras impregnadas com deltametrina a 4% para controle de
leishmaniose visceral. Tese (Doutorado em Medicina Tropical, Area de
Concentragdo em Biologia das Doengas Infecciosas e Parasitarias) —
Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Tropical, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2018.

Existe pouca informagdo do efeito do uso generalizado de coleiras
impregnadas com deltametrina para o controle da leishmaniose visceral
canina na populagéo de flebotomineos. O objetivo deste trabalho foi estudar
aspectos comportamentais de Lutzomyia longipalpis em areas submetidas a
intervengéo com coleira impregnada com deltametrina a 4% (Scalibor) e areas
sem intervengédo, em dois municipios brasileiros, Fortaleza (CE) e Montes
Claros (MG). Foram realizadas capturas de flebotomineos durante 30 meses
em quatro bairros com transmissao intensa de LV em duas cidades. Em
Fortaleza, foram avaliados trés pontos na area submetida a intervencéo e
nove pontos na area sem intervengao (controle), enquanto que em Montes
Claros foram escolhidos 10 pontos de capturas, cinco da area de intervengao
e cinco na area sem intervengdo. Calculou-se as taxas de infestagao
domiciliar, abundancia relativa e distribuicdo de Lu. longipalpis por ponto e
sitio de captura (intra e peridomicilio). No total foram capturados 4.373
flebotomineos (1.494 no intradomicilio e 2.879 no peridomicilio) e 40.797
flebotomineos (8.359 no intradomicilio e 32.438 no peridomicilio) em
Fortaleza e Montes Claros, respectivamente. A taxa de infestacdo em ambos
municipios foi de 100%, com abundancias relativas diferentes. Em Fortaleza,
a relacdo macho:fémea foi de 2,4:1; sendo 2,3:1 nas areas de intervencgao e

3,1:1 na area controle. Em Montes Claros, a relacdo geral macho-fémea foi

Xvil



de 9,07:1; sendo 12,03:1 nas areas de intervencéo e 8,15:1 na area controle.
O encoleiramento canino esteve associado a reducdo na quantidade de
insetos capturados de 15% (p = 0,004) e 60% (p < 0,001) nas cidades de
Montes Claros e Fortaleza, respectivamente. Observou-se menor abundancia
do vetor nas areas submetidas a intervencgao, o que sugere efeito do uso das

coleiras impregnadas com inseticida na populagao de flebotomineos.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; Lutzomyia Iongipalpis; colares

impregnados; deltametrina; cées.
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Abstract

SILVA, RAFAELLA A Evaluation of  Lutzomyia  longipalpis
(Diptera:Psychodidade:Phlebotominae) population in areas of intense
transmission submitted to the intervention of 4% deltamethrin-impregnated
collars for the control of visceral leishmaniasis. Thesis (Doctoral Degree in
Tropical Medicine, Concentration Area in Biology of Infectious and Parasitic
Diseases) — Postgraduate Program in Tropical Medicine, University of Brasilia,
, Brasilia, 2018.

There is little information on the effect of the use of deltamethrin-impregnated
dog collars for the control of canine visceral leishmaniasis over the
phlebotomine population. The objective of this work was to evaluate the impact
of the use of 4% deltamethrin-impregnated collars (Scalibor®) in populations
of Lutzomyia longipalpis by comparing areas submitted to the intervention to
areas without this intervention. Phlebotomine captures were carried out for 30
months in four neighborhoods with intense VL transmission in Fortaleza e
Montes Claros. We calculated the rates of domicile infestation, relative
abundance and Lu. longipalpis distribution per point, capture location (intra
and peridomicile areas) and area (intervention and non-intervention). In the
control area from Fortaleza, the relative abundance was 415 specimens per
capture point, whereas in the intervention area it was 159.25, while in Montes
Claros, the relative abundance was 5,660 specimens per capture point in
control areas, whereas in the intervention area it was 2,499.4. The use of dog
collars was associated with reduction of captured insects of 15% (p = 0.004)
and 60% (p < 0.001) in Montes Claros and Fortaleza, respectively. We
observed a lower vector abundance in the intervention areas, which suggests

an effect of the insecticide-impregnated collars on phlebotomine population.
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Key words: visceral leishmaniasis; Lutzomyia longipalpis; impregnated
collars; deltamethrin; dogs.
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1. Introducao

1.1 Leishmaniose visceral humana (LV)

A leishmaniose visceral (LV) é uma das antropozoonoses
transmitidas por dipteros vetores de maior relevancia no mundo e esta
associada a infecgao por protozoarios do género Leishmania. A LV ocorre
mais frequentemente a infecgao pelas espécies L. donovani e L. infantum. A
doenca acomete principalmente pessoas de baixa renda em paises em
desenvolvimento.

Apresenta distribuicdo mundial, afetando principalmente India, Nepal
e Bangladesh, no sul da Asia, Sud&o e Sud&o do Sul e Etiépia, na regio leste
da Africa e o Brasil, nas Américas (OPS/OMS). No continente americano, no
periodo de 2001 a 2015, foram confirmados 52.176 casos de LV, com média
anual de 3.478 (Figura 1). Dos paises das Américas, o Brasil € o que
concentra o maior numero de casos, com mais de 90% dos casos registrados

pelos sistemas de notificagéo vigentes (OPS/OMS 2016).
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Figura 1 — Casos de leishmaniose visceral em paises com maior numero de casos das
Américas, 2001 a 2015. Fonte: SisLeish, OPS/MS
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No Brasil, a LV é considerada uma doenga em expansdo, uma vez
que até 1980 sua ocorréncia era exclusiva de municipios pertencentes a
regido Nordeste e, atualmente, todas as regides do pais confirmam casos
anualmente (Figura 2). Os estados do Amazonas, Acre, Amapa e Rondénia
nao possuem casos humanos de LV, entretanto estes dois ultimos ja
confirmaram casos autéctones de LV canina (Brasil, 2017).

A regidao Nordeste foi aquela em que historicamente a LV foi
evidenciada, uma vez que Henrique Penna, pesquisador da Fundagao
Rockfeller do Rio de Janeiro, em 1934, ao examinar amostras de visceras de
pacientes com suspeita de terem morrido por febre amarela na regido
nordeste, descobriu que vieram a 6bito por LV. A partir dai foram iniciados
estudos nessa regido, pois sugeriu-se que o Nordeste constituisse o foco de
transmissdo mais importante na época, em especial no estado do Ceara.
Entretanto, as autoridades de saude dos estados, incluindo o estado do
Ceara, ndo apoiaram os pesquisadores, e, somente em 1953, quando mais
de 100 pessoas do municipio de Sobral/CE vieram a obito por LV, foram
realizadas investigagdes epidemioldgicas no local. Ademais, foi neste periodo
a descoberta de dipteros da espécie Lutzomyia longipalpis s.l. (Diptera:
Psychodidade: Phlebotominae) infectados por L. infantum (que na época foi
considerada como sendo L. donovani) bem como a presenga de raposas
infectadas por este mesmo parasito (Deane & Deane, 1954). Apds a
confirmacé&o da infecgdo natural de Lu. longipalpis s.I., avaliagbes objetivando
a confirmagao da competéncia vetorial desta espécie na transmissao de L.
infantum foram realizadas, em mais de uma ocasido. Dessa forma Lu.
longipalpis foi caracterizado como o principal vetor da LV no Brasil (Lainson
& Rangel 2005).

Atualmente, o estado do Ceara permanece como prioritario para
Ministério da Saude no controle desta doencga, sendo a sua capital, Fortaleza,
0 municipio com maior numero de casos do pais desde 2010. Neste estado,
140 dos 184 municipios notificaram casos de LV, demonstrando a ampla
dispersdo da doenga no estado. Aléem do Ceara, na regido Nordeste
destacam-se os estados do Maranh&o e do Piaui, com as capitais albergando
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14% e 28% dos casos confirmados no Brasil respectivamente (Costa et al.
1995, Mendes et al. 2002, Cavalcante & Vale 2014).

Na regido Sudeste, a doencga esta distribuida em todos os estados,
entretanto, enfatiza-se a relevancia do estado de Minas Gerais, devido a sua
grande extensao territorial, bem como a alta frequéncia e ampla distribuicdo
de casos da doencga. Em 2015, Minas Gerais foi o terceiro estado em numero
de casos. A capital, Belo Horizonte, faz parte dos 10 municipios com maior
numero de casos no periodo de 2010 a 2015 e € um dos municipios brasileiros
com a maior taxa de letalidade do pais (Bevilacqua et al. 2001, Lopes et al.
2010) (Brasil, 2017).
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Figura 2. Casos de leishmaniose visceral por estado brasileiro, 2006-2015.
Fonte: SVS/MS

Das regides com transmissao, a regido Sul foi a ultima a registrar casos
autéctones de LV humana. Em 2010, foi confirmado o primeiro caso no estado
do Rio Grande do Sul, no municipio de S&o Borja, fronteira com a Argentina.
Em 2015, no Parana, foram confirmados quatro casos em Foz do Iguagu,
municipio pertencente a Triplice Fronteira — Brasil, Argentina e Paraguai. Mais
recentemente, em 2017, trés casos foram confirmados em Florianopolis,

municipio que ja possuia casos de LV canina desde 2010 (Brasil, 2017).
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A dinamica da transmissao da LV esta relacionada com a flutuacao da
populagdo de vetores e reservatoérios, naturais e domésticos, decorrente de
mudanc¢as ambientais, climaticas e sociais ocasionadas pelo processo de
urbanizagdo das cidades. O desequilibrio ambiental acarreta desalojamento
dos vetores e reservatorios silvestres, o que favorece a necessidade de
adaptacao ao ambiente antropizado. O incremento da densidade populacional
causado pelo éxodo rural contribui para o crescimento do numero de moradias
em condi¢des favoraveis a sobrevivéncia e adaptacao de vetores, tais como:
acumulo de lixo, falta de saneamento basico e presenga de animais (Shaw
2007, Cardim et al. 2013). As mudangas climaticas influenciam o
comportamento e alcance dos vetores e reservatérios, sendo demonstrada
possivel expansao de Lu. longipalpis para areas anteriormente consideradas
como nao receptivas, acompanhando alteragdes climaticas (Peterson et al.
2017). Além disso, analises climaticas considerando os fendmenos El Nifo e
La Nifia demonstraram alteracio da incidéncia de casos de LV durante esses
fendbmenos, aumentando durante o El Nifio e diminuindo durante La Niha
(Cardenas et al. 2006, Gonzalez et al. 2010).

A manifestagdo clinica da doencga, por outro lado, depende
principalmente de fatores intrinsecos ao hospedeiro. Considera-se atualmente
gue a maior parte da populagdo humana afetada pela infec¢éo por L. infantum
no Brasil seja assintomatica (Carranza-Tamayo et al., 2016; dos Santos et al.,
2017). O tipo de resposta imune desencadeada pela infecgao por L. infantum,
é fundamental para o aparecimento de sinais e sintomas da doenca.
Hospedeiros imunocompetentes desenvolvem tanto a resposta imune inata,
mediada por macréfagos, células NK e IFN3; como imune adaptativa, com
predominéncia de células Thy, 0 que controla a evolugdo da infecgao,
impedindo o surgimento da doenga. Este tipo de resposta, mais especifica a
patogenos intracelulares, ocorre em pacientes resistentes a infecgao,
denominados assintomaticos. Hospedeiros sintomaticos possuem um perfil
de resposta imune adaptativa para Thy, com participagcdo das citocinas IL-4,

IL-10 e TGF-B, caracterizando resposta inadequada para o controle da
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infeccdo por L. infantum (Sharma & Singh 2009, Mansueto et al. 2011,
Bhattacharya & Ali 2013).

A imunossupressao provocada comumente devido a infecgdes virais,
como o HIV, é outro fator a ser considerado. Em pacientes coinfectados
LV/HIV, a ativacdo de linfécitos TCD4" provoca aumento dos receptores
CCRS5 na superficie celular. O CCR5 é o co-receptor para a entrada do virus
do HIV nas células, e o seu aumento eleva a permeabilidade da célula a
infecc&o pelo virus, acelerando a progressao da doenga. Ademais, linfocitos
TCD4" ativados produzem IL-2, que ativa fatores de transcricdo e estimula a
replicagéo do virus do HIV, com posterior lise dos linfocitos TCD4" infectados.
Com a reducédo dos linfocitos TCD4", ndo ha produgéo suficiente de IFNS ou
IL-12 para estimular a resposta celular especifica contra L. infantum (Alvar et
al. 2008, Saharia & Koup 2013). O papel dos pacientes co-infectados na
transmissao da doencga para a populagdo humana, ainda nao foi plenamente
esclarecido (Ferreira et al., 2018).

A administracdo de drogas imunossupressoras, em situacdo de
pacientes submetidos a transplantes de 6rgaos pode resultar na ativagdo de
infecgdes ocultas (Alvar et al. 2008, Van Griensven et al. 2014). Neste
contexto, a LV geralmente ocorre como uma complicagdo tardia apos o
transplante, com um atraso médio de 18 meses entre transplante e inicio da
doenca. No entanto, esse atraso varia de acordo com o tipo de 6rgao
transplantado. Pacientes submetidos a transplante de figado desenvolvem,
em meédia, a doenga 6 meses apos a cirurgia, enquanto aqueles que realizam
transplante de rim desenvolvem em 18 meses (Antinori et al. 2008). O numero
de relatos de LV em pacientes submetidos a transplantes € maior naqueles
que realizam transplante de rim (Moroni & Bossi 1995, Silva et al. 2013).

A idade é outro fator associado a qualidade da resposta imunoldgica
desenvolvida, o que impacta na carga parasitaria apresentada pelo paciente
e a gravidade da doencga. Zacarias et al. (2017) avaliaram 625 pacientes em
uma coorte aberta com o objetivo de avaliar a relagdo entre a carga de L.
infantum, quantificada por gPCR, e a idade dos pacientes. Pacientes com um

ano de vida apresentaram carga parasitaria elevada que decresceu nos anos
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subsequentes. Na faixa etaria de 10 a 20 anos a carga atingiu 0 seu minimo
e entdo voltou a aumentar gradualmente. Os extremos de idade apresentaram
maior carga parasitaria, fendbmeno provavelmente atribuivel a imaturidade do
sistema imunoldgico nos primeiros anos de vida e na imunosenescéncia da
idade avangada (Goenka & Kollmann 2015, Bandaranayake & Shaw 2016).

A desnutricdo também esta relacionada a imunossupresséao.
Deficiéncia de micronutrientes, como vitamina A e zinco, influenciam, de
maneira negativa, a imunidade celular (Hughes & Kelly 2006). Avaliagbes
relacionando a desnutricdo com a gravidade da expresséo clinica de LV ja
foram realizadas em pacientes menores de 15 anos. Badaro et al. (1986)
demonstraram que pacientes com LV grave tinham evidéncias de desnutri¢ao,
condicdo nao observada em pacientes assintomaticos ou com infecgao
subclinica. Efeitos da desnutricdo sob a carga parasitaria também ja foram
confirmados. A desnutricdo avaliada, em menores de cinco anos, a partir dos
indicadores indice de nutricho peso-para-idade e IMC-para-idade
demonstraram que a carga parasitaria de L. infantum foi quatro vezes maior
do que em pacientes sem desnutricao (Zacarias et al. 2017).

O Programa de Controle e Vigilancia da LV (PCV-LV) do Ministério da
Saude preconiza o uso de provas diagnosticas somente em pacientes
suspeitos, ou seja, aqueles residentes em areas endémicas que apresentam
febre prolongada, anemia e hepatoesplenomegalia. Entretanto, estudos
demonstram que uma parcela muito pequena dos pacientes infectados, cerca
de 10 a 20%, desenvolve a doenga (Badaro et al. 1986, Hommel 1999). Dessa
forma, podemos estimar que para cada caso confirmado, temos de cinco a
nove casos assintomaticos, demonstrando que a for¢ca de infeccédo é bem
maior do que aquela detectada pelo sistema de saude por meio das
notificacdes dos casos sintomaticos. A presenca da infeccdo assintomatica
poderia ser relevante para alguns cenarios endémicos em relagdo a
segurancga da transfusdo de sangue e hemoderivados pelo risco potencial de
transmissao por essa via. Esta hipotese tem sido recentemente investigada e
certamente merecera atengao no futuro (Asfaram et al., 2017, Monteiro et al.,
2016).
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Em 2016, foram confirmados 3.200 casos humanos, com incidéncia de
1,6 casos/100.000 habitantes. O sexo masculino e a faixa etaria de 0 a 10
anos concentraram o maior percentual, com 66,2% e 39% dos casos

respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Casos de leishmaniose visceral segundo sexo e idade, Brasil, 2007-2016.
Fonte: SVS/MS.

A letalidade em 2016 foi de 7,8%, a maior registrada desde 2006
(Figura 4). O aumento da letalidade ao longo dos anos pode estar associada
a diversos fatores, dentre eles o diagndstico e tratamento tardio dos casos.
Caso néo tratada, a LV evolui para o 6bito em 90% dos casos e, mesmo
tratada apropriadamente, cerca de 10% dos casos evoluem para 6bito (Silva
et al. 2014b). Sinais clinicos graves, como edema, dispnéia, diarréia, voémito,
manifestagcdes hemorragicas e faléncia renal estdo associados com o 6bito,
assim como achados laboratoriais de anemia grave, neutropenia e

trombocitopenia (Sampaio et al. 2010, Varma & Naseem 2010).
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Figura 4. Taxa de letalidade por LV, Brasil, 2007-2016.
Fonte: SVS/MS

A idade e a nutricdo também s&o fatores preponderantes para a
letalidade, uma vez que ja foi comprovada a sua influéncia sobre a resposta
imunoldgica do hospedeiro. Em faixas etarias extremas, menores de 1 ano e
maiores de 50 anos, séo registrados maior numero de 6bitos. Donato (2014)
demonstrou que a faixa etaria de 1 a 4 anos teve o maior percentual de obitos,
atingindo 48% de letalidade, no periodo de 2007 a 2012.

A coinfecgdo LV/HIV também esta relacionada ao aumento da
letalidade no pais. Nos ultimos anos observa-se um aumento no numero de
coinfectados LV/HIV, sendo a faixa etaria de 20 a 49 anos e o sexo masculino
os mais acometidos (Figura 5). Em 2016 foram confirmados 317 casos de
coinfeccao, representando 9,9% do total de casos. A taxa de recidiva neste
grupo é cerca de 30%, muito maior do que a taxa observada de 2%, no grupo
sem coinfecgdo. Ademais, a letalidade neste grupo é maior, sendo registrado,
em 2016, 11,4% (Donato 2014, Leite de Sousa-Gomes et al. 2017) (Figura 5).
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Figura 5. Casos de coinfecgédo LV/HIV segundo sexo e faixa etaria, Brasil, 2007 a 2016.
Fonte: SVS/MS

Ressalta-se ainda que a taxa de letalidade poderia ser melhor
mensurada caso houvesse uma comunicagao entre os sistemas utilizados na
vigilancia em saude, Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo
(SINAN) e Sistema de Informacao de Mortalidade (SIM). No periodo de 2007
a 2012 foram notificados 1.368 &bitos por LV no SINAN. Entretanto, Donato
(2014), no mesmo periodo, identificou 223 ébitos por LV (16%) no SIM que
nao constavam no SINAN, o que aponta para limitagdo do dado. Até que seja
rotina do Programa de Vigilancia e Controle da LV o relacionamento das
bases dos sistemas utilizados para avaliagdo da morbidade e mortalidade,
pode-se concluir que a magnitude e gravidade da doenga pode estar sendo
subestimada pelo SINAN.

1.2 Leishmaniose visceral canina (LVC)
A LVC é uma doencga sistémica grave e de evolugao lenta. Apresenta
sinais clinicos muito variaveis, comprometendo a estrutura corporal do animal,
como atrofia muscular, caquexia, linfoadenopatia e alteracbes

dermatoldgicas. Estas ultimas s&o as mais comumente observada na pratica
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da clinica veterinaria e incluem as dermatites exfoliativa, nodular e ulcerativa
(Deane & Deane 1962, Giunchetti et al. 2006).

Clinicamente, os animais infectados s&o divididos em trés grupos:
animais assintomaticos, que ndo apresentam nenhum sinal clinico sugestivo
de infecgdo por LV; animais oligossintomaticos, sdo aqueles com adenite,
perda de peso leve e pélo opaco; animais sintomaticos, sdo aqueles que
apresentam alguns sinais mais comuns da doenga como dermatite furfurante,
ceratoconjuntivite, cornea opaca, ulceras localizadas, paresia de membros,
caquexia e hepatoesplenomegalia (Giunchetti et al. 2006).

A manifestacao clinica da LVC depende de diversos fatores, alguns
intrinsecos ao animal, como o tipo de resposta imune desenvolvida e o seu
padrao nutricional; e outros extrinsecos, como as condi¢gdes de higiene das
instalagdes, manejo sanitario do animal e presenga de ecto ou endoparasitos
(Faria & Andrade 2012).

Animais sintomaticos possuem uma resposta imune
predominantemente Th,, caracterizando inespecificidade, e suas células
mononucleares tem redugao de producéo de IFNJ, citocina que estimula os
macréfagos e a diferenciagdo de linfocitos TCD4® em Thy. Ademais,
alteragdes histopatologicas de pele dos caes sintomaticos tem extensao e
severidade variaveis, acompanhadas da infiltragdo de macrofagos
(parasitados ou nao), linfécitos e neutrdfilos isolados (Pinelli et al. 1994,
Bourdoiseau et al. 1997, Palatnik-de-Sousa 2012). Nestes animais também
séo relatadas linfadenopatia, caracterizada pela deple¢cédo da regido medular
dos linfonodos, zona de células T, e proliferagcado da regiao cortical, zona de
células B. A proliferagdo de linfocitos B provoca hipergamaglobulinemia,
situagdo potencialmente nociva ao organismo, uma vez que o aumento
excessivo de gamaglobulinas provoca a formagdo de imunocomplexos,
causando vasculite, poliartrites e glomerulonefrite. Ja animais assintomaticos
possuem resposta especifica, predominantemente Thy e alta producédo de
IFNS (Gontijo & Melo 2004, Castro et al. 2012).
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As condigdes ambientais, incluindo o local de permanéncia dos caes
(tamanho e cobertura vegetal), o regime de criagdo (domiciliado ou semi-
domiciliado) bem como a possibilidade de contato com outros animais, séo
importantes fatores para a determinagao do risco de transmissdo da LVC.
Fernandes et al. (2016) concluiu que caes infectados tém 2 vezes a chance
de viverem em condicdo de semidomiciliacdo quando comparados aos nao
infectados (OR = 2,04 IC95% 1,10-3,77) e 4 vezes a chance de serem de
movimentagao irrestrita, ou seja, nao domiciliados (OR = 4,15 1C95% 2,04-
8,42). Resultados semelhantes foram descritos por Goyena et al. (2016). A
prevaléncia de LV era maior em caes que dormiam no peridomicilio quando
comparada aqueles que dormiam no intradomicilio. Figueiredo et al. (2017)
utilizaram imagens de sensoriamento remoto para correlacionar o uso e
cobertura do solo em area urbana com a ocorréncia de LVC. Foi observado
que habitagbes localizadas em areas com maior cobertura vegetal mais
frequentemente albergam caes soropositivos, destacando que a presenga da
vegetacdo, em sua forma mais primaria possivel, favorece a interagao entre
os ciclos silvestre e peridoméstico, propiciando a manutencdo da doenga na
area.

Uma vez infectados, os caes (sintomaticos ou néo) apresentam intenso
parasitismo cutaneo, possibilitando transmissdo de L. infanfum aos
flebotomineos no momento do seu repasto sanguineo, o que os caracteriza
como fonte de infecgado (Lainson & Rangel, 2005). Dentre os outros animais
domeésticos, os abrigos de aves, principalmente galinhas, tem sido associados
a presenca maciga de Lu. longipalpis. Entretanto, essas n&o participam da
manutenc¢ao do ciclo da LV, uma vez que séao refratarias a infecgao (Alexander
et al., 2002; Oliveira-Pereira et al., 2008; Brazil et al 1991). Estudos recentes
apontam a possibilidade de utilizagcdo de aves como sentinelas para detectar
o aparecimento de Lu. longipalpis, uma vez que produzem anticorpos contra
a saliva deste vetor (Brazil et al., 1991, Alexander et al., 2002, Oliveira-Pereira
et al., 2008, Soares et al. 2013).

Assim como os cédes, alguns animais silvestres s&o considerados

reservatorios do parasito. Sdo exemplos a raposa, Cerdocyon thous, e o
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gamba, Didelphis albiventris (Ashford 2000). Inumeros estudos avaliaram a
prevaléncia da infec¢cao de L. infantum em animais silvestres, entretanto,
poucos sao aqueles que mensuraram a taxa infectividade de flebotomineos
alimentados em animais silvestres (Travi et al. 1994, Quinnell et al. 1997,
Lainson & Rangel 2005, Silva Tendrio et al. 2011, Figueiredo et al. 2017).
Courtenay et al. (2002) questionaram a participagcdo ativa de raposas na
manutengdo da doenca. Apesar das limitagbes na metodologia utilizada,
nenhum dos 1.469 exemplares de Lu. longipalpis alimentados em 28 raposas
sabidamente infectadas estava infectado apds dissecacédo. Neste estudo, a
prevaléncia de LV em raposas foi semelhante a prevaléncia em céaes
simpatricos.

Quando comparados aos demais reservatorios da doenga, o cao nao
s6 tem uma maior taxa de infectividade para o vetor, como também € o que
tem maior proximidade com a populagdo humana, fortalecendo a sua
importancia no ciclo de transmissao da doenga para a populagdo humana
(Lainson & Rangel 2005). Ressalta-se ainda que em areas endémicas para
LV, a prevaléncia da doenga nos caes nao s6 supera como a elevagao da sua
incidéncia usualmente precede a ocorréncia de casos humanos (Oliveira et al.
2001, Belo et al., 2013).

Considerando o seu papel como reservatoérios, a identificacdo dos caes
infectados é imprescindivel para o controle da doenga na populagcdo humana.
Dentre as medidas de manejos dos reservatorios preconizadas pelo Ministério
da Saude, a eutanasia dos caes soro-reagentes € a medida mais amplamente
utilizada, e questionada, nos municipios brasileiros. Dessa forma, estudos
objetivando a avaliagdo de principios ativos voltados para o tratamento da
LVC foram realizados (Mateo et al. 2009, Woerly et al. 2009). Recentemente,
um medicamento a base de miltefosina foi registrado no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para tratamento da LVC,
medida considerada para o tratamento individual de caes e n&o para o
controle da LVC. Caes sintomaticos sao elegiveis para o tratamento,
entretanto, esta ndo é uma opcao para caes assintomaticos, que devem ser

direcionados a eutanasia. Do ponto de vista epidemiologico, estes animais
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configuram um desafio para a execugdo da eutanasia, uma vez que a
auséncia de sinais clinicos dificulta a aceitacdo da populacdo a medida
proposta.

1.3 Medidas relacionadas a vigilancia e controle de
reservatorios

As medidas voltadas ao manejo de reservatorios sdo pautadas na
identificacdo de cédes infectados a partir de provas sorologicas aplicadas
sequencialmente (Brasil 2014, Arruda et al. 2016). Embora existam diversos
testes sorologicos disponiveis, estes variam nos valores de acuracia
(sensibilidade e especificidade) em fungao da condig¢ao clinica, da densidade
parasitaria e do material biolégico capturado (Santos et al. 2007, Morais et al.
2013). Testes pouco sensiveis permitiriam a permanéncia de caes infectados
na area, servindo como fonte de infeccdo aos vetores e aumentando o risco
de transmissao da doencga. Por outro lado, testes pouco especificos poderiam
apontar erroneamente cdes sem a doenga como positivos induzindo a
eliminagao de caes saudaveis (Guimaraes 1985).

Neste sentido, a avaliagdo da acuracia dos testes disponiveis nos
mais diversos cenarios, e de maneira periodica, é fundamental para a escolha
do melhor protocolo diagnostico a ser incorporado no Programa de Vigiléncia
e Controle da Leishmaniose Visceral (PNVC-LV).

Até 2011, o PNVC-LV indicava a realizacdo do ensaio de
imunoabsorgao enzimatica (ELISA) como teste de triagem e a
imunofluorescéncia indireta (IFI) como confirmatério.

O ELISA era considerado teste de triagem, uma vez que possui
sensibilidade elevada, variando de 71 a 100%, além de ser rapido e ter
possibilidade de ser realizado de maneira automatizada, aumentando assim
0 numero de amostras processadas por vez (Bevilacqua & Alves 2004). A
performance deste teste é limitada pelo tipo de antigeno utilizado. A utilizagao
de antigeno bruto ou total limita a especificidade de ELISA e pode produzir
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reacado cruzada com outros agentes biolégicos, dentre eles Babesia canis,
Ehrlichia canis e Trypanosoma cruzi (Zanette et al. 2014, Peixoto et al. 2015).

O uso de antigenos recombinantes, por sua vez, aumenta a acuracia
do teste se comparado ao uso de antigenos brutos. Porrozzi et al. (2007)
compararam a utilizacdo de antigenos brutos com diversos antigenos
recombinantes: rK26, rK39 e rA2. Neste estudo, em testes de ELISA
realizados em cées sintomaticos, antigenos brutos forneceram sensibilidade
de 88% e especificidade de 87%, enquanto o antigeno recombinante rK26
sensibilidade de 100% e especificidade de 90-98%. Similarmente, o antigeno
recombinante rK39 demonstrou 100% de sensibilidade e 85% de
especificidade. Posteriormente, Maia & Campino (2008) demonstraram
desempenho do rK39 ainda superior, apresentando a sensibilidade variando
de 95 a 98% e a especificicade de 100%.

O IFI ja foi amplamente utilizado para confirmagéo de casos de LVC,
demonstrando-se bastante importante em levantamentos epidemiologicos
(Bevilacqua & Alves 2004). Animais com titulagéo igual ou maior a 1:40 séo
considerados positivos para LVC. Microscopicamente, as amostras positivas
apresentarao parasitos com fluorescéncia verde homogénea enquanto as
negativas apresentardo uma coloragdo vermelha mate (Faria & Andrade
2012).

Mesmo com o seu uso difundido, possui diversas limitagbes em sua
execugao. Sua aplicagdo requer um alto nivel de habilidade e experiéncia
técnica, além de laboratorio equipado e com infraestrutura adequada. Outra
limitacdo € a necessidade de diluicbes em série do soro, tornando o teste
laborioso e nao pratico para o rastreio de grande numero de amostras. No
tocante a acurécia, a sensibilidade deste teste varia de 68% a 100%, com 74%
a 100% de especificidade (Faria & Andrade 2012). Em um estudo realizado
por Maia et al. (2009), testando c&es assintomaticos e sintomaticos de uma
area endémica, a sensibilidade e especificidade foram de 87,5% e 94,7%,
respectivamente. Semelhante ao ELISA, relatos de rea¢do cruzada com T.
cruzi foram observados, justificados pela proximidade filogenética entre os
parasitos (Bevilacqua & Alves 2004, Gontijo; Melo 2004).
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Ao longo dos anos, muitos foram os problemas observados na
utilizacdo do protocolo ELISA-IFI para confirmagdo dos casos de LVC.
Estudos apontaram para a sensibilidade e especificidade insatisfatorias,
principalmente em cées assintomaticos, além da demora entre a coleta e o
resultado do exame, resultantes do tempo de execucgao dos testes. Este ultimo
ainda é agravado pela falta de infraestrutura de alguns municipios para a
realizacdo dos testes, o que ocasiona a centralizagdo da execugao nas
regionais de saude, dificultando ainda mais o retorno dos resultados (Morais
et al. 2015, Romero 2016, Zuben & Donalisio 2016).

Considerando o supracitado, o Ministério da Saude financiou a
realizacdo de um estudo em painel de soros para fazer a analise
combinatodria de todos os testes disponiveis no mercado para o diagnostico
de LVC (Brasil, 2011). O painel foi desenhado a partir de um estudo
multicéntrico, randomizado, cego, realizado em municipios que tivessem a
prevaléncia de LVC estimada em/ou maior que 10%. Dessa forma, o estudo
foi desenvolvido nos municipios de Bauru/SP, Brasilia/DF, Palmas/TO e
Fortaleza/CE, nos quais foram coletadas cerca de 1.600 amostras biolégicas.
Estas foram encaminhadas para o Laboratério de Referéncia Nacional,
Fundagéo Ezequiel Dias (FUNED), para processamento e envio de aliquotas
aos laboratérios Adolfo Lutz (Sao Paulo) e Centro de Controle de Zoonose
(Campo Grande), para verificagao da reprodutibilidade. Dentre os parametros
de acuracia avaliados, considerando os possiveis cenarios, a realizagao dos
testes sequenciais TR-DPP-LVC como triagem e ELISA como confirmatério,
teve melhor acuracia, com valores de sensibilidade e especificidade de 87,88
(IC 95% =79.78 a 93.58) e 88,53 (IC95% = 86,68 a 90,21), respectivamente
(Brasil, 2011). Além dos valores de acuracia € importante considerar que a
realizagdo do TR-DPP-LVC em campo tem diversas vantagens, como
simplicidade e praticidade na realizagdo, rapidez no resultado e a
possibilidade de realizag&o a partir de uma pequena amostra de sangue total,
soro ou plasma, além de n&o exigir equipamentos laboratoriais especificos,
armazenamento sob refrigeragdo e especializagdo tecnolégica (da Silva
2015).
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Estudos posteriores indicaram que o TR-DPP tem sensibilidade e
especificidade elevadas, 98% e 96% em caes sintomaticos, respectivamente,
entretanto esta diminui em animais assintomaticos (Grimaldi et al. 2012).
Santos et al. (2007) demonstraram que o teste rapido realizado com soro
detectou anticorpos para Leishmania em 31,3% do total das 1.199 amostras
processadas, enquanto o ELISA e IFl detectou somente 27,2% e 25,1%
respectivamente. Em meta-analise realizada por Peixoto et al (2014), foi
demonstrado que o ELISA e TR-DPP-LVC tem acuracia moderada para o
diagnostico de LVC, entretanto, ressaltou-se na revisdo a necessidade
urgente de melhora no desenho, implementacdo e analise dos estudos
existentes.

Considerando os resultados do painel, desde 2012 o PNVC-LV adota o
TR-DPP-LVC para triagem e o ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA)
como confirmatério. Estudo posterior reforcou a superioridade apresentada
pelo protocolo atual quando comparado ao protocolo anterior. Coura-Vital et
al. (2014) avaliaram a incidéncia e prevaléncia da LVC antes e depois da
mudanga de protocolo. Foi realizado um estudo transversal, com 1.226 caes,
que estimou a prevaléncia canina em 6,2% utilizando o protocolo adotado até
2012 (ELISA e IF1), e em 8,1% utilizando o protocolo atualmente recomendado
(TR-DPP-LVC e ELISA). Da mesma forma, para a avaliagdo da incidéncia, foi
realizada uma coorte de 26 meses com 447 animais em situacdo de
suscetibilidade. Foi estimada a incidéncia em 2,8% e 5,4% utilizando o
protocolo anterior e atual respectivamente.

Uma vez identificados, € indicada a eutanasia de caes soro-reagentes.
Esta medida justifica-se, conforme descrito anteriormente, devido ao fato de
cées infectados serem comprovadamente fontes de infecgdo aos insetos
vetores, bem como por existir forte associacdo entre a presenca de caes
positivos e o risco de infecgdo humana (Belo et al. 2013). Entretanto, a
discussdo acerca da efetividade da eutanasia esta em debate permanente.
Alguns autores enfatizam que esta medida tem baixa efetividade quando
comparada hipoteticamente a medidas dirigidas ao controle vetorial (Dye
1996, ELmojtaba et al. 2010), enquanto outros apontam que esta estratégia

35



pode reduzir o pool de fontes de infecgao para flebotomineos (Costa et al.
2007).

A aceitabilidade da eutanasia pela populagao € baixa, principalmente
guando se trata de animais assintomaticos, o que dificulta a continuidade da
acao (Costa et al. 2013). Em adigao, nas situagbes em que a retirada de caes
soro-reagentes € realizada, a taxa de reposi¢cdo € elevada. Em estudos
realizados em Aracatuba (SP), a taxa de reposi¢ao foi de 44,5%, com a
justificativa dos proprietarios de necessidade de companhia e de guarda das
residéncias (Andrade et al. 2007).

Modelos matematicos foram desenvolvidos para descrever a dinamica
de transmissao da LVC e seu controle por meio da eutanasia. Foi possivel
identificar a possivel eficacia da eutanasia de cdes soro-reagentes,
assintomaticos e/ou sintomaticos, em areas com transmissao baixa e/ou
moderada. Esse modelo difere dos anteriores por ter considerado caes
assintomaticos como infectantes aos flebotomineos, o que normalmente nao
ocorre nos demais modelos. A capacidade infectiva dos animais
assintomaticos, bem como a sua proporgao tiveram grande impacto nas
estratégias de controle (Costa et al., 2013).

Além da pouca aceitabilidade das atividades de controle de
reservatorios propostas pelo PNVC-LV, autores ressaltam a dificuldade de
execugao destas atividades. Morais et al. (2015) demonstraram redugao na
prevaléncia de LV canina em Belo Horizonte, no periodo de 2007 a 2011,
evidenciando que as atividades propostas pelo Ministério da Saude sao
efetivas, porém de execugdo complexa. Os autores ainda ressaltam a
necessidade de revisdo destas acdes devido a dificuldade da sua
manutengao. No periodo trabalhado foi observada redugédo no tempo entre a
coleta de sangue e eutanasia dos cées positivos, bem como a permanéncia
do alto percentual na realizagdo das eutanasias de caes soro-reagentes.
Zuben & Donalisio (2016) aplicaram um questionario aos gestores municipais
de seis capitais brasileiras (Fortaleza, Campo Grande, Campinas, Bauru,
Goiania e Belo Horizonte) com o objetivo de obter a opinido destes quanto ao
Programa. Como resultado foram relatadas dificuldades de execugao
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centradas na recusa da populacdo as atividades de controle de vetores e
reservatorios, principalmente com relagdo a eutanasia; alto custo para a
manutencdo das atividades associada ao pouco recurso repassado pelo
governo federal; e o pouco envolvimento de outros setores das prefeituras.

Neste cenario, a efetividade de medidas de protecdo individual para
reservatorios domésticos deve ser estudada. Dessa forma, pesquisas sobre o
uso de coleiras impregnadas com inseticidas, a avaliagdo de vacinas contra
LVC e de outras medidas individuais, como aplicagao de spot-on, devem ser
estimuladas.

No tocante as vacinas, pesquisas pré-clinicas utilizando modelos de
roedores avaliaram a eficacia de varias categorias de antigenos de
Leishmania, incluindo parasitos mortos, fracbes purificadas por células,
componentes ou subunidades de proteinas parasitarias, dentre outros. As
combinagdes de antigenos e adjuvantes para cada tipo de antigeno também
ja foram testados em modelo animal utilizando caes, porém resultaram em
protecdo limitada a estes. Dentre as combinagdes existentes, o antigeno A2
recombinante associado a saponina, componentes da vacina LeishTec®,
conferiu cerca de 40% de protecdo contra a infecgdo por Leishmania
(Palatnik-de-Sousa 2012, Gradoni 2015, Jain & Jain 2015). Esta vacina entao
recebeu registro final no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) como medida protetiva individual contra LVC. Apesar de registrada,
nao existem evidéncias para comprovar a efetividade do seu uso como
ferramenta de saude publica. Ademais, em estudo realizado por Fernandes
et al. (2014), 7,9% dos animais vacinados com LeishTec® apresentaram
parasitismo e 5,1% foram capazes de infectar o vetor. Além disso, cerca de
13,3% dos animais apresentaram efeitos adversos sistémicos, incluindo
apatia, anorexia, dor, claudicagao e edema.

A utilizacdo de spots-on € amplamente recomendada para o controle
de ectoparasitas, principalmente pulgas e carrapatos. Ademais, spots-on
compostos por solugdo de permetrina a 65% ja demonstraram eficacia
consideravel contra flebotomineos em estudos de laboratério e de campo
(Molina et al. 2001, Reithinger et al. 2001, Ferroglio et al. 2008). Ferroglio et
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al. (2008) compararam o uso periddico de spot-on a base de permetrina a 65%
com coleiras impregnadas com deltametrina a 4%. Nao houve diferenga entre
0s grupos, ambos apresentaram incidéncia de 2,5%, enquanto o grupo
controle, ndo tratado com nenhuma dessas duas ferramentas, apresentou
incidéncia de 15%, com diferenga estatisticamente significativa entre este
ultimo e os grupos tratados (x* = 12.4; P = 0.0004). Vale ressaltar que, durante
os seis meses de estudo, o uso do spot-on era mensal enquanto a troca da
coleira somente ocorreu em caso de perda da mesma.

Coleiras impregnadas com deltametrina a 4% também tem
demonstrado eficacia satisfatéria em laboratério e em campo (David et al.
2001, Mazloumi Gavgani et al. 2002, Reithinger et al. 2004, Brazuna 2012,
Costa et al. 2013). Em estudo realizado no municipio de Andradina, regiao
administrativa de Aragatuba no Planalto Ocidental Paulista, foi demonstrado
que a utilizagdo da coleira impregnada com deltametrina a 4% reduziu a
prevaléncia canina e a incidéncia de casos humanos no ultimo ano de estudo,
quando utilizada de forma concomitante as atividades preconizadas pelo
Programa Nacional de Controle das Leishmanioses (Camargo-Neves et al.,
2004). Brazuna (2012) relatou reducdo da prevaléncia da LVC em 50%
quando avaliou o uso da coleira em 100% da populacéo canina na cidade de
Campo Grande, MS. Resultados similares foram observados por Aoun et al
(2008), na Tunisia, onde relataram soroconversdo somente no grupo de caes
nao encoleirados (15,8%).

Neste mesmo contexto, uma coorte de 120 cades clinicamente e
sorologicamente saudaveis de ambos os sexos, com faixa etaria de 3 a 10
anos, foi realizada em um canil na regido de Campania, na lItalia. Destes, 60
participaram de dois ciclos de encoleiramento, em maio de 2003 e de 2004.
Foi observada proteg¢ao de 72,3% no primeiro ano e 45,1% no segundo ano.
A taxa de protegdo cumulativa observada no final do estudo foi de 50,8%,
considerada positiva, uma vez que estes caes, além de serem somente uma
amostra do total de caes presentes no canil, que mantinha em torno de 500
caes, conviviam com diversos caes infectados por Leishmania (Foglia
Manzillo et al. 2006).
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Estudo desenvolvido por Seva et al. (2016), a partir de modelagem
matematica, demonstraram que o0 uso de coleiras impregnadas com
inseticida, quando utilizado com taxa de cobertura de 90%, conseguiu diminuir
a prevaléncia de caes soropositivos e a incidéncia de casos humanos a zero.
Resultados similares foram evidenciados por Reithinger et al. (2004), que ao
utilizar como parametros no modelo: a propor¢géo de repastos sanguineos
realizados em caes (0,1 a 0,33), o intervalo entre os repastos (3 a 4 dias), o
percentual de flebotomineos que adquiriram o parasito realizando repasto
sanguineo em caes infectados (5 a 25%), o percentual de caes infectados por
vetores (5-50%) e por fim, a taxa de mortalidade dos vetores (0,2 a 0,6),
demonstraram que o uso da coleira impregnada com deltametrina conferiu
uma protecao de 60%. Maior do que a conferida pela eutanasia, mensurada
em 50%.

Estudos considerando o impacto do uso de coleiras impregnadas na
incidéncia de casos humanos também ja foram desenvolvidos. Mazloumi
Gavgani et al. (2002) no Ira, observaram reducao da soroconversdo em caes
e humanos apés um ano de estudo. Neste estudo, 18 aldeias foram pareadas
por “prevaléncia pré-intervencéo da infeccao L. infantum” em criancas e foram
aleatoriamente divididas em grupos: intervengao, nos quais seria utilizado
coleiras impregnadas com inseticida; e controle, nos quais nao seriam
utilizadas coleiras impregnadas com inseticida. Na area de intervencao, a
soroconversao em criancgas foi de 1,49% enquanto que na area controle foi de
2,41% (OR 0,57 - IC 95% = 0,36-0,9).

Até 2012, somente as coleiras impregnadas com deltametrina a 4%
(Scalibor®) tinham registro no Brasil. Recentemente, outras duas coleiras,
com principios ativos distintos da Scalibor®, foram registradas. S&o elas a
Seresto®, a base de imidacloprida (neonicotindide) e flumetrina (piretréide); e
a Leevre®, composta por deltametrina e propoxur, piretroide e carbamato,
respectivamente.

A eficacia da coleira Seresto® ja foi comprovada no controle de pulgas
e carrapatos tanto em cdes como gatos (Dantas-torres et al. 2013, Brianti et

al. 2014). No tocante ao controle da populagédo de flebotomineos, estudo
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demonstrou que o uso da coleira apresentou eficacia de 93,4%. Estudo
multicéntrico, controlado, foi realizado na regiao de Sicilia, Italia. Um total de
219 caes sorologicamente negativos para LV foram divididos em dois grupos:
G1 (n=102), composto de caes com uso da coleira impregnada com inseticida;
e G2 (n=117), composto por caes nao encoleirados. Os animais foram
acompanhados durante 10 meses, com realizacdo periddica de testes
diagnosticos para LVC nos dias 90, 180, 210 e 300 ap6s o inicio do estudo.
Infecgao por L. infantum foi observada em 40,2% dos animais do G2. Oito
(19,6%) dos céaes soropositivos em G2 mostraram um aumento nos titulos de
anticorpos variando entre 1:160 e 1:1.280. A taxa média de densidade de
incidéncia no seguimento final foi de 4,0% para G1 e 60,7% para G2,
comprovando o potencial protetivo da coleira (Brianti et al. 2014).

Com o surgimento de coleiras com diversas composi¢ées quimicas,
como Seresto® e Leevre®, estudos comparativos estdo sendo
desenvolvidos. Brianti et al. (2016) demonstraram a superioridade da coleira
Seresto®, contra a infestagao por pulgas e flebotomineos, quando comparada
a Scalibor®. Para avaliagédo da infestagao por pulgas, a Seresto® teve eficacia
de 100% nos dois periodos de acompanhamento, enquanto que a eficacia da
Scalibor variou de 23,3 a 33,3% nos dias 120 e 210 respectivamente. No
tocante a infecgao por L. infantum, a incidéncia foi de 5,5% e 20% em caes
qgue utilizaram Seresto® e Scalibor® respectivamente, com taxa de prevengao
de 88,3% para Seresto® e 61,8% para Scalibor®.

Objetivando a comprovacao, em larga escala, da efetividade das
coleiras impregnadas com inseticida (Scalibor®), um projeto multicéntrico foi
financiado pelo Ministério da Saude em 2012. O estudo foi realizado em 17
municipios brasileiros, com uma estimativa de 85.000 c&es encoleirados em
um periodo de 24 meses. Os municipios foram divididos em areas
semelhantes (com relagao as caracteristicas ambientais e populagao canina),
em que eram desenvolvidas também de maneira similar as atividades
propostas pelo PNVC-LV. Uma area foi denominada “intervengédo”, em que
todos os cées soronegativos foram encoleirados; e a outra chamada de

‘controle” em que os cdes nao receberam coleiras. Semestralmente os
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animais eram testados para LVC, seguindo o protocolo atualmente
preconizado pelo MS, TR-DPP-LV seguido do ELISA. Seguindo as
orientagdes do fabricante, as coleiras foram trocadas a cada 6 meses.
Resultados preliminares demonstraram reducdo da prevaléncia da LVC,
considerando todos os municipios, em 40% (Werneck, 2016 - Comunicagao
pessoal). No tocante a incidéncia da doenga em humanos, esta teve uma
reducao em 11% durante o periodo de estudo. Neste sentido, uma avaliagcao
de custo-efetividade esta sendo conduzida para a possivel incorporagéo desta
ferramenta no Programa de Controle das Leishmanioses.

1.4. Flebotomineos

Os flebotomineos s&o dipteros capazes de transmitir diversos
patégenos, como arbovirus, bactérias e protozoarios. Neste sentido, o estudo
sobre os fatores biolégicos que justificam a sua ocorréncia, distribuicdo e
competéncia para a transmissdo de patéogenos sédo fundamentais (Shaw
2003).

1.4.1 Biologia de flebotomineos
Sao insetos pequenos, medindo em torno de 2 a 3 mm, e conhecidos
popularmente, por “mosquito palha”, “tatuquiras”, “birigui”, “arrepiado” a
depender da area geografica na qual estdo distribuidos. Pertencem a
subordem Nematocera por possuirem antenas longas e multissegmentadas,
além do corpo recoberto de cerdas longas e numerosas; e a familia
Psychodidae por terem asas lanceoladas e densamente revestidas por cerdas
longas, com nove ou mais veias (Brazil & Brazil, 2003).
Somente as fémeas sdo hematdfagas, devido a necessidade de
desenvolvimento ovariano. E comprovado que durante a oviposicdo o nimero
de ovos é diretamente proporcional a quantidade de sangue ingerido durante

o repasto (Ready 1979). Observa-se que a alimentagao em alguns grupos de
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vertebrados tem valor nutritivo mais elevado que outras e dessa forma,
também tem impacto direto no numero de ovos postos por fémea. Para Lu.
longipalpis, foi observado que o repasto sanguineo realizado em roedores
(Proechimys guyanensis), gambas (Dildephis marsupialis) e preguicas
(Bradypus tridactilus) promove aumento no quantitativo de ovos postos por
fémea quando comparado ao repasto realizado em humanos (Ready 1979).
Neste mesmo contexto, Chagas et al. (2007) comprovaram que fémeas de Lu.
cruzi alimentadas com sangue de hamster realizavam posturas com numero
elevado de ovos. Entretanto, neste mesmo estudo foi observada a preferéncia
da alimentacdo em humanos quando comparada aos hamsters. O numero
meédio de ovos por postura foi de 27,9, semelhante ao observado em outros
estudos para Lu. longipalpis.

A escolha do local para realizagado da postura dos ovos € realizada
aparentemente determinada por caracteristicas microambientais. Superficies
sombreadas, sem muita alteragdo de temperatura e umidade, e ricas em
matéria organica sdo os locais de predilegcdo, principalmente quando a
natureza desta matéria organica é vegetal (Brazil & Brasil, 2003). Essas
caracteristicas garantem a sobrevivéncia das larvas, que inicialmente se
alimentam das cascas dos ovos eclodidos, mas que posteriormente
necessitam de uma fonte de nutricdo. A escolha do local para oviposicao &
orientada por semioquimicos, que atuam como feroménio de agregacéo
(Dougherty & Hamilton 1997).

A produgao dos feroménios de agregacao se inicia cerca de 12 horas
apos o nascimento dos machos, atingindo o seu apice em 3 dias (Yew &
Chung 2015). Esses feromdnios sdo fundamentais para o cortejo das fémeas
e para a copula. Primariamente os machos sao atraidos por odores exalados
pelos hospedeiros e pela quantidade de hospedeiros disponiveis, alcancando
estes primeiro do que as fémeas. As fémeas sdo atraidas tanto pelos
hospedeiros como pela liberagéo de feroménios sexuais pelos machos (Jones
& Quinnell 2002).

Tanto os machos quanto as fémeas ingerem carboidratos, que sao

fontes de energia imprescindiveis para as atividades de v6o, acasalamento,
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postura e longevidade (Brazil & Brazil, 2003). O habito de voarem em saltos
reforga a hipétese de que estes insetos nao se afastam muito dos criadouros
e a sua dispersao maxima geralmente nao excede um quilémetro (Alexander
1987, Yuval et al. 1988, Doha et al. 1991, Kamhawi et al. 1991, Morrison et al.
1993).

Em condig¢des laboratoriais observa-se mortalidade de mais de 90% em
fémeas apods a realizagdo do repasto sanguineo e postura (Buescher et al.,
1984, Elnaiem & Ward 1992, Killick-Kendrick et al. 1997). Em condi¢des
naturais, de campo, essa taxa diminui e é esse fenbmeno que possibilita a
transmissao do protozoario L. infantum a hospedeiros suscetiveis. Fémeas
gravidas de Lu. longipalpis, ou seja, fémeas que realizaram digestédo
completa, foram encontradas no peridomicilio e em varandas no municipio de
Panorama, Sao Paulo, apontando para risco de transmissao de LV (Galvis-
Ovallos et al. 2017a).

Naturalmente, a maioria das espécies de flebotomineos tem habito
crepuscular e noturno, e dessa forma, permanecem em locais protegidos
durante o dia. Abrigam-se nas copas ou nas bases das arvores (ocos, troncos
e raizes tubulares), no chao entre as folhas secas caidas, em frestas de
rochas, dentro de cavernas, dentro de tocas de animais, entre outros locais
(Teodoro et al. 1993, Casanova et al. 2013, Silva et al. 2014a, Campos et al.
2017). Em areas antropizadas, estudos retratam o encontro de flebotomineos
proximo a vegetagdes, em abrigos de animais como, galinheiro, chiqueiro,
estabulo, curral e sob material acumulado nos quintais das habitagbes. Em
ambiente domiciliar, sdo encontrados nas paredes internas e externas dos
domicilios (Almeida et al. 2010, Casanova et al. 2013, Silva et al. 2014a,
Salomén et al. 2015, Berrozpe et al. 2017, Dos Santos Silva et al. 2017, Santini
et al. 2017)

O ciclo biolégico dos flebotomineos ocorre no ambiente terrestre e
compreende quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto (Fig.
6). O periodo determinado para a mudanga entre estagios varia de acordo
com a temperatura ambiente, sendo este periodo maior em temperaturas mais

baixas e menor em temperaturas mais altas (WHO, 2010). O aumento da
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umidade no ambiente das fémeas alimentadas acelera o desenvolvimento dos
ovos (Milleron et al. 2008).

Os ovos possuem forma variando de elipsoide a oval, com
comprimento variando de 300 a 500 ym e largura de 70 a 150 ym (Fig. 6).
Logo apds a postura, apresentam cor clara, tornando-se castanho escuro com
o decorrer do tempo. As fémeas pdem uma média de 40 ovos por postura, e
esta acao é realizada em substrato umido, sombreado e rico em matéria
organica, para garantir a sobrevivéncia e alimentacdo das larvas. Geralmente
estes ovos s&o postos de forma isolada ou em pequenos grupos, ficando
aderidos aos substratos gragas as substancias produzidas pelas glandulas
acessorias. Os ovos demoram cerca de 7 a 10 dias para eclodir e dar origem
as larvas (Deane&Deane 1962, Young & Duncan 1994).

O estagio larvar € composto por quatro estadios, diferindo em tamanho
e numero de cerdas caudais (Fig. 6). Larvas de primeiro estadio possuem um
par de cerdas caudais enquanto que os demais estadios possuem dois pares.
As formas larvares sdo pequenas, brancas e de aspecto vermiforme.
Alimentam-se de matéria organica, das cascas dos ovos eclodidos e dos
corpos dos adultos mortos apds a postura. O desenvolvimento larvar dura em
torno trés semanas, quando entdo as larvas de quarto estadio se transformam
em pupas, estadio mais resistentes as variagdes de umidade do que as fases
de desenvolvimento anteriores (Brazil & Brazil, 2003).

A pupa é esbranquicada ou amarelada, escurecendo a medida que se
aproxima a eclosao do adulto (Fig. 6). Apos 10 dias, os adultos emergem, com
predominio dos machos inicialmente. Isto ocorre devido a necessidade dos
machos de atingirem a maturidade sexual, uma vez que ao nascimento a sua
genitalia esta invertida. Durante as primeiras 24 horas, apos a eclosdo do
macho, a sua genitalia sofre uma rotagido de 180° até a posicdo definitiva,
levando os gonostilos e gonocoxitos a localizacdo dorsal e as restantes
estruturas a face ventral (Isabel & Branco 2011). A rotagédo de 180° dos
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genitais masculinos e a emergéncia feminina tardia (2-3 dias apds a

emergéncia do sexo masculino) parecem estar ligadas Clements (1992).
B c D

Figura 6. Ciclo evolutivo flebotomineos.A. Ovo; B. Larva; C. Pupa; D. Adulto

Fonte: José Dilermando Andrade Filho.

O desenvolvimento de ovo a inseto adulto decorre num periodo de
aproximadamente 30 a 40 dias dependendo da temperatura (Brazil & Brazil,
2003; WHO, 2010). As formas adultas s&o caracterizadas por dipteros
pequenos com dimorfismo sexual aparente. As fémeas normalmente sdo mais
robustas que os machos. Diferengas sdo observadas com relagéo ao aparelho
bucal. Machos possuem o aparelho bucal mais curto e atrofiado, enquanto
nas fémeas, este € mais longo e adaptado para a realizagéo da alimentagao
sanguinea. A cabecga das fémeas possui uma estrutura interna, na regiao mais
ventral, chamada de cibario, que auxilia na sucgdo sanguinea e compde 0s
caracteres utilizados para a identificacdo taxondémica (Fig 7). Outra
caracteristica utilizada para a sexagem ¢é a genitalia dos espécimes. O macho
possui um conjunto de apéndices bem desenvolvidos e ornamentados,
enquanto que as fémeas possuem segmentos menores e discretos com
estruturas telescopadas, as quais Ihe confere um aspecto mais arredondado.
Além disso, as fémeas possuem o corpo mais robusto (Young & Duncan 1994,
Galati 1995, Shimabukuro et al. 2011).
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Figura 7. Estrutura utilizada para identificacdo taxondmica de flebotomineos - Cibario.

Foto: Andrey José Andrade.

Figura 8. Estrutura utilizada para identificacdo taxondmica de flebotomineos — Genitélia. A.

Genitélia fémea; B. Genitalia macho. Foto: Andrey José Andrade.

1.4.2 Identificagdo taxonémica de flebotomineos

A taxonomia de flebotomineos, definida como identificacdo das
espécies por meio de caracteres morfolégicos e morfométricos, € o primeiro
passo para a definicdo de quais espécies vetoras estao distribuidas em uma
determinada area. A partir desta definicao avalia-se o risco de transmisséo da
LV. Neste sentido, a taxonomia é a base para o desencadeamento de
qualquer atividade direcionada a populagcao de flebotomineos, e, portanto,
imprescindivel para o controle da LV.
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Theodor (1948) foi o primeiro autor a sugerir a separagdo de
Phlebotomus, unico género descrito até entdo, em quatro outros: dois para o
hemisfério leste (Phlebotomus e Sergentomyia); e outros dois para as
Américas (Brumptomyia e Lutzomyia). Posteriormente, dois outros géneros
foram descritos para a América: Warileya e Hertigia. Na medida em que
ampliava-se o conhecimento dos flebotomineos da Ameérica, varios
subgéneros foram sendo propostos. Forattini (1973) apresentou uma
classificagdo com elevagédo de alguns subgéneros a género nas chaves de
identificagéo dos flebotomineos da América. Martins et al (1978) publicaram
no livro “American Sand Flies” uma lista de espécies por estado e municipios
brasileiros e Young & Duncan (1994) também apresentaram chave de
identificacdo para Lutzomyia e distribuicdo geografica das espécies por
estado. No ano seguinte, Galati publicou uma nova classificagdo baseada em
analise filogenética, que foi republicada em 2003, no livro Flebotomineos do
Brasil. A proposta refinou a taxonomia de flebotomineos na qual algumas
caracteristicas morfologicas permitiram dividir os flebotomineos em tribos,
subtribos e varios géneros. Esse refinamento permite aprofundar o
conhecimento de estruturas dos flebotomineos que s&do importantes para
diferenciacdo de espécies. Neste mesmo livro, Aguiar & Medeiros (2003)
apresentam a distribuicdo das espécies brasileiras por estado.

No mundo ja foram descritas 1004 espécies de flebotomineos e
segundo Young & Duncan (1994), 274 foram registradas no Brasil, 254 do
género Lutzomyia e 20 do género Brumptomyia. Esta chave &€ amplamente
utilizada na rotina dos laboratérios estaduais de entomologia, desde 2003,
devido a sua praticidade quando comparada a outras chaves taxondémicas,
justificada pela presenca de ilustragbes para a maioria das espécies de
flebotomineos. Nesta chave s&o priorizadas estruturas essenciais como a
relagdo entre o tamanho dos segmentos das antenas, morfologia dos
ascoideis, dos palpos, do labio, extensao da sutura interocular, cibario das
fémeas, presenga ou ndo de espinhos femurais, estrutura que compde a

genitalia masculina e feminina (Fig. 9).
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Entretanto, esta chave nao é atualizada desde o ano de sua publicagao,
e nestes ultimos 24 anos, em torno de 63 espécies foram registradas no pais,
contemplando, tanto novas espécies, quanto aquelas que outrora eram
identificadas de maneira errbnea, por apresentar caracteristicas muito
similares as de outras espécies. E o exemplo da espécie Nyssomyia neivai
que atualmente faz parte do complexo intermedia e anteriormente era
identificada erroneamente como Nyssomyia intermedia (Dilermando et al.
20086).

Uma das maiores vantagens da utilizagao da classificagao proposta por
Galati (2003) é a atualizagao anual realizada pelo Laboratério de Entomologia
em Saude Publica/Phlebotominae, Departamento de Epidemiologia,
Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo e disponibilizada
no site: <www.fsp.usp.br/~egalati>. Essa atualizagdo permite a incluséo de
novas espécies ou Novos registros no pais, bem como a revisao de caracteres
para aprimoramento da identificagcao.

Em adigao a isso, a classificagdo proposta por Galati (2003; 2017) inclui
0 género Brumptomyia com uma chave de identificacdo de fémeas
anteriormente consideradas indistinguiveis. A chave proposta por Galati
(2003; 2017), embora apresente desenhos das estruturas morfoldgicas
padrées dos grupos de flebotomineos, ndo disponibiliza os desenhos para
todas as espécies, o que dificulta a identificagdo. Entretanto, essa
desvantagem pode ser compensada pela utilizagdo das pranchas existentes
na chave dicotébmica proposta por Young & Duncan (1994). Tendo em vista
todas as vantagens, para a identificacdo de flebotomineos, o Ministério da
Saude preconiza a utilizagdo de ambas as chaves taxonémicas, ficando a
critério da equipe de entomologia estadual a escolha de qual chave é mais
adequada a sua realidade local.

Machos e fémeas de Lu. longipalpis apresentam térax com cerdas
metepisternais; mesonoto e escutelo castanhos. As fémeas possuem
espermateca segmentada e cibario com trés ou mais pares de dentes
posteriores e os anteriores dispostos em uma fileira transversal. Os machos

possuem gonostilos com espinho externo inferior em nivel mais basal do que
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o interno e a presencga de duas cerdas esclerotizadas e curvadas no paramero
(Young & Duncan, 1994; Shimabukuro et al., 2011). Essas caracteristicas séo
as mais utilizadas para identificacdo na rotina laboratorial.
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Figura 9. Caracteres utilizados para identificagdo taxonémica. A: Genitalia da fémea de Lu.
longipalpis. B: cibario de Lu. longipalpis. C: Genitalia masculina de Lu. longipalpis. Fonte:
(Shimabukuro et al. 2011)

1.4.3. Capacidade e competéncia vetorial

Existem diversos aspectos que conferem capacidade e competéncia
vetorial dos flebotomineos a LV. Dentre os critérios essenciais descritos e
aceitos pela Organizagdao Mundial de Saude, aspectos definidos pela biologia
e ecologia dos flebotomineos, como a sua distribuicdo e presenca em alta
densidade nos locais onde ha transmissao de LV, predilecdo alimentar por
reservatorios naturais de L. infantum, grau de antropofilia da espécie e
encontro de exemplares da espécie infectados naturalmente podem ser
indicativos de que esta espécie esteja participando da transmissao da doenga.
Além da infeccdo natural, sugere-se como fator complemetar que seja
realizada a infecgao experimental, utilizando um modelo animal, para avaliar
a susceptibilidade do inseto ao protozoario, o que possibilita o
desenvolvimento do parasito e dessa forma, a transmisséo da doenca (Killick-
Kendrick 1990, Ready 2013).
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Essa suscetibilidade pode ser avaliada considerando cinco pontos
principais: a capacidade dos parasitos de resistirem a atividade das enzimas
digestivas; de escaparem da matriz peritrofica que reveste o bolo alimentar;
de se aderirem ao epitélio intestinal no momento da excrecdo do resto
alimentar; de completarem o ciclo de vida dentro do inseto vetor, culminando
no desenvolvimento e diferenciagdo de formas infectantes e inocularem os
parasitos infectantes no hospedeiro vertebrado (Pimenta et al., 1994, Lehane
1997, Pimenta et al. 1997, Pimenta et al., 2003).

Considerando esses pontos, atualmente a espécie Lu. longipalpis é a
principal transmissora de LV. O alto grau de antropofilia e a preferéncia
alimentar eclética dessa espécie associado com a sua presenca e prevaléncia
em areas com casos autoctones de LV, seguida da infeccdo natural e
complementada por infec¢ao e transmissao experimental da L. infantum para
hamsters através da picada em cinco ocasides, comprova essa afirmagao
(Deane&Deane, 1962; Lainson et al.,, 1977; Lainson&Rangel 2005;
Missawa&Dias, 2007)

Durante 50 anos sustentou-se a suposicao de que Lu. longipalpis era
a unica espécie transmissora de LV nas Américas. Até que casos autoctones
comegaram a ser confirmados em areas sem ocorréncia desta espécie. Essa
situacao teve inicio na Venezuela, no estado de Sucre, com a predominancia
de Lu. evansi em areas com casos autoctones de LV. Posteriormente, foi
comprovada a infecgdo natural desta espécie por L. infantum (Travi et al.
1990, Montoya-Lerma et al. 2003, Mejia et al. 2018). No Brasil, esta situagéo
€ descrita desde 2003 e, atualmente, oito municipios com transmiss&o ainda
nao relataram a presenca de Lu. longipalpis. A tabela 1 traz informacgdes sobre

as principais espécies encontradas e os achados de infecgao natural.

Principais
Transmissao espécies de Presenca de Referéncia
Municipio/UF i i -
LV flebotomineos infecgcao natural bibliografica
encontradas
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Nyssomyia

N&o
intermedia
Comunicacao
Canina e Psathyromyia
Guaruja/SP N&o pessoal (Claudio
humana pascalei
Casanova)
Migonemyia
N&o
migonei
Embu das
Canina Pintomyia fischeri Sim Galvis-Ovallos et
Artes/SP
al., 2017
Cotia/SP Canina Pintomyia fischeri Sim
Psychodopygus Pereira et al.,
N&o
complexus 2010
Sao Vicente Canina e Carvalho et al.,
Férrer/PE humana Migonemyia Si 2010
im
migonei Guimaréaes et al.,
2012, 2016
Pintomyia fischeri Nao
Canina e Migonemyia
Florianépolis/SC . . N&o Dias et al., 2013
humana migonei
Nyssomyia neivai Sim
Nyssomyia antunesi N&o
Nyssomyia
N&o
whitmani
) Relatério
Cacoal/RO Canina Psychodopygus
Nao Fiocruz/RJ
davisi
Migonemyia
N&o
migonei
Pintomyia fischeri )
Sim
Migonemyia )
) ) Sim
Canina e migonei Relatério
Porto Alegre
humana Nyssomyia neivai N&o Fiocruz/RJ
Psathyromyia lanei Néo
Lutzomyia
Sim
gaminarai
Nyssomyia Relatério de
Macapa/AP Canina Néo
umbratilis, campo estadual
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Bicromomyia

N&o
flaviscullata
Trichophoromyia
N&o
ubiquitalis
Psychodopygus
N&o
davisi
Psychodopigus
N&o
amazonenses
Evandromyia
N&o

infraespinosa

Tabela 1. Informagbes sobre tipo de transmissdo de LV em municipios sem Lu.

longipalpis, principais espécies flebotominicas encontradas e infec¢do natural, Brasil, 2017.

Considerando os critérios de capacidade e competéncia vetorial, dentre
todas as espécies encontradas naturalmente infectadas, Lutzomyia cruzi e
Migonemyia migonei s&o consideradas vetores secundarias, atuando
principalmente em areas com auséncia de Lu. longipalpis (Ready 2013,
Guimaréaes et al. 2016, Falcao de Oliveira et al. 2017).

Fémeas de Lu. cruzi sao indistinguiveis de fémeas de Lu. longipalpis,
sendo necessario o encontro de exemplares machos para a correta
identificacdo da espécie. A distribuicdo desta espécie no pais esta restrita aos
estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias (Galati et al. 1997,
Ribeiro et al. 2007). A suspeita de participagdo na transmissao de LV se deu
devido a sua distribuic&do, naturalmente infectada por formas flageladas de L.
infantum, em dois municipios endémicos para a doencga: Ladario e Corumba,
ambos pertencentes ao estado do Mato Grosso do Sul (Santos et al. 1998). E
sabido que o encontro de infec¢cdo natural, por técnicas moleculares, nao é
suficiente para a confirmacao de competéncia vetorial, uma vez que, durante
0 processo de digestdo, os parasitos podem ser eliminados. Dessa forma,
apesar de ser uma atividade mais complexa e laboriosa, a realizacdo da
infecgcao experimental fortalece a hipotese pré-estabelecida de competéncia
vetorial. Recentemente, foi comprovada a capacidade de transmisséo
experimental de L. infantum por Lu. cruzi, com 10,55% de taxa de infec¢ao. A

52



propor¢cao média de fémeas alimentadas foi de 0,40 e o periodo de incubagao
extrinseco foi de 3 dias (Falcédo de Oliveira et al. 2017).

Estudos similares foram conduzidos para a confirmagcdo da
participagdo de Migonemyia migonei como vetor secundario de L. infantum.
Desde 2009, foi confirmada a infecgdo natural de exemplares desta espécie
provenientes do municipio de Sao Vicente Férrer, Pernambuco. Neste
municipio, em capturas sistematicas realizadas no ano de 2009, a populagao
de flebotomineos era composta principalmente por Mi migonei,
representando 93% dos exemplares capturados (de Carvalho et al. 2010).
Recentemente foi demonstrada a infeccdo experimental de Mi. migonei com
L. infantum, entretanto enfatiza-se que no tocante a taxa de infecgado, a
sobrevivéncia em dias ap0s o repasto sanguineo e a quantidade de formas
flageladas no tubo digestivo anterior, esta espécie apresenta competéncia
vetorial inferior a Lu. longipalpis (Guimaraes et al. 2016, Galvis-Ovallos et al.
2017b).

1.4.4 Lutzomyia longipalpis

Nas Ameéricas, Lu. longipalpis esta distribuido na Argentina, Bolivia,
Brasil, Colébmbia, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, México,
Nicaragua, Panama, Paraguai, Uruguai e Venezuela (Shimabukuro et al.
2017). No Brasil, até o presente momento, a distribuigéo do flebotomineo Lu.
longipalpis inclui os estados de Alagoas, Acre, Amapa, Bahia, Ceara, Distrito
Federal, Espirito Santo, Goias, Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Norte, Roraima, Sergipe, Sdo Paulo, Tocantins e Rio Grande do
Sul (Lainson & Rangel 2005, Almeida et al. 2010, Santos et al. 2012, Galardo
etal. 2013, Silva et al. 2014a, Borges et al. 2017, Dos Santos Silva et al. 2017).

Modelos preditivos utilizando o clima como a principal variavel e a
precipitacdo anual, temperatura do dia e precipitacdo do trimestre mais quente
como preditores demonstraram que as areas que se estendem da Regi&do
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Nordeste para parte da Regidao Sudeste do Brasil sdo mais provaveis de ter a
ocorréncia de Lu. longipalpis (Andrade-Filho et al. 2017). Peterson et al.
(2017) utilizaram modelos de nicho ecoldgicos calibrados com base em
ocorréncias de Lu. longipalpis considerando toda a sua area geografica
conhecida e descreveu uma maior tendéncia no estabelecimento desta
espécie em toda a parte oriental da regido amazénica, principalmente nos
estados do Amazonas, Para, Amapa e Roraima. Neste modelo, o municipio
de Macapa/AP, esta incluido como area de predicdo positiva para Lu.
longipalpis e apesar de ainda nao ter sido registrada, casos de LVC foram
notificados em 2017 nesse municipio. Na regido Norte, somente 141
municipios tem registro desta espécie na atualidade (Galardo et al. 2013,
Borges et al. 2017).

Primordialmente, Lu. longipalpis era considerada uma espécie
silvestre, capturada em regides de florestas e matas, longe de habita¢des
humanas (Lainson et al., 1986, Lainson et al. 1990; Chagas et al., 1938,
Salomoén et al., 2009). Com o processo de urbanizagéo das cidades, a partir
da abertura de estradas, construcdo de ferrovias, usinas hidrelétricas e
assentamentos populacionais, observa-se a dispersao da distribuicao do vetor
para novas areas, sugerindo sua facil adaptagao ao ambiente urbano (Rangel
& Vilela 2008, Almeida et al. 2010, Galardo et al. 2013, Silva et al. 2014a,
Salomoén et al. 2015, Berrozpe et al. 2017, Peterson et al. 2017). Apesar desta
espécie ainda ser encontrada em areas silvestres, em areas urbanizadas é
encontrada com maior frequéncia (Carvalho et al. 2013, Saraiva et al. 2015,
Campos et al. 2017).

O estudo de caracteristicas ambientais favoraveis ao aparecimento de
Lu. longipalpis em uma area urbanizada compreende tanto fatores inerentes
ao macroambiente, como o grau de urbanizagdo da area, o tipo de solo,
vegetacao (alta ou baixa) e pluviosidade, como fatores relacionados ao
microambiente, englobando a temperatura e umidade, bem como a presencga
de animais domeésticos, principalmente suinos, aves e caes. Berrozpe et al.
(2017), utilizando o indice de vegetagao da diferengca normalizada (NDVI) e a
temperatura de superficie terrestre (LST), relatou que areas com baixo NDVI
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estavam relacionadas com a densidade de Lu. longipalpis na cidade de
Corrientes, na Argentina. Neste estudo, dentre os fatores que possivelmente
explicariam a agregagéao de vetores, somente o NDVI e a presencga de animais
domeésticos foram estatisticamente significativos. Observou-se que areas com
baixo NDVI, apesar de fornecer poucos locais para abrigo dos vetores,
normalmente tém presenca de animais domésticos, 0 que proporciona
matéria organica em abundancia além de alimentacgédo farta para as fémeas.
Esse dado corrobora com Bavia et al. (2005), que avaliou 33 municipios da
Regido do Distrito Sanitario de Barra, e encontrou correlagdo entre baixos
valores de NDVI e presenca de flebotomineos, casos humanos e caninos de
LV.

Fatores ambientais associados ao grau de urbanizagao das cidades,
tais como saneamento basico, coleta de lixo, iluminacdo publica e
pavimentacdo podem estar relacionados ao aparecimento de Lu. longipalpis
(Fernandez et al. 2010). Santini et al. (2017) demonstrou correlagcao entre
areas urbanizadas da cidade de Porto de Iguagu, Argentina, e a presencga de
Lu. longipalpis, confirmando a ocorréncia desta espécie em todos os meses
do ano, com pico observado no inicio do outono. Nesta mesma época
observou-se maior dispersado deste vetor no municipio.

A temperatura, umidade e pluviosidade ja foram apontados como
possiveis fatores associados a ocorréncia de Lu. longipalpis (Michalsky et al.
2009, Da Silva et al. 2013, de Almeida et al. 2013, de Andrade et al. 2014).
Essas variaveis podem impactar negativamente a captura dos flebotomineos,
mas também o desenvolvimento de formas imaturas. A pluviosidade, quando
ocorre em niveis elevados, interfere de maneira negativa, pois causam
destruigdo dos criadouros (Missawa & Dias, 2007; Silva et al., 2007; Oliveira
et al., 2008).

O processo de adaptagdo a novos ambientes sugere também
mudangas alimentares. Estudos relacionados com a determinagcédo de fonte
alimentar de Lu. longipalpis, demonstraram o carater eclético de alimentagéo
desta espécie, uma vez que foi encontrada evidéncia de sangue proveniente

de aves, roedores, caninos, equinos, bovinos e humanos (Missawa & Dias
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2007, Isabel & Branco 2011, Afonso et al. 2012b, Cutolo et al. 2014, Paternina
et al. 2016).

1.5. Medidas relacionadas a vigilancia e controle de vetores

Conceitualmente, a vigilancia entomologica € definida como uma
observacdo continua dos vetores que tem por objetivo a avaliagdo de
caracteristicas biologicas e ecologicas, seus niveis de interagdes com
hospedeiros humanos, animais reservatérios e ambiente, para a detecgao
precoce de quaisquer mudangas no comportamento destes vetores que
pudessem impactar o padrao de transmissédo das doengas (Gomes, 2002).

A indicagdo das atividades entomologicas que compdem esta
vigilancia depende da classificagdo do municipio quanto ao seu nivel de
transmissao. Para municipios com registro de primeiro caso e em situagdes
de surto é recomendada a realizag&o da investigagao entomoldgica, enquanto
gue para municipio de transmissao intensa e moderada é recomendado tanto
o levantamento quanto o monitoramento entomoldgico (Brasil 2014).

A investigagdo entomoldgica é uma atividade qualitativa que consiste
na captura de flebotomineos durante até trés noites consecutivas. Esta
atividade tem como principal objetivo confirmar a area como de transmisséo
autoctone e dessa forma, devido ao horario de atividade do vetor, é sugerida
a realizacao da atividade no ambiente de pernoite dos casos confirmados. Ja
o monitoramento entomoldgico tem carater ndo somente qualitativo, mas
também quantitativo, com objetivos principais de conhecimento da disperséo
do vetor e determinagdo da curva de sazonalidade dos vetores na area,
respectivamente. Indica-se que sejam utilizados um minimo de 10 pontos de
captura, com distancia de 200 metros entre elas. Essa atividade deve ser
executada durante trés noites consecutivas por més num periodo de 24
meses. Por ser uma atividade laboriosa, na impossibilidade de sua realizacao,
é recomendado o levantamento entomoldgico. Esta ultima consiste na

realizacdo de capturas mensais, com quantitativo de pontos de captura e
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duracgao definidos pela capacidade operacional da equipe executora. Todas
as trés atividades fazem uso das armadilhas luminosas do tipo CDC, que
devem ser armadas ao anoitecer e préximo a ambientes que sejam ricos em
matéria organica (Amora et al. 2010, Queiroz et al. 2012, Vilela et al. 2013,
Brasil 2014). Fatores ambientais, como temperatura e umidade, devem ser
mensurados no momento da atividade, pois estes podem influenciar na
frequéncia e densidade vetorial (Queiroz et al., 2012). A pluviosidade também
€ uma caracteristica ambiental que interfere no aparecimento de
flebotomineos tanto de maneira positiva, quando esta ocorre em niveis
moderados, como de maneira negativa, quando esta ocorre em niveis
elevados, o que acabam destruindo dos criadouros (Missawa & Dias 2007,
Silva et al. 2007, Oliveira et al. 2008).

Para a analise dos dados obtidos nas atividades de vigilancia
entomoldgica e também para avaliagdo da propria atividade em si s&o
utilizados indicadores, entendidos como variaveis quantitativas e qualitativas,
padronizadas e comparaveis em muitas situacdes. Os indicadores baseiam-
se em quatro parametros: caracteristicas que englobam os estagios de
desenvolvimento do vetor, imaturos ou adultos; caracteristicas de capacidade
vetorial, abordando o nivel de antropofilia, horario de atividade (diurna ou
noturna) e local de atividade (intra e peridomicilio); competéncia vetorial, com
informacgdes intrinsecas aos vetores como a taxa de infecgdo natural; e fatores
ambientais ndo biolégicos, como temperatura e umidade, que poderiam
influenciar na ocorréncia e densidades dos vetores. No caso dos
flebotomineos, considerando a dificuldades existentes acerca da biologia das
formas imaturas, os indicadores sao voltados para a fase adulta. Dessa forma,
sdo mensuradas a taxa de infestacdo de uma area a partir pelo calculo da
taxa de infestacao domiciliar (TID) e a abundéancia relativa do vetor (AR)
(Gomes 2002) (Figura 10).

Além do conhecimento gerado acerca da biologia e ecologia das
espécies de flebotomineos na area estudada, a vigilancia entomologica é
amplamente utilizada para direcionar as atividades de controle quimico,

principal medida de controle vetorial recomendada no ambito da saude
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coletiva (Brasil 2014). Para o sucesso no controle da populagdo de
flebotomineos, informagdes sobre o local provavel de infecgao (LPI) e periodo
de maior densidade vetorial, determinado pela curva de sazonalidade do
vetor, sdo fundamentais, e estas informagdes sao obtidas a partir de
avaliacbes dos dados coletados com a vigilancia entomolégica. Todavia,
dificuldades no estabelecimento do fluxo de informagdes entomologicas, na
utilizacdo dos parametros epidemioldgicos para determinacdo de areas a
serem pesquisadas, na demora da avaliagdo dos dados entomolégicos para
o direcionamento das agdes previstas pelo PNVC-LV, acabam causando um
nao aproveitamento dos dados gerados pela atividade de vigilancia
entomologica e consequentemente uma descontinuidade das atividades
preconizadas pelo PNVC-LV. Resumindo, existem fatores limitantes para a
execucao destas atividades de forma sistematica e periddica, o que resulta na
dificuldade de geracdo de informagbes confiaveis sobre os vetores
(indicadores de infestagdo domiciliar e abundancia relativa), e assim
dificuldades no direcionamento da borrifagdo domiciliar (Sena, 2011).

A borrifagao domiciliar consiste na utilizagao de alfacipermetrina 20%
SC, sendo responsabilidade do governo federal a aquisicdo e distribuicdo
deste insumo aos estados. Este inseticida faz parte da classe dos piretréides
e tem acédo residual, sendo sua aplicagcédo realizada em todas as paredes
internas e externas do domicilio. O efeito residual dos piretroéides pode ser
variavel, em torno de 3 meses, entretanto estudos apontam que ha relagéo
entre a residualidade e o tipo de parede borrifada (Passerat De Silans et al.,
1998; Camargo-Neves et al., 2007). Em adigéo, tem-se observado mudancgas
no perfil de suscetibilidade de populagdes de Lu. longipalpis a alfacipermetrina
em estados brasileiros, 0 que evidencia a necessidade de monitoramento das
populagdes de Lu. longipalpis quanto a este evento (Rocha, 2016).

Além dos pontos supracitados, o controle quimico em si € complexo,
com relatos de dificuldade na sua operacionalizagao pelas equipes municipais
e estaduais. Morais et al. (2015) observaram grande dificuldade na execugao
das atividades de controle vetorial em Belo Horizonte, o que culminou na ndo

expansao das atividades de borrifagdo nas areas indicadas pelo estudo.
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Relatou ainda o grande percentual de recusa da atividade pelos moradores,
devido a necessidade de preparagdo do domicilio (antes e depois da
atividade) e da necessidade de permanéncia fora dos domicilios durante no
minimo duas horas apés a realizagao da borrifagdo. Camargo-Neves (2004)
relata dificuldades similares no estado de Sao Paulo, principalmente em areas
urbanas, com alta densidade demografica, o que faz com que a manutengao
das atividades ao logo do tempo se torne inviavel.

Considerando as dificuldades operacionais, a qualidade dos
inseticidas utilizados e a mudanca no perfil de suscetibilidade dos
flebotomineos, evidencia-se a necessidade de buscas por ferramentas
alternativas no ambito do controle vetorial. Nesse sentido, o efeito repelente e
inseticida de algumas plantas, em forma de extratos e oleos, tem sido
amplamente pesquisado e em algumas areas, como a agricultura, tem sido
amplamente utilizados com a finalidade de proteger a colheita e
armazenamento dos gréos (Boeke et al. 2004, Garcia and Azambuja 2004,
Wandscheer et al. 2004, Senthil Nathan et al. 2006).

Estudos tém demonstrado que plantas da familia Meliaceae,
principalmente a Azadiracta indica e Melia azedarach, conhecidas
popularmente como “Nim” e “Amargoseira” respectivamente, tem
demonstrado em laboratério agéo inseticida para Lu. longipalpis em todos os
seus estagios de desenvolvimento. Ensaios laboratoriais de alimentacdo de
larvas de Lu. longipalpis utilizando folhas e frutos de A. indica e M. azedarach
de forma restrita demonstraram que ambas as espécies de plantas foram
capazes de bloquear a muda entre os estadios larvares, com a diferenca que
as folhas de M. azedarach provocaram uma inibicdo maior da muda quando
comparada aos frutos desta espécie e folhas e frutos da A. indica (Andrade-
Coelho et al, 2009).

Maciel et al. (2010) demonstraram que o contato com o 6leo das
sementes de A. indica a uma concentragao de 100 mg.mL‘1 impediu a eclosao
de ovos e a mudanca de estadios larvares, conferindo uma eficacia de 65 e
67%, respectivamente por 10 dias, quando submetidos a uma concentracao
de 100 mg.mL™". Ademais, foi realizada avaliagdo da mortalidade de formas
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adultas de Lu. longipalpis. Na mesma concentracdo, a mortalidade
permaneceu acima de 95% apos 72 horas da borrifagdo (Maciel et al, 2010).

Plantas do género Eucalipfo também ja foram evidenciadas na
literatura com atividade inseticida, e as espécies E. staigeriana, E. citriodora
e E. globulus demonstraram eficacia elevada no impedimento da eclosao dos
ovos e mudanca de estadios das larvas, assim como evidenciado nos estudos
com A. indica e M. azedarach. Entretanto, a concentracado de 6leo necessaria
para este bloqueio diferiu tanto com relacéo as espécies de eucalipto utilizado
como em relagdo ao estagio de desenvolvimento do vetor (ovo, larva ou
adulto) (Maciel et al. 2010a).

Diante destes resultados, conclui-se que 6leo e extratos de diversas
plantas possuem atividade inseticida sobre as trés fases do ciclo de vida de
Lu. longipalpis em laboratério. Esses resultados podem indicar que
compostos originarios de plantas podem ser uma alternativa aos inseticidas
quimicos no controle do vetor da LV. Entretanto, outros estudos devem ser
realizados para comprovar a atividade das substancias isoladas sobre o
inseto, bem como para avaliar a residualidade destes compostos em campo.

Outro campo de estudo que vem crescendo é referente ao uso de
mosquiteiros impregnados com inseticida para controle da populagdo de
vetores de diversas doengas, como malaria, LV, LT e doenga de Chagas
(Wilson et al., 2014). Esta ja é uma estratégia utilizada para controle da
malaria em areas endémicas preconizada pela Organizagdo Mundial de
Saude, entretanto com efetividade ainda ndo comprovada no Brasil (Vieira et
al., 2014).

Quando se trata de controle das populagdes de flebotomineos, os
estudos com mosquiteiros impregnados com inseticida publicados s&o
voltados principalmente para os vetores transmissores da leishmaniose
tegumentar (LT). Em revisao sistematica e metanalise realizada por Wilson et
al (2014), de 21 artigos incluidos na revisdo somente quatro, que tratavam
sobre LT, participaram da metanalise e em conjunto evidenciaram uma
eficacia de 77% na utilizagcdo dos mosquiteiros impregnados com inseticida
(1C95%: 39-91%).
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Estudo desenvolvidos em seis vilas na regidao noroeste da regido de
Cukurova, na Turquia, demonstraram eficacia de 92,2% dos mosquiteiros
impregnados com inseticida (permetrina 2% e butoxido de piperonilo 1%), e
reducdo da incidéncia de casos de LT nas areas de utilizagcdo desta
intervencéo, de 4,78% para 0,37% (Gunay et al., 2014). Estes estudos
evidenciam a possibilidade promissora da utilizacdo de mosquiteiros
impregnados em areas endémicas para LT, entretanto necessitando a
avaliacao da efetividade para vetores de LV no Brasil.

O avanco no conhecimento sobre a comunicagdo quimica de Lu.
longipalpis também é uma alternativa para o fortalecimento do controle da LV.
O uso de (S) -9-metilgermacreno-B sintético (+/-) - 9-metilgermacreno,
feromdnios sexuais, mostrou-se util na interrupgdo do acasalamento porque
as fémeas sao altamente atraidas por estes compostos. Nesse sentido, a
atratividade ocasionada por estes feromoénios sintéticos associada a abrigos
de animas poderiam ser utilizadas para otimizar as atividades de controle
quimico de flebotomineos (Hamilton 2008, Souza et al. 2017).

Neste contexto, conforme evidenciado no item anterior, as coleiras
impregnadas vém sendo amplamente avaliadas, tanto com relagdo a sua
eficacia como efetividade. O efeito de repeléncia (ou inibi¢do da alimentagao)
foi demonstrado em estudo realizado em Fortaleza, Ceara, onde a inibicdo da
alimentacgao foi comprovada em 99,3% dos espécimes de Lu. longipalpis apos
4 semanas de encoleiramento dos caes, 100% apods 8-12 semanas e 96%
apos 16-20 semanas. A mortalidade foi de 96% nas primeiras quatro
semanas de utilizagédo da coleira (David et al. 2001).

Os trabalhos supracitados sugerem a eficacia da coleira impregnada
com deltametrina a 4% na diminuicdo da incidéncia de casos humanos.
Entretanto, poucos estudos cientificos abordam aspectos entomoldgicos,
envolvendo a possibilidade de mudanga comportamental do principal vetor,
Lu. longipalpis (predilegdo alimentar, ocorréncia, abundancia, tipos de habitat,
dispersdo e taxa de infecgdo natural dentre outros), frente a esta nova
ferramenta (Reithinger et al. 2004).

61



2. Justificativa

As dificuldades na operacionalizagdo das atividades de vigilancia e
controle da LV sdo inumeras. A falta de efetividade € ocasionada em parte
pela falta de recursos humanos qualificados e recursos financeiros escassos.
Em adicdo a isso, a demora exacerbada entre a coleta das amostras caninas,
os resultados dos testes diagndsticos utilizados na rotina, a retirada dos
animais soropositivos e a reposi¢cao dos cies em area endémica, bem como
a recusa dos proprietarios as medidas de vigilancia do reservatorio canino,
sdo frequentes. A complexidade das atividades de controle quimico, no que
diz respeito a dificuldade operacional, alto custo de insumos, toxicidade e
efeito residual limitado dos inseticidas, sugere a inviabilidade da execugéo
desta atividade em zonas urbanas.

Dessa forma, a busca de alternativas para o aprimoramento do que
atualmente é preconizado pelo Ministério da Saude € uma necessidade
urgente. A efetividade na utilizag&do de coleiras impregnadas com deltametrina
a 4% ja foi descrita por diversos autores (David et al., 2001; Gavgani et al.,
2002, Camargo-Neves et al, 2004; Reithinger et al, 2004). Entretanto, é
necessaria a avaliagdo do comportamento de Lu. longipalpis, o principal vetor
de LV, frente a utilizagdo das coleiras impregnadas com deltametrina a 4%
como ferramenta de controle, pois a prova do principio do efeito inseticida ou
repelente de intervengbes baseadas em inseticidas nao significa
necessariamente que a populagdo que deve ser protegida de fato esteja
usufruindo do efeito pretendido. Estudo recente realizado em india e Nepal
mostrou resultados limitados de redugdo de exposicdo a picadas de
Phlebotomus argentipes na populagdo humana em um cenario submetido a
mosquiteiros impregnados (Gidwani et al., 2011).

Fortaleza e Montes Claros sdo municipios prioritarios junto ao
Ministério da Saude para o controle da LV, sendo classificados como de
transmissao intensa. Ambos os municipios fazem parte do estudo intitulado

“Avaliacao da efetividade de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em
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areas endémicas para leishmaniose visceral”’, no qual foram definidas areas
em que seria realizado encoleiramento dos caes (intervengéo) e areas que
nao fariam o uso desta intervengao (controle). Ademais, 0os municipios
dispéem de equipes para a realizagdo das atividades entomoldgicas nas
areas de intervengao e area controle. Estes critérios foram utilizados para
participacdo desses dois municipios no presente trabalho que pretende
agregar conhecimento acerca das possiveis mudangas ocasionadas pela
presenca das coleiras impregnadas com deltametrina a 4% nas populagoes
de Lu. longipalpis utilizadas de forma massiva para o controle de leishmaniose

visceral.

3. Objetivos

Objetivo Geral

Estudar aspectos comportamentais de Lutzomyia longipalpis comparando
areas submetidas a intervengcdo com coleira impregnada com deltametrina a
4% como medida de controle da leishmaniose visceral com areas sem esta

intervencao.
Objetivos Especificos

1. Comparar a frequéncia de Lu. longipalpis no intra e peridomicilio entre
areas com a utilizagao da coleira impregnada com deltametrina a 4% e areas
sem esta intervencéo;

2. Comparar a abundancia relativa de Lu. longipalpis por residéncia entre
areas com a utilizagéo da coleira impregnada com deltametrina a 4% e areas
sem esta intervencéo;

3. Comparar a taxa de infestacdo domiciliar de Lu. longipalpis por residéncia
entre areas com a utilizagao da coleira impregnada com deltametrina a 4%

e areas sem esta intervencéo;
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4. Comparar a distribuicdo de Lu. longipalpis por sitios de captura entre areas
com a utilizagado da coleira impregnada com deltametrina a 4% e areas sem
esta intervencéo;

5. Avaliar a influéncia da pluviosidade sobre a presenca de Lu. longipalpis.

4. Material e Métodos

4.1 Area de estudo

O estudo foi realizado nos municipios de Montes Claros/MG e
Fortaleza/CE. Montes Claros localiza-se na regidao Sudeste do Brasil, com
uma area de 3.582,034 km? e populagéao 385.898 habitantes (Figura 10). Sua
vegetagao € composta de uma mistura entre cerrado e caatinga. O clima é
denominado tropical com diminuicdo de chuvas no inverno e temperatura
média anual de 22,65 °C, tendo invernos secos e amenos (raramente frios em
excesso) e verdes chuvosos com temperaturas altas. Fortaleza localiza-se na
regido Nordeste do Brasil, a uma altitude média de 21 metros (Figura 11). E
centro de um municipio de 313,8 km? de area e 2.551.806 habitantes, sendo
a capital de maior densidade demografica do pais, com 7.815,7 hab/km. A sua
vegetacdo é tipicamente litoranea, com areas de mangue e restinga. Possui
clima tropical semiumido com temperatura média anual de 26 °C, sendo
dezembro e janeiro os meses mais quentes e julho o mais frio, porém com

diferengas minimas de temperatura.
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Figura 10. Montes Claros, MG. Pontos pretos indicam area controle e pontos vermelhos
area de intervencao

G 8, o
~ Kilometers

Figura 11. Fortaleza, CE. Pontos pretos indicam area controle e pontos vermelhos area de
intervencgao

4.2 Intervengao
A coleira impregnada com deltametrina 4% tem apresentagbes de 19 e
25 g. A coleira de 19g contém 0,760g de ingrediente ativo (lA), deltametrina,
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e esta indicada para animais de pequeno e médio porte; enquanto que a
coleira com 25g contém 1g de IA, e esta indicada para animais de grande
porte (Figura 12).

Ao ser colocada no cédo, a coleira necessita de 2 a 3 semanas para
atingimento da eficacia total, uma vez que este é o tempo necessario para
qgue a deltametrina se espalhe pelo corpo do animal. A deltametrina é um
inseticida da classe dos piretréides, cujo mecanismo de agao ¢é a inibigdo dos
canais de sodio, causando a despolarizagado continua da membrana e morte

por excitagao.

Figura 12 — Coleira Scalibor.
Fonte: MSD Saude Animal

A eficacia da coleira utilizada no presente estudo foi previamente
avaliada (David et al., 2001), entretanto estudos de efetividade vém sendo
realizados para comprovagao da sua utilizagdo como ferramenta de controle
no Programa de Vigilancia e Controle da LV. Dessa forma, o estudo
denominado “Avaliacdo da efetividade de coleiras impregnadas com
deltametrina a 4% em areas endémicas para leishmaniose visceral” foi
financiado pelo Ministério da Saude e iniciado em 2013. O estudo foi realizado
em municipios endémicos para LV, de acordo com critérios pré-definidos pelo
pesquisador, que consideraram a classificagdo do municipio quanto a
transmissdo da LV, sendo priorizados os municipios com transmissao
moderada ou intensa; e o aceite da equipe municipal e estadual para a

execucgao das atividades de maneira continuada. Uma vez identificados os

66



municipios, foram escolhidas areas que seriam submetidas a intervengao
(encoleiramento dos caes) e areas sem o uso desta intervengao. Ao final do
estudo, comparando as duas areas, foi avaliada a prevaléncia canina e
incidéncia da LV humana.

Dessa forma, o presente estudo envolveu 10 e 12 pontos (domicilios)
dos municipios de Montes Claros e Fortaleza respectivamente, distribuidos
em 4 bairros. Em Montes Claros, dos dez pontos, cinco faziam parte da area
de intervencéo, ou seja, utilizaram a coleira impregnada com deltametrina a
4% e cinco nao faziam uso desta intervengdo. Ja no segundo municipio
(Fortaleza), em nove pontos os caes utilizaram a coleira impregnada com
deltametrina a 4% e em trés nao faziam uso desta intervencao. Todos os
bairros escolhidos séo classificados como de transmissao intensa conforme o
numero de casos de LV notificados nos 3 ultimos anos. No total foram
encoleirados 5.000 cdes em cada municipio, e a troca das coleiras foi
realizada a cada 6 meses. O tempo total do estudo foi de 30 meses.

4.3 Escolha dos locais de captura

A captura de flebotomineos nos municipios de Montes Claros e
Fortaleza foi realizada nos 10 e 12 pontos respectivamente, com uma
distancia minima de 200 metros entre eles. Foram consideradas a presencga
de caracteristicas sugestivas a presenca do vetor, tais como: peridomicilio
com presenga de vegetagdo abundante (arvores frutiferas ou ornamentais),
sombreamento e umidade, acumulo de matéria organica em decomposigcéo
(lixo organico) e presenca de animais domésticos. Em relacédo a este ultimo
aspecto, todos os pontos tinham no minimo duas fontes alimentares aos

flebotomineos, os caes e pelo menos outra fonte alimentar.

4.4 Captura de flebotomineos

A captura foi realizada com a utilizagdo de armadilhas luminosas do
tipo CDC (Sudia & Chamberlain 1989), armadas trés noites consecutivas por
més, das 18h as 6h, durante 30 meses. Foram colocadas 2 armadilhas em
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cada residéncia, uma no intradomicilio e outra no peridomicilio,

preferencialmente, proximo aos abrigos dos animais (Brasil 2014).

4.5 Identificagao de flebotomineos

Os flebotomineos capturados em Montes Claros foram encaminhados
para o Laboratério de entomologia do Centro de Controle de Zoonoses do
municipio, onde foi realizada a triagem, separagao dos flebotomineos dos
demais insetos capturados pela armadilha, e identificacdo dos machos. As
fémeas foram encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia Médica e
Biologia de Vetores da Universidade de Brasilia, para montagem e
identificagdo de acordo com a classificagdo proposta por (Galati 1995).
Durante a preparacdo dos exemplares para montagem observou-se
caracteristicas referentes a coloracdo do toérax, que indicavam diferencas
entre as espécies capturadas. Os exemplares classificados como Lu.
longipalpis possuiam um padrdo bem distinto do observado nas demais
espécies, com a presencga de colorag&do escura acima da segunda e terceira
coxa, no catepisterno e catepimero, respectivamente (referido no item 4.
Resultados - Capitulo 2).

Os flebotomineos capturados em Fortaleza foram levados ao
Laboratorio de Entomologia Médica Dr Thomaz Correia Aragdo da Secretaria
de Saude do estado do Ceara, onde machos e fémeas foram identificados,
utilizando a chave de Young & Duncan (1994).

4.6 Analise estatistica
Foram utilizadas as seguintes férmulas para o calculo da taxa de
infestagao domiciliar (1) e distribuicdo destas espécies por sitio de captura (2),

respectivamente.

1. Taxa de infestagdo domiciliar = N de domicilios positivos/local pesquisado/técnica X100
Numero de local pesquisado
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2. Abundanciarelativa = N de Lu. longipalpis capturados por metodologia nos domicilios (intra ou
peridomicilio)

Total de domicilios pesquisados por metodologia (no intra ou peridomicilio)

Figura 13. Férmulas para célculo das taxas de infestagcao domiciliar’ e abundancia

relativa do vetor?.

Foi realizada analise descritiva dos dados de infestacdo domiciliar e
abundancia relativa do vetor, considerando as diferentes areas, intervencgao e
controle.

Por meio de graficos, avaliou-se a existéncia de tendéncias ou
fendmenos ciclicos na abundancia de insetos capturados ao longo do periodo
de estudo, segundo local de captura e area de intervencdo. Utilizou-se o
suavizador “lowess” para a analise dos dados neste contexto.

O modelo de regressao de Poisson foi utilizado para avaliar a
associacao entre a intervengao e local de captura de abundancia de insetos
capturados segundo cidade e periodo de agregagao temporal (bimestre).

Para o processo de avaliagao do padrao de coloragdo do toérax de
Lutzomyia longipalpis como triagem inicial para identificagdo taxondémica foi

realizada analise descritiva.
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5. Resultados
5.1 Capitulo 1.

Artigo aceito em 5 de fevereiro de 2018 pela revista Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz.

Titulo resumido: Colares e Lutzomyia longipalpis

Avaliacao de populagées de Lutzomyia longipalpis
(Diptera:Psychodidade:Phlebotominae) em areas de transmissao intensa
submetidas a intervengao com coleiras impregnadas com deltametrina
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RESUMO

Introducgao: Existe pouca informagao sobre o efeito do uso generalizado de
coleiras impregnadas com deltametrina para o controle da leishmaniose
visceral canina sobre a populagao de flebotomineos.

Objetivos: avaliar o impacto do uso de coleiras impregnadas com
deltametrina a 4% (Scalibor®) comparando areas submetidas a intervengéo a
areas sem esta intervengao.

Métodos: Foram realizadas capturas de flebotomineos durante 30 meses em
quatro bairros com transmissao intensa de LV em Fortaleza e Montes Claros.
Calculou-se as taxas de infestacdo domiciliar, abundancia relativa e
distribuicdo de Lu. longipalpis por ponto de captura (intra e peridomicilio) e
area (intervencao e controle).

Resultados: Na area controle, em Fortaleza, a abundancia relativa foi de 415
espécimes por ponto de captura, enquanto que na area intervencao foi
159,25. Em Montes Claros, a abundancia relativa foi de 5.660 espécimes por
ponto de captura na area controle, enquanto na area de intervencéo foi
2.499,4. O encoleiramento canino esteve associado a uma reducado na
quantidade de insetos capturados de 15% (p = 0,004) e 60% (p < 0,001) nas
cidades de Montes Claros e Fortaleza, respectivamente.

Conclusao: Foi observada uma baixa abundancia relativa nas areas de
intervencdo o que sugere efeito do uso das coleiras impregnadas com

inseticida.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; Lutzomyia longipalpis; colares
impregnados; deltametrina; cées.

Financiamento: Coordenacido de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (Capes); Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq); Ministério da Saude.
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ABSTRACT

Background: There is little information on the effect of the use of deltamethrin-
impregnated dog collars for the control of canine visceral leishmaniasis over
the phlebotomine population.

Objectives: to evaluate the impact of the use of 4% deltamethrin-impregnated
collars (Scalibor®) in populations of Lutzomyia longipalpis by comparing areas
submitted to the intervention to areas without this intervention.

Methods: Phlebotomine captures were carried out for 30 months in four
neighborhoods with intense VL transmission in Fortaleza e Montes Claros. We
calculated the rates of domicile infestation, relative abundance and Lu.
longipalpis distribution per point, capture location (intra and peridomicile
areas) and area (intervention and non-intervention).

Findings: In the control area from Fortaleza, the relative abundance was 415
specimens per capture point, whereas in the intervention area it was 159.25,
while in Montes Claros, the relative abundance was 5,660 specimens per
capture point in control areas, whereas in the intervention area it was 2,499.4.
The use of dog collars was associated with a reduction of captured insects of
15% (p = 0.004) and 60% (p < 0.001) in Montes Claros and Fortaleza,
respectively.

Main conclusions: We observed a lower vector abundance in the intervention

areas, which suggests an effect of the insecticide-impregnated collars.

Key words: visceral leishmaniasis; Lutzomyia longipalpis; impregnated
collars; deltamethrin; dogs

Sponsorships: Coordination of Improvement of Higher Level Personnel
(Capes); National Council of Scientific and Technological Development
(CNPq) and Ministry of Health.
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencgas negligenciadas, para quais as agendas
publicas de governo devem dar especial atengao a vigilancia e controle. A
leishmaniose visceral (LV) € endémica em 70 paises, esta distribuida nos
cinco continentes, principalmente no Sul da Asia, Leste da Africa e Américas.
Dentre os paises da América do Sul, o Brasil € o0 que concentra o maior
namero de casos, com mais de 90% do registrados pelos sistemas de
notificacéo vigentes (PAHO/WHO 2016). Nas Américas, a LV € uma zoonose
causada pelo protozoario Leishmania infantum e constitui grave problema de
saude publica.

As politicas de vigilancia e controle da LV planejadas pelo Programa
Nacional de Leishmanioses do Ministério da Saude do Brasil estdo focadas
em trés eixos para os quais sao desenvolvidas atividades especificas.
Primeiro, o uso de inseticidas quimicos e manejo ambiental sao
recomendados com o objetivo de diminuir a densidade populacional do vetor
e reduzir o seu contato com o homem. Segundo, a realizagdo do inquérito
sorolégico canino e manejo adequado dos casos positivos, visando a
diminui¢ao das fontes de infec¢ao para os vetores. E finalmente, o diagnostico
oportuno e manejo adequado dos casos humanos para evitar as formas
graves da doenca e o obito (Brasil 2014).

Entretanto, ao longo dos anos, tem-se observado dificuldades na
operacionalizagado das atividades de vigilancia e controle da LV. A falta de
efetividade é ocasionada em parte pela caréncia de profissionais qualificados
e recursos financeiros escassos. Em adi¢cdo, a demora exacerbada entre a
coleta, os resultados dos testes diagndsticos utilizados na rotina e a retirada
dos animais soropositivos, bem como a recusa dos proprietarios as medidas
de vigilancia do reservatorio canino sdo frequentes. Modelos matematicos,
sugerem que a eutanasia de caes soro-reagentes, em areas com transmisséo
baixa ou moderada pode ter um efeito de redug¢ao da prevaléncia da infecgao
canina no longo prazo (Costa et al., 2013). A capacidade infectiva dos animais
assintomaticos, bem como a sua propor¢éo com relagao a populagao canina,
podem ter grande impacto nas estratégias de controle. Entretanto, a
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realizagcdo de eutanasia indiscriminada de cées assintomaticos pode
comprometer a manutencg&o do programa devido a insatisfagdo da populagéo.

Ademais, nas situagées em que a retirada de cées soro-reagentes é
realizada, a taxa de reposi¢ao é alta (Zuben & Donalisio 2016). Em estudos
realizados em Aracatuba (SP), a taxa de reposi¢ao foi de 44,5%, com a
justificativa dos proprietarios de necessidade de companhia e de guarda das
residéncias (Andrade et al., 2007).

No tocante ao componente vetorial, a capacidade do Lu. longipalpis
adaptar-se ao ambiente urbano associada a complexidade da realizagdo do
controle quimico, no que diz respeito a dificuldade operacional, alto custo de
insumos, toxicidade e efeito residual limitado dos inseticidas, sugere a
inviabilidade da execugédo desta atividade em zonas urbanas (Zuben &
Donalisio). Ademais, a falta de conhecimento acerca da biologia de formas
imaturas dos flebotomineos, principalmente considerando os criadouros, € um
fator chave para a falha no controle desses insetos. Dessa forma, a busca de
alternativas para complementacdo do que atualmente € preconizado pelo
Ministério da Saude é altamente desejavel.

A coleira impregnada com deltametrina 4% é considerada ferramenta
individual no controle da leishmaniose visceral canina, uma vez que possui
atividade inseticida e repelente, reduzindo a interagdo entre os cées e os
flebotomineos. A eficacia destas coleiras ja foi descrita anteriormente e sua
efetividade tem sido avaliada em alguns cenarios (David et al. 2001, Maroli et
al. 2001, Mazloumi Gavgani et al., 2002, Reithinger et al. 2014). Killick-
Kendrick et al. (1997) avaliou o potencial repelente e inseticida das coleiras
impregnadas com deltametrina em laboratorio utilizando populagbes de
Phlebotomus perniciosus. Os caes foram acompanhados por 8 meses e
periodicamente expostos a 200 P. perniciosus por duas horas em pelo menos
7 momentos, distribuidos entre a segunda e a 34® semana apds o
encoleiramento.

A avaliagao da repeléncia e da mortalidade foi realizada utilizando o
percentual de fémeas ingurgitadas e mortas apoés a exposicao,

respectivamente. O uso do colar impediu a alimentagdo de cerca de 96% das
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fémeas durante 34 meses de estudo. A mortalidade dos espécimes expostos
variou entre 21 e 60% durante o periodo. Um estudo semelhante foi realizado
por David et al (2001), no entanto, usando o vetor principal da leishmaniose
visceral nas Américas, Lu. longipalpis. A interrupcao da alimentacao foi
demonstrada em 96% das amostras, enquanto a mortalidade variou de 90 a
35% no periodo.

Uma vez que a eficacia foi demonstrada no laboratério, realizaram-
se estudos de efetividade com o objetivo de fortalecer a evidéncia cientifica
para o uso de coleiras impregnadas com 4% de deltametrina como ferramenta
de controle em programas governamentais. Estudos intervencionistas foram
entdo desenvolvidos, demonstrando a reduc¢ao da prevaléncia de VL em cées.
Brazuna (2012) avaliou a redugao da prevaléncia da doenga em caes apos o
uso de coleiras Scalibor® em todos os cdes do municipio de Campo Grande,
MS. A reducado da prevaléncia de doenga em caes no final do estudo foi de
50%. Resultados similares foram relatados por Kazimoto, com uma reducéao
de prevaléncia de 53%, no entanto, com um menor numero de cades com
coleiras.

O estudo realizado por Seva et al. (2016), utilizando modelagem
matematica, demonstraram que o0 uso de coleiras impregnadas com
inseticida, quando realizadas com uma cobertura de 90%, pode diminuir a
prevaléncia de caes soropositivos e a incidéncia de casos de VL humana a
zero.

Todavia, € necessaria a avaliacdo do comportamento de Lu.
longipalpis, o principal vetor de LV no continente americano, frente a utilizagdo
das coleiras impregnadas com deltametrina a 4% como ferramenta de
controle, pois a prova do principio do efeito inseticida ou repelente de
intervengdes baseadas em inseticidas ndo significa necessariamente que a
populacdo que deve ser protegida de fato esteja usufruindo do efeito
pretendido.

O objetivo desse estudo foi avaliar o comportamento de Lu. longipalpis
frente a utilizagdo de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% como

ferramenta de controle de leishmaniose visceral.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo - O estudo foi realizado nos municipios de Montes
Claros/MG e Fortaleza/CE. A escolha dos municipios se deu devido a
participagcédo destes no projeto intitulado “Avaliagcéo da efetividade de coleiras
impregnadas com deltametrina a 4% em areas endémicas para leishmaniose
visceral”, projeto financiado pelo Ministério da Saude que tinha como objetivo
avaliar o impacto na prevaléncia de casos caninos e incidéncia de casos
humanos de LV em &areas com o0 uso de coleiras impregnadas com
deltametrina.

O projeto, no entanto, ndo contemplou a avaliagédo do impacto do uso
de coleiras na populacédo de Lu. longipalpis, o que motivou a realizacdo do
presente estudo.

Desta forma, as areas em que o componente vetorial foi estudado
foram as mesmas anteriormente definidas pelo projeto acima mencionado,
que definiu quais areas utilizariam coleiras nos caes (areas de intervencgao) e
quais nao utilizariam (areas de controle). Outros critérios de incluséo
considerados foram: o nivel de transmissdo (apenas 0s municipios com
transmissao VL intensa, que s&o aqueles com uma média superior a 4,4 casos
nos ultimos trés anos); presencga de equipe para realizagcdo das atividades de
vigilancia entomoldgica em ambas as areas.

A coleira impregnada com deltametrina a 4% € comercialmente
chamada “Scalibor” e possui duas apresentagdes: 19g, indicada para animais
de pequeno e médio porte, com 0,760g de ingrediente ativo (IA); e 25g,
indicado para animais de grande porte, com 1g de IA.

Montes Claros localiza-se na regido Sudeste do Brasil, com uma area
de 3.582,034 km? e populagéo 385.898 habitantes (Figura 1). Sua vegetacao
é composta de uma mistura entre cerrado e caatinga. O clima é tropical com
diminui¢do de chuvas no inverno e temperatura média anual de 22°C, tendo
invernos secos e amenos (raramente frios em excesso) e verdes chuvosos

com temperaturas altas (Michalshy et al., 2009).
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Fortaleza localiza-se na regido Nordeste do Brasil, a uma altitude média
de 21 metros, 313,8 km? de area e 2.551.806 habitantes, sendo a capital de
maior densidade demografica do pais, com 7.815,7 hab/km (Figura 2). A sua
vegetacdo é tipicamente litordnea, com areas de mangue e restinga. Possui
tropical semiumido com temperatura média anual € de 26 °C, sendo dezembro
e janeiro os meses mais quentes e julho o mais frio, porém com diferencas
minimas de temperatura (Silva et al., 2014).

Foram selecionados pontos de captura de flebotomineos, ou
domicilios, em quatro bairros de ambos os municipios (Figura 1 e 2), no
entanto, 10 e 12 pontos de captura foram escolhidos em Montes Claros e
Fortaleza, respectivamente. No primeiro municipio (Montes Claros), cinco
pontos de captura tiveram os cées encoleirados com coleiras impregnadas
com deltametrina a 4% como ferramenta de prevengao LV e cinco n&o. No
ultimo municipio (Fortaleza), nove pontos de captura tiveram os caes
encoleirados e trés néo.

Nas areas de intervencdo, as coleiras foram colocadas em caes
domiciliados ou semi-domiciliados. Cées de movimentagao irrestrita n&o
foram submetidos a intervencéo.

No total foram encoleirados 5.000 caes por municipio, e a troca das
coleiras foi realizada a cada 6 meses. O tempo total do estudo entomoldgico
foi de 30 meses.

Escolha dos locais de capturas - Em cada bairro foram escolhidos
pontos de capturas (domicilios), com uma distancia minima de 200-500
metros entre eles. Para a escolha do domicilio foram consideradas
caracteristicas receptivas a presenga do vetor, como descrito a seguir:
vegetacdo presente, presenga de animais domésticos, acumulo de matéria

organica e tamanho do peridomicilio.
Capturas de flebotomineos - As capturas foram realizadas com a

utilizacdo de armadilhas luminosas do tipo CDC, armadas trés noites
consecutivas por més, das 18h as 6h, durante 30 meses (Brasil 2014). Foram
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colocadas 2 armadilhas em cada residéncia, uma no intradomicilio e outra no
peridomicilio, preferencialmente, proximo aos abrigos dos animais. Outro
critério para a escolha dos locais de captura foi a presenca de caes. As
capturas de flebotomineos comegaram cinco meses apos 0 primeiro

encoleiramento de caes em Montes Claros e Fortaleza.

Identificagao de flebotomineos - Os flebotomineos capturados em
Montes Claros foram encaminhados ao Laboratorio de Entomologia do Centro
de Controle de Zoonoses do municipio, onde foi realizada a triagem e
identificacdo dos machos. As fémeas foram encaminhadas ao Laborat6rio de
Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da Universidade de Brasilia, para
montagem e identificacdo, de acordo com a classificagao proposta por Galati
(2003).

Os flebotomineos capturados em Fortaleza foram levados ao
Laboratorio de Entomologia Médica Dr Thomaz Correia Aragao da Secretaria
de Saude do Estado do Ceara, onde machos e fémeas foram identificados,
utilizando a chave de Young;Duncan (1994).

Ambas as chaves sado preconizadas pelo Ministério da Saude,
ficando a critério das equipes de entomologia estadual a escolha de qual
chave adotar na sua rotina de trabalho. Independentemente da chave
taxonbmica escolhida para identificacdo, em ambas as chaves nao ha

distincdo na identificagao de Lutzomyia longipalpis.

Pluviosidade - Os dados de pluviosidade dos dois municipios, no
periodo de estudo, foram obtidos no site do Instituto Nacional de Meteorologia
— INMET (INMET 2017).

Analise dos dados - Foram utilizadas as seguintes formulas para o
calculo da taxa de infestagdo domiciliar e distribuigdo destas espécies por sitio
de captura (Tabela 1) (Brasil 2014).

Foi realizada analise descritiva dos dados de infestagdo domiciliar e

abundancia relativa do vetor, considerando as diferentes areas, intervencgao e
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controle. Utilizou-se a técnica de suavizacdo “lowess” para descrever as
variagdes nas capturas dos flebotomineos ao longo do tempo, considerando
a area de estudo (Fortaleza/CE e Montes Claros/MG), areas de intervengao
(com e sem coleira impregnada com deltametrina) e o sitio de captura (intra e
peridomicilio). O suavizador “lowess” € um método de regressdo nao
paramétrico que se encaixa em um modelo linear ponderado localmente
dando a pontos mais proximos de cada valor x 0 maior peso na suavizagao e
limitando o efeito de outliers.

Para avaliar as associagdes entre a intervencao, o local de captura e a
abundancia de flebotomineos, de acordo com o municipio e o periodo de
agregacao temporal (bimestre), utilizamos um modelo de regressdao de
Poisson. Na regresséo de Poisson, as associagdes sao expressas por taxas
de incidéncia (IRR) e respectivos intervalos de confianga de 95% (IC 95%).

Foi utilizado o software STATA versao 12.0.

RESULTADOS

Foram capturados 4.373 (1.494 no intradomicilio e 2.879 no
peridomicilio) e 40.797 (8.359 no intradomicilio e 32.438 no peridomicilio)
exemplares de Lu. longipalpis em Fortaleza e Montes Claros,
respectivamente.

Em Fortaleza, dos 4.373 capturados, 3.141 eram machos e 1.232 eram
fémeas. Em Montes Claros, dos 40.792 capturados, 36.716 eram machos e
4.076 eram fémeas. No tocante ao material capturado em Montes Claros,
devido a sua qualidade e ao protocolo realizado para identificacdo dos
espécimes, foi registrada a perda de 310 exemplares, o que corresponde a
7,6% do material total capturado em Montes Claros. Em numeros absolutos,
esta perda foi semelhante entre as areas de intervengao e controle.

Considerando o periodo integral de estudo, a taxa de infestagdo em
ambos municipios foi de 100%, confirmando a distribuicdo da espécie por
todos os quatro bairros, porém, com abundancias relativas diferentes.

Em Fortaleza, na area controle, considerando o periodo completo de

estudo, a abundancia relativa foi 415 exemplares, por ponto de captura,
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enquanto que na area de intervengao foi 159,25 exemplares. Levando em
consideragao o local de captura, a abundancia relativa no intradomicilio foi
135,88 e 67,75 enquanto que no peridomicilio foi 279,22 e 91,5 nas areas
controle e de intervencéo, respectivamente. A densidade vetorial variou
durante o periodo, sendo observado o aumento da quantidade de
flebotomineos capturados no periodo de chuva ou logo apds este periodo
(Figura 3). A relacdo macho:fémea foi de 2,54:1; maior nas areas de
intervencéo (3,1:1), quando comparada as areas controle (2,4:1).

Em Montes Claros, na area controle, considerando o periodo completo
de estudo, a abundancia relativa foi de 5.660 exemplares por ponto de
captura, enquanto que na area de intervencao foi de 2.499,4 exemplares.
Levando em consideragdo o sitio de captura (intra ou peridomicilio), a
abundéancia relativa no intradomicilio foi de 964,4 e 707,4 enquanto no
peridomicilio foi 4.695,6 e 1.792 nas areas controle e de intervencao,
respectivamente. A densidade vetorial variou durante o periodo, sendo
observado o aumento da quantidade de flebotomineos capturados no periodo
de chuva ou logo apds este periodo (Figura 3). A relagado macho:fémea foi de
9,07:1; maior nas areas de intervengéao (12,03:1), quando comparada as areas
controle (8,15:1).

Considerando os 30 meses de estudo, Fortaleza teve um total de 2.897
mm, com picos variando de 400 a 500 mm concentrados em margo a julho
dos anos estudados. O nono bimestre teve um registro pluviométrico mais
baixo representado por 7mm. Enquanto, Montes Claros teve 1.685 mm com
uma distribuicdo homogénea ao longo do ano e um unico pico registrado em
novembro e dezembro de 2013. No terceiro, nono e décimo quinto bimestre
nao choveu (Figura 3).

O encoleiramento canino esteve associado a uma redugao de 15% (p
=0,004) e 60% (p < 0,001) na quantidade de insetos capturados nas cidades
de Montes Claros e Fortaleza, respectivamente (Tabela 2 e 3). Quando
analisado por local de captura, péde-se observar uma reducao de 21% no
nuamero de Lu. longipalpis capturados no peridomicilio (IRR=0,783; p <0,001)
em Montes Claros, e um reducao de 56% (IRR = 0,44; p<0,001) e 60% (IRR
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= 0,40; p<0,001) no intra e peridomicilio em Fortaleza, respectivamente
(Figura 5) (Tabela Il e 1ll). Nao se observou sazonalidade ou outro fenbmeno
ciclico em ambas as cidades (Figura 4).

DISCUSSAO

A coleira impregnada com deltametrina 4% € considerada atualmente
ferramenta no controle da LV. Alguns estudos recentes sugerem que a sua
utilizacdo em areas com transmisséo reduz a prevaléncia de casos caninos,
sem entretanto fazer alusdo ao impacto efetivo na populacdo de
flebotomineos (Kazimoto 2016, Seva et al., 2016).

O impacto na reducgao da prevaléncia da leishmaniose visceral canina
baseia-se na impossibilidade de realizagdo do repasto sanguineo pelos
vetores nos caes encoleirados. Essa impossibilidade € sustentada pela acéo
repelente e inseticida da deltametrina, piretroide utilizado nas coleiras (Halbig
et al., 2000, David et al., 2001, Maroli et al., 2001). No entanto, € importante
enfatizar que, estudos indicam uma diminuicdo da mortalidade de Lu.
longipalpis, de 90% para 35%, considerando a quarta e a 372 semana de uso
da coleira, demonstrando a necessidade de trocas sistematicas para
sustentar a interrupgao da alimentagéao vetorial em caes (David et al., 2001).

As coleiras Scalibor® das areas de intervencdo do estudo foram
trocadas a cada 6 meses, de acordo com as especificagdes do fabricante. No
entanto, entre o primeiro e o segundo encoleiramento, este intervalo foi
prolongado para um ano, devido a problemas inerentes a entrega. Da mesma
forma, embora ndo tenha sido medida, durante os 30 meses do estudo, houve
perdas de coleiras Scalibor® por varias razdes: efeitos adversos
caracterizados por prurido, irritagdo e dermatite; brigas entre animais; retirada
da coleira pelo animal, principalmente pelo grupo de caes semi-domiciliados,
ja que a maioria deles ndo tem costume de usar coleira, entre outras razdes.

Reithinger et al. (2004), a partir de modelo matematico, demonstraram
redugéo da seroconversdao em 50% dos animais encoleirados, apesar de ter
sido registrado 41% de perda das coleiras utilizadas no estudo. No presente
estudo, mesmo com as perdas, observou-se redugao de 40% na prevaléncia
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canina e reducao na populacao de Lu. longipalpis no intra e peridomicilio em
Fortaleza e Montes Claros (observagdes n&o publicadas - Werneck 2016). O
efeito sobre a prevaléncia canina e a reducao da populacéo de Lu. longipalpis
pode ser atribuida ao efeito do rebanho proporcionado pelo uso de coleiras
em mais de 50% dos cées.

O presente estudo demonstrou ampla distribuicdo da principal espécie
transmissora de LV, Lu. longipalpis, nos dois municipios trabalhados,
comprovando a adaptagdo desta espécie ao ambiente antropizado. A
adaptacao de Lu. longipalpis as areas urbanizadas nestes dois municipios ja
havia sido comprovada anteriormente, justificando a manutengdo de altos
coeficientes de incidéncia de casos humanos e prevaléncia de casos caninos
nesses municipios (Michalsky et al., 2009, Silva et al., 2014).

Quando avaliado o local de captura, foi observada maior abundancia
de Lu. longipalpis no peridomicilio em ambos os municipios. Isso pode ser
explicado pela presenca de caracteristicas favoraveis ao aparecimento do
vetor nestes locais, principalmente: o tamanho dos peridomicilios associado a
presenca de arvores frutiferas e presenca de mais de um tipo de animal
doméstico ou criagao, o que faz com que os flebotomineos ndo tenham que
se deslocar para o intradomicilio em busca de fontes alimentares (Silva et al.
2014, Salomoén et al. 2015).

O numero de exemplares de Lu. longipalpis capturados em Montes
Claros foi dez vezes maior do que em Fortaleza, sendo quatro vezes maior no
peridomicilio quando comparado ao intradomicilio em Montes Claros, e duas
vezes maior em Fortaleza. Essa diferenga pode ser atribuida ao fato de
Montes Claros ser uma cidade com muita area verde e em amplo processo
de urbanizagao, com modificacbes ambientais frequentes. Ja foi descrito que
o processo de urbanizagdo proporciona a destruicdo dos habitats naturais de
vetores e reservatérios da LV, o que leva a aproximagao de vetores ao
ambiente antropizado, facilitando a interacdo destes com a populagao
humana (Cardim et al., 2013). Ademais, o alto grau de antropofilia e a
preferéncia alimentar eclética dessa espécie de flebotomineo justifica a sua
capacidade em se adaptar a diversos ambientes antropizado (Salomén et al.,
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2015). No entanto, a adaptagéo de flebotomineos ao ambiente antropizado
ocorre de forma gradual, sendo encontrados inicialmente em areas
semelhantes ao seu habitat natural, muitas vezes representadas pelo
peridomicilio, para posteriormente se adaptarem a areas mais antropizadas,
como no intradomicilio (Silva et al. 2014).

Ademais, pode-se enfatizar que apesar das caracteristicas ambientais
dos pontos de capturas serem similares dentro de cada municipio trabalhado,
entre eles algumas diferengas foram observadas. Diferente do observado em
Fortaleza, em Montes Claros todos os pontos de capturas tinham presenca
de aves, principalmente galinaceos, o que favorece o aparecimento de
flebotomineos (Alexander et al. 2002, Oliveira et al. 2008, Afonso et al. 2012,
Soares et al. 2013). Além disso, a presenga de galinhas pode atuar como
amplificador da populagéao de flebotomineos (Oliveira et al. 2012, Casanova
et al. 2013). Estudo realizado na Argentina, na provincia de Posadas,
correlacionou a presenga de aves e auséncia de energia elétrica com o
aumento da densidade de Lu. longipalpis (Fernandez et al. 2010).

Em adicdo, diferengas foram apontadas no tocante a pluviosidade.
Sabe-se que a pluviosidade pode interferir no aparecimento de flebotomineos
tanto de maneira positiva, quando esta ocorre em niveis moderados, como de
maneira negativa, quando esta ocorre em niveis elevados, o que acaba
destruindo os criadouros. Em Fortaleza, péde-se observar que o numero de
exemplares capturados foi maior no periodo e logo apos os picos de chuva,
corroborando com trabalhos anteriores (Michalsky et al., 2009).

Considerando os 30 meses de estudo, no municipio de Fortaleza foi
registrado um total de 2.897 mm, com picos variando entre 400 e 500 mm e
concentrados nos meses de margo a julho dos anos estudados. Ja em Montes
Claros foi registrado 1.685 mm, com distribuicdo homogénea durante o ano,
e somente um grande pico registrado no periodo de novembro e dezembro de
2013. (Missawa & Dias 2007, Silva et al. 2007, Oliveira et al. 2008). Entretanto
em Montes Claros, ndo foi possivel observar o aumento esperado apds as
chuvas, sendo capturados flebotomineos em todos os meses em que foi

realizada a captura. Essa constancia numérica de exemplares obtidos nas
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capturas, independente do més, ja foi descrita em trabalhos anteriores
(Michalsky et al. 2009).

O uso das coleiras impregnadas com deltametrina a 4% foi responsavel
por 14% e 60% de redug¢ao do numero de flebotomineos capturados na area
de intervengdo, quando comparada a area controle, em Montes Claros e
Fortaleza, respectivamente. Essa diminuicdo pode justificar a redugao
observada na prevaléncia de casos caninos na ordem de 40% nos municipios
participantes do projeto intitulado “Avaliacdo da efetividade de coleiras
impregnadas com deltametrina a 4% em areas endémicas para leishmaniose
visceral” (comunicagao pessoal — Werneck 2016). Apesar da determinagao
da taxa de infec¢ao natural dos exemplares capturados nao ser realizada de
forma rotineira no ambito do servico de saude, o numero de insetos
capturados associados as caracteristicas intrinsecas da espécie,
principalmente a alta antropofilia e proximidade com os reservatérios
domeésticos, pode indicar maior risco de transmissdo da doenga (Salomén et
al., 2015).

No tocante a relagdo macho:fémea, em ambos os municipios e em
ambas as areas (intervengao e controle) foram capturados maior niumero de
machos do que de fémeas. Esta predominancia de machos ja foi descrita
anteriormente (Cabanillas & Castellén 1999, Silva et al., 2014). Alguns autores
relatam que o uso de armadilhas luminosas pode causar desequilibrio entre
0S sexos na captura, sendo os machos mais capturados do que as fémeas.
Isso poderia ser fortalecido pelo comportamento dos machos em formar
agregados para monitoramento e copula com as fémeas (Aguiar, 1985).

Comparando as areas de intervengcdo e controle, em ambos os
municipios, a taxa de infestacao foi de 100%, indicando que a presenca da
coleira, apesar de reduzir o numero de exemplares capturados, ndo previne a
infestacdo dos domicilios. Entretanto, considerando o potencial repelente e
inseticida da coleira, os insetos que perdurarem no ambiente domiciliar ndo
terdo acesso para realizagdo do repasto sanguineo nos cées, que sdo a

principal fonte de infecgdo em ambito urbano, e assim n&do serdo capazes de
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se infectar e posteriormente transmitir a doenga para a populagéo (Lainson &
Rangel 2005, Maroli et al., 2013).

Além disso, é importante avaliar a fonte alimentar dos Lu. longipalpis
na impossibilidade de realizagdo do repasto sanguineo em cédes. Em todos os
pontos de estudo, tanto nas areas de intervencdo quanto nas areas controle,
havia pelo menos um cao e outra fonte de alimento animal, além do homem.
Este critério ajudaria a avaliar o risco de transmissao da doenca aos seres
humanos. E enfatizado que, uma vez protegido o co, existe a probabilidade
de interagao entre Lu. longipalpis e humanos, o que inicialmente justificaria
um aumento no numero de casos humanos. No entanto, esse aumento ndo
seria sustentado no longo prazo, devido a falta de fontes de infeccéo para o
vetor. Estudos mostram que Lu. longipalpis é uma espécie de alimentagao
eclética, no entanto, tem preferéncia por aves, seguidas de porcos, caes e
humanos (Afonso et al., 2012).

Considerando o local de captura, nas areas de intervengao de Montes
Claros, o numero de Lu. longipalpis capturados no peridomicilio reduziu em
torno de 21% ao longo do tempo (p < 0.001), ndo havendo redugdo no
intradomicilio. Em Fortaleza essa redug¢ao ocorreu de forma significativa tanto
no intra como no peridomicilio, na ordem de 56% e 60% respectivamente (p
< 0.001). Essa reducgao no peridomicilio ja era esperada, tendo em vista que
os flebotomineos teriam mais dificuldade em realizar o repasto sanguineo nos
caes encoleirados, recorrendo aos demais animais domésticos ou de criagao
e populacdo humana para alimentacgao.

Embora exista uma complexidade na avaliagao de fatores relacionados
a sustentabilidade da transmissao da leishmaniose visceral, principalmente
em relacio a presenca de Lu. longipalpis nas areas com casos, € indiscutivel
que a reducao na populagcdo desse vetor diminui a probabilidade de
transmissao da doenga. Os resultados deste trabalho indicam que o uso de
coleiras impregnadas com deltametrina a 4% poderia surgir como uma
proposta alternativa, a ser integrada ao rol de atividades atualmente
preconizadas pelo Ministério da Saude para o controle de LV, uma vez que a

execucgao das atuais estratégias de controle em areas urbanas € complexa e
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impopular, principalmente aquelas voltadas para a eutanasia de reservatérios
domeésticos. A avaliagdo da taxa de infecgdo por L. infantum e da fonte
alimentar dos exemplares fémeas de Lu. longipalpis capturados podera
complementar a informagdo sobre o efeito potencial da intervengao na

transmissao da doenca.
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Figura 1. Montes Claros, MG. Pontos pretos indicam area controle e pontos vermelhos area de intervengao.
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Figura 2. Fortaleza, CE. Pontos pretos indicam area controle e pontos vermelhos area de intervengao.
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Figure 3. Numero de Lutzomyia longipalpis capturados por bimestre e observacgéo de

pluviosidade durante o periodo de estudo. A. Fortaleza/CE. B. Montes Claros/MG,
Brasil, 2013 a 2015.
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Figura 4. Numero total de Lutzomyia longipalpis capturadas por bimestre e area de

intervencéo (com e sem o uso de coleiras) de Montes Claros (MG) e Fortaleza (CE),
Brasil, 2013 a 2015.
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Tabela |I. Formulas utilizadas para calcular a taxa de infestacdo domiciliar e a

abundancia relativa do vetor

Numero de domicilios positivos/sitio de captura/técnica

Taxa de infestagao utilizada
domiciliar x100

Numero de domicilios pesquisados

Numero de Lu. longipalpis capturados por metodologia nos

domicilios (intra ou peridomicilio)
Abundancia relativa

Numero de domicilios pesquisados
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Tabela Il. Modelo de regressdo de Poisson. Avaliagdo entre a intervencgao, sitio de
captura e abundancia de insetos, de acordo com o periodo de agregacgao temporal
(bimestre), Montes Claros, MG, 2013 a 2015.

_ [Intervalo de

Total_insetos | IRR P>|z| .

confianga 95%]
Tempo 1.14 0.000 1.12 1.15

87

1.coleira 0.004 .79 .95
2.local 1.92 0.000 1.74 212
_cons 1.45 0.000 1.24 1.69
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Tabela Ill. Modelo de regressédo de Poisson. Avaliagdo entre a intervengéo, sitio de

captura e abundancia de insetos, de acordo com o periodo de agregacgao temporal
(bimestre), Montes Claros, MG, Fortaleza, CE, 2013 a 2015.

Total_insetos | IRR P>|z]| [95% Conf. Interval]
Tempo 97 0.002 .96 .99
1.coleira 41 0.000 .35 49

2. local 1.79 0.000 1.59 2.01
_cons 3.37 0.000 2.94 3.87
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5. Resultados

5.2 Capitulo 2

Artigo a ser submetido

Estamos desperdicando um caracter de taxonomia util? O caso da

pigmentagdo do torax para identificar Lutzomyia longipalpis
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Resumo: A identificagdo taxonémica de flebotomineos € uma tarefa complexa e se
baseia essencialmente em critérios morfologicos. A simplificagdo desse processo de
identificacdo é desejavel para tornar as atividades de vigilancia entomoldgica mais
ageis e efetivas em relagcéo a flebotomineos de importancia para a saude publica
humana e animal. O objetivo do presente relato € descrever a potencial utilidade do
uso da coloragéo dos pleuritos para discriminar Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva,
1912) de outras espécies de flebotomineo. Foram identificados 355 espécimes de
flebotomineos utilizando-se a classificacdo taxondmica convencional e de forma
independente e mascarada foi registrada a coloragdo dos escleritos toracicos. Foram
incluidos no estudo 13 espécimes de Evandromyia cortelezzi/Evandromyia sallesi e
342 espécimes de Lu. longipalpis. Foi observada a presenga de coloragao mais escura
em 337 (98,5%) espécimes de Lu. longipalpis no paratergito e anepimero,
catepisterno e catepimero e tal caracteristica ndo foi encontrada nos espécimes
pertencentes aos demais exemplares estudados. Os nossos resultados sugerem que

a coloracio escura nesses escleritos pode auxiliar na detecgao de Lu. longipalpis para
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uma triagem inicial de espécimes capturados em areas submetidas a vigilancia
entomologica para o monitoramento do risco de leishmaniose visceral.
Palavras chave: Lutzomyia longipalpis, taxonomia, catepisterno; catepimero,

vigilancia entomoldgica, flebotomineos.

A taxonomia de flebotomineos €& atividade essencial do componente da
vigilancia entomoldgica que tem como objetivo final a identificacdo oportuna de
qualguer mudanga no perfil de transmissdo das leishmanioses para reduzir a
incidéncia de casos humanos (Gomes, 2002). A identificagcdo das espécies de
flebotomineos encontradas em uma determinada area ¢€ relevante para a
caracterizagdo do risco de adquirir leishmanioses visceral e tegumentar. Lutzomyia
longipalpis sensu lato (s.l.) (Lutz & Neiva 1912) é a principal espécie transmissora de
Leishmania infantum (Nicolle 1908), agente etiol6gico da leishmaniose visceral (LV)
no Brasil. Todavia, estudos apontam outras duas espécies, Lutzomyia cruzi
(Mangabeira 1942) e Migonemyia migonei (Franga 1920), como vetores secundarios
da LV (Guimarées et al., 2016; Falcao de Oliveira et al., 2017).

Durante algumas décadas, pesquisas sobre a taxonomia Phlebotominae
(Diptera: Psychodidae) focaram principalmente em alguns espécimes usando
morfologia e morfometria em uma relagdo com dados biologicos. Historicamente,
esses estudos podem ser divididos em dois estagios diferentes de acordo com o
caractere para distinguir e classificar as espécies. No primeiro, apenas os detalhes da
morfologia externa foram considerados particularmente com analises morfométricas
(Perfili'ev, 1968). Adler & Theodor (1926) introduzem estudos de estruturas internas
(por exemplo, cibario, faringe e espermatecas nas fémeas) iniciando o segundo
estagio para a taxonomia de Phlebotominae. No entanto, os avangos na classificagao
deste grupo de insetos foram conduzidos quando foi provado seu papel na
transmissao de agentes patogénicos (Lane, 1986). A subfamilia Phlebotominae
apresenta-se taxonomicamente bem estudada nas Américas. Akhoundi et al. (2016)
apresentam historico taxonémico da subfamilia desde o século XVI| até agora.

Atualmente, o Ministério da Saude recomenda aos profissionais das

Secretarias de Saude dos Estados que executam as tarefas de vigilancia
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entomoldgica a utilizagdo de duas chaves de identificagdo para flebotomineos: a
proposta por Young & Duncan (1994) e por Galati (2003) (Ministério da Saude, 2015).

Machos e fémeas de Lu. longipalpis apresentam térax com cerdas
metepisternais; mesonoto e escutelo castanhos. As fémeas possuem espermateca
segmentada e cibario com trés ou mais pares de dentes posteriores e os anteriores
dispostos em uma fileira transversal. Os machos possuem gondstilos com espinho
externo inferior em nivel mais basal do que o interno e a presenca de duas cerdas
esclerotizadas e curvadas no parametro (Young & Duncan, 1994; Shimabukuro et al.,
2011). Essas caracteristicas sdo as mais utilizadas para identificagcdo na rotina
laboratorial.

Considerando que a identificagao de flebotomineos € uma atividade complexa,
minuciosa e demorada, os estados centralizam estas atividades nas Coordenadorias
Regionais de Saude, sendo escassos 0s municipios que possuem equipe e
infraestrutura para realiza-la (Brasil, 2014). A centralizagdo da atividade sobrecarrega
as equipes estaduais e justifica a busca por caracteristicas de mais facil visualizagao.
Ademais, existe uma dificuldade na distincdo de espécies que fazem parte de um
mesmo complexo, a exemplificar Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia cruzi e Lutzomyia
gaminarai (Giordani et al., 2017), justificando a necessidade de busca por caracteres
que sejam mais especificos para esta distingéo.

Durante estudo realizado no municipio de Montes Claros/MG, que consistiu em
capturas sistematicas de flebotomineos durante 30 meses (Silva et al. in press).,
observou-se que as fémeas identificadas como Lu. longipalpis apresentavam
coloragdo escura acima da segunda e terceira coxa, no catepisterno e catepimero,
respectivamente. Essa observagao também tinha sido apontada previamente (Eunice
Galati - comunicagéao pessoal). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a
presenca da coloragdo supracitada poderia ser utilizada como triagem inicial para
identificacdo de machos e fémeas de Lu. longipalpis, separando-os de espécimes
pertencentes a outras espécies.

Uma amostra de 383 flebotomineos, provenientes de Fortaleza/CE (187
exemplares) e Montes Claros/MG (196 exemplares), foi enviada ao Laboratério de
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Universidade de Brasilia. A amostra de Fortaleza era composta de 95 fémeas e 92
machos, enquanto que a de Montes Claros de 100 fémeas e 96 machos.

Machos e fémeas foram montados entre ldmina e laminula utilizando somente
a cabeca e a parte posterior do abdémen (genitalia) para posterior identificagao (Galati
2003). O torax dos 383 espécimes foi separado individualmente e colocado em tubos
tipo eppendorf de 1,5 mL. Laminas e tubos receberam codigos para mascarar a
avaliacdo realizada de forma independente por taxonomista com expertise em
flebotomineos no Departamento de Patologia Basica da Universidade Federal do
Parana.

Da amostra enviada, 28 (7%) exemplares, 15 de Fortaleza e 13 de Montes
Claros, foram descartados por apresentar estado indadequado de conservagao que
impossibilitou a identificacdo. A identificagdo taxondmica convencional dos 355
exemplares aptos para a avaliagdo demonstrou que 342 (96,3%) eram Lu. longipalpis,
dado consistente com a predominancia desta espécie nas areas urbanas onde a
amostra estudada foi capturada e de acordo com o esperado principalmente em areas
classificadas como de transmissédo intensa de LV (Silva et al., 2014; Salomén et al.
2015). Os 13 exemplares restantes eram fémeas e foram identificados como
Evandromyia cortelezzii (Bréthes 1923) ou Ev. sallesi (Galvéo & Coutinho 1939), uma
vez que as fémeas destas duas espécies sao morfologicamente indistinguiveis (Galati
2003).

Sabio et al. (2016) levando em conta o proposto por Caillard et al. (1986) e
Andersen (2010) definiram a pigmentagdo dos escleritos toracicos como intensa
(castanha), baixa intensidade (palha) e auséncia (palido). Tendo como referéncia
essas observagdes, constatou-se no presente estudo que os 13 exemplares
identificados, a partir de montagem da cabe¢a e do abdome, como Ev. cortelezzii ou
Ev. sallesi, apresentaram na avaliagado do térax uma colorag&o palha nas regides do
catepisterno e catepimero e com um padrao de distribuicdo da coloracao pelos dois
pleuritos, na cor palha. Dos 342 exemplares identificados como Lu. longipalpis a partir
da montagem da cabega e do abdome, 337 (98,5%) apresentavam pigmentagao
castanha, contornando o catepisterno e o catepimero enquanto unicamente cinco
exemplares (1,5%) apresentaram coloragao palida. Além disso, acima do catepisterno

existe uma esclerotizagcdo no anepimero que foi mais evidente (castanha) nos
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exemplares de Lu. longipalpis do que nos pertencentes ao complexo cortelezzii
(palha). Ainda pdde ser notado que exemplares de Lu. longipalpis apresentaram o
paratergito na mesma tonalidade do mesonoto (castanho) e nos exemplares do
complexo cortelezzii ele é palido, diferentemente do mesonoto (Fig 2). Cabe destacar
que nao houve necessidade de montagem dos espécimes entre laminas e laminulas
para a visualizacdo adequada do torax.

Nos servigos de vigilancia entomoldgica as caracteristicas do térax sdo pouco
utilizadas para a identificacdo de flebotomineos. Entretanto, a coloragdo do corpo
como um todo pode funcionar como indicativo de que uma determinada espécie, ou
alguns grupos de espécies ocorrem em uma area. Assim, por exemplo, corpo
totalmente palido pode ser indicativo da presenga entre outras de Psychodopygus
carrerai, Nyssomyia frahai, Evandromyia infraspinosa, Sciopemyia sordellii; corpo
totalmente escuro remete a Pintomyia pessoai, Pintomyia monticola, Lutzomyia
amarali entre outras. No entanto, o mais comum é encontrar uma mescla de tons entre
a coloragao palha e castanha no noto e escleritos das pleuras toracicas.

Na subtribo Psychodopygina a coloragdo dos escleritos toracicos apresenta
grande importancia taxonémica. Carvalho et al. (2006) para o género Psychodopygus
demonstraram que a distribuicdo dessa pigmentagdo poderia funcionar como um
carater secundario para separagao das espécies, principalmente para fémeas. Para o
género Psathryomyia a coloragdo do térax é fundamental na separagcéo das fémeas
do subgénero Psathyromyia da série shannoni (Sabio et al. 2014, 2016a,b) nas quais
as espermatecas sao morfologicamente semelhantes. Bichromomyia é outro exemplo
que pode ser facilmente identificado pela coloragao toracica, que segundo Sherlock &
Carneiro (1962) apresenta nitido contraste do mesonoto (escuro) com a pleura (clara)
e Galati (2003) acrescenta que o género apresenta mesonoto bicolor onde parte
posterior do escudo e escutelo sao claros, em contraste com o restante que é
castanho.

Na subtribo Lutzomyiina ndo foram ainda descritos padrées de coloragédo no
térax. Como observado no presente estudo Lu. longipalpis apresenta as bordas do
catepisterno e catepimero, o anepimero e o paratergito castanhos. Essas
caracteristicas sao de facil observagdo e sem necessidade de montagem para a sua
visualizacao. Pela ocorréncia desde padrao de coloragdao em 98,5% dos exemplares
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de Lu. longipalpis avaliados no presente estudo, o uso da coloragao do térax poderia
ser util na triagem inicial dos flebotomineos capturados pela vigilancia entomologica
objetivando primariamente a identificagdo de Lu. longipalpis. Ademais, a avaliagao
intraespécie do padrao de coloragéo do térax considerando o periodo de vida (em
dias) do exemplar adulto, é fundamental para o fortalecimento do uso deste caracter
na triagem inicial dos flebotomineos.

As observagdes aqui relatadas referem-se a distincdo de dois complexos de
espécies Lu. longipalpis s. lat e Ev. cortelezziilEv. sallesi, No entanto, é imprescindivel
o conhecimento do padrdo de coloracédo toracica das espécies que ocorrem em
simpatria com Lu. longipalpis ou outras deste complexo (Lu. cruzi e Lu. gaminarai),
sobretudo em areas urbanas, para fins de validagdo do padrao de coloragdo como
caracter discriminante na identificagéo especifica (Giordani et al 2017). Na presenca
de padrao de coloracdo semelhante é recomendavel o uso, por exemplo, da relagéo
entre comprimento da cabega e de algumas de suas estruturas, tais como, clipeo,
olhos, as quais mesmo sem auxilio de uma ferramenta para se medir é facilmente

detectavel.
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Figura 1. Fluxograma de identificacao taxonémica no estudo.

383 exemplares
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13 com mancha de

padrdo X* padrdo y**

337 correspondente a
Lutzomyia longipalpis

13 correspondente a

/ Ev. sallesi
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Evandromyia cortelezzii

J

*Padrado X: presenca de pigmentagéo castanha, contornando o catepisterno e o catepimero; acima do

catepisterno existe uma esclerotizagdo no anepimero mais evidente (castanha); paratergito na mesma

tonalidade do mesonoto (castanho).

**Padrao Y: coloragdo palha nas regides do catepisterno e catepimero e com um padréo de distribui¢cdo

da coloragdo pelos dois pleuritos na cor palha; esclerotizagdo no anepimero menos evidente;

paratergito palido.
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Figura 2. Diferenga no padrao de coloragdo do térax de Lutzomyia longipalpis e

Evandromyia cortelezzii/Ev. sallesi

Lutzomyia longipalpis Evandromyia spp.
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6. Consideragoes finais

O monitoramento do impacto das estratégias voltadas ao controle da LV deve
ser atividade rotineira do Programa de Controle da Leishmaniose Visceral. As medidas
de controle preconizadas que ao longo do tempo nao tenham tido efetivamente o
impacto esperado na redugdo de casos humanos da doenga devem necessariamente
ser revistas. Neste escopo, a impopularidade e complexidade de execucgido das
atividades voltadas para o manejo de reservatorios impulsionam o Ministério da Saude
a priorizar o estudo de medidas alternativas no ambito da pesquisa cientifica.

A deteccdo e tratamento oportuno dos casos humanos de LV certamente
possui valor incontestavel dentre as abordagens para reduzir o impacto da doenga,
tendo em vista que além da redugao do sofrimento da populagao pelo agravo, a maior
parte do custo atrelado ao cuidado oferecido a populagdo humana com suspeita de
LV decorre da perda de produtividade associada a letalidade causada pela doenga no
Brasil (de Carvalho et al., 2017).

A eliminac&o de cées infectados por meio da eutanasia tem se revelado uma
medida de baixissima receptividade pela populacdo e de operacionalizagao
extremamente complexa, colocando em risco a sua sustentabilidade a longo prazo
(Romero 2016).

A aplicagdo de inseticidas que inicialmente foi saudada, apdés o
desenvolvimento de alguns modelos matematicos como a solugdo do problema,
também se tem revelado como de natureza complexa quando dirigida ao ambiente
domiciliar ou peridomiciliar onde apresenta baixo poder residual (Dye 1999; Morais et
al. 2015). A residualidade da alfacipermetrina, inseticida atualmente utilizado para
controle de flebotomineos, gira em torno de 4 meses, entretanto esta pode ser
alterada devido a fatores ambientais, como insolagao e pluviosidade, além do tipo de
parede na qual o inseticida sera aplicado (Passerat De Silans et al. 1998).

A avaliagao da efetividade de coleiras Scalibor® promovida pelo Ministério da
Saude demarca um momento histérico no PNVC-LV, pois, se incorporada ao sistema,
esta medida sera a primeira voltada tanto para a prevencdo da doenga em caes,
quanto para a prevencgao da infecgdo humana. O perfil da intervencao é extremamente

favoravel para que, se efetiva, se torne a mais popular dentre todas as intervengdes
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de controle atualmente preconizadas. Entretanto, mesmo com a reducédo de casos
caninos e humanos demonstrada nas areas em que se utilizaram coleiras Scalibor®,
a avaliacao da populacdo de Lutzomyia longipalpis, considerando principalmente a
ocorréncia, abundancia e frequéncia desta espécie no ambiente domiciliar, é
necessaria para o entendimento de possiveis alteragdes comportamentais que
explicariam a redugao nos indicadores de infeccdo canina e doenca humana, tendo
em vista que o comportamento desses indicadores em ambiente urbano estariam
refletindo as alteragdes no comportamento de Lu. longipalpis ao longo dos anos,
demonstrando alto potencial de adaptabilidade desta espécie aos mais diversos
ambientes.

Aceita-se, com uma maior clareza hoje, que as condigbes micro e
macroambientais determinam principalmente a distribuicido desta espécie nos locais
de captura antropizados, representados pelas unidades domiciliares (intra e
peridomicilio). No presente estudo, observou-se que, acompanhando a tendéncia
para a redugdo de casos humanos e caninos, a populagdo de vetores mostrou
redugdo de maneira global atingindo magnitude estatisticamente significativa no
peridomicilio de ambos os municipios estudados. Interessante apontar que em
Fortaleza houve reducdo no numero de exemplares capturados no intradomicilio
enquanto que em Montes Claros, neste local, a populagdo permaneceu inalterada.
Inicialmente, esperariamos que, quando protegido o cdo, os flebotomineos migrariam
preferencialmente para o intradomicilio devido a necessidade de alimentagao
sanguinea, o que aumentaria o quantitativo de exemplares capturados nesse local.
Entretanto, os nossos resultados trazem um cenario oposto. A possivel explicagcao
para este achado poderia estar centrada no potencial inseticida da coleira, que poderia
ter se sobreposto ao seu potencial repelente. Da mesma forma, a seletividade da
metodologia Unica de captura utilizada no estudo (armadilhas luminosas do tipo CDC)
poderia ter influenciado esta avaliacdo. Ja foi demonstrado o desequilibrio de captura
entre os sexos de flebotomineos, bem como limitacdo na captura de fémeas
alimentadas relacionados ao uso desta armadilha (Aguiar 1985). A preferéncia
alimentar por outras fontes disponiveis no domicilio, excetuando-se a humana,
também poderia explicar esse achado. Portanto, a determinagao da fonte alimentar
dos flebotomineos seria o campo prioritario para testar a hipoétese de mudanga do
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habito alimentar das populagdes expostas as coleiras impregnadas que sobrevivem
ao efeito inseticida do dispositivo. No presente estudo, a extracdo de DNA de todos
os flebotomineos capturados permitira em pesquisa futura testar essa hipotese.

O interesse pela identificagcdo das fontes alimentares de Lu. longipalpis ao
longo do tempo aumentou devido ao fortalecimento da sua participagdo na
transmissdo de LV (Deane & Deane 1962, Lainson & Rangel 2005, Brasil 2014).
Quando ¢é determinado o padréao de alimentagdo de uma espécie, entende-se melhor
a sua biologia e os processos de interacéo interespecificas. Assim, é fundamental a
avaliacao rotineira da interacdo dos vetores com os reservatérios naturais da doenca,
bem como com hospedeiros suscetiveis, para avaliacido das possiveis alteragdes no
perfil de transmiss&o da doencga, principalmente em um cenario de utilizagdo de uma
intervencdo que tem impacto direto na populacdo de vetores. Considerando a
importdncia da determinagdo da fonte alimentar, numa perspectiva futura,
complementaremos os presentes achados com este dado.

Diversas metodologias, no ambito imunologico e molecular, foram utilizadas e
aperfeigoadas para determinagao de fontes alimentares de Lu. longipalpis. Algumas
técnicas mais utilizadas compreendem métodos imunoldgicos, como teste de
precipitacdo e o Elisa; e métodos moleculares, como PCR convencional e as suas
mais diversas variagdes. Dentre os métodos imunoldgicos disponiveis, a técnica de
precipitina foi primariamente empregada no ambito da pesquisa e trouxe inumeras
contribuigdes aos estudos de determinacao das fontes alimentares em flebotomineos
(Tesh et al. 1971, Da Rocha Nery et al. 2004, de C Dias-Sversutti et al. 2007). Embora
a técnica de precipitina seja simples, rapida e apresente uma boa especificidade,
investimentos foram feitos em novas tecnologias que apresentavam maior
sensibilidade. Neste contexto, o Elisa passou a ser amplamente utilizado na definigao
do perfil alimentar dos flebotomineos (Ngumbi et al. 1992, Quinnel et al. 1992, Comer
et al. 1994, Yaghoobi-Ershadi et al. 1995, Oliveira-Pereira et al. 2008). Entretanto, ao
longo dos anos, diversas dificuldades foram levantadas no uso desta técnica. A
necessidade de producéo de antissoros de alta qualidade para as diversas espécies
de vertebrados encontrados nas areas de captura de flebotomineos e a dificuldade de
producdo de anticorpos especificos objetivando reduzir as reagdes cruzadas estao
entre as principais dificuldades relatadas (Rurangirwa et al. 1986, Kent & Norris 2005).
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Assim, métodos moleculares baseados na amplificagdo de DNA a partir da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) surgiram como uma alternativa mais sensivel e especifica
para o diagndstico da fonte alimentar. Para tanto, s&o utilizadas regides conservadas
do genoma mitocondrial, como o citocromo B, citocromo c oxidase, genes de rRNA
(12S, 16S e 18S). As técnicas utilizadas incluem reacdo em cadeia da polimerase
convencional (PCR), PCR seguido de sequenciamento, polimorfismo do comprimento
do fragmento de limitacdo (RFLP-PCR), PCR seguida de hibridagao inversa de linha
(RLB), PCR em tempo real dentre outras (Kent 2009, Bezerra-Vasconcelos et al. 2011,
Afonso et al. 2012a, b).

A RT-PCR quando comparada as demais tem a vantagem de ser mais rapida
e apresentar dados quantitativos monitorados em tempo real. Esta técnica tem sido
amplamente empregada utilizando amostras de caes e seres humanos em estudos
que examinam a carga de parasitos, interacdes hospedeiro-parasito, determinacéo de
fonte alimentar e o monitoramento de terapia medicamentosa (Mary et al. 2004,
Mortarino et al. 2004, Francino et al. 2006, de Carvalho et al. 2010, Pefia et al. 2012,
Pita-Pereira et al. 2012, Rosa et al. 2012, Ceccarelli et al. 2014, Hernandez et al.
2014). Dentre as metodologias utilizadas na RT-PCR, a fuséo de alta resolugédo (HRM)
tornou-se um método de genotipagem sensivel, com desempenho muito maior do que
a analise classica da curva de fusao do DNA (Wilhelm et al. 2003)

Uma vez incorporada a intervengdo com coleiras impregnadas, no PNVC-LV,
é fundamental o monitoramento continuado das populacdes de flebotomineos, a partir
de capturas sistematizadas nos locais de uso das coleiras. Como o impacto da
intervencao € direcionado contra a populacdo de flebotomineos, deve-se entender
melhor qual € a magnitude desse impacto para a definicdo dos melhores indicadores
entomoldgicos que sejam correlatos ao efeito esperado de longo prazo. Embora, ndo
existam relatos de resisténcia aos inseticidas em populacdes de Lu. longipalpis,
estudo recente vem demonstrando alteracao de suscetibilidade (Rocha 2016).

Outro ponto interessante abordado neste estudo foi a descricdo de um padréo
de coloragao do térax de 98,5% dos exemplares de Lu. longipalpis capturados.
Considerando a complexidade na utilizacdo de chaves taxondémicas pelos
profissionais das equipes estaduais, principalmente devido a demora no processo de
preparagao e montagem das laminas, a utilizagdo do padréo de coloragdo do térax
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poderia otimizar o trabalho inicial de triagem. Essa otimizagéo € fundamental, uma vez
que as capturas podem resultar em um grande numero de flebotomineos a serem
identificados. O achado de Lu. longipalpis em uma area tem o objetivo de relatar a
primeira ocorréncia bem como confirmar a autoctonia do caso humano ou canino.
Nesse sentido, a visualizacdo deste padrdo de coloracdo poderia priorizar a
montagem de exemplares que o possuissem e assim, acelerar a identificacao de Lu.
longipalpis na area sob avaliagao.

Do ponto de vista pratico, os achados do presente estudo vém complementar
o conjunto de evidéncias sobre a efetividade de coleiras impregnadas com
deltametrina para prevenir a transmissao de LV entre caes e possivelmente entre cdes
e humanos. Paralelamente os resultados sugerem que existem caminhos para facilitar
o monitoramento entomoldgico quanto a detecgéo da presencga de Lu. longipalpis por
meio das caracteristicas de pigmentagdo do torax. Estas contribuicbes certamente
serao uteis na formulacao da politica de controle da LV no Brasil e estabelecem um
ponto de partida solido para orientar futuras avaliagdes de novas intervencdes contra

a LV que sejam dirigidas ao controle vetorial.

7. Conclusoes

A coleira impregnada com deltametrina a 4% demonstrou-se efetiva para o
controle da populagao de Lutzomyia longipalpis, reduzindo-a significativamente numa
magnitude entre 15 e 60%. Esta reducao foi mais evidenciada no peridomicilio quando
comparado ao intradomicilio. A taxa de infestacdo domiciliar e abundancia relativa de
Lu. longipalpis também foram menores nas areas sob intervencdo com coleiras
impregnadas quando comparadas as areas controle. Entretanto, recomenda-se a
determinacdo das fontes alimentares dos exemplares capturados para o maior
entendimento da dindmica comportamental destes vetores nas areas de uso da coleira
impregnada com delatmetrina a 4%.

A pigmentacao do térax de Lu. longipalpis como caracteristica de triagem para
identificacdo inicial de flebotomineos capturados em campo surge como uma

possibilidade ao ser observada na maioria dos exemplares dessa espécie
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distinguindo-os de exemplares do complexo Ev. cortelezziilEv. sallesi, entretanto,
entende-se que para o fortalecimento da utilizagdo deste caracter sera necessario
ampliar o estudo, com a avaliacdo das espécies Lu. cruzi e Lu. gaminarai,

pertencentes ao mesmo complexo que o Lu. longipalpis.
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visceral leishmaniasis. ‘

omtcnvts'l‘heab,ewveofthhuudymmenhulheeﬂeuivmoﬂheund&ddumuhﬁﬂwd“
(Scalibor®) in controlling visceral leishmaniasis in Lutzomyia longipalpis by comparing populations in intervention and noa-
intervention arcas.

METHODS Phicbotomine flies were captured over 30 months in four neighbourhoods with intease visceral leishmaniasis transmission in
Fortaleza and Montes Claros. We calculated the rates of domicile infestation, relative abundance of Lu. longipalpis, and Lu.

distribution in cach site, capture location (intra- and peridomestic locations) and arca (intervention and non-intervention arcas).
FINDINGS In the control arca in Fortaleza, the relative abundance of Lu. longipalpis was 415 specimens at cach capture site,
whereas in the intervention arca it was 159.25; in Montes Claros, the relative abundance was 5,660 specimens per captuge site
ln&eMmM(n&enmmanMdThemeofdo;ocllu:wmmcd-mhuehdonm |
captured insccts of 15% (p = 0.004) and 60% (p < 0.001) in Montes Claros and Fortaleza, respectively.

MAIN CONCLUSIONS We obscrved a lower vector abundance in the interveation arcas, mueluualneﬂ‘weflhem-wleﬁ-i

impregnated collars,

Key words: visceral leishmaniasis - Lutzomyla longipalps - impregnated collars - deltamethrin - dogs

Leishmaniasis is a neglected discase that requires spe-
cial government attention for surveillance and control.
Visceral leishmaniasis (VL) is endemic in 70 countries on
five continents and is mainly found in South Asia, East Af-
rica, and the Americas. Among South America countries,
Brazil accounts for the largest number of cases,
ing over 90% of cases notified (OPAS'WHO 2017). In the
Americas, VL is a zoonosis caused by the protozoa Leish-
mania infantum, and it is 2 serious public health issue.

VL surveillance and control policies in Brazil, out-
lined by the Leishmaniasis National Program of the Bra-
zilian Ministry of Health, are focused on three axes for
specific activities. First, the use of chemical insecticides
and environmental management are recommended 1o
lower the vector population density and reduce vector-
human contact. Second, canine serological surveys and
adequate management of positive cases are endorsed to
decrease the sources of infection for the vector. Finally,
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ummdadbwcveutmiomsoﬁhedmm
death (MS/SVS/DVE 2014). r
However, over the years, difficultics in the operation-
alisation of VL surveillance and control activities have
been observed. The lack of effectiveness results partially
fmdw:hmn.eofthﬁedptdmhmdm
financial resources. Morcover, delays in collections,
performance of routine diagnostic tests, and al of
seropositive dogs, as well as refusal by dog 0
comply with surveillance measures, are frequent. o

Mathematical models have suggested that cuthanasia

of Leishmania antibody-positive dogs in areas with low
or moderate transmission of the pathogen might reduce

the prevalence of canine infection in the long term (Cos-
ta et al. 2013). The infectiousness of asymplomatic ani-

mals, as well as their proportion among the whole dog

population, can impact control strategies. bevath.leu.r

the indiscriminate cuthanasia of asymptomatic dogs
may compromise maintenance of the program because
of population dissatisfaction. -

Furthermore, in situations where seropositive are
removed, the rate of dog replacement is high (von Zuben

and Donalisio 2016). In studies carried out in the ity of

Aragatuba (Slo Paulo state), the replacement rate was

ondewe | memorie soc Socue b
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44.5%, with owners justifying this by the need for a com-
panion or guard dog for residencies (Andrade et al. 2007).
Regarding the vector, the sbility of Lutzomyia longi-

activity in these settings (von Zuben and Donalisio
016). In addition, the lack of knowledge about the biolo-
rof immature forms of sandflies, mainly their breeding
ulkymmlhehlmbomudthuexm

‘ ’dﬁacyoflhaewﬂushsbmm‘bdwwiady
et al. 2001, Maroli et al. 2001, Gavgani et al. 2002,
WadMKnllﬁWudﬂ”‘f)wﬂ

mdeollutmﬁeldmlls.lmum
were then conducted. These demonstrated a reduction
in the prevalence of VL in treated dogs. Brazuna (2012)
evaluated the reduction of discase prevalence in dogs af-

use of Scalibor® collars in all dogs in the munici-

with the use of these collars in a smaller num-
of dogs. In addition, a mathematical modelling study
formed by Sevd et al. (2016) indicated that the use
-impregnated collars, when 90% coverage

insecticide or mpclleu effect of lhu intervention
dogs does not necessarily equate with an effect at the
lation level (Gidwani et al. 2011). Therefore, the

objective of this study was to evaluate the impact of
this intervention by comparing populations of Lu. lon-
gipalpis in treated and untreated arcas,

MATERIALS AND METHODS

Study area - The study was carried out in Montes
Claros, MG, and Fortaleza, CE. These municipalities
were chosen because they were participating in the project
entitled “Evaluation of the effectiveness of 4% deltame-
thrin-impregnated collars in endemic arcas for visceral
leishmaniasis™, a project commissioned by the Ministry
ofblahhwhonolawuvemtoevllun:llgemof

The areas in which dog collars were used (intervention
arcas) and were not used (control areas) were defined in
the previous study. Inclusion of intervention and control
arcas in this study was based on the number of VL cases
(only municipalities with an average of more than 4.4 cas-
es in the last three years were included) and availability of
teams o carry out entomological surveillance activities.

Montes Claros, with an arca of 3,582.034 km?
and 2 population of 385898 people, is located in the
south-castern region of Brazil (Fig. 1). Its vegetation
comprises a mixture of cerrado and caatinga. It has a
tropical climate with an average annual temperature of
22°C, dry and mild (rarely excessively cold) winters, and
hot rainy summers (Michalshy et al. 2009). Fortaleza is
located in the north-castern region of Brazil and has an
average altitude of 21 metres, an arca of 313.8 k', and
2 population of 2,551,806 people. It is the state capital
with the highest density (7,815.7 pop/km) of people in
the country (Fig. 2). It has typical coastal vegetation with
arcas of and restinga. Its climate is tropical
and semi-humid, with an annual average temperature of
26°C. December and January are the hottest months of
the year and July the coldest; however, the difference be-
tween these scasonal is minimal (Silva et
al. 2014). Rainfall data from both municipalities during
tlnndypawdmohunedth:wghlheNmallu-
stitute of Meteorology website (INMET 2017).

In the intervention areas, the collars were placed on
domestic or semi-domestic dogs. Stray dogs were not in-
cluded in the intervention. In total, around 5,000 dogs
per municipality wore the collars, which were replaced
every six months. The 4% deltamethrin-impregnated
collar used in this study, Scalibor®, is commercially
available in two presentations: 19 g, indicated for small-
to-medium-sized dogs and 25 g for large-sized dogs,
with 0.760 g and | g, respectively, of the active ingredi-
ent. The total study period was 30 months,

Capture points - Wuelecwdphlebum ﬂyw-
ture points, or dwellings, in four in cach
municipality (Figs 1 and 2), with 10 and 12 capture points
chosen in Montes Claros and Fortaleza, respectively. In
the first municipality (Montes Claros), five capture points
were in the intervention area, and five were in the control
arca. In Fortaleza, nine capture points were in the inter-
vention area, and three were in the control arca. We chose
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Fig. 1: Mostes Claros munscipality, Minss Gerass (MG), Brazil, Black dots indicate the control arca and red dots indicate the interventson arca

Fig. 2: Fortalera municipality, Ceard (CE), Brazil. Blsck dots indicate the control area sand red dots indicate the imtervention area.

capture points (domiciles) with a minimum distance of  of domestic animals, accumulation of organic mattes, and
200-500 metres between them. The domiciles were cho-  peridomestic area (200-300 square metres). Another crite-
sen according to characteristics indicative of their recep-  rion for the selection of points was the presence of dogs. A
tiveness to the vector: type of vegetation present, presence  dog resided at each phlebotomine fly capture point.
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Phlebotomine fly collection - We collected phlebot-
omine flies using CDC light traps, which were set three
Mwwgm month, from 6 pm to 6 am for 30
months (MS/SVS/DVE 2014). Two traps were placed in
residence, one inside of the house and one outside,
near places where dogs sheltered (MS/SVS/
2014). Fly capture began five months after the first

of collars in Montes Claros and Fortaleza,
Phlebotomine fly identification - Flies captured in
Claros were sent to the Laboratory
Zoonosis Control Centre of the municipality, where
flies were screened and identified. The females were
10 the Medical Perasitology and Vector Biology Leb-
of the University of Brasilia for slide preparation
identification in accordance with the Galati (2003)
classification. Flies captured in Fortaleza were taken to
the Dr Thomaz Correia Aragiio Medical Entomology Lab-
of the state of Ceard Health where
and females were identified in accordance with the
Young and Duncan (1994) classification. Both taxonomic
keys are recommended by the Ministry of Health; there-
fore, the choice of which key 10 adopt in the daily routine
was the decision of entomology teams in each state. There
no distinction in the characteristics used to identify

longipalpis between the taxonomic keys.

analysis - Formulas shown in Table [ were used
the domicile infestation and distribution
of Lu. longipalpis at each capture site (MS/SVS/
E 2014). A descriptive analysis of domicile infesta-
and relative vector abundance in intervention and
arcas was performed. We used a Jocally-weight-
scatterplot smoothing technique (“Jowess™) to de-
ibe the variation in sandflies ured across time
idering the study arca (Fortaleza, CE, and Montes
MG), intervention area [with deltamethrin-im-
collars and without (control)), and capture site
(inside and outside of houses). The “lowess™ smoother
mem&d&nﬁuub«ﬂy
linear regression model giving points closer to
cach value the greater weight in smoothing and limiting
the effect of outliers. To determine associations between
intervention, capture site, and insect abundance accord-
ing to study site and period of temporal aggregation (bi-
.wuedll’amnwmodel In Poisson
associations are expressed as incidence rate
(IRR) with 95% confidence intervals (95% CI).

the data analyses, we used STATA version 12.0.

RESULTS

In total, 4,373 (1,494 intradomiciliary and 2,879 perid-
mwmuwmmmmwn,m

respectively.

Out of the 4,373 phlebotomine flies captured in For-
taleza, 3,141 were males and 1,232 were females, and,
out of the 40,792 captured in Montes Claros, 36,716 were
males and 4,076 females. From Montes Claros, 310 spec-
imens were lost because of poor quality or the protocol
used for the identification, corresponding to 7.6% of all
female specimens from this municipality. When com-
pared in absolute numbers, this Joss was similar in both
the intervention and control arcas.

In the full study period, the infestation rate was
100% in both municipalities, confirming the wide dis-
tribution of Lu. longipalpis in all four neighbourhoods.
However, there were differences in relative sbundance.
In the control area in Fortaleza, the relative abundance
of Lu. longipalpis across the study period was 415 speci-
mens per capture point, whereas in the intervention area
it was 159.25, The relative abundances inside of houses
were 135.88 and 67.75 and outside of houses were 279.22
and 91.5 for the control and intervention areas, respec-
tively. Vector densities varied throughout the study pe-
riod, with an increase in Lu. longipalpis captured dur-
ing the rainy season or soon after (Fig. 3). The overall
mlle:fanlknttomZ“l with the ratio higher in the
intervention areas (3.1:1) than in the control arcas (2.4:1).
Across the capture period in the control area in Montes
Claros, the relative abundance of Lu. longipalpis was
5,660 specimens per capture point, whereas in the in-
tervention area it was 2,499.4. The relative abundances
of Lu. longipalpis inside of houses were 964.4 and 7074
and outside of houses were 4,695.6 and 1,792 for the con-
trol and intervention areas, respectively. Vector densities
vnnedlhmhun!hendymd.mthmwm

Lu. longipalpis captured during the rainy season or soon
after (Fig. 3). The overall male:female ratio was 9.07:1,
with the ratio higher in the intervention areas (12.03:1)
than in the control arcas (8.15:1).

In the 30-month study period, Fortaleza had a total of
2,897 mm of rain, with rainfall in the peak periods ranging
from 400 to S00 mm in March 10 July of the study years.
In the 9th bimester, only 7 mm of rainfall was recorded. In
contrast, Montes Claros had 1,685 mm of rainfall, with &
homogencous distribution throughout the year and a single

TABLEI
Formulas used to calculate the domicile and relative vector abundance rate

Number of positive domicile/rescarched sitetechnique

o A —

Number of rescarched domicile

Number of Lutzomyia longipalpis collected per methodology in the domiciles (intra or peridomicile)

mﬂwm

Number of rescarched domicile




registered peak in November and December 2013, On the
3rd, 9th, and 15th bimesters, it did not rain (Fig. 3).
The use of dog collars was associated with 15% (p =
0.004) and 60% (p < 0.001) reductions in the number of
insects in Montes Claros and Fortaleza, respec-
tively (Tables [I-III). The analysis according to capture
site showed a 21% decrease in peridomiciliary Lu. lon-
gipalpis (IRR = 0.783; p < 0.001) in Montes Claros and
2 56% (IRR = 0.44; p < 0.001) and 60% (IRR = 0.40;
p<0.wl)declwemtmmdpmdomulwyu
in Fortaleza, respectively (Fig. S) (Tables I1-
[1I). No seasonality or other cyclical phenomena were
observed in either city (Fig. 4).
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TABLE I

Poisson regression model. Evaluation of the association be-

tween the intervention, capture site and insect abundance,

according to the period of temporal aggregation (bimester),
Montes Claros, Minas Gerias (MG), Brazil

Total_insccts IRR P>z 95% confidence interval

Time L4 0000 112 L1
Lcollar K7 0004 M 95
2Jocal 192 0.000 174 212

cons 145 0,000 1.24 1.69
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TABLE I

Poisson regression model. Evaluation of the
between the intervention, capture site and insect

according to the period of temporal aggregation
Fortaleza, Ceard (CE), Brazil
Total_insccts IRR P>z 95% confidence i
Time 97 o002 96
Leollar Al 0.000 a8
2local 179 0000 1.59
_coas 337 0.000 294
DISCUSSION

The 4% deltamethrin-impregnated collar is
considered a tool for VL control. Some studies
cated that its use in transmission arcas reduces the prev-
alence of canine VL, but these studies have not shown its
effects on the vector population (Kazimoto 2016, Sevi et
al. 2016). This effect on the prevalence of canine VL is
based on a reduction in blood feeding by the
dopmlhcollus.medbythuwdlaumd
lheeolhn(lhlludd.m.hvﬂall.zaﬂ

Scalibor® collars were first changed afle
muﬂumlhelﬂawnmmbuedcnthc
Mmﬁwfmmw‘mmm t

umeo!mhmlmmmddemuusm
wore the collars; fights between animals; remo
collubylhemmlh.mlybyml-domaleddm
because most were not accustomed to wearing collars;
and other reasons. Reithinger et al. (2004), using & math-
ematical model, demonstrated & reduction in
seroconversion by S0% in animals given collars,
CI%ooIhrb.uptwd\mthenuﬂy lnthe

and Montes Claros (unpublished observations, Wern
2016). The effect on canine prevalence and reductig
Lu. longipalpis can be attributed 10 the herd effec
collar use by more than 50% of dogs.
This study showed a wide distribution of the main
species for VL, Lu. longipalpis, in both municipalities, con
mmn(ﬁeﬁluydﬂmmbldqnbn nth
environment. Adaptation of Lu. longipalpis to urb
arcas in these two municipalities was described previo
and this ability 10 exploit an urban ecology underli
alence (Michalsky et al. 2009, Silva et al. 2014).
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R

At collection sites, we observed a higher sbundance
of Lu. longipalpis outside of houses than within them
municipalities. This can be explained by char-
acteristics favourable 1o the vector in these locations:
peridomestic arcas with fruit trees and more than one
type of domestic animal or livestock, meaning that the
phlebotomine flies did not have to enter houses to search
for food (Silva et al. 2014, Salomén et al. 2015).
number of Lu. longipalpis specimens captured
in Montes Claros was ten-fold the number captured in
The number of Lu. longipalpis specimens cap-
otmdcofhuumﬁn'unumlhnthud
imens capture inside houses in Montes Claros; two
in Fortaleza. These differences can be attrib-
wlheﬁnMMmauuulclyvnhnhm

mans (Cardim et al. 2013). Furthermore, the high degree
ilia and eclectic food preferences of phle-

botomine fly species may allow them to adapt to various
anthropised environments (Salomén et al, 2015). Because
the adaptation of sandflies 1o anthropic environments oc-
curs gradually, sandflies are still found primarily in arcas
similar to their natural habitat (peridomiciliary spaces)
and may later adapt to more ised arcas such as the
inside of houses (Silva et al. 2014).

Likewise, although the environmental characteris-
tics of the capture points were similar in each munic-
ipality surveyed, there were some differences between
them that could account for the difference in Lu. lon-
gipalpis densities between municipalities. Unlike what
was observed in Fortaleza, in Montes Claros, poultry,
especially chickens, which are associated with the pres-
ence phlebotomine flies, were found in all capture sites
(Alexander et al. 2002, Afonso et al. 2012, Soares et al.
2013). Moreover, the presence of poultry may act as an
amplifier for these flies (Soares et al. 2013). Studies car-
ried out in the Posadas province of Argentina showed &
correlation between the presence of birds and absence
of electric power and an increase in the density of Lu.
longipalpis (Fernindez et al. 2010).

Additionally, there were differences in rainfall.
Rainfall at moderate levels is associated with an increase
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in phlebotomine flies; rainfall at elevated levels, howev-
er, can destroy Lutzomyia breeding sites, decreasing the
population. In Fortaleza, we observed that the number of
captured specimens was larger in the period soon after
the peak in rainfall, which agrees with previous reports
(Michalshy et al. 2009). However, in Montes Claros, this
was not the case, with an absence of peaks in rainfall
and presence of phlebotomine flies throughout the study
period. This consistency in the number of specimens
captured, regardless of the month, has been described
previously (Michalsky et al. 2009).

The use of 4% deltamethrin-impregnated collars result-
ed in 14% and 60% reductions in Lu. longipalpis captured
in the intervention arcas compared to the control areas in
Montes Claros and Fortaleza, respectively. This reduc-
tion is in line with the 40% decrease in canine prevalence
observed in municipalities that participated in the project
entitled “Evaluation of the effectiveness of 4% deltame-
thrin-impregnated collars in endemic areas for visceral
leishmaniasis™ (unpublished observations, Werneck 2016).
Even though the natural infection rate in captured speci-
mens is not routinely determined by the health services,
the number of captured insects, in associated with the high
degree of anthropophilia of this species and their proximity
to domestic reservoirs, may indicate a higher risk for trans-
mission of L. infantum (Saloman et al. 2015).
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site and inter jom ar control arca, Fo

Regarding the ratio of male to female Lu. lz

pis, in both municipalities and arcas (i

control) the number of captured males was hi

that of females. This predominance of males
described before (Cabanillas and Castellon 1999, Silva
et al. 2014). Some authors have suggested that the use
of light traps may cause an imbalance in the sexes cap-
tured, with males caught more frequently than

This could be a result of the aggregation of male
ulation with females (de Aguiar et al. 1985).

In both the intervention and control arcas in both mu-
nicipalities, the Lu. longipalpis infestation rate was 100%
indicating that the presence of the dog collar, desp
ducing the number of species captured, did not p
houses from becoming infested. Nevertheless, becau:
the repellent and insecticidal effects of the collar, th
tor may not access blood meals from dogs, which
main source of L. infantum in urban arcas, and the
there are not as likely 1o become infected and transm
pathogen (Lainson and Rangel 2005, Maroli et al.

In addition, it is important to evaluate the food
selected by Lu. longipalpis when dogs are i
feeding. At each capture point in both the i
control arcas, there was at least one dog and
mal as a food source, in addition to humans,
ing feeding preferences would help in assessing the nisk
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of transmission of L. infantum 10 humans. Protection of
dogs by the collars may increase interactions between Lu.
and humans, which could increase the num-

of VL cases in humans. However, this increase would
be sustained in the long term because of the sources

ion for the vector would be reduced. Studies have

Lu. longipalpis feeds ly; however,
a preference for birds, followed by pigs, dogs, and
humans (Afonso et al. 2012).

n the intervention area of Montes Claros, the num-
of Lu. longipalpis ceptured outside of houses was
by spproximately 21% over the study period (p

1), with no decrease inside of houses. [n Fortaleza,
of houses, with 56% and 60% reductions, respec-

y (p < 0.001). This reduction outside of houses was
expected, because Lu. longipalpis would feed less on

with collars and resort to feeding on other domestic
livestock, or humans.

Although identifying factors associated with the
maintenance of VL, mainly those related to the presence
of Lu. longipalpis in the area, reducing the population
dthuveaotmdapmblymthepohhluyd

transmission and thus cases of the discase.

results of this work indicate that use of 4% deltame-
in-impregnated collars should be integrated into the
of activities currently recommended by the Min-
of Health for VL control, because current control
ies in urban arcas, such as cuthanising domestic
irs, are unpopular. An evaluation of L. infantum

jon rates and food sources of captured females may
this data, further validating the effects of

intervention on the prevalence of VL.
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APENDICE 2.
CARACTERIZAGAO AMBIENTAL E ANALISE DESCRITIVA POR MUNICIPIO.

A escolha dos pontos de captura baseou-se na presenca de caracteristicas
ambientais favoraveis ao aparecimento de flebotomineos, tais como: peridomicilios
amplos, sombreados, com presenga de arvores frutiferas, presenca de animais
domésticos, contemplando pelo menos caes, humanos e mais uma fonte alimentar.

Em Fortaleza/CE, todos os pontos tinham peridomicilio com area maior do que
100m?, presencga de arvores de grande porte que proporcionavam areas amplas de
sombreamento, como mangueiras (66%), cajueiros (66%) e coqueiros (50%).
Ademais, no tocante as fontes alimentares disponiveis, excetuando-se os caes, a
presenca de aves foi a mais frequente nos pontos de captura (83%), seguida de
bovinos (33,3%) e felinos (33,3%). Em relacao as condigdes de infraestrutura de cada
ponto de captura, avaliado a partir da coleta semanal de lixo e do saneamento basico,
observou-se que em dois pontos, Messejana 3 (Mess3) e Bom Jardim 3 (BJ 3), ndo
havia coleta de lixo (Tabela 1).

No periodo estudado, abril de 2013 a setembro de 2015, foram capturados um
total de 4.373 exemplares de Lutzomyia longipalpis (1.494 no intradomicilio e 2.879
no peridomicilio). Dos 4.373 exemplares capturados, 3.141 eram machos e 1.232
eram fémeas. Quando avaliado o quantitativo de exemplares de Lu. longipalpis
capturados por ponto de coleta, foram observadas diferencas expressivas. Em Bom
Jardim 1 (BJ1) e Barra do Ceara 3 (BC3), ambos pertencentes a area controle de
estudo, apresentaram juntos mais de 50% do total de exemplares de Lu. longipalpis
capturados no periodo, entretanto, com maiores variabilidadade entre os bimestres
(Tabela 2; Figura 1). Em ambos os pontos havia a presencga de aves, majoritariamente
galinhas, que, diferente dos demais pontos de captura deste municipio, eram criadas
em regime de confinamento (galinheiros). Nesse sentido, a delimitacdo da mobilidade
das aves associada a alta atratividade para os flebotomineos por este grupo de
animais, justifica a abundancia da captura nesses locais. Ademais, havia uma grande
diversidade de arvores frutiferas, principalmente no BJ1.

A taxa de infestacdo domiciliar considerando todo o periodo de estudo foi de
100%, confirmando a ampla distribuicdo de Lu. longipalpis no municipio. Entretanto,
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ao avaliar este indicador por bimestre, observou-se tendéncia de redugao ao longo do
tempo (Figura 2). Em nenhuma das areas avaliadas, sob intervencdo ou controle,

durante todo o periodo de estudo este indicador foi zero.
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Figura 1. Média e desvio padrdo do numero de Lutzomyia longipalpis capturados, por ponto de

coleta, Fortaleza/CE, 2013 a 2015.
1. Messejana 1; 2. Messejana 2; 3. Messejana 3; 4. Bom Jardim 1; 5. Bom Jardim 2; 6. Bom Jardim 3; 7. Mondubim 1; 8.
Mondubim 2; 9. Mondubim 3; 10. Barra do Ceara 1; 11. Barra do Ceara 2; 12. Barra do Ceara 3.
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Figura 2. Taxa de infestagdo domiciliar, por bimestre, Fortaleza/CE, 2013 a 2015.
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Ponto de Coleta Mess 1 Mess 2 Mess 3 BJ1 BJ 2 BJ 3 Mod 1 Mod 2 Mod 3 BC 1 BC 2 BC 3

Recolhimento de Lixo Sim Sim Nao Sim Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Saneamento basico Sim Sim SIM Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Quantidade de
1a2 >4 >4 >4 >4 2a4 >4 >4 >4 >4 1a2 >4
moradores
Canino X X X X X X X X X X X X
Felino X X X X
Presenca de
Bovino X X X X
animais
Suino
domésticos
Equino X X X
Ave X X X X X X X X X X

Tamanho do 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
>100 m >100 m >100 m >100 m >100 m >100 m >100 m >100 m >100 m >100 m >100 m >100 m
peridomicilio

Banana X X X X
Manga X X X X X X X X
Cobertura Laranja X
vegetal Caju X X X X X X X X
Coco X X X X X X
Outros Goiaba Siriguela Abacate Caja Siriguela Acerola Graviola Siriguela

Tabela 1. Caracteristicas ambientais, por ponto de captura e area (intervengao e controle), Fortaleza/CE, 2013 a 2015.

Mess1 — Messejana 1; Mess 2 — Messejana 2; Mess 3 — Messejana 3; BJ 1 — Bom Jardim 1; BJ 2 — Bom Jardim 2; BJ 3 — Bom Jardim 3; Mod 1 — Mondubim 1; Mod 2 — Mondubim 2; Mod 3
— Mondubim 3; BC 1 — Barra do Ceara 1; BC 2 — Barra do Cearéa 2; BC 3 — Barra do Ceara 3
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: Ponto de Bimestre Desvio
Area Total Média
captura 10. | 20. | 30. | 40. | 50. | 60. | 70. | 80. | 90. | 100 | 110 | 120 | 130 | 140 | 150 padrao
Intervencao Mess 1 15 7 3 1 1 1 0 0 1 5 2 42 2,80 4,09
Intervencao Mess 2 4 6 5 2 1 15 4 1 4 12 3 75 5,00 4,07
Intervencao Mess 3 11 9 5 1 0 0 0 0 1 0 3 1 34 2,27 3,49
Controle BJ 1 14 8 7 3 3 48 | 15 | 38 | 13 1 80 | 57 | 14 | 33 2 336 22,40 23,73
Controle BJ 2 9 5 4 6 4 0 1 0 2 2 1 11 11 0 0 56 3,73 3,94
Controle BJ 3 18 4 1 3 0 1 8 4 2 10 4 15 4 0 74 4,93 5,52
Controle Mond 1 3 4 8 0 2 1 0 6 2 6 0 8 8 2 50 3,33 3,11
Controle Mond 2 6 9 4 7 3 4 20 0 4 0 5 0 0 0 0 62 4,13 5,29
Controle Mond 3 8 6 1 4 2 2 0 2 4 0 0 1 1 2 0 33 2,20 2,37
Controle BC 1 8 4 11 4 5 1 15 6 7 4 0 5 0 0 0 70 4,67 4,37
Controle BC 2 19 7 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 34 2,27 5,32
Controle BC3 43 | 21 | 42 7 9 25 | 23 | 40 | 15 7 26 | 24 | 43 | 38 3 366 24,40 14,23
Total 158 | 90 | 99 | 38 | 30 | 82 | 84 | 110 | 59 | 19 | 136 | 110 | 109 | 95 | 13 1232

Tabela 2. Numero de exemplares de Lutzomyia longipalpis capturados em Fortaleza/CE por ponto de coleta, area e bimestre, 2013 a
2015.

Mess1 — Messejana 1; Mess 2 — Messejana 2; Mess 3 — Messejana 3; BJ 1 — Bom Jardim 1; BJ 2 — Bom Jardim 2; BJ 3 — Bom Jardim 3; Mod 1 — Mondubim 1; Mod 2 — Mondubim 2; Mod 3
— Mondubim 3; BC 1 — Barra do Ceara 1; BC 2 — Barra do Cearéa 2; BC 3 — Barra do Ceara 3
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Quanto ao percentual de fémeas de Lu. longipalpis alimentadas com
sangue, foi observado que 37% e 66% dos exemplares capturados no intra e
peridomicilio, respectivamente, estavam ingurgitados. Quando esse parametro
foi avaliado por area (controle e intervengao) e local de captura observou-se
maior percentual de fémeas alimentadas no intradomicilio das areas controles

quando comparadas as areas de intervencéao (Figura 3).
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Figura 3. Percentual de Lufzomyia longipalpis ingurgitados por ponto de captura,
Fortaleza/CE, 2013 a 2015.

A. Intradomicilio. B. Peridomicilio.
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Em Montes Claros/MG, todos os pontos tinham peridomicilio com area
maior do que 100m?, presenca de arvores de grande porte, principalmente
mangueiras (70%) e goiabeiras (40%). Nao foi observada muita variabilidade
nas fontes alimentares disponiveis entre os pontos de captura. Todos
apresentavam caes e aves (Tabela 3). Da mesma forma, em todos os pontos
havia coleta de lixo e eram areas saneadas.

Dos 40.792 exemplares de Lu. longipalpis capturados, 36.716 eram
machos e 4.076 eram fémeas. Na area controle, considerando o periodo
completo de estudo, a abundancia relativa foi de 5.660 exemplares por ponto de
captura, enquanto que na area de intervencdo foi de 2.499,4 exemplares.
Quando avaliado este indicador por ponto de captura, diferengas consideraveis
foram observadas (Tabela 4). Em Morrinhos 3, ponto pertencente a area controle
de estudo, correspondeu a 52,8% do total de Lu. longipalpis capturados no
periodo, entretanto, com maior variabilidade entre os bimestres (Tabela 4;
Figura 4). Essa diferenga de quantitativo capturado pode ser justificada pela
presenga, em grande quantidade, de aves. No peridomicilio deste ponto de

captura havia uma criagado de pombos, em regime de confinamento.
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Figura 4. Média e desvio padrdo do numero de Lutzomyia longipalpis capturados, por
ponto de coleta, Montes Claros/MG, 2013 a 2015

1. Vila Grace; 2. Maracana 1; 3. Maracana 2; 4. Maracana 3; 5. Maracana 4; 6. Morrinhos 1; 7. Morrinhos 2; 8. Morrinhos
3; 9. Morrinhos 4; 10. Dr. Jodo Alves
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Taxa de infestacdo domiciliar

A taxa de infestagdo domiciliar considerando todo o periodo de estudo foi
de 100%, confirmando a ampla distribui¢gdo de Lu. longipalpis no municipio. Ao
avaliar este indicador por bimestre, observou-se a permanéncia deste em niveis
elevados durante todo o periodo de estudo (Figura 5). No 5° bimestre,
correspondente aos meses de novembro e dezembro de 2013, as capturas

foram negativas devido ao periodo de chuva no municipio.
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Figura 5. Taxa de infestagdo domiciliar, por bimestre, Montes Claros/MG, 2013 a 2015

No tocante ao percentual de fémeas Lu. longipalpis alimentadas com
sangue (ingurgitados), foi observado que 30% e 14% dos exemplares
capturados no intra e peridomicilio, respectivamente, estavam ingurgitados.
Quando avaliado por area (controle e intervengao) e local de captura observou-
se maior percentual de fémeas alimentadas no intradomicilio das areas de
intervengcdo, quando comparadas as areas controles. Esse resultado era
esperado, uma vez que protegendo os caes, os flebotomineos poderiam se
dispersar para o intradomicilio para, mais facilmente, realizar o repasto

sanguineo.
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Figura 6. Percentual de Lutzomyia longipalpis ingurgitados por ponto de captura, Montes

Claros/MG, 2013 a 2015. A. Intradomicilio. B. Peridomicilio.
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Ponto de Coleta

Recolhimento de Lixo

Saneamento basico

Quantidade de moradores

Presenga de animais

domésticos

Tamanho do peridomicilio

Cobertura vegetal

Tabela 3. Caracteristicas ambientais, por ponto de captura e area (intervengao e controle), Montes Claros, 2013 a 2015.

Vila Grace

Sim

Sim

>4

Canino
Felino
Bovino
Suino
Equino
Ave
>100 m2
Goiaba
Manga
Laranja
Caju

Limao

Outros

Maracana 1

Sim

Sim

1a2

X
>100 m2

X

Pau Brasil,

Abacate

Maracand 2 Maracana
Sim Sim
Sim Sim
>4 >4
X X

X
X X
>100 m2 >100 m2
X
X
X
X
X
Jaboticaba Pinha

Maracand 4 Morrinhos 1

Sim Sim

Sim Sim

1a2 2a4

X X

X X
>100 m2 >100 m2

X

X X

Acerola,

Tamarindo

Morrinhos

2
Sim

Sim

2a4

X

>100 m2

Mamao,

Roma

Morrinhos

3
Sim

Sim

3a4

X

>100 m2

Acerola

Morrinhos

4
Sim

Sim

2a4

X

>100 m2

X
Siriguela,

Caja

Dr. Jodo

Alves
Sim

Sim

1a2

X
>100 m2
X

X
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Bimestre

i Ponto de
Area Desvio
captura 10. 20. 30. 40. 50. 60. 70. 8o. 90. 100. 110. 120. 130. 140. 150. Total Média Padrio
Intervencéo Vila Grace 12 12 10 16 0 44 14 16 30 6 41 25 80 32 35 373 24,86 20,08
Intervencdo  Maracana 1 0 3 2 2 0 0 6 2 23 11 4 31 15 16 5 120 8 9,37
Intervencdo  Maracana 2 2 0 23 0 16 5 1 6 0 52 14 6 3 134 8,93 13,67
Intervencdo  Maracana 3 1 5 2 10 0 2 0 0 7 2 0 35 20 15 0 99 6,6 9,94
Intervencdo  Maracana 4 16 4 0 1 0 7 17 6 18 17 2 57 48 0 14 207 13,8 17,23
Controle Morrinhos 1 16 12 3 12 0 0 1 7 5 1 71 10 23 9 176 11,73 17,62
Controle Morrinhos 2 1 1 1 15 0 1 32 15 23 23 0 87 19 20 53 291 19,4 23,94
Controle Morrinhos 3 14 18 24 86 0 17 48 58 120 36 39 283 555 412 294 2004 133,6 170,75
Controle Morrinhos 4 0 14 2 5 0 8 10 8 4 3 0 33 64 54 9 214 14,26 20,01
Controle Jodo Alves 13 0 11 22 0 13 6 3 6 1 11 13 20 49 5 173 11,53 12,38
Total 76 71 55 192 0 108 139 116 243 107 98 687 845 627 427 3791

Tabela 4. Numero de Lutzomyia longipalpis capturados em Montes Claros/MG, por ponto, area e bimestre, 2013 a 2015.
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