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RESUMO

As leishmanioses sao doengas causadas por protozoarios do género
Leishmania, que se manifestam por trés formas clinicas. A forma mais grave da
doenga é a Leishmaniose visceral (LV). O protozoario Leishmania (Leishmania)
infantum é o agente causal da LV, cuja a infec¢ao se da principalmente através da
picada de fémeas de flebotomineos de Lutzomyia longipalpis e ou Lu. cruzi no Brasil.
Este estudo teve como objetivo realizar o monitoramento entomologico da fauna
flebotominea, avaliando sua composicdo antes e apds o uso de coleiras
impregnadas com deltametrina em cé&es, nas areas urbanas de trés municipios
endémicos para leishmaniose visceral (LV) no Brasil: Campo Grande (MS), Sao Luis
(MA) e Caxias (MA). De acordo com o Ministério da Saude, essas cidades s&o
classificadas como areas de transmissao intensa, muito intensa e alta para LV,
respectivamente. Foram realizadas coletas mensais, durante trés noites
consecutivas, com armadilhas luminosas do tipo CDC em 20 pontos de cada
municipio. As armadilhas foram instaladas as 16:00h e retiradas as 07:00h, no intra
e peridomicilio. Os flebotomineos foram triados, montados e identificados de acordo
com Galati (2023). Em Campo Grande, as capturas ocorreram entre julho de 2021 a
agosto de 2023. Além disso, buscou-se detectar infecgao natural por Leishmania dos
flebotomineos por meio de analises moleculares. Na ocasido foram identificados
8.984 espécimes (6.199 machos e 2.785 fémeas) com 63,9% coletados no intra e
36,1% no peridomicilio, sendo Lu. longipalpis, a espécie mais abundante (99,59%).
O encoleiramento nesta cidade ocorreu entre agosto de 2022 e margo de 2023. Em
Sao Luis (MA) as coletas aconteceram entre agosto de 2021 e agosto de 2023 e
foram capturados 4.522 insetos (3.230 machos e 1.292 fémeas), com 14,7%
coletados no intra e 85,3% no peridomicilio, Lu. longipalpis foi a espécie dominante
(98,14%). Em Caxias (MA), as coletas ocorreram entre agosto de 2021 e junho de
2023, onde foram capturadas 119.978 espécimes (85.055 machos e 34.923 fémeas),
com 7,02% no intra e 92,98% no peridomicilio. O percentual de Lu. longipalpis foi de
45,9% do total de espécimes coletadas neste municipio. O encoleiramento dos caes
ocorreu em fevereiro de 2022, agosto de 2022 e margo de 2023 tanto em Caxias
como em Sao Luis. Outras espécies de importancia médica também foram
registradas: Nyssomyia whitmani (espécie mais abundante em Caxias) e
Bichromomyia flaviscutellata, ambas vetoras de agentes causais da leishmaniose
cutdnea. O uso das coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em caes
demonstrou ser uma ferramenta eficiente na redugao da fauna flebotominica. Os
resultados desta pesquisa demonstraram um impacto imediato apds a intervencéo,
reduzindo abruptamente e de forma significativa a dindmica populacional de Lu.
longipalpis, resultado importante para implementagdo de estratégias de controle
entomoldgico e redugdo de casos da doenga. Foram detectadas fémeas de Lu.
longipalpis com DNA de Leishmania, antes e apos a interveng¢ao, demonstrando que
a circulagao do parasita persiste, mesmo em menor quantidade. Sugerindo-se que é
necessaria a associacdo do uso das coleiras com outras medidas de manejo
ambiental para o controle das leishmanioses.

Palavras-chave: Flebotomineo. Leishmaniose visceral. Deltametrina. Controle

vetorial.



ABSTRACT

Leishmaniases are diseases caused by protozoa of the genus Leishmania, which
manifest in three clinical forms. The most severe form of the disease is visceral
leishmaniasis (VL). The protozoan Leishmania (Leishmania) infantum is the
causative agent of VL, with infection occurring mainly through the bite of female
sandflies of Lutzomyia longipalpis and/or Lu. cruzi in Brazil. This study aimed to carry
out entomological monitoring of sandfly fauna, evaluating its composition before and
after the use of collars impregnated with deltamethrin on dogs, in urban areas of
three municipalities endemic for visceral leishmaniasis (VL) in Brazil: Campo Grande
(MS), Séo Luis (MA) and Caxias (MA). According to the Ministry of Health, these
cities are classified as intense, very intense, and high VL transmission areas,
respectively. Furthermore, we sought to detect natural infection by Leishmania and
investigate the eating habits of sandflies through molecular analyses. Monthly
collections were carried out during three consecutive nights, with CDC-type light
traps at 20 points in each municipality. The traps were installed at 4:00 p.m. and
removed at 7:00 a.m., inside and outside the home.The sandflies were screened,
assembled, and identified according to Galati (2023). In Campo Grande, captures
took place between July 2021 and August 2023. At the time, 8,984 specimens were
identified (6,199 males and 2,785 females) with 63.9% collected indoors and 36.1%
outside the home, with Lu. longipalpis, the most abundant species (99.59%).
Collaring in this city began in August 2022. In Sao Luis (MA), collections took place
between August 2021 and August 2023. With respect to this city, 4,522 insects were
captured (3,230 males and 1,292 females), with 14.7% collected indoors and 85.3%
outside the home. Lu. longipalpis was the dominant species (98.14%). The collection
period in Caxias (MA) took place between August 2021 and June 2023, where
119,978 specimens were captured (85,055 males and 34,923 females), with 7.02%
indoors and 92.98% outside the home. The percentage of Lu. longipalpis accounted
for 45.9% of the total species collected in this municipality. The dogs were collared in
February 2022 in both Caxias and S&o Luis. Other medically important species were
also recorded: Nyssomyia whitmani (the most abundant species in Caxias) and
Bichromomyia flaviscutellata, both vectors of the causative agents of cutaneous
leishmaniasis. The use of collars impregnated with 4% deltamethrin on dogs proved
to be an effective tool in reducing the sandfly fauna. The results of this study
demonstrated an immediate impact following the intervention, with a sharp and
significant decline in the population dynamics of Lutzomyia longipalpis — a key
finding for the implementation of entomological control strategies and reduction of
disease cases. Lutzomyia longipalpis females carrying Leishmania DNA were
detected both before and after the intervention, indicating that parasite circulation
persists, even at lower levels. This suggests that the use of insecticide-impregnated
collars should be combined with other environmental management measures to
effectively control leishmaniasis.

Keywords: Sandfly. Visceral Leishmaniasis. Deltamethrin. Vector control.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doencga vetorial, causada pelo protozoario
do género Leishmania Ross 1903, O agente etiolégico da LV nas Américas é a
espécie Leishmania (Leishmania) infantum, que €& transmitida aos hospedeiros
vertebrados por meio da picada do flebotomineo fémea infectada (DESJEUX, 2004;
LAINSON e RANGEL, 2005; WHO, 2023). Os flebotomineos sao insetos pequenos
de 2 a 3 mm, apresentam dimorfismo sexual, pernas longas, asas lanceoladas,
intensa cerdosidade e sao popularmente conhecidos como mosquito palha.
Lutzomyia longipalpis € a espécie vetora comprovada nas Ameéricas, e esta
amplamente distribuida no Brasil e completamente adaptada ao ambiente urbano
(BRAZIL; BRAZIL, 2003; GALATI, 2003b).

A dificuldade com relagcdo ao tratamento e diagndstico, a letalidade da
doencga, os ambientes favoraveis ao desenvolvimento do vetor, o grande numero de
casos humanos e caninos, sendo o cao o principal reservatério urbano de Le.
infantum, fazem dessa morbidade um sério problema de saude publica no Brasil
ALVAR et al., 2012; BRASIL, 2023).

Considerando a gravidade dessa parasitose, medidas de controle tém sido
implementadas, dentre elas, as coleiras caninas impregnadas com deltametrina 4%
(deltamethrin-impregnated dog collars — DMC). Desde 2007, o Ministério da Saude
do Brasil recomenda o uso das DMC como medida individual para o controle da
leishmaniose visceral em caes. Em 2010, por intermédio da Secretaria de Vigilancia
em Saude (SVS), foram destinados R$5 milhdes para financiar um estudo que
avaliou a efetividade das coleiras impregnadas com inseticida (BRASIL, 2021).

Essas coleiras, ao entrarem em contato com a pele do cao, liberam
gradualmente o principio ativo, repelindo os vetores da doenga. Essa acéo ajuda a
interromper o ciclo de transmissdo do parasita, reduzindo o risco de infecgdo em
outros animais e seres humanos. Por ser um produto com liberacdo continua de
inseticida, recomenda-se a substituicdo da coleira a cada seis meses (BRASIL,
2021).

Em estudos realizados em ambientes controlados em cidades como Montes
Claros e Governador Valadares, em Minas Gerais, e em Araguaina, no estado do

Tocantins, areas endémicas para LV, os resultados indicaram que o uso das DMCs,
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foi uma estratégia adicional eficaz, reduzindo tanto o numero de casos de LV quanto
a abundancia de Lu. longipalpis (COURA-VITAL et al., 2018; WERNECK et al.,
2024). Outro estudo realizado no Ira, revelou que o uso das DMCs proporcionou
uma reducado de 50% nos casos de LV em criangas (COURTENAY et al., 2019).
Esses achados sugerem um efeito positivo na prevencgéo das leishmanioses (SILVA
et al., 2018).

Porém, a utilizagdo dessas coleiras impregnadas com inseticidas insere-se
em um contexto desafiador, especialmente em sua aplicagcdo em larga escala em
ambientes ndao controlados, o que pode comprometer sua efetividade. Entre os
principais desafios estdo: a cobertura insuficiente, uma vez que a distribuicdo
frequentemente nao alcanca todos os cdes em areas endémicas, reduzindo o
impacto esperado na transmissdo da doencga; as perdas acidentais das coleiras; e a
falta de comprometimento por alguns tutores, que pode prejudicar a continuidade e
eficacia do uso.

Um projeto multicéntrico intitulado “Avaliagdo da implementagdo do uso de
coleiras caninas impregnadas com inseticidas, em municipios com prioridade para
controle da leishmaniose visceral humana e canina no Brasil” foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a efetividade das coleiras inseticidas na redugéo da infecgdo nas
populagdes humana, canina e vetora. Além disso, buscou-se investigar a adesao da
populacao local a essa medida de controle em cidades com taxas de infecgdo alta,
intensa e muito intensa para a leishmaniose visceral (LV). Neste estudo, foi avaliado
especificamente o impacto do uso das coleiras em cdes sobre a fauna de
flebotomineos em trés municipios brasileiros endémicos, com diferentes niveis de

transmissao da LV.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 As leishmanioses: aspectos gerais

As leishmanioses sao antropozoonoses que podem acometer o homem,
animais domésticos e silvestres. A transmissao ocorre através de picada de fémeas
de flebotomineos, popularmente conhecidos como mosquito palha, que transmitem o

agente infeccioso ao realizar o repasto sanguineo. Esses agentes sdo protozoarios
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do género Leishmania e, de acordo com a espécie, a parasitose podem apresentar
trés formas clinicas: a leishmaniose visceral (LV), forma mais grave da doenga que
ataca as visceras; a leishmaniose cutanea (LC), que promove lesdes indolores de
fundo seroso e bordas elevadas, e a leishmaniose cutdnea mucosa (LCM), que é a
forma desfigurante da doenga e manifesta-se com a destruicdo das mucosas do
nariz, garganta e da boca, promovendo sérios problemas de cunho social. As
complicagbes da doenga estdo relacionadas a espécie do agente envolvido e ao
sistema imunolégico do individuo infectado (COSTA, 2005; DESJEUX, 2004;
LAINSON, 1996).

As condigbes socioecondmicas desfavoraveis e a dificuldade ao diagnéstico e
tratamento tém contribuido para os altos indices de morbidade e mortalidade dos
individuos infectados. A agao antrépica, como o desmatamento, tem promovido
alteragdes climaticas e ambientais importantes, favorecendo o aumento da
populacdo dos vetores, ampliando o contato com esses dipteros (DESJEUX, 2004,
GONTIJO, MELO, 2004).

A migracdo humana para areas endémicas e a entrada cada vez mais
constante ao ambiente silvestre em virtude de trabalho, moradia e
lazer vém mudando o perfil dessas doencas, promovendo uma adaptacdo de
agentes etiolégicos e vetores aos ambientes peridomiciliares e intradomiciliares,
consolidando o ciclo urbano de algumas espécies de Leishmania, que se
apresentavam primariamente com ciclo epidemioldgico silvestre (DESJEUX, 2004;
GONTIJO; MELO 2004).

As leishmanioses sao classificadas como um grave problema de saude
publica e sdo endémicas em 99 paises, sendo 89 para LC, 80 para LV e 71 para as
duas formas clinicas. Atualmente, estdo entre as 10 doengas tropicais mais
negligenciadas, com 12 milhdes de pessoas infectadas no mundo. O Brasil esta
entre os paises com maior numero de casos notificados tanto para LC quanto LV
(OPAS/OMS, 2022, 2020).

2.2 Leishmaniose cutanea (LC)

O agente causal envolvido na infeccdo de LC promove as diversas
manifestacdes clinicas da doenga, como lesdes ulcerosas indolores, multiplas ou

unicas. Além disso, o parasita pode se disseminar e causar inflamacdes severas na
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regido nasofaringea, causando perfuragdo do palato mole, septo nasal, labios e
outros. As espécies de Leishmania envolvidas na infecgdo determinam uma doencga
estigmatizante aos portadores da infecgdo, de ampla e franca expanséao, logo um
grave problema em saude publica (AL-KAMEL, 2017; LAINSON, 2010).

Acredita-se que a LC €& uma doenga antiga, devido a registros de casos
datados do século XVIIl, que relatam sua presenca na Siria, local onde essa
enfermidade foi denominada botdo de Aleppo e no Ird como botdo de Biskra
(ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).

James H. Wright de Baltimore, em 1903, na cidade de Boston, observou o
protozoario em tecidos de lesdes de uma menina  arménia
(ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; JACOBSON, 2003).

Em 1921, Sergent e colaboradores conseguiram reproduzir o Botdo do
Oriente in vivo, inoculando em hamster de laboratorio, macerado de Phlebotomus
papatasi, comprovando que a Leishmania tropica era transmitida por flebotomineos
(ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).

A teoria sobre a origem da LC na América Latina mais aceita é baseada no
encontro de pegas ceramicas (0s huacos) oriundas do Equador, Peru e Bolivia. Tais
pecas configuraram faces com lesbes semelhantes as da leishmaniose
mucocutanea, porém existe uma discussdo em torno dessas ceramicas, as tais
poderiam ser confundidas com lepra, lupus, sifilis ou simplesmente mutilacbes
faciais. Entretanto, documentos étnicos histéricos do século XVI sobre a colonizacao
ibérica, como os descritos por Pedro Pizarro, cronista e conquistador espanhol, que
participou de varios eventos de conquistas no Peru, relatou deformidades na face
dos nativos, descritas como doencga dos narizes, reforgando a teoria da origem da
doenca nos paises andinos, além de que até hoje essas localidades s&o
reconhecidas como areas endémicas para LC  (LAINSON, 2010;
ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; VALE & FURTADO, 2005).

No Brasil, os mais antigos relatos sobre a origem dessa morbidade sédo de
referéncias vagas e incertas. No final do século XIX, em 1895, Moreira fez o estudo
clinico do Botdo da Bahia e o associa ao Botdo do Oriente (ALTAMIRANO-ENCISO
et al., 2003). Em 1909, Lindenberg identificou o parasito, pela primeira vez no Brasil,
em lesGes na época denominadas ulceras de Bauru em individuos que trabalhavam
na construcao da estrada de ferro Noroeste, no Estado de Sdo Paulo (FURUSAWA,;

BORGES, 2014). Logo apos essa descoberta, acreditava-se que o parasito deveria
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ser identificado como Leishmania tropica, porém em 1911, Gaspar Viana denominou
o agente causal de Leishmania braziliensis. Em 1922, Aragdo associou o
flebotomineo a transmissdo do agente de LC no Brasil e Forattini (1958) identificou
em areas de floresta em Sao Paulo, roedores silvestres parasitados (BRASIL, 2013;
VALE; FURTADO, 2005).

A leishmaniose cutanea tem distribuicdo mundial e € endémica em 89 paises,
difundidos em quatro continentes (Europa, Africa, Asia e Américas). Em 2021, um
total de 51 paises notificaram a Organizacdo Mundial de Saude cerca de 222.000
Nnovos casos autoctones.

Dentre os nove paises com maior numero de casos de LC no mundo, trés
estdo no continente sul-americano, sendo estes o Brasil, a Coldbmbia e o Peru
(OPAS/OMS 2022). Nos ultimos 20 anos foram registrados em média 52.645 casos.
Em 2021, foram notificados 37.786 casos de leishmaniose cutanea, dos quais 22,5%
ocorreram em areas de fronteira (OPAS/OMS, 2023).

No Brasil, sdo registradas em média, cerca de 21.000 casos/ano, com
coeficiente de incidéncia de 8,6 casos/100.000 habitantes nos ultimos 5 anos. A
regido Norte apresenta o maior coeficiente (46,4 casos/100.000 habitantes), seguida
das regides Centro-Oeste (17,2 casos/10.000 habitantes) e Nordeste (8
casos/100.000 habitantes) (PAHO, 2023).

No estado de Mato Grosso do Sul (MS) 86 casos foram notificados em 2022
evidenciando um aumento de casos quando comparado ao ano anterior. Entretanto,
diante de analises dos ultimos seis anos, houve uma estabilizagdo dessa morbidade
no estado (BRASIL, 2022), em Campo Grande, capital do MS, foram registrados 167
casos de LC entre 2017 a 2022 (Ministério da Saude/SVSA - Sistema de Informagao
de Agravos de MINISTERIO DA SAUDE; DATASUS, 2022).

No Estado do Maranhdo no mesmo periodo (2017-2022) 8.181 casos foram
registrados. Sao Luis, capital do estado, apresentou 228 casos e Caxias na mesma
unidade federal, 84 casos (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE; DATASUS, 2022).

2.3 Leishmaniose Visceral (LV)

A Leishmaniose visceral (LV) € uma doenga de paises tropicais e subtropicais.

Trata-se de uma doenca sistémica, de carater crbnico que se nao tratada pode ser
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letal. Seu agente acomete células do sistema monocitico fagocitario (SMF), os
macrofagos, e também o6rgdos internos, principalmente o bago e figado,
promovendo a hepatoesplenomegalia. Outros sintomas podem ser associados a
esta morbidade: febre irregular prolongada; anemia; indisposi¢ao; palidez da pele e
ou das mucosas; falta de apetite e perda de peso (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, quatro paises concentram 68%
dos casos de leishmaniose visceral no dmbito mundial: india, Sud&o, Brasil e
Quénia. Nas Américas, a leishmaniose visceral foi registrada em 13 paises
(Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras,
México, Nicaragua, Paraguai, Uruguai e Venezuela), porém 93% dos casos
ocorreram no Brasil. A média nos ultimos cinco anos foi cerca de 2.850 casos com
letalidade média de 8,2% (OPAS/OMS, 2022; WHO 2023).

Estudos realizados por DOS SANTOS MARQUES et al, (2017) e
CARRANZA-TAMAYO, WERNECK & ROMERO (2016) sugerem que muitos
individuos infectados pelo agente de LV no Brasil sejam assintomaticos, logo a
gravidade da doenca esta relacionada a fatores intrinsecos ao hospedeiro. Fatores
como desnutricdo, principalmente em criancas e idosos, pessoas
imunossuprimidas, devido a infecgdo viral (ex. HIV), transplantados, que podem
ativar infecgdes ocultas meses apds a cirurgia por conta do uso de medicamentos
que diminuem a infeccdo do sistema imunoldgico. Todos esses fatores podem
acelerar a progressao, a gravidade e a expressao da doenga (ALVAR et al. 2008,
VAN GRIENSVEN, et al. 2014; RABELLO; OROSINI; DISCH,2013).

Os primeiros relatos dessa morbidade ocorreram na india em 1885. Em 1903,
o inglés William Boog Leishman, observou formas parasitarias do protozoario em
biépsia de figado de um soldado inglés, morto pela doenga “febre dum-dum”. No
mesmo ano, Charles Donovan também observou as formas parasitarias em bidpsia
de baco humano e constatou que se assemelhavam as formas intracelulares do
parasita das tripanossomiases. Assim, para homenagear seus descobridores, foi
criado o termo Leishmania donovani por Ronald Ross (ALTAMIRANO-ENCISO, et
al., 2003).

As primeiras suspeitas de LV no Brasil foram realizadas por Carlos Chagas
nos anos de 1911 e 1912, na regido Norte do Brasil. Quando ao percorrer o rio
Amazonas percebeu a hepatoesplenomegalia em individuos que nao apresentavam

infecc&o por Plasmodium spp e outros parasitos do sangue (CHAGAS, 1936).



17

Em 1913, foi descrito o primeiro caso clinico nas Américas. Um individuo
italiano de 47 anos foi internado em Assungao-Paraguai, com suspeita de LV. No
histérico do paciente, estava o relato de que trabalhou na construgao da ferrovia Sao
Paulo-Corumba, Brasil, onde provavelmente foi infectado em Porto Esperanca, em
Corumba (MIGONE, 1913; LAINSON, 2010). Em 1934, Penna confirmou muitos
casos da doenca em territorio brasileiro, demonstrando que se tratava de casos
autoctones e ndo casos importados do mediterraneo (CHAGAS, 1936)

No Brasil, entre 2017 e 2022, foram confirmados 15.398 casos de
leishmaniose visceral (LV), com a maior incidéncia na regido Nordeste (7.265 casos),
seguida pelo Norte (2.792 casos), Sudeste (2.393 casos) e Centro-Oeste (711
casos) (BRASIL, Ministério da Saude, 2022). No Estado de Mato Grosso do Sul
(MS), segundo o Boletim Epidemioldgico de LV, foram registrados 553 casos no
mesmo periodo, com uma taxa de transmissao de 74,67% em Campo Grande,
capital do estado, considerada uma area de transmissdo intensa para LV pelo
Ministério da Saude (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DE LEISHMANIOSE
VISCERAL, 2022/MS; TABNET-DATASUS 2023). No Maranhao, foram notificados
2.880 casos, sendo 68% em Sao Luis, a capital, e 2,88% em Caxias
(TABNET-DATASUS 2022).

2.4 Agentes causais das leishmanioses

Os agentes causais das leishmanioses s&o protozoarios do género
Leishmania Ross (2003), pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Este protozoario apresenta duas formas evolutivas principais:
amastigota (Figura 1) e promastigota (Figura 2). Ambas as formas apresentam
nucleo e cinetoplasto. A forma amastigota € arredondada e habita as células do
sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado, enquanto que a
promastigota € alongada com um flagelo livre e cinetoplasto na porgéao anterior do
corpo do protozoario e se desenvolve no tubo digestorio do intestino do inseto vetor,
o flebotomineo fémea (KILLICK-KENDRICK, 1990; PIMENTA; SECUNDINO;
BLANCO, 2003).



18

cinaloplas!io

( S—

(N &H

B e 4 -
5um €& ?; é*-‘, 1§

Figura 1. Forma amastigota do género Leishmania sp. Com morfologia
arredondada, presenca de nucleo e cinetoplasto. Observada em M.O (100x).
Material:  sangue medular, hospedeiro vertebrado. Fonte: Laboratério de
Parasitologia Humana — UFMS

Figura 2. Forma promastigota do género Leishmania sp., observada em M.O (100x).
Forma moével alongada. Presenca de flagelo, cinetoplasto e nucleo. Material : meio
de cultura. Fonte: Laboratorio de Parasitologia Humana - UFMS

Ao realizar o repasto sanguineo em um reservatoério vertebrado, a fémea de
flebotomineo ingere as formas amastigotas de Leishmania spp., estas evoluem para
formas promastigotas no intestino do inseto. Dependendo do local de seu
desenvolvimento podem ser classificadas em dois distintos subgéneros:
Leishmania e Viannia. Sendo que o primeiro se desenvolve no intestino anterior e
meédio e o segundo na parte final do tubo digestério do flebotomineo (LAINSON;
SHAW, 2005).

As espécies de Leishmania responsaveis pelas formas dermotrépicas da

doenca na Europa, Norte da Africa, Norte do Himalaia e grande parte da Arabia e da
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Asia sao: Leishmania (Leishmania) aethiopica (Bray, Ashford & Bray, 1973),
Leishmania (Leishmania) major (Yakimoff & Schokor, 1914) e Leishmania
(Leishmania) tropica (Wright, 1903) (BRASIL, 2017).

No Brasil, oito espécies de Leishmania sdo descritas: A espécie Le. (V.)
braziliensis tem ampla distribuicdo no Brasil e nas Américas e esta geralmente
associada a presenga de animais domésticos (GONTIJO; CARVALHO, 2003;
LAINSON; SHAW 1987). Leishmania (L.) amazonensis (Lainson & Shaw, 1972) pode
determinar a forma classica de LC e também a forma anérgica (LCD). Tem
prevaléncia no Sul, Centro-Oeste, Regido Amazbdnica e no Nordeste e esta
relacionada a roedores (ratos silvestres) e marsupiais (gamba) (GONTIJO;
CARVALHO, 2003; SHAW; LAINSON 1975).

Na regidao amazébnica, a espécie Le. (V.) guyanensis (Floch, 1954) causa
sobretudo a LC, tem distribuicdo no Amazonas, Para, Sul do rio Amazonas, Roraima
e Acre (ARAUJO-PEREIRA et al. 2018; BRILHANTE et al. 2022; DA SILVA et al.
2006; DE AVILA et al. 2018; GUERRA et al. 2011; TELES et al., 2015) Os
reservatorios silvestres envolvidos no ciclo sdao marsupiais e edentados (tatu).
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; LAINSON; SHAW, 1987). Também a espécie Le (V.)
lainsoni (Silveira, Shaw, Braga & Ishikawa, 1987) ocorre somente a regido
amazonica, abrangendo o Acre, até o Para e é agente de LC. O animal silvestre
suspeito € um roedor de meédio porte, popularmente conhecido como paca
(BRILHANTE, et al., 2022; SHAW; LAINSON, 1975). Recentemente Le. utingensis,
foi identificada impaciente indigena no estado de Roraima (ALMEIDA et al., 2020).

Leishmania (V.) naiffi (Lainson & Shaw, 1989) determina a LC de evolugéo
benigna, ocorre nos Estados de Amazonas e Para e tem com reservatorio silvestre
um mamifero edentado, o tatu (GONTIJO; CARVALHO, 2003; SHAW, 1999).

Leishmania (V.) lindenbergi (Silveira, Ishikawa, Souza & Lainson, 2002),
segundo o boletim de leishmaniose tegumentar no Brasil, sé foi encontrada
parasitando humanos no estado do Para, nao foi observada infecgcbes em animais
silvestres (BRASIL, 2017).

Leishmania (V.) shawi (Braga, Souza, Povoa & Ishikawa, 1989), determina
casos esporadicos de LC no Para e no Amazonas (ARAUJO-PEREIRA et al.,2020).
Os reservatoérios naturais sdo macacos, pregui¢as e procionideos (quatis) (SHAW;
LAINSON, 1975; GONTIJO; CARVALHO, 2003; AL-KAMEL, 2017).



20

As espécies de Leishmania que determinam a leishmaniose visceral sao
Leishmania donovani e Leishmania infantum. Sendo que ambas ocorrem na Africa,
Europa e Asia. Leishmania (Leishmania) chagasi= Leishmania (Leishmania)
infantum nas Ameéricas. Estudos moleculares sugerem que L. chagasi e L. infantum
sejam a mesma espécie, permitindo a mesma denominagdo de L. infantum (syn
chagasi) para o agente etiologico nas Américas (MARCONDES; VASCONCELLOS,
2019 ; PIGOTT et al., 2014).

Leishmania (Leishmania) infantum encontra-se em quase todo territorio
brasileiro principalmente nos municipios com crescente urbanizacéo e alto indice de
pobreza, tendo o cdo doméstico como principal reservatério urbano (ALVAR et al.,
2012; GONTIJO; CARVALHO, 2003; OLIVEIRA et al., 2017a e 2017b; SHAW;
LAINSON, 1975).

2.5 Reservatorios de Leishmania spp. e o papel do cao doméstico na

epidemiologia da leishmaniose visceral no Brasil

A incidéncia de leishmaniose visceral humana (LVH) esta associada a fatores
como saneamento precario, desmatamento e a presenca de reservatorios urbanos,
especialmente o cdo doméstico infectado (COSTA et al., 2019).

e O cao doméstico (Canis lupus familiaris), considerado o principal
reservatério urbano de Leishmania infantum, desempenha um papel
crucial na manutencdo da doenga. Estudos epidemioldgicos indicam
que regides com alta prevaléncia de leishmaniose visceral canina
(LVC) apresentam maior risco de infeccdo humana, ressaltando a
importancia de medidas integradas de controle (DANTAS-TORRES,
2022; ROSA et al., 2020).

Apds a infeccdo da pele, em caes susceptiveis, ocorre a disseminacédo do
parasita por todo o corpo, levando ao desenvolvimento dos sintomas. Inicialmente,
os parasitos permanecem no local da picada infectiva, mas posteriormente infectam
as visceras e se distribuem pela derme. A alopecia decorrente da infeccdo expde
grandes areas da pele intensamente parasitadas, além de que os caes positivos
podem permanecer assintomaticos por longos periodos (BRASIL, 2006;
(QUINNELL; COURTENAY, 2009; MARZOCHI et al., 1985). Além da proximidade

com o homem, estes motivos fazem do cao doméstico um potencial reservatoério e
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fonte de infec¢cdo para os flebotomineos, consolidando sua grande importancia em
saude publica (GAVGANI et al., 2002; REITHINGER et al., 2002).

e Canideos silvestres, dentre estes, Cerdocyon thous, conhecido popularmente
como cachorro do mato ou lobinho, é considerado o principal reservatério
silvestre de Le. (L.) infanfum, no Brasil. FERREIRA et al., 2013; LAINSON;
RANGEL, 2005; MELLO et al., 1989; SOUZA et al., 2010).

e Hospedeiros vertebrados da ordem Rodentia podem atuar como reservatérios
naturais de Le. amazonensis e Le. braziliensis, agentes pela leishmaniose
cutanea (LC) e leishmaniose mucocutanea (LMC) (BRANDAO FILHO et al.,
1994; FORATTINI et al., 1973; LAINSON; SHAW, 1987; LAINSON et al.,
1981; SILVEIRA et al., 1991). Marsupiais (Didelphis spp.), principalmente os
gambas. Esses animais sao “famosos” por serem reservatorios de varias
espécies de Leishmania e por sua capacidade de circularem entre o ambiente
urbano e silvestre (GUERRA et al.,, 2007; MONTEIRO, S. R. D., 2010). A
espécie Tamandua tetradactyla e outros, sao reservatorios naturais de
Leishmania, contribuem para a manutengdo do parasita em ecossistemas
florestais (GUERRA et al., 2006).

Diante da gravidade das leishmanioses, o conhecimento dos reservatérios
silvestres e urbanos faz-se necessario, porque a ciéncia e a compreensao da
epidemiologia dessas morbidades ajudam na implementagcdo de medidas de

prevencao e controle das leishmanioses.

3. FLEBOTOMINEOS: ASPECTOS GERAIS

Os flebotomineos sao artrépodes pertencentes a classe Insecta, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e varios géneros (BRAZIL; BRAZIL, 2003;
GALATI, 2003b).

Esses insetos sdo vetores de patdgenos a humanos e animais, como
protozoarios do género Leishmania, agentes causais de leishmanioses, bactérias do
género Bartonella, que determinam a Doenca de Caridn, e arbovirus pertencentes
aos géneros Vesiculovirus (Rhabdoviridae), Orbivirus (Reoviridae) e Phlebovirus
(Bunyaviridae), os quais proporcionam sintomas analogos aos da influenza. Além
disso, suas picadas podem desencadear reagdes alérgicas (FORATTINI, 1973b;
SHERLOCK, 2003; SHAW et al., 2003).
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Apresentam corpo pequeno (2 a 4 mm), asas lanceoladas, intensa
cerdosidade ao longo do corpo, coloragao que vai desde o castanho claro ao escuro,
pernas longas e delgadas, térax arqueado, antenas que apresentam 14 flagelémeros
e palpos com cinco palpémeros, sendo estas duas ultimas estruturas importantes na
identificagdo taxondmica (FORATTINI, 1973; GALATI, 2018; YOUNG; DUNCAN,
1994).

Dependendo de sua localizagdo geografica, sdo conhecidos popularmente
como tatuquira, mosquito palha, flebétomo, birigui, corcundinha entre outros nomes
(FORATTINI, 1973).

Com metamorfose completa, holometabolos, as fémeas ovipositam seus ovos
em solo rico em matéria organica (local ideal para o desenvolvimento das larvas),
tais ovos variam de 300 a 500um, sao elipticos e de coloragédo esbranqui¢cada e logo
apos a postura, em duas horas, tornam-se escurecidos (BRAZIL; BRAZIL, 2003;
MAROLI et al. 2013).

As larvas eclodem em média de sete a oito dias, s&o terrestres e se nutrem de
matéria organica em decomposicdao. Em ambiente silvestre, podem ser encontradas
em solos contendo folhas, troncos, cascas de arvores, frutos, fezes e tocas de
animais ou outros locais que possuam umidade de sombreamento adequados ao
seu desenvolvimento. Em ambiente antropizado, podem ser observadas em
pocilgas, galinheiros e canis. Apresentam coloragao esbranquigcada, cabecga escura e
esclerotizada, aspecto vermiforme e corpo segmentado, sendo que o Uultimo
segmento possui cerdas caudais que sao estruturas para fixagdo e locomogéao e que
dependendo da fase, podem apresentar uma, duas ou trés cerdas. Sao ativas e se
deslocam com facilidade, dificultando o encontro em seus criadouros naturais.
Quando estao proximas de evoluir para o proximo estadio de pupa, as larvas liberam
seu conteudo intestinal e ficam aderidas ao substrato, permanecendo ali até a
eclosdo do adulto alado (BRAZIL; BRAZIL, 2003; DEANE; DEANE, 1957,
KILLICK-KENDRICK, 1999b; MAROLI et al., 2013; SHERLOCK, 2003; VOLF,
VOLFOVA, 2011).

As pupas permanecem fixas a um substrato (folhas secas, rochas, troncos
apodrecidos), ndo se alimentam e apresentam somente movimentos de extensao e
flexdo. Sua coloragao é branco-amarelada, tornando-se cada vez mais escura, a

medida que se proxima a liberagao do alado, que ocorre entre sete e dez dias
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(YOUNG; DUNCAN, 1994; FORATTINI, 1973; KILLICK-KENDRICK, 1999; RIBEIRO
et al., 2015).

Os flebotomineos apresentam dimorfismo sexual (FIGURA 3). Os machos
possuem no final do abdome uma genitalia com apéndices articulados e bem
desenvolvidos. Apds 24h, assim que o alado emerge, a genitalia do macho sofre
uma rotagdo de 180° levando as estruturas da genitdlia a ficarem em posi¢cao
definitiva. Por esta razdo que os machos emergem primeiro que as fémeas por
necessitarem de um periodo maior para maturidade sexual (BRAZIL; BRAZIL, 2003;
FORATTINI, 1973b).

3mm 6\

Figura 3. Espécimes de flebotomineos. Fémea (esquerda) e macho (direita)
observados em Lupa (20x). Fonte: arquivo pessoal.

As fémeas possuem a porc¢ao final do abdome arredondada, contendo no seu
interior um par de espermatecas (Figura 4). Ambas as estruturas reprodutivas de
machos e fémeas sao relevantes para a identificacdo taxondmica (FORATTINI,
1973b; GALATI, 2003b).
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Figura 4. Porcao final do abdome de flebotomineo fémea, clarificada e montada em
ldamina. Observacado em M.O., (40x). Espécie Evandromyia evandroi. |dentificacdo de
acordo com a morfologia da espermateca. Fonte: arquivo pessoal.

Ambos o0s sexos necessitam de agucares em sua dieta (carboidratos),
provenientes de seiva vegetal e secregbes de insetos afideos (Hemiptera:
Sternorrhyncha). Porém as fémeas necessitam também de sangue em sua dieta
para o desenvolvimento ovariano e para producdo de ovos. No entanto, ha relatos
na literatura do encontro de machos com sangue no tubo digestivo (DA SILVA;
GRUNEWALD, 1999). O aparelho bucal é do tipo sugador-purgativo que dilacera a
parede dos capilares sanguineos, gerando hemorragia subcutanea, formando o que
se chama de ‘lago sanguineo” e dessa forma as fémeas se alimentam, mesmo
tendo as pecgas bucais consideradas pequenas (0,2 a 0,4 mm de comprimento). O
carater hematofagico conferiu as fémeas, cibario bem mais desenvolvido do que os
machos. O cibario € uma estrutura composta de placas semelhantes a dentes,
localizada em uma cavidade na cabeca (FIGURA 5) e é também uma estrutura
importante para a identificagao taxondmica (BRAZIL; BRAZIL, 2003; GALATI, 2003a;
KILLICK-KENDRICK, 1999).
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Figuras 5A e 5B - Cibario de fémea de Lu. longipalpis. Desenho esquematico (A)
e (B) cibario clarificado e montado em lamina, observado em M.O., objetiva de 40x
em microscopio optico. Fonte: (A) Shimabukuro et al., 2011; (B) arquivo pessoal

O repasto sanguineo das fémeas é realizado em grande numero de animais,
tais como, mamiferos, aves e inclusive pecilotérmicos (GALATI et al., 2006;
MORRISON; FERRO; TESH, 1993; TANURE et al., 2015), e a quantidade de
sangue ingerido € diretamente proporcional ao numero de ovos produzidos (READY,
1979).

E possivel que os adultos se utilizem do microambiente onde se
desenvolveram para repouso e refugio durante o dia, ndo se afastando muito de
seus criadouros naturais. Segundo estudos realizados com captura,
marcacgao-soltura e recaptura, esses dipteros podem se deslocar em média de 178 a
200 m de distancia do seu ponto de soltura, ndo ultrapassando 250 m na sua
maioria. Outra hipétese é que provavelmente esses insetos possuem uma memoria
olfativa e espacial, fazendo com que retornem aos seus criadouros (FREITAS et al.,
2009; GUERRA SILVA et al., 2013, OLIVEIRA et al., 2013).

A especificidade alimentar dos insetos adultos influencia diretamente sua
dispersao ambiental e espécies mais especializadas apresentam maior dependéncia
do habitat (GALATI et al., 2006; MORRISON; FERRO; TESH, 1993; NGUMBI et. al.,
1992).

O periodo de maior atividade desses insetos & geralmente crepuscular
matutino, crepuscular vespertino e noturno. Nestes horarios as fémeas realizam o
repasto sanguineo em seus hospedeiros sanguineos, ficando em abrigos nos outros

horarios do dia. Porém, é possivel observar uma mudanga nesse comportamento,
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pois algumas espécies de ambiente de mata, cavernas e grutas sdo ativas também
no periodo diurno (CRUZ; CRUZ; GALATI., 2013; GALATI et al., 2003a; GALATI et
al., 2006; MASSAFERA et al., 2005; REBELO, 2001).

Primariamente, os insetos adultos sdo capturados dentro de matas em locais
com muita umidade, pouca luminosidade e movimentagdo de ar, como fendas de
pedra, oco de arvores e grutas. Lembrando que esses dipteros tendem a nao se
afastar muito dos seus criadouros ou locais de abrigo, utilizando esses
microambientes para repouso e protecado durante o dia (CASANOVA; NATAL, 2005;
MORRISON et al., 1993a; OLIVEIRA et al., 2013). Entretanto, devido a agao
antropica, o habitat desses insetos tem sido modificado e reduzido, aproximando-os
cada vez mais dos peridomicilios, tanto em areas rurais quanto urbanas (FREITAS et
al., 2009; GALATI et al., 2003; 2006; OLIVEIRA et al., 2013; XIMENES et al, 2007).
Com relagdo ao acasalamento dos flebotomineos, existem poucos estudos
relacionados ao tema. O que se sabe € decorrente de pesquisas realizadas com
duas espécies: Lutzomyia cruzi e Lutzomyia longipalpis. Os machos, atraidos por
cairomdnios eliminados pelo hospedeiro vertebrado, liberam feroménios para atrair
as fémeas. Esta atividade é denominada de “lekking” (JONES; HAMILTON, 1998;
KELLY; DYE, 1997), que associada a vibra¢gdes e movimentagcéo de suas asas, e
produzem um som, os lovesongs. Fémeas e machos sao atraidos ao local para o
repasto sanguineos e para se acasalar (SOUZA et al., 2017; VIGODER et al., 2010).

No mundo sado descritas cerca de 1060 espécies de flebotomineos, sendo
aproximadamente 30 vetoriais de Leishmania spp. No Brasil foram registradas 216
espécies (GALATI; RODRIGUES 2023, SHIMABUKURO ANDRADE; GALATI, 2017),
sendo seis espécies envolvidas na transmissdo do agente de LC: Nyssomyia
whitmani (Antunes & Coutinho,1939), Nyssomyia intermedia (Neiva Pinto,1926),
Nyssomyia umbratilis (Ward & Fraiha, 1977), Psychodopygus wellcomei (Fraiha,
Shaw & Lainson, 1971), Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942),
Trichophoromyia ubiquitalis (Mangabeira, 1942) e duas na transmissao do agente de
LV: Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva,1912) e Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1958)
(BRASIL, 2017; GONTIJO, CARVALHO, 2003; LAINSON, 2010).

Medidas de prevencgao e controle devem ser implementadas no contexto de
saude unica, sobretudo para o controle do vetor e dos reservatérios, protegao
individual e manejo ambiental. O estudo do habito alimentar de flebotomineos é de

grande importancia para a compreensdo da epidemiologia e controle de doengas
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transmitidas por esses vetores, principalmente em areas de transmissao intensa e

muito intensa como Campo Grande — MS e Sao Luis — MA, respectivamente.

3.1 Lutzomyia longipalpis, principal vetor de Leishmania (L.) infantum no
Brasil.

A principal espécie vetora de Le. (L.) infantum no Brasil (BRAZIL;
RODRIGUES; ANDRADE-FILHO, 2015; OLIVEIRA; FALCAO; BRAZIL, 2000;
RANGEL; VILELA, 2008), foi registrada por Lutz & Neiva em 1912, que descreveram
a espécie, a partir de espécimes coletados em areas urbanas e rurais do Rio de
Janeiro. Mais tarde, em 1934, no estado de Sergipe, Evandro Chagas n&do apenas
descreveu o primeiro caso clinico de leishmaniose visceral (LV) in vivo, como foi
registrou a presenga de Lu. longipalpis no intra e peridomicilio da residéncia do
paciente. No mesmo ano, pesquisas realizadas por Henrique Penna em areas rurais
do Nordeste Brasileiro (Abaetetuba e Moju), descobriu casos da doenga tanto em
humanos como em caes. Penna também observou a espécie em areas proximas as
residéncias e também dentro delas, sendo considerada desde entdo a espécie
vetora suspeita do patégeno de LV nesse periodo (CHAGAS et al., 1936). Somente
em 1977, Lainson e colaboradores confirmaram que Lu. longipalpis era de fato vetor
de Le. infantum no Brasil (LAINSON; WARD; SHAW, 1977).

Inicialmente considerada uma espécie silvestre, Lu. longipalpis teve seu
comportamento alterado ao longo do tempo, principalmente em decorréncia da agao
antropica (RANGEL; VILELA, 2008). Hoje, € uma espécie comprovadamente
competente para transmitir o patdogeno de LV. De acordo com Killick-Kendrick (1990)
e Ready (2013), a competéncia vetorial de uma espécie & avaliada por meio de
diversos aspectos:

) Capacidade do inseto se infectar, através do repasto sanguineo, com a
mesma espécie de Leishmania que acometem humanos e outros hospedeiros
(demonstrando uma forte associagao ecoldgica entre eles).

° Presenca da forma promastigota (36 horas apds o repasto sanguineo)
no intestino médio anterior e na valvula estomodeal da fémea de flebotomineo.

° Habilidade de transmitir o patogeno.



28

° Comprovacdo por meio de estudos retrospectivos e modelos
matematicos que a presenca da espécie de flebotomineo estudada é importante
para a manutengao e transmissao do agente etioldgico.

Entretanto, o surgimento de casos de leishmaniose visceral (LV) em areas
onde nao havia registro da presenca de Lu. longipalpis levou pesquisadores a
suspeitarem da participacdo de outras espécies na cadeia de transmissdo da
doenga. Em Mato Grosso do Sul, por exemplo, Lutzomyia cruzi e Lu. forattinii foram
apontadas como possiveis vetores em regides como Corumba e a Serra da
Bodoquena (GALATI et al., 1985; GALATI et al., 1997; OLIVEIRA, 2017b; DE PITA
PEREIRA et al., 2008). No sul, sudeste e no estado de Pernambuco, Migonemyia
migonei também tem sido associada a transmissao (DE CARVALHO et al., 2010;
KONO et al.,, 2023). Ainda na regido sudeste, destacam-se Pintomyia fischeri
(GALVIS et al.,, 2021) e Nyssomyia intermedia (CASANOVA et al., 2022) como
espécies com potencial envolvimento na epidemiologia da LV.

No Mato Grosso do Sul, essa espécie foi registrada nos 49 dos 79 municipios
do MS, segundo Barrios et al., em 2020. Os primeiros relatos dessa espécie na
capital Campo Grande, ocorreram entre 2003 e 2006, por Oliveira e colaboradores.
Na primeira ocasido, foram registradas 28 espécies. Trés anos depois, no segundo
estudo, Lu. longipalpis foi a espécie mais frequente, com um percentual de 92% do
total de espécies. O estado do Maranhdo apresenta uma grande diversidade de
espécies. Rebélo e colaboradores (2010) registraram 91 espécies no Maranhdo. A
espécie Lu. longipalpis ocorre em 43 dos 79 municipios desse estado. Em Sao Luis
(MA), foram notificadas 32 espécies por Rebélo et al., 1999, sendo Lu. longipalpis a
espécie mais abundante. Ja no municipio de Caxias (MA), Silva et al (1999)
registraram 20 espécies na area urbana, sendo Lu. longipalpis a espécie mais

frequente.

3.2 Flebotomineos: sistematica e taxonomia

De acordo com fosseis encontrados em ambar datados do Periodo Mioceno
(20 a 30 milhées de anos atras), os flebotomineos ja habitavam a Terra nesse
periodo (POINAR, 2008). No entanto, evidéncias filogenéticas e moleculares indicam
que sua origem € ainda mais antiga, remontando ao final do Periodo Carbonifero ou

inicio do Permiano, entre 250 e 300 milhdes de anos atras (READY, 2013). Gragas
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as variagbes morfolégicas e adaptativas desenvolvidas ao longo das eras, esses
insetos foram bem-sucedidos na ocupacdo de diversos ambientes
(ANDRADE-FILHO; GALATI; BRAZIL, 2009; LEWIS, 1982).

Esses insetos foram descritos € desenhados pela primeira vez em 1691 pelo
naturalista italiano Philippo Bonanni, sendo denominados de Culex minimus e em
1786, a espécie foi designada Bibio papatasi por Scopoli. Em 1840 foi designado o
género Flebotomus por Rondani, com a espécie-tipo Flebotomus papatasi e em
1846 corrigiu-se a grafia de Flebotomus para Phlebotomus (GALATI, 2003b; LEWIS
et al., 1977). A classificagdo taxondémica desses insetos tem sido dinadmica,
principalmente apds a comprovada importancia vetorial na transmissdo de
Leishmania spp. na década de 40.

Em 1907, foram descritas as primeiras espécies das Américas. Flebotomus
vexator e Flebotomus cruciatus, sendo a primeira coletada em Maryland, Estados
Unidos e a segunda em Alta Vera Paz, Guatemala. Lutz e Neiva, relataram as trés
primeiras espécies no Brasil, em 1912: Phlebotomus squamiventris, Ph. longipalpis e
Ph. intermedius (GALATI, 2003a, 2003b).

Em 1948, os flebotomineos foram separados por Theodor em quatro géneros:
Phlebotomus e Sergentomyia para a regiao Paleartica e Brumptomyia e Lutzomyia
na regidao Neotropical. Porém, logo apés esta classificagdo, os géneros Warileya e
Hertigia além de outros subgéneros, foram propostos para o continente americano e
atualmente, sdo adotados pela maioria dos estudiosos de flebotomineos (YOUNG;
DUNCAN, 1994). Forattini, em 1973, apds realizar novos estudos, comprovou que o
género Lutzomyia apresentava algumas estruturas morfoldgicas distintas, entédo foi
proposta uma nova taxonomia com o0s géneros Pintomyia, Psychodopygus,
Viannamyia e Pressatia.

Em 1976, Abonnenc e Leger adotaram a categoria de familia para os
flebotomineos e dividiram Phlebotomidae em trés subfamilias: Phlebotominae,
Lutzomyiinae e Hertigiinae. Artemiev (1991) dividiu Phlebotominae em duas tribos:
Idiophlebotomini e Phlebotomini, a primeira € subdividida em duas subtribos:
Idiophlebotomini, com cinco géneros (Ildiophlebotomus, Spelaeophlebotomus,
Phlebotomites, Phlebotomiella e Chinius) e uma subtribo Hertigiina, com dois
géneros (Warileya e Hertigia) para a América. A tribo Phlebotomini, foi subdividida
em cinco subtribos, trés para o Velho Mundo (Phlebotomina, Spelaeomyiina,

Sergentomyiina), uma para a regido Australiana (Australophlebotomina) e uma para
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as Américas (Brumptomyiina). Brumptomyiina foi dividida em 10 géneros
(Brumptomyia, Isolutzomyia, Psychodopygus, Nyssomyia, Trichophoromyia,
Psathyromyia, Viannamyia, Pintomyia, Lutzomyia e Micropygomyia.

Em 1994, Young e Duncan publicaram uma chave de identificacdo para os
flebotomineos com énfase ao género Lutzomyia, das Américas Central e do Sul e
para as llhas Caribenhas, na qual foram agrupadas novamente todas as espécies
em um unico género, Lutzomyia, e adotaram os géneros Coromyia, Psathyromyia,
Sciopemyia, Aldamyia, Barretomyia, Blancasmyia, Castromyia, Coquillettimyia,
Dampfomyia, Evandromyia, Forattiniella, Helcocyrtomyia, Lutzomyia, Micropigomyia,
Migonemyia, Pifanomyia, Pintomyia, Sauromyia, Silvamyia, Tricholateraleis e
Xiphomyia. A morfologia das espermatecas e cibario das fémeas, genitdlia dos
machos, os ascoides das antenas e o tamanho dos segmentos anteniferos e das
suturas interoculares foram as estruturas observadas para se determinar essa
classificagao.

No Brasil, Galati propés em 1995 uma nova classificagao, baseada em uma
abordagem filogenética, com énfase para as espécies americanas, com duas tribos:
Hertigiini e Phlebotomini. A primeira com duas subtribos Hertigiina (Américas) e a
Idiophlebotomina (Velho Mundo e regido Australiana). Phlebotomini foi dividida em
seis subtribos: Phlebotomina, Australophlebotomina, Brumptomyiina,
Sergentomyiina, Lutzomyiina e Psychodopygina. Em 2003, foi publicada no livro
“Flebotomineos do Brasil” a chave de identificagdo dos taxons das Américas
(GALATI, 2003b).

4. DIAGNOSTICO MOLECULAR DE Leishmania spp. EM FLEBOTOMINEOS

Os fatores de compreensido na dinamica de transmissado das leishmanioses
envolve identificar qual a espécie de Leishmania sp. circulante, quais os sinais e
sintomas da doenga e quais os vetores e reservatorios envolvidos na epidemiologia.
Todos estes fundamentos sao importantes para o controle da parasitose em uma
regidao (GONTIJO; MELO, 2004).

Uma das mais importantes ferramentas utilizadas para esta compreenséao € a
deteccdo do DNA de Leishmania, realizada através da técnica denominada PCR
(Polymerase Chain Reaction). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem como

objetivo amplificar segmentos especificos do DNA de Leishmania sp. e, assim,
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identificar a espécie do agente patolégico da amostra em questdo (ZAHA A. et al.,
2000).

O primeiro estudo que utilizou a técnica de PCR foi publicado em 1985 por
Kary Mullis e colaboradores. Este estudo permitiu amplificar segmentos especificos
de DNA, facilitando avangos significativos em varias areas da biologia molecular,
incluindo o diagndstico de doengas, pesquisa genética e taxonomia. Este trabalho
recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1993. No Brasil, no ano de 1994, Drs.
Carlos Médicis Morel, Wim Degrave e Patrick Winckler foram os pioneiros no
estabelecimento das linhas de pesquisa em bioquimica e biologia molecular no
Instituto Oswaldo Cruz. Esses pesquisadores desempenharam papéis centrais na
concepgao e organizagao do evento, que resultou na criagdo da Tritryp Genome
Network, uma rede colaborativa internacional voltada para o sequenciamento
genbmico de Trypanosoma cruzi, Leishmania spp. e Trypanosoma brucei. A visao
estratégica e a capacidade de articulagdo cientifica estabeleceram as bases para
uma nova era no estudo de doengas tropicais negligenciadas (FIOCRUZ, 2017).

O método tradicional classico de deteccao de Leishmania em flebotomineos é
através da dissecacédo do intestino do inseto. Essa técnica além de ser laboriosa,
exige experiéncia e habilidade técnica e n&o possibilita a identificacdo da espécie do
parasita (PEREZ et al. 2007; SILVA; GOMES, 2001). E importante também destacar
que a distribuicdo da Leishmania ao longo do tubo digestério do vetor pode variar
conforme a espécie, dificultando ainda mais o encontro do protozoario no fleb6tomo.
Além disso, flebotomineos podem albergar outros protozoarios flagelados que, em
certos estagios, sao indistinguiveis das promastigotas de Leishmania, o que pode
levar a diagndsticos microscopicos incorretos (TESH, MODI, 1984; RODRIGUEZ et
al. 1994; LAINSON, 2010).

A técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction) oferece maior sensibilidade
(FU, PERONA-WRIGHT & BARKER, 1998), rapidez no processamento de uma
grande quantidade de amostras, eficacia de deteccdo do agente independente da
localizacdo e da quantidade do parasito no trato digestério do inseto. Além disso,
permite que os flebotomineos possam ser manipulados sem que os métodos de
conservacgao do inseto interfiram nos resultados da analise, podendo ser mantidos in
natura, imersos em alcool ou por congelamento (PAIVA et al. 2007).

A deteccao de Leishmania por PCR pode ser feita a partir de diferentes alvos

genéticos, dependendo da espécie, da sensibilidade desejada e do tipo de amostra
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analisada. Os principais alvos utilizados sao: kDNA (DNA do cinetoplasto) (Ampuero
et al., 2009), citocromo b (Kato et al., 2005), gene da HSP70 (Proteina de choque
térmico 70) (FRAGA et al., 2010), o gene de glucose 6 fosfato (CASTILHO et al.,
2003), gene 7SL RNA (ZELAZNY et al., 2005) e ITS1 (espagador transcrito interno
1) (SCHONIAN et al., 2003). Dentre esses, os mais utilizados para o diagnostico da
espécie sdo KDNA e ITS1 devido a alta sensibilidade. A PCR para ITS1 permite a
identificacdo de praticamente todas as espécies de Leishmania apos a digestdo do

produto de PCR pela enzima de restrigao Haelll.

5. MEDIDAS DE CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL

O tratamento da leishmaniose visceral (LV) é demorado e dispendioso. Uma
das solugbes mais baratas e praticas que o tratamento, € a interrupg¢ao do ciclo de
Leishmania, por meio do controle do vetor, interrompendo os elos entre o
protozoario, o inseto, o homem e o cdo doméstico (ALEXANDER; MAROLI, 2003).

Os céaes sao comuns no peridomicilio, local onde ocorre a maioria das
infeccdes do patdégeno de LV (QUINNELL; COURTENAY, 2009). Estes animais
apresentam grande importancia em saude publica, por apresentarem uma infecgéo
de longa duracado e elevada prevaléncia. Em muitos casos os lagos de afetividade
desses animais e 0 homem sao extremamente fortes sendo considerados membros
da familia.

Desde a implementagao do Programa Brasileiro de Vigilancia do Controle da

Leishmaniose Visceral (PVCLV) em 1963, as estratégias de controle tém sido:

° Notificagdo obrigatéria, diagndstico e tratamento oportuno de casos
humanos.
) Controle de vetores com inseticidas residuais. Atualmente, os

inseticidas utilizados para o controle de flebotomineos em areas endémicas de
leishmanioses pertencem principalmente as classes de piretrdides sintéticos. Estes
inseticidas ao serem borrifados deixam uma camada de cristais que sao absorvidos
pelas cuticulas das patas e atingem o interior do corpo do inseto. E importante
salientar que o uso de inseticida deve ser uma medida complementar e ndo um
método unico de controle para insetos de interesse em saude publica (BRASIL,2017;
BRASIL, 2006).
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° Eutanasia de cées soropositivos e parasitoldégicos positivos. Esta
medida tem gerado intensos debates e tem sido bastante controversa sobre a
eficiéncia como estratégia de controle (ROMERO; BOELAERT, 2010; VAZ et al.,
2020; FRANCA-SILVA et al., 2023).

As duvidas sobre a efetividade desse processo tem feito com que novas

estratégias de controle fossem implementadas no Brasil, tais como:

° Tratamento de caes infectados.

° Uso insecticidas topicos sintéticos (dimetil phthalate, indalone e etil
hexanediol) ou naturais (6leos cinamomo, citronela, cénfora, cravo, folhas de louro,
etc) (BROWN et al., 1997; ROZENDAAL, 1997).

° Vacinas: as vacinas contra leishmaniose visceral canina fabricadas e
comercializadas no Brasil (Leishmune®, Leishvacin e Leish-Tec®) foram suspensas
pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (Mapa) (BRASIL, 2023).

) Uso de coleiras caninas impregnadas com deltametrina 4%, as DMC
(deltamethrin-impregnated dog collars), sendo esta estratégia a Unica recomendada
pela Organizagédo Mundial de Saude - OMS (FERROGLIO et al, 2008; MAROLI et
al., 2001; WERNECK et al., 2014; WERNECK et al., 2024).

5.1 O efeito da deltametrina nos flebotomineos

A deltametrina € um inseticida piretroide sintético do tipo Il, produzido a partir
de derivados sintéticos das piretrinas, ésteres toxicos isolados das flores das
espécies de Chrysanthemum cinerariaefolium e espécies relacionadas (PALMQUIST,
SALATAS; FAIRBROTHER., 2012; NASUTI et al. 2003). Os piretréides sintéticos
distribuem-se pela pele do cédo através das secregbes dérmicas. Como a
deltametrina €& neurotdxica, ela atua no sistema nervoso central do inseto,
especificamente nos receptores das sinapses neurais, causando a despolarizagao
continua da membrana. Desta forma, as informagdes transmitidas durante as
sinapses se tornam continuas nos canais de sodio, determinando a morte do inseto
por excitagdo. Esta acdo repelente e inseticida reduz o contato com o cao por até
oito meses (DAVID et al., 2001; FERROGLIO et al., 2008; PAULIN et al., 2018).

Na lItalia e no Ird, o uso das DMC tem demonstrado resultados positivos. Em

estudos em areas endémicas de LV na ltalia houve uma redugao na infeccdo de
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caes por Leishmania infantum (MAROLI et al., 2001) e no Ird o estudo evidenciou
uma reducdo populacional de flebotomineos, o que poderia levar a uma redugao
significativa, de cerca de 40%, no numero de casos (GAVGANI et al., 2002).

No Brasil, alguns estudos avaliaram a efetividade de uso das DMCs em areas
de transmissdo intensa de LV. Em Montes Claros (MG) e Fortaleza (CE), SILVA e
colaboradores (2018), avaliaram o efeito do encoleiramento canino na reducado do
vetor, durante 30 meses. O resultado foi uma diminuigdo na populagdo de
flebotomineos coletados, de 15% e 60% respectivamente nessas cidades.

Em 2004 na cidade de Andradina, no Estado de S&o Paulo (SP),
Camargo-Neves observou uma redugéo na incidéncia de casos humanos e caninos
da doenga, apdés a implementacdo do uso de coleiras impregnadas com
deltametrina. Coura-Vital e colaboradores (2018), apés um ano de observacgao,
revelaram que esse meétodo de intervengdo aplicado em larga escala poderia
promover 6timos resultados a médio e longo prazo, podendo reduzir a infecgao de
LV canina em Governador Valadares, Minas Gerais.

Outro estudo realizado em Enéas-SP, constatou por meio de modelagem
matematica, que o uso de coleiras reduziu as chances dos cides aumentarem o titulo
de anticorpos em 50%, demonstrando que essa medida foi bem mais eficiente que a
eutanasia nos caes praticadas nessa cidade (REITHINGER et al. 2004).

Seva e colaboradores (2016) também através de modelos matematicos,
demonstraram que o uso das DMCs apresentou melhor resultado na redugao das
taxas de infeccdo canina e humana quando comparado a vacinagao e a eutanasia
canina.

Um estudo realizado em sete municipios de 4 Estados brasileiros (Teresina
no Piaui; Fortaleza, Canindé, Maracanau e Eusébio no estado do Ceara; Araguaina
em Tocantins e Montes Claros em Minas Gerais) também avaliou o impacto do
encoleiramento canino, em relagcdo a infeccdo dos caes, a incidéncia dos casos
humanos e a densidade dos flebotomineos. Mais tarde outros seis municipios foram
incorporados ao estudo (Mossoré no Rio Grande do Norte; Trés Lagoas no Mato
Grosso do Sul, Gurupi e Porto Nacional no Tocantins, Rondonépolis no Mato Grosso
e Caxias no Maranhao). O resultado foi que o uso das DMCs foi fator importante no
controle da leishmaniose visceral canina (WERNECK et al., 2017).

Diante da gravidade, letalidade, alta prevaléncia e o tratamento longo e

oneroso dessa morbidade, o conhecimento das estratégias de controle é muito
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importante para barrar o avango da leishmaniose visceral. Pesquisas envolvendo a
efetividade do uso das coleiras impregnadas com deltametrina 4% sao necessarias e
os resultados tém demonstrado a efetividade desse método. Porém sdo necessarios
mais estudos abrangentes em ambito nacional a fim de avaliar seu impacto na

incidéncia de casos humanos, caninos e na densidade dos vetores (BRASIL, 2021).

6. JUSTIFICATIVA

A presente pesquisa integra o projeto multicéntrico intitulado “Avaliagao da
implementagdo do uso das coleiras impregnadas com inseticida em cédes em
municipios prioritarios para o controle da leishmaniose visceral humana e canina no
Brasil”. Este estudo foi aprovado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq) e financiado pelo Ministério da Saude. O projeto
contemplou sete municipios com alta, intensa ou muito intensa transmisséo de
leishmaniose visceral, dos quais nossa pesquisa incluiu trés: Campo Grande (MS),
Sao Luis (MA) e Caxias (MA).

A justificativa para este estudo consiste na necessidade de controle da
leishmaniose visceral (LV), uma doenca grave transmitida por flebotomineos, tendo
Lutzomyia longipalpis como seu principal vetor no Brasil e o cdo doméstico, principal
reservatorio urbano de Leishmania infantum, agente causal da LV.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), essa morbidade € um
sério problema de saude publica no pais. O Brasil apresentou em 2019, 97% da
meédia anual de casos registrados nas Américas.

Medidas de controle tém sido aplicadas desde 1963, com a implementagcao do
Programa Brasileiro de Vigilancia do Controle da Leishmaniose Visceral (PVCLV).
Desde entado, algumas intervencgdes de controle como o uso de inseticidas residuais
e a eutanasia de céaes, tem gerado controvérsias, principalmente essa ultima. Por
sua vez, o uso de coleiras impregnadas com deltametrina (DMC) nesses animais,
tem sido uma medida de controle bastante utilizada e faz-se necessario o
levantamento de dados sobre seu uso.

Este estudo € importante pois fornecera dados que trardo conhecimento
sobre a eficiéncia e efeito das DMCs em ambito nacional, sobre a fauna

flebotominica, além de relacionar essas informagdes com a incidéncia de casos
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humanos nos municipios endémicos para LV, dando suporte para o uso efetivo
dessa medida de controle nos municipios endémicos para leishmaniose visceral

humana e canina no Brasil.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo Geral

Avaliar o possivel efeito do uso em caes, das coleiras impregnadas com
deltametrina, na fauna de flebotomineos em municipios endémicos para

leishmaniose visceral humana e canina no Brasil.
7.2 Objetivos especificos

° Investigar a fauna flebotominea da area em estudo, quanto a presenca
de vetores de Leishmania spp.

° Detectar a presenca de DNA de Leishmania em Lutzomyia longipalpis
coletados nas areas de estudo.

° Estimar o impacto na densidade populacional de flebotomineos, apds a
implementagdo das coleiras impregnadas com deltametrina 4% em céaes das areas

de estudo.
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8. METODOLOGIA

8.1 Areas de estudo

O presente estudo esta inserido em um projeto multicéntrico intitulado
“Avaliagdo da implementagdo do uso de coleiras impregnadas com inseticida em
caes em municipios prioritarios para o controle da leishmaniose visceral humana e
canina no Brasil”, que foi aprovado pelo CNPQ em 2019 e financiado pelo Ministério
da Saude Publica. Sete cidades fazem parte deste projeto multicéntrico, todas com
taxas de infecgao alta, intensa e muito intensa. Séo elas: Campo Grande em Mato
Grosso do Sul (MS); Montes Claros em Minas Gerais (MG); Timon, Caxias e Sao
Luis no Maranhdo (MA); Fortaleza e Caucaia no Estado do Ceara (CE). Vale
salientar que segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019 a 2021; OPAS, 2020) é considerada area de transmiss&o alta a que
apresentou nos ultimos 3 anos a média de de 7 a 13 casos, transmissao intensa de
14 a 21 e de transmissdo muito intensa de 22 a 40 casos de LV.

Os critérios para a elegibilidade dos municipios foram:

e Apresentar taxa de transmissdo de LV humana alta, intensa ou muito intensa
de acordo com o indice composto (média de casos e média da incidéncia dos
ultimos 3 anos) (OPAS, 2019);

e Ter infraestrutura fisica e recursos humanos para implementar o programa de
intervencao populacional baseado no uso de coleiras impregnadas com
deltametrina 4% em caes;

e Ter capacidade para realizagdo de monitoramento entomoldgico, inquérito
canino, bem como, encoleiramento dos caes conforme orientagdes do
fabricante, com apoio da equipe do estudo;

e Concordancia do gestor municipal de saude em participar do estudo;

e Ser de acesso relativamente facil (com distancia de no maximo 150km de
uma capital, por via rodoviaria ou fluvial) e/ou que sejam atendidos pelas
principais empresas aéreas do pais com voos diretos de Brasilia/DF, Rio de
Janeiro/RJ, Sdo Paulo/SP ou Belo Horizonte/MG. A escolha definitiva dos
municipios incluidos neste projeto foi baseada nos resultados da avaliagao

dos critérios de elegibilidade, esse processo foi conduzido pelos principais
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responsaveis pela implementagcdo, como o Ministério da Saude, a OPAS,

estados e municipios, contando, com o suporte técnico de consultores e da

equipe do projeto.

Nosso estudo foi desenvolvido em trés cidades: Campo Grande (MS), Caxias
e Sao Luis no MA, que apresentam respectivamente taxas de infeccio intensa, alta
e muito intensa (MINISTERIO DA SAUDE, 2019 a 2021). Com o advento da
pandemia de Covid-19, as capturas comegaram em julho de 2021 em Campo
Grande, MS, enquanto que em Caxias e Sao Luis-MA em agosto do mesmo ano.

Durante 24 meses foram coletados flebotomineos abrangendo um periodo

pré e pos a implementacéo do uso de coleiras em caes, nas trés cidades.

a) Campo Grande, MS

Campo Grande, capital de Mato Grosso do Sul (MS), esta localizada na
regidao Centro-Oeste do Brasil, no centro do Estado. Apresenta coordenadas
geograficas entre 20°26'34” S e 54°38'47” W e altitude entre 500 e 675m (Figura 6).
Sua extenséo territorial é de 8.082,978 km? e sua populacéo estimada € de 916.001
habitantes com densidade demografica de 97,22 hab/km?, de acordo com o ultimo
censo (PMCG/PLANURB, 2021; IBGE 2020).

O clima de Campo Grande apresenta-se entre o mesotérmico umido, com
temperatura média de 24°C (minima de 15°C e maxima de 30°C) sem estiagem e o
tropical umido com verdo chuvoso (outubro e abril) e inverno seco, com periodo de
estiagem (junho, julho e agosto). A pluviosidade anual fica entre 1.200 a 1.750 mm
(MOTTA et al., 2013; PMCG/PLANURB, 2021).

O municipio esta inserido no Bioma Cerrado, porém diante do constante
crescimento populacional, a disponibilidade de areas potencialmente urbanizaveis e
a dindmica imobiliaria, a paisagem da area urbana vem sofrendo alteragdes de
forma rapida e significativa (PMCG/PLANURB, 2021; FERNANDES et. al., 2022).
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Figura 6. Localizagao geografica da area de estudo. Brasil; Estado de Mato Grosso
do Sul; Municipio de Campo Grande; Area urbana do municipio de Campo Grande
(cedido por Lopes de Oliveira, 2024).

B) Sao Luis, MA

Sao Luis, a capital do Estado do Maranhao, possui uma area de 583,063 km?
e esta situada na ilha de Sao Luis, ao norte do Estado (Figura 7). O municipio
apresenta uma populagdo estimada de 1.115.932 habitantes e densidade
demografica de 1.215,69 hab/km?. Suas coordenadas geograficas encontram-se
entre 2° 31’ 51”7 S e 44° 18’ 24” W e 236 metros de altitude (IBGE, 2021).

O clima é tropical quente e umido, com duas estagdes distintas, uma chuvosa
(janeiro a junho) e outra seca (julho a dezembro) (INMET, 2023). A vegetagao
predominante é bastante diversificada e é caracterizada por formagdes de transi¢cao
entre biomas, com destaque para a floresta estacional semidecidual, que reune
espécies tipicas da Amazodnia e do Cerrado, manguezais, em regides costeiras, a

vegetacao de restinga.



41

1| N0 (R SN 2 NN} AN
| (MM GO 2000 MM "

1
Maranhdo state

e LU

[
Brazil

LLLLI

Syl M M)

: A

o 25 50 km
—

LR

415 KSkm F

I I L] ] ] ]
MHMN0 MOOOON  JO00NMG MM OG0 [ECCOT SN 2 1NWHM) a0

RO RN Y] 19 MM (R LRI N | MM} S HHN /
] i ]
= Municipality of Sdo Luis
.:. -

-,
I i
-\_

Y

In'

¥
)

¥ P - E

ﬂ:k I 0 & 12km )
i .z

1 1
D OO0 920000 ISI00EE | G400 | 95NN

Figura 7. Localizagéo geografica da area de estudo. Brasil; estado do Maranhao;
Area urbana do municipio de Sao Luis (cedido por Lopes de Oliveira, 2024).

C) Caxias, MA

O municipio de Caxias - MA, possui uma area de 5.201,927 km? e esta
localizado ao leste do Estado (Figura 8). O municipio apresenta uma populagao
estimada de 166.159 habitantes e densidade demografica de 30,12 hab/km?. Suas
coordenadas geograficas encontram-se entre latitude 4°51'32" S e a uma longitude
43°21'22" W, a 66 metros de altitude (IBGE, 2021).

Segundo a classificagdo de Koppen, o municipio apresenta um clima tropical
(Aw) com um periodo chuvoso (janeiro a junho, com médias mensais superiores a
216,6mm) e outro seco (julho a dezembro, com precipitagéo pluviométrica entre 13 e
135,8mm). De setembro a novembro, periodo mais quente, a média € de 28,58 °C e
em fevereiro, més mais frio do ano, a média é de 25,91°C (NUGEO-Nucleo

Geoambiental. Bacias hidrograficas e climatologia. 2016).
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Este municipio apresenta cobertura vegetal de transi¢ao entre tipica da zona
dos cocais, sendo caracterizada como de transi¢cao entre a Floresta Amazénica e o
Cerrado (GEPLAN-Geréncia de planejamento e desenvolvimento econémico, 2002;
PEREIRA; NUNES; SOUSA, 2022). A temperatura média varia entre 26,1°C, no
periodo chuvoso, a 35,6°C, no periodo seco. A média anual de umidade relativa do
ar € de 70%, a maxima ocorre nos meses de margo e abril, com valor de 83%,
enquanto no periodo seco o valor pode chegar a 57%. A precipitacdo média anual é
de 1.454,6 mm (GEPLAN- Geréncia de planejamento e desenvolvimento econémico.
2002). O setor econbémico do municipio € movido por recursos que advém da

administragao publica, da industria e da agropecuaria.

i = 1 200000 1 300000 1 ROODO0 2100000 2400000
S -1000090 0 1000000 2000000 3000000 = s ! ! L ! lo
E- 1 | ] I -Z £ Maranhio state 5
= . = 2= -=
= Brazil = = =
- [ o
5 g
= =
g g s =
g -2 —
= =3 g =
= = =_ =
g E Z ES
= -y o (=2
= =
o =
g s A _ g
- -3 = 25 50 km -2
= = =
= 425 85km = & — e
L Se——
| | 1 I I | | , . g ’
1000090 0 1000000 2000000 3000000 1200000 100000 1ROODOO 2100000 2300000

1950000 1990000 2020000 2050000 2080000
i 1 I i 1

N

Municipality of Caxias
g

o

= =

h
ﬁS; e
r”J_/ f—-_/r/
= A (L//—-\-r 0 17 34km =

Q490000
I
L9000

430000 Q460000
| |
9460000

Y430000

9400000
Y4000

i i i i i
1960000 1990000 2020000 2050000 2080000

Figura 8 - Localizacdo geografica da area de estudo: municipio de Caxias,
Maranhao, Brasil (cedido por Lopes de Oliveira, 2024).



43

8.2 Locais de coleta

Em cada cidade, foram selecionadas duas areas (areas de trabalho local -
ATLs): area de tratamento, local onde foram implementadas as coleiras com
deltamentrina a 4% em c&es e area controle, local onde ndo houve o
encoleiramento. Essas areas foram selecionadas de acordo com indicadores de
vulnerabilidade social e ambiental (renda, alfabetizagdo, coleta de lixo,
abastecimento de agua e esgotamento sanitario) e indicadores de risco de
transmissao de LV (registro de casos humanos e prevaléncia de infec¢gédo canina por
Le. infantum). A definigdo das ATLs envolveu todos os atores diretamente ligados na
implementagdo (Ministério da Saude, OPAS, secretarias dos estados e dos
municipios), podendo contar com o apoio técnico de consultores e da equipe do
projeto.

Em Campo Grande (MS), dois bairros foram selecionados: Alves Pereira (ATL
controle) e Pioneiros (ATL tratamento), as coletas tiveram inicio em julho de 2021 e o
primeiro encoleiramento ocorreu em agosto de 2022 e o segundo em margo de
2023., cobrindo 116 c&es encoleirados.

Na capital do estado do Maranhdo, S&o Luis, ambas ATLs, controle e
tratamento, foram selecionadas no bairro Cidade Olimpica, ja em Caxias no mesmo
estado, dois bairros foram selecionados: Bairro Piraja (ATL controle) e Campo de
Belém (ATL tratamento). O primeiro encoleiramento ocorreu em fevereiro de 2022, e
os dois subsequentes, apos seis meses: agosto de 2022 e fevereiro de 2023, com
87 animais encoleirados.

As coletas de flebotomineos tiveram inicio em agosto de 2021 e término em
agosto de 2023. Para tais coletas, armadilhas luminosas (CDC) foram instaladas
durante trés noites consecutivas no intradomicilio e peridomicilio (Figura 9), sendo
10 pontos em cada ATL, num total de 40 armadilhas em cada cidade (20 na area
controle e 20 na area tratamento). As CDCs foram instaladas as 16h e retiradas as
7h do dia seguinte, em resumo s&o: 3 municipios x pontos x 2 (intra e intra) x 3
(noites consecutivas) x 25 (meses) = 9.120 observagdes (Figuras 10, 11 e 12).

As instalagdes das armadilhas nas trés areas urbanas contou com apoio

pessoal e logistico das secretarias de saude do estado e do municipio.
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Figuras 9A e 9B - Armadilhas luminosas CDC instalada no intradomicilio (A) e
peridomicilio (B). Fonte: arquivo pessoal, Campo Grande (MS), 2023.

8.3 Caracterizagao ambiental

Todos os pontos de coleta foram georreferenciados e caracterizados,
observando a vegetacdo, cobertura do solo, presenga € numero de animais
no peridomicilio e presengca de iluminagdo elétrica no quintal. Os dados
meteoroldgicos dos dias de captura do estudo foram obtidos no Instituto Nacional
de Meteorologia (INMET).
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PIONEIROS,

Figura 10 - Pontode coletas nosirrc;s Alves Pereir, ATL ontrole 1 ao 10) e
ATL tratamento (11 ao 20), de Julho de 2021 a Agosto de 2023, Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, Brasil. Google Earth, 2023.

Figura 11 - Ponto de coleta no Bairro Cidade Olimpica 1- ATL area controle (1 ao
10) e no Bairro Cidade Olimpica 2- ATL area tratamento (11 ao 20), de Agosto de
2021 a Agosto de 2023, Sao Luis, Maranhéo, Brasil. Fonte_Google Earth, 2023.



https://earth.google.com/web/@-20.51414859,-54.6239282,545.44012989a,8646.43792943d,30y,0.00000085h,0t,0r/data=MikKJwolCiExczAxR3B6bEVQZ3BHX3BvT09oUGVLNFNhWERNYy10TjEgAQ
https://earth.google.com/web/@-20.51414859,-54.6239282,545.44012989a,8646.43792943d,30y,0.00000085h,0t,0r/data=MikKJwolCiExczAxR3B6bEVQZ3BHX3BvT09oUGVLNFNhWERNYy10TjEgAQ
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e

Figura 12 - Ponto de coleta na area periférica - borda da mata, ATL ontrole (1 ao
10) e area central ATL tratamento (11 ao 20), de Agosto de 2021, a Junho de 2023,
Caxias, Maranhéo, Brasil.Google Earth, 2023.

Vale salientar, que devido a natureza multicéntrica do projeto e a distancia
geografica entre os municipios envolvidos, houve dificuldades na obtencdo de
alguns dados complementares, como imagens dos pontos de coleta, além de
informagdes completas sobre o nimero de cées encoleirados, alteragdes dos pontos
e numero de animais no peridomicilio durante todo periodo da pesquisa. Algumas
dessas informacdes estavam mais acessiveis em Campo Grande (MS), municipio
onde a pesquisadora reside e péde acompanhar presencialmente todas as etapas

da coleta, contando com o apoio continuo das secretarias do estado e do municipio.

8.4 Identificagao dos espécimes

Os insetos foram coletados pelas Secretarias de Saude de cada localidade e
encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia Humana da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS) e, apds eutanaziados com éter, foram triados por sexo
e espécie. Em seguida, foram acondicionados em tubos de 1,5 ml com alcool
isopropilico, devidamente identificados com as informagbes referentes a coleta
(cidade de origem, ATL controle ou tratamento, intra ou peridomicilio e data da


https://earth.google.com/web/@-20.51414859,-54.6239282,545.44012989a,8646.43792943d,30y,0.00000085h,0t,0r/data=MikKJwolCiExczAxR3B6bEVQZ3BHX3BvT09oUGVLNFNhWERNYy10TjEgAQ
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coleta). Para identificacdo, os flebotomineos foram clarificados e montados em
ldmina de vidro de acordo com a técnica de Galati (2023). As fémeas foram
divididas em trés ou duas partes (cabeca, térax e abdome). As pernas, antena,
palpos e asas cuidadosamente distendidos. A cabeca foi disposta em posicao
ventral, para melhor visualizagdo do cibario e faringe. O abdémen cuidadosamente
distendido para melhor observacéo das espermatecas em M.O.(Figura 16 B). Com
relagdo aos machos, a cabeca foi montada com a parte dorsal voltada para cima e
com os apéndices (palpos e antenas) distendidos. A genitalia externa com seus
apéndices cuidadosamente separados, para facilitar a observacao de estruturas
importantes para a identificagdo em M.O.(Figura 16 A). A identificacdo da espécie é
de acordo com a chave de Galati (2023).

O registro do numero de espécimes, espécies e sexo, distribuidos em
diferentes pontos de coleta e datas, foram armazenados em um banco de dados
organizados em uma planilha digital.

Por ndo envolver animais de laboratério ou seres humanos, o projeto nao foi
submetido ao comité de ética em pesquisa. Entretanto, o grupo de estudo possui

licenga permanente para coleta emitida pelo IBAMA n. 25952-1.

8.4.1 Identificagdo de machos e fémeas de Lutzomyia longipalpis

Os machos e fémeas da espécie de Lutzomyia longipalpis apresentam
caracteristicas externas peculiares, no térax e na cabega, facilmente observadas em
microscopio estereoscopio, tornando rapida a sua identificagdo. Alguns espécimes
machos de Lutzomyia longipalpis apresentam sitios de liberagdo de feroménios
localizados nos tergitos abdominais. Essas glandulas estdo geralmente posicionadas
no 3° tergito, mas em certos individuos também podem se estender até o 4° tergito,
sendo visualmente identificadas por uma coloragdo esbranquigcada caracteristica
(Figura 13). As fémeas dessa espécie possuem manchas escuras no térax, como
estdo evidenciadas na figura 14 (CORNELIO et al., 2020; GALATI; OVALLOS -
comunicagao pessoal, 2020). No caso de fémeas de outras espécies, foi realizada
uma técnica onde se observa somente a espermateca do inseto. O procedimento é
feito com a ajuda de um estilete que é utilizado para realizar uma secg¢ao entre o
oitavo e sétimo segmento do abdome, feito isso, uma gota de salina é adicionada

sobre o pequeno fragmento, foi observado entre lamina e laminula em Microscopio
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optico em aumento de 400 vezes, sendo assim, observar a espermateca, identificar
a espécie (Figura 15).

As fémeas de Lu. longipalpis, identificadas pela triagem rapida, foram
separadas da seguinte forma: fémeas sem ovos e com ovos, separadas em pools
de até 20 insetos. As fémeas com sangue, foram individualizadas. Todas
acondicionadas em tubos de 1,5 mL, contendo mais ou menos 0,5 mL de alcool
isopropilico, devidamente identificadas, de acordo com a unidade amostral de cada

meés.

Figura 13 - Macho de Lutzomyia longipalpis. Em evidéncia o abdome com sitios de
liberacao de feromonio no abdome. Fonte: arquivo pessoal
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Figura 14 - Fémea de Lutzomyia longipalpis, com manchas evidenciadas de
pigmentagcdo castanha no contorno do catepisterno e catepimero no térax. Fonte:
Leite, 2024

Figura 15 - Detalhe do corte transversal no abdome da fémea de flebotomineo,
entre o oitavo e sétimo segmento (A). Aspecto da espermateca de Lutzomyia
longipalpis (B), observada em M.O. aumento de 400 vezes. Fonte. Barbosa, 2023.
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I
Figura 16 A - Orientacdo de montagem de flebotomineo macho entre lamina e
laminula, aumento de 100 vezes. Fonte. arquivo pessoal.

Figura 16B - Orientacdo de montagem de flebotomineo fémea entre lamina e
laminula, aumento de 100 e 400 vezes (detalhe da espermateca - Psychodopygus
sp.). Fonte. arquivo pessoal
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1- insetos encaminhados a laboratério da UFMS; 2- identificacdo rapida das fémeas de Lu. longipalpis; 3- identificacio rapida das machos de Lu. Longipalpis; 4-
outras espécies, clarificados e montados em lamina para identificacdo; 5- fémeas ndo ingurgitadas e sem ovos separadas em pools de até 20 insetos; 6- fémeas
com ovos separadas em pools de até 20 insetos; 7- fémeas ingurgitadas individualizadas.

8.6 Os procedimentos especificos para a implementagdao do uso de coleiras
impregnadas com deltametrina 4% em caes

As acdes que envolvem contato com a populagdo dos municipios
selecionados, estdo diretamente ligadas ao corpo técnico das secretarias de saude
do municipio e do Estado.

Inicialmente, foi realizada uma visita aos proprietarios das residéncias
selecionadas para convida-los a participar da pesquisa e esclarecer a metodologia e
os objetivos do estudo. Também foi informado que os procedimentos nao
acarretariam custos financeiros nem oferecerem riscos a saude aos moradores das
residéncias ou de seus animais domésticos. Apos esse esclarecimento, foi recolhida
a autorizagao para o encoleiramento dos caes, procedimento que foi repetido a cada
seis meses, conforme o periodo de validade das coleiras (DAVID et al., 2001). Além
disso, foram registradas informagdes sobre o numero de caes no domicilio, a
presenca de outros animais (gatos, galinhas, porcos, etc.) e a existéncia de anexos
como canis, galinheiros e pocilgas. Outros aspectos observados incluiram problemas

operacionais durante a implementacdo do estudo, como mudancas de residéncia,
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dificuldades de acesso ao domicilio, falhas das armadilhas, perdas das coleiras

caninas e variacdes no numero de animais domésticos na residéncia.

8.7. Deteccdao de DNA de Leishmania spp. em Lutzomyia longipalpis por

analise molecular

Os fatores de compreensao na dindmica de transmissdo das leishmanioses
envolve identificar qual a espécie de Leishmania sp. circulante, quais os sinais e
sintomas da doencga e quais os vetores e reservatérios envolvidos na epidemiologia.
Todos estes fundamentos sédo importantes para o controle da parasitose em uma
regidao (GONTIJO; MELO, 2004).

Uma das mais importantes ferramentas utilizadas para esta compreensao € a
detecgcdo do DNA de Leishmania, realizada através da técnica denominada PCR
(Polymerase Chain Reaction). A PCR tem como objetivo amplificar segmentos
especificos do DNA de Leishmania sp. e, assim, detectar a presenga do agente
patolégico da amostra em questao.

O primeiro estudo que utilizou a técnica de PCR foi publicado em 1985 por
Kary Mullis e colaboradores. Este estudo permitiu amplificar segmentos especificos
de DNA, facilitando avancos significativos em varias areas da biologia molecular,
incluindo o diagndstico de doengas, pesquisa genética e taxonomia. Este trabalho
recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1993. No Brasil, no ano de 1994, Drs.
Carlos Médicis Morel, Wim Degrave e Patrick Winckler foram os pioneiros no
estabelecimento das linhas de pesquisa em bioquimica e biologia molecular no
Instituto Oswaldo Cruz. Esses pesquisadores desempenharam papéis centrais na
concepgao e organizagao do evento, que resultou na criagdo da Tritryp Genome
Network, uma rede colaborativa internacional voltada para o sequenciamento
gendmico de Trypanosoma cruzi, Leishmania spp. e Trypanosoma brucei. A visao
estratégica e a capacidade de articulagdo cientifica estabeleceram as bases para
uma nova era no estudo de doengas tropicais negligenciadas (FIOCRUZ, 2017).

O método tradicional classico de deteccio de Leishmania em flebotomineos é
através da dissecacado do intestino do inseto. Essa técnica além de ser laboriosa,
exige experiéncia e habilidade técnica e n&o possibilita a identificacdo da espécie do
parasito (PEREZ et al. 2007; SILVA; GOMES, 2001). E importante também destacar
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que a distribuicdo da Leishmania ao longo do tubo digestorio do vetor pode variar
conforme a espécie, dificultando ainda mais o encontro do protozoario no fleb6tomo.
Além disso, flebotomineos podem albergar outros protozoarios flagelados que, em
certos estagios, sao indistinguiveis das promastigotas de Leishmania, o que pode
levar a diagnosticos microscopicos incorretos (TESH, MODI, 1984; RODRIGUEZ et
al. 1994; LAINSON, 2010).

A técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction) oferece maior sensibilidade
(FU, PERONA-WRIGHT & BARKER, 1998), rapidez no processamento de uma
grande quantidade de amostras, eficacia de detecgdo do agente independente da
localizagdo e da quantidade do parasito no trato digestério do inseto. Além disso,
permite que os flebotomineos possam ser manipulados sem que os métodos de
conservagao do inseto interfiram nos resultados da analise, podendo ser mantidos in
natura, imersos em alcool ou por congelamento (PAIVA et al. 2007).

A deteccéo de Leishmania por PCR pode ser feita a partir de diferentes alvos
genéticos, dependendo da espécie, da sensibilidade desejada e do tipo de amostra
analisada. Os principais alvos utilizados sao: kDNA (DNA do cinetoplasto) (Ampuero
et al., 2009), citocromo b (Kato et al., 2005), gene da HSP70 (Proteina de choque
térmico 70) (Fraga et al., 2010), o gene de glucose 6 fosfato (Castilho et al., 2003),
gene 7SL RNA (Zelazny et al.,, 2005) e ITS1 (espagador transcrito interno 1)
(Schonian et al., 2003). Dentre esses, os mais utilizados para o diagnéstico da
espécie sdo kDNA e ITS1 devido a alta sensibilidade. A PCR para ITS1 permite a
identificacdo de praticamente todas as espécies de Leishmania apos a digestdo do
produto de PCR pela enzima de restricao Haelll.

Outro fator importante € que as analises moleculares podem promover a
identificacdo do habito alimentar das fémeas ingurgitadas de flebotomineos e assim
constatar quais animais podem ser o0s provaveis reservatorios e como 0s
flebotomineos se alimentam, especialmente em areas urbanas, onde podem estar
realizando o repasto sanguineo tanto em ambientes peridomiciliares quanto
intradomiciliares (BENNAI, et al., 2018; MAIA et al. 2015; DE AVILA et al., 2018).

A identificagdo da espécie do flebotomineo, de Leishmania sp. circulante e do
habito alimentar das fémeas fornecem informagdes epidemiolégicas mais detalhadas,
que permitem uma compreensao do ciclo epidemiologico da doenga, auxiliando no

desenvolvimento de medidas de saude publica e prevengao e controle das
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leishmanioses como a protecao dos reservatdrios animais e a reducdo do contato
entre os vetores e os humanos (DUTRA-REGO et al., 2024).

Para o procedimento técnico de PCR, as fémeas ndo ingurgitadas de
Lutzomyia longipalpis foram agrupadas em pools de até 20 espécimes. Todas as
amostras foram acondicionadas considerando o ponto e a data de coleta. A extracao
de DNA foi realizada utilizando o protocolo modificado de BRUFORD et al (1998).
Apdés a retirada do etanol 100%, onde as fémeas estavam acondicionadas,
adicionou-se 200 uL de Digsol Buffer e 20 pL de proteinase K (10mg/mL), as
amostras foram homogeneizadas com auxilio de vortex e posteriormente foi
acrescentado 400 yL de acetato de amoénia (4M) e colocadas por 5 minutos em
banho de gelo. A amostra foi entdo homogeneizada e centrifugada por 15 minutos a
14.000 RPM. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e sobre ele foi
adicionado 900 pL de etanol 100% gelado. O tubo foi homogeneizado e, novamente,
centrifugado por 15 minutos a 14.000 RPM. O etanol absoluto foi descartado e ao
pellet foi adicionado 900 pL de etanol 70%. A amostra foi centrifugada por 15
minutos a 14.000 RPM, descartando-se o etanol 70%. Apds a amostra estar
completamente seca, acrescentou-se 40 puL de Tris-EDTA e incubou-se a amostra
por 30 minutos. O DNA entao extraido foi acondicionado em freezer -20°C.

A presenca de DNA de flebotomineo foi confirmada pela amplificacdo por
PCR da regiao IVS6 (gene constitutivo) como controle endégeno. O seguinte par de
primers especificos para regiao 1IVS6 foi utilizado: 5LIcac 5 GTG GCC GAA CAT
AAT GTT AG 3’ e 3LIcac 5 CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 3’ (LINS et al., 2002).

Para a deteccdo da presenca de DNA de Leishmania spp., foi realizada uma
amplificacdo tendo como alvo a regidao ITS e os seguintes oligonucleotideos LITSR
(5" CTG GAT CAT TTT CCG ATG 3’) e L5.8S (5 TGA TAC CAC TTATCG CAC TT
3’). As reacdes de PCR foram realizadas em volume final de 25 uL, contendo 5 pL
de gDNA, 10uL de mastermix (QuatroG), 8 pL, de agua ultrapura e 1 mL de cada
primer (EL-TAI et al., 2000). A agua ultrapura foi utilizada como controle negativo e o
DNA (este obtido de uma cultura in vitro de Leishmania infantum) foi usado como
controle positivo. Os parametros de ciclagem foram: 95°C por 3 minutos, seguidos
de 35 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 1 min, com pos-extensao a
72°C por 5 min.

Os amplicons foram visualizados por eletroforese com gel de agarose a 1,5%

em 100 mL de tamp&o Tris-borato-acido etilenodiamino tetraacético (TBE) corado
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com GelRedTM (Biotium, EUA). A corrida eletroforética foi realizada em tampéo TBE
1x. A visualizagdo das bandas foi realizada utilizando luz ultravioleta com filtro de
300 nm.

9. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica segue o esquema de mudancgas progressivas BACIPS
(Before-After Control-Impact Paired Series) (WAUCHOPE et al., 2021), conforme
segue abaixo. O esquema BACIPS aplica modelos lineares para detectar e testar
estatisticamente mudangas imediatas na média e/ou mudangas prolongadas nas
tendéncias temporais apds uma intervencdo. Implementamos um Modelo Misto
Generalizado Bayesiano com autocorrelagdo temporal para verificar o impacto do
uso das coleira impregnadas com deltametrina a 4% em caes na abundéancia de Lu
longipalpis, em duas areas de trabalho (ATL controle e ATL tratamento) em Campo
Grande (MS). As areas controladas (ATL controle), foram delimitadas espacialmente
contiguas a area de intervencao (ATL tratamento) e amostradas antes e depois do
tempo de intervencdo realizado exclusivamente na ATL tratamento. Testamos o
efeito do antes e depois da intervengédo (BA - before/after) e do controle e impacto
(Cl - Control-Impact) com o passar do tempo (Time), levando em consideragao as
amostras obtidas no intra e peridomicilio (LOCAL). Incluimos um termo
autorregressivo markoviano de primeira ordem, agrupado por identidade do
domicilio, para considerar a autocorrelacdo temporal esperada em uma série
temporal. Como a contagem de flebotomineos é, naturalmente, uma variavel discreta
quantitativa e observamos inflagdo de zeros, com a média acompanhando a
variancia, utilizamos uma distribuicdo binomial negativa zero-inflada. A variavel
TEMPO foi centrada em zero (primeira amostra apos a intervencéo), BA e CI foram
codificados como uma variavel booleana antes-depois ou impacto de controle como

0-1, respectivamente. LOCAL foi um fator com duas classes: intra e peridomicilio.

Formula:
Value ~ Time + BA + Cl + (BA x Cl) + (BA x Time) + (Cl x Time) + (BA x Cl x Time) + ID

Value - numero de flebotomineos capturados
Time - tempo de estudo

BA - efeito antes e depois da intervengao

ClI - controle e impacto com o passar do tempo



56

ID - efeito aleatdrio, variavel que identifica unidades distintas

O modelo foi implementado utilizando o pacote brms no R, e utilizamos 4
cadeias com 4000 interacdes, descartando as primeiras 2000 (burn-in). Verificamos
0 ajuste do modelo analisando a mistura das cadeias, a homocedasticidade e a
homogeneidade dos residuos, além da autocorrelacdo temporal dos residuos
(minimiza a influéncia de fatores externos, como presenga de animais, lixo e
umidade).

Para diferenciar o nivel de adaptacéo das principais espécies coletadas neste
trabalho, foi calculado o indice de constancia (IC) com o objetivo de avaliar a
frequéncia de ocorréncia da espécie estudada por ponto de coleta. E uma forma de
aferir a capacidade de adaptacao das espécies as diferentes condigdes ambientais.

O calculo foi realizado utilizando a férmula proposta por Dajoz (1983),
considerando a proporcao de coletas em que cada espécie foi registrada em relagao
ao total de coletas realizadas. As espécies foram classificadas como constantes (IC
> 50%), acessorias (25% < IC < 50%) ou acidentais (IC < 25%), conforme a mesma

referéncia citada.

Férmula:
IC=(nx100) /N

n= numero de coletas positivas da espécie diagnosticada (total de amostras mensais).
N= numero total de coletas realizadas nesta pesquisa.

10. DADOS CLIMATICOS E AMBIENTAIS

Os dados climaticos referentes ao periodo de estudo foram extraidos do
banco de dados do Centro de Monitoramento de Tempo, do Clima e dos Recursos
Hidricos de Mato Grosso do Sul (CEMTEC) que é vinculado ao Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET).



57

11. RESULTADOS

11.1. Manuscrito 1

Abundancia de Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) em estudo de
intervengdo do uso de coleiras caninas com deltametrina a 4% em Campo
Grande, MS, Brasil, 2021-2023
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Resumo

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose causada pelo protozoario Leishmania
infantum, que tem como principal reservatério urbano o cao doméstico. Esta doenca
acomete as visceras e pode ser letal se ndo tratada. Sua gravidade esta associada
a grupos vulneraveis como criangas, idosos e pessoas imunocomprometidas. O
principal vetor nas Américas € Lutzomyia longipalpis, que se encontra amplamente
distribuido no Brasil. Uma das ferramentas mais utilizadas para controle € o uso de
coleiras inseticidas em caes, porém existem poucos estudos que avaliem o impacto
dessa intervengao na fauna flebotominica. Objetivo: avaliar o impacto no uso das
coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em caes, na redugao da populagéo do

vetor Lu. longipalpis (Diptera: Psychodidae) em Campo Grande (MS), municipio
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classificado segundo o Ministério da Saude, como area de transmissao intensa para
leishmaniose visceral. Material e métodos: Os esforcos de coleta foram realizados
durante trés noites consecutivas, de julho de 2021 a agosto de 2023, em duas areas
da cidade: 10 pontos na ATL controle, area onde os caes nao foram encoleirados e
10 na ATL tratamento, local onde houve o encoleiramento. Armadilhas luminosas
automaticas do tipo CDC foram instaladas no intra e peridomicilio em todos os
pontos de coleta das areas estudadas, instaladas as 16h00 e retiradas as 07h00.
Para avaliar o possivel impacto das coleiras com inseticida deltametrina 4% sobre a
fauna de flebotomineos, o teste estatistico utilizado foi o método BACIPS
(Before-After Control-Impact Paired Series). Resultados: Lu. longipalpis foi coletada
em todos os meses, num total de 1078 espécimes na area controle e 7870, na area
de intervengcdo. Em ambas as areas o maior numero de espécies foi coletado no
intradomicilio. Esses resultados provavelmente devem ser atribuidos a presenca de
caes domésticos, que pernoitavam proximo as armadilhas instaladas. Apds a
analises estatistica, foi possivel observar que as coleiras impregnadas com
deltametrina 4% em caes domésticos reduziram a frequéncia de Lu. longipalpis,
mostrando ser uma medida de controle dessa zoonose, interrompendo os elos em

sua cadeia de transmissao.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis, Flebotomineos, Leishmaniose visceral,
Brasil.

Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis caused by the protozoan Leishmania
infantum, with the domestic dog as its main urban reservoir. This disease affects the
internal organs and can be fatal if left untreated. Its severity is associated with
vulnerable groups such as children, the elderly, and immunocompromised
individuals. The primary vector of the causal agent in the Americas is Lutzomyia
longipalpis, which is widely distributed in Brazil. One of the most commonly used
tools is the application of insecticide-impregnated collars on dogs; however, there are
few studies evaluating the impact of this intervention on the phlebotomine fauna.
Goal: Our study aimed to quantify the fauna of Lu. longipalpis in the urban area of

Campo Grande (MS), classified as an intense VL transmission area. Material and
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Methods: Collection efforts were carried out over three consecutive nights, from July
2021 to August 2023, in two areas of the city: 10 sampling points in the ATL control
area, where dogs were not collared, and 10 in the ATL treatment area, where
collaring was implemented. Automatic CDC light traps were installed both indoors
and in the peridomestic area at all sampling points in the studied areas, set up at
4:00 PM and removed at 7:00 AM. To evaluate the possible impact of collars with 4%
deltamethrin insecticide on the sandfly fauna, the statistical test used was the
BACIPS (Before-After Control-Impact Paired Series) method. Results: Lutzomyia
longipalpis was captured in all months and sampling points in Campo Grande, with
8.948 specimens collected during the 26 months of collection. 1,078 specimens
(72.64% males and 27.36% females) were captured in the control area and 7,870
specimens (68.62% males and 31.38% females) in the treatment area. In the
intra-domestic and per-domestic context, in ATL control, 52.23% were recorded
indoors and 47.77% outside the home. In the treatment area, 34.43% were captured
outside the home and 65.57% inside the home. The highest number of sandflies in
the intra-domicile was likely due to the presence of a domestic dog that slept near the
trap, where we observed the highest concentration of these dipterans. The capacity
to adjust to the anthropic environment is a determining factor in the prevalence of
sandflies, particularly in areas characterised by the presence of disused materials,
abundant organic matter (e.g. chicken coops, pigsties), and domestic dog
populations. These environmental factors create a conducive setting for the
proliferation of sandflies, which in turn serve as vectors for the transmission of
pathogens to humans. After statistical analysis, the collars impregnated with 4%
deltamethrin on domestic dogs showed a reduction in the incidence of sand flies,
proving to be a useful tool in controlling this zoonosis by interrupting the links in its

transmission chain.

Keywords: Lutzomyia longipalpis, Phlebotomine, Visceral leishmaniasis, Brazil
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11.1.2 Introducgao

Os flebotomineos pertencem a classe Insecta, ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (BRAZIL; BRAZIL, 2018; GALATI, 2003).
Mais de 1.060 espécies ja foram descritas em todo o mundo. Nas Américas sao 550
e no Brasil ja foram relatadas 216 espécies (GALATI; RODRIGUES, 2023;
SHIMABUKURO; ANDRADE; GALATI, 2017).

Estes insetos apresentam importancia médica por serem vetores de agentes
de Leishmania. No Brasil, as fémeas de Lutzomyia longipalpis, principal espécie
vetora do agente da leishmaniose visceral (LV), transmitem o patégeno ao realizar o
repasto sanguineo em hospedeiros vertebrados. Esta espécie esta presente em

todas as regides do Brasil e esta completamente adaptada ao peridomicilio urbano
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(ANDRADE-FILHO et al., 2017; GALATI et al., 2018; LAINSON; RANGEL, 2005). A
leishmaniose visceral (LV) é causada pelo protozoario Leishmania infantum, tendo
como principal reservatério urbano o cao doméstico (DOS SANTOS et al., 1998;
LAINSON; RANGEL, 2005).

De 2018 a 2022, foram notificados nas Américas, uma média anual de 2.850
casos de LV, sendo 93% no Brasil (OPAS/OMS, 2022). Segundo o Ministério da
Saude, o municipio de Campo Grande, capital do estado de Mato Grosso do Sul
(MS), regiao Centro-Oeste do Brasil, € considerada area de transmisséao intensa
para LV, com um indice composto de 3,24. Entre 2017 e 2022, foram notificados 370
casos da doenga com 22 obitos na capital do MS (BRASIL, 2023).

A proximidade do cao doméstico com o homem, aliada a total adaptacao de
Lu. longipalpis ao ambiente urbano, reforcam a necessidade de estratégias de
controle eficazes. Diante desse cenario, o Ministério da Saude, por meio do
Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (PVC-LV), implementou
diversas medidas para reduzir o numero de casos. Entre elas, destaca-se o uso de
coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em cées, que, quando associadas a
outras estratégias recomendadas pelo programa, demonstraram redugao no numero
de casos humanos e caninos da doenga em areas endémicas para LV
(COURA-VITAL, et al., 2018; REITHINGER et al., 2004; WERNECK et al., 2017).

Diante da gravidade da doenga, do numero de casos e Obitos registrados em
Campo Grande (MS) e da escassez de estudos que avaliem o implicagdo dessa
intervencdo na populagéo de Lu. longipalpis em areas endémicas, 0 objetivo deste
estudo €& caracterizar a composicao faunistica de flebotomineos e avaliar a
densidade populacional de Lu. longipalpis, pré e pds uso de coleiras impregnadas
com deltametrina 4% e, em duas areas distintas, bem como detectar a presencga de
DNA de Leishmania spp. em fémeas de Lu. longipalpis coletadas no municipio de

Campo Grande, estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.

11.1.3 Material e Métodos

Areas de Estudo

Municipio de Campo Grande, estado de Mato Grosso do Sul, Brasil
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Campo Grande, capital do estado de Mato Grosso do Sul (MS), esta inserida
no bioma Cerrado, na regidao Centro-Oeste do Brasil (20°26’°34” S e 54°38’47” W)
(Figura 1) apresenta altitude entre 500 e 675m e extensao territorial de 8.082,978
km2. A populagdo do municipio é estimada em 916.001 habitantes com densidade
demografica de 97,22 hab/km? (IBGE, 2022; PMCG/PLANURB, 2021).

O clima é entre 0o mesotérmico umido, com temperatura média de 24°C
(minima de 15°C e maxima de 30°C) sem estiagem, e o tropical umido com verao
chuvoso (outubro e abril) e inverno seco, com periodo de estiagem (junho, julho e
agosto). A pluviosidade média anual fica entre 1.200 e 1.750 mm (DA MOTTA et al.,
2013; PMCG/PLANURB, 2021).
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Figura 1 - Localizagdo geografica do estado de Mato Grosso do Sul, municipio de
Campo Grande e area urbana, Brasil, 2024. Fonte: (Fonte: cedido por Samuel de
Oliveira).

Os critérios observados para a selecdo das duas ATLs (Area de trabalho
local) foram os indicadores de vulnerabilidade social e ambiental (renda,
alfabetizacdo, coleta de lixo, abastecimento de agua e esgotamento sanitario) e

indicadores de risco de transmissao de LV (registro de casos humanos e prevaléncia
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de infecgdo canina por Le. infantum) de acordo com o Ministério da Saude, OPAS,
estados e municipios.

Foram selecionados 20 pontos de captura , distribuidos entre dois bairros
adjacentes: dez pontos no bairro Alves Pereira (pontos de 1 ao 10 - Vermelho) ATL
controle e dez pontos no bairro Pioneiros (pontos 11 a 20 - Amarelo), ATL tratamento

conforme demonstrado na Figura 2.

Figura 2 - Pontos de captura no Bairro Alves Pereira - ATL controle (1 ao 10 -
Vermelho) e Bairro Pioneiros - ATL tratamento (11 ao 20 - Amarelo). Campo Grande
(MS) de 2021 a 2023. Fonte: Google Earth, 2024.

Os pontos de captura 1 a 10, localizados no bairro Alves Pereira foram
definidos como ATL controle, em que os caes néo foram encoleirados durante todo o
periodo do estudo. Nas dez residéncias do bairro Pioneiros, correspondentes a ATL
tratamento, os caes receberam coleiras impregnadas com deltametrina 4%, com o
encoleiramento iniciado em agosto de 2022.

O bairro Pioneiros apresenta 16.417 habitantes e densidade demografica de
62,41 hab/Km?. Possui também infraestrutura como rede de agua, coleta de lixo,
com pavimentagao asfaltica. Com uma populacdo de 16.475 habitantes e uma
densidade demografica de 13,29 hab/km?, o bairro Alves Pereira ¢

predominantemente residencial e apresenta infraestrutura urbana, incluindo


https://earth.google.com/web/@-20.51414859,-54.6239282,545.44012989a,8646.43792943d,30y,0.00000085h,0t,0r/data=MikKJwolCiExczAxR3B6bEVQZ3BHX3BvT09oUGVLNFNhWERNYy10TjEgAQ
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cobertura asfaltica em varias areas, coleta de lixo regular e acesso a rede de agua
encanada (SEBRAE, 2020).

Coleta e identificagado de flebotomineos

As coletas ocorreram entre julho de 2021 e agosto de 2023, utilizando
armadilhas luminosas automaticas do tipo (CDC), que foram instaladas durante trés
noites consecutivas por més, no intra e peridomicilio, no periodo das 16:00h as
7:00h [10 pontos x (2 armadilhas - intra e peri) x 3 noites x 26 meses x 16 horas]
totalizando 24.960 horas de esforgo amostral por ATL.

Inicialmente, foi realizada a triagem rapida de Lutzomyia longipalpis utilizando
microscoépio estereoscopico, com base em caracteristicas morfolégicas facilmente
reconheciveis: nos machos, tamanho do ultimo palpdbmero, formato da cabeca,
manchas claras nos tergitos e morfologia da genitalia; nas fémeas, presenca de
manchas escuras no catepisterno e no catepimero (GALATI, 2023). As demais
espécies, ou aqueles espécimes em que nao foi possivel a identificacdo imediata,
foram eutanasiados com éter, acondicionados em tubos de 1,5 mL devidamente
identificados com os dados da coleta (bairro, ambiente, ponto e data), clarificados,
montados em laminas e identificados segundo FORATTINI (1973) e GALATI (2023)

e utilizando-se as abreviagdes dos géneros conforme Marcondes (2007).

Analises moleculares

As fémeas nao ingurgitadas de Lu. longipalpis foram agrupadas em pools de
até 20 espécimes. Todas as amostras foram acondicionadas considerando o ponto e
a data de coleta. A extracdo de DNA foi realizada utilizando o protocolo modificado
de BRUFORD et al (1998). Apds a retirada do etanol 100%, onde as fémeas
estavam acondicionadas, adicionou-se 200 pL de Digsol Buffer e 20 uL de
proteinase K (10mg/mL), as amostras foram homogeneizadas com auxilio de vortex
e posteriormente foi acrescentado 400 yL de acetato de amoénia (4M) e colocadas
por 5 minutos em banho de gelo. A amostra foi entdo homogeneizada e centrifugada
por 15 minutos a 14.000 RPM. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e
sobre ele foi adicionado 900 uL de etanol 100% gelado. O tubo foi homogeneizado

e, novamente, centrifugado por 15 minutos a 14.000 RPM. O etanol absoluto foi
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descartado e ao pellet foi adicionado 900 pL de etanol 70%. A amostra foi
centrifugada por 15 minutos a 14.000 RPM, descartando-se o etanol 70%. Apds a
amostra estar completamente seca, acrescentou-se 40 pyL de Tris-EDTA e
incubou-se a amostra por 30 minutos. O DNA entéo extraido foi acondicionado em
freezer -20°C.

A presenca de DNA de flebotomineo foi confirmada pela amplificacdo por
PCR da regiao IVS6 (gene constitutivo) como controle endégeno. O seguinte par de
primers especificos para regidao 1IVS6 foi utilizado: 5LIcac 5 GTG GCC GAA CAT
AAT GTT AG 3’ e 3LIcac 5 CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 3’ (LINS et al., 2002).

Para a deteccdo da presenca de DNA de Leishmania spp., foi realizada uma
amplificagdo tendo como alvo a regido ITS e os seguintes oligonucleotideos LITSR
(5 CTG GAT CAT TTT CCG ATG 3’) e L5.8S (5 TGA TAC CAC TTATCG CAC TT
3’). As reacgdes de PCR foram realizadas em volume final de 25 uL, contendo 5 pL
de gDNA, 10uL de mastermix (QuatroG), 8 pL, de agua ultrapura e 1 mL de cada
primer (EL-TAI et al., 2000). A agua ultrapura foi utilizada como controle negativo e o
DNA (este obtido de uma cultura in vitro de Leishmania infantum) foi usado como
controle positivo. Os parametros de ciclagem foram: 95°C por 3 minutos, seguidos
de 35 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 1 min, com pos-extensao a
72°C por 5 min.

Os amplicons foram visualizados por eletroforese com gel de agarose a 1,5%
em 100 mL de tampéao Tris-borato-acido etilenodiamino tetraacético (TBE) corado
com GelRedTM (Biotium, EUA). A corrida eletroforética foi realizada em tampéo TBE
1x. A visualizagdo das bandas foi realizada utilizando luz ultravioleta com filtro de
300 nm.

Analise estatistica

A analise estatistica segue o esquema de mudancgas progressivas BACIPS
(Before-After Control-Impact Paired Series) (WAUCHOPE et al., 2021), conforme
segue abaixo. O esquema BACIPS aplica modelos lineares para detectar e testar
estatisticamente mudangas imediatas na média e/ou mudangas prolongadas nas
tendéncias temporais apos uma intervencdo. Implementamos um Modelo Misto
Generalizado Bayesiano com autocorrelagdo temporal para verificar o impacto do

uso das coleira impregnadas com deltametrina a 4% em caes na abundéncia de Lu
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longipalpis, em duas areas de trabalho (ATL controle e ATL tratamento) em Campo
Grande (MS). As areas controladas (ATL controle), foram delimitadas espacialmente
contiguas a area de intervencao (ATL tratamento) e amostradas antes e depois do
tempo de intervengao realizado exclusivamente na ATL tratamento. Testamos o
efeito do antes e depois da intervengédo (BA - before/after) e do controle e impacto
(Cl - Control-Impact) com o passar do tempo (Time), levando em consideragao as
amostras obtidas no intra e peridomicilio (LOCAL). Incluimos um termo
autorregressivo markoviano de primeira ordem, agrupado por identidade do
domicilio, para considerar a autocorrelacdo temporal esperada em uma série
temporal. Como a contagem de flebotomineos é, naturalmente, uma variavel discreta
quantitativa e observamos inflacdo de zeros, com a média acompanhando a
variancia, utilizamos uma distribuicdo binomial negativa zero-inflada. A variavel
TEMPO foi centrada em zero (primeira amostra apos a intervencéo), BA e CI foram
codificados como uma variavel booleana antes-depois ou impacto de controle como

0-1, respectivamente. LOCAL foi um fator com duas classes: intra e peridomicilio.

Formula:
Value ~ Time + BA + Cl + (BA x Cl) + (BA x Time) + (Cl x Time) + (BA x Cl x Time) + ID

Value - numero de flebotomineos capturados

Time - tempo de estudo

BA - efeito antes e depois da intervengao

CI - controle e impacto com o passar do tempo

ID - efeito aleatdrio, variavel que identifica unidades distintas

O modelo foi implementado utilizando o pacote brms no R, e utilizamos 4
cadeias com 4000 interacdes, descartando as primeiras 2000 (burn-in). Verificamos
0 ajuste do modelo analisando a mistura das cadeias, a homocedasticidade e a
homogeneidade dos residuos, além da autocorrelacdo temporal dos residuos
(minimiza a influéncia de fatores externos, como presengca de animais, lixo e
umidade).

Para diferenciar o nivel de adaptacao das principais espécies coletadas neste
trabalho, foi calculado o indice de constancia (IC) com o objetivo de avaliar a
frequéncia de ocorréncia da espécie estudada por ponto de coleta. E uma forma de

aferir a capacidade de adaptacao das espécies as diferentes condigdes ambientais.
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O calculo foi realizado utilizando a férmula proposta por Dajoz (1983),
considerando a propor¢ao de coletas em que cada espécie foi registrada em relagao
ao total de coletas realizadas. As espécies foram classificadas como constantes (IC
> 50%), acessorias (25% < IC < 50%) ou acidentais (IC < 25%), conforme a mesma
referéncia citada.

Férmula:

IC=(nx 100) /N

n= numero de coletas positivas da espécie diagnosticada (total de amostras mensais).
N= numero total de coletas realizadas nesta pesquisa.
Dados climaticos e ambientais

Os dados climaticos referentes ao periodo de estudo foram extraidos do
banco de dados do Centro de Monitoramento de Tempo, do Clima e dos Recursos
Hidricos de Mato Grosso do Sul (CEMTEC) que é vinculado ao Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET).

Aspectos éticos

O grupo de estudo possui Licenga Permanente para Coleta de Material
Zoologico, emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis em nome de Alessandra Gutierrez de Oliveira (IBAMA: SISBio
25592-2). Os estudos de campo foram realizados em propriedades privadas, cujos
proprietarios autorizaram a realizagdo do estudo nas respectivas areas intra e
peridomiciliares. Além disso, a pesquisa nao envolveu nenhuma espécie ameacada

ou protegida.

11.1.4 Resultados

Foram realizadas 3.120 capturas, o que resultou em um total de 8.984
flebotomineos coletados nos dois bairros de Campo Grande, distribuidos em seis
especies e seis individuos da série Cortelezzii (Tabela 1).

No bairro Alves Pereira (ATL controle) foram capturados 1.082 espécimes,

pertencentes as espécies: Brumptomyia brumpti (Larrouse, 1920), Evandromyia
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corumbaensis (Galati et al., 1989), Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) e
Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939).

No Bairro Pioneiros (ATL tratamento) as espécies foram Brumptomyia brumpti
(LARROUSSE, 1920), Br. avellari (Costa Lima & Antunes, 1932), Lutzomyia
longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), Psathyromyia hermanlenti (Martins, Silva & Falcao,
1970) e alguns exemplares pertencentes a série Cortelezzii, totalizando 7.902

flebotomineos (Tabela 1).

Tabela 1 — Espécies de flebotomineos coletados com armadilha luminosa CDC, por
sexo e ecotopos, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, julho/2021 a
agosto/2023.

ATL controle ATL tratamento
Espécies Intra Peri Subtotal Intra Peri Subtotal Total
M F M F M F M F %

Br. avellari - - - - - 3 - 3 - 6 6 0,06
Br. brumpti 1 - - - 1 - - 1 - 2 0,02
Ev. corumbaensis - - - 1 1 - - - - - 1 0,01
Série Cortelezzii - - - - - - 4 1 2 7 7 0,07
Pa. hermanlenti - - - - - - - - 1 1 1 0,01
Lu. longipalpis 421 142 362 153 1.078 3.305 1.851 2.096 618 7.870 8.948 99,59
Ny. whitmani - - 1 1 2 - 11 4 2 17 19 0,24
Total 422 142 363 155 1.082 3.308 1.866 2.105 623 7.902 8.984 100

Br.: Brumptomyia; Ev.: Evandromyia; Lu.: Lutzomyia; Ny.: Nyssomyia; Pa.: Psathyromyia
M - Macho; F - Fémea

A espécie mais abundante e presente em todos os pontos de ambos os
bairros foi Lu. longipalpis, totalizando 99,59% dos flebotomineos capturados. Na
ATL controle e tratamento, a maior quantidade de insetos foi capturada no
intradomicilio, e houve predominio de machos, com 72,55% na ATL controle e
68,50% na ATL tratamento (Tabela 1).

Na Tabela 2, estao plotados Lu. longipalpis nas ATL controle (pontos 1 ao 10)
e ATL tratamento (pontos 11 ao 20). Os dados incluem numero de fémeas (F) e
machos (M) capturados; o total de flebotomineos por ponto de captura; a

porcentagem (%) que cada ponto representa em relacdo ao total geral de
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flebotomineos capturados; o numero de capturas positivas para Lu. longipalpis € o
indice de constancia (%). De acordo com a classificacdo de Dajoz (1983), as
espécies foram categorizadas com base nos valores do indice de constancia (IC).
Espécies com IC superior a 50% sao classificadas como constantes; aquelas com IC
entre 25% e 50% s&o consideradas acessorias; e as que apresentam IC igual ou
inferior a 25% séo classificadas como acidentais.

A maior quantidade de Lu. longipalpis registrada na ATL controle, foi no ponto
9, com 412 espécimes, enquanto o ponto 10 apresentou a menor captura, com
apenas 12 insetos. O indice de constancia nesta ATL variou entre 23,07% e 92,30%
(Tabela 2).

Na ATL Tratamento, a maior quantidade da espécie ocorreu no ponto 19, com
4.797 individuos. Outros pontos em destaque foram o ponto 13 (1.063 espécimes) e
o ponto 14 (397 espécimes). O indice de constancia no ponto 19 foi o mais alto

(100%), refletindo a alta recorréncia de capturas positivas (Tabela 2 ).

Tabela 2. Frequéncia absoluta e relativa e indice de constancia de Lutzomyia
longipalpis capturados nas ATLs controle e tratamento, distribuidos por ponto de
coleta, macho e fémea, no municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil,
julho/2021 a agosto/2023.

indice de
Capturas constancia
ATLs Pontos F M Total % positivas (%)
Controle 1 36 111 147 1,65 16 61,53
Controle 2 13 14 27 0,3 13 50
Controle 3 14 12 26 0,29 10 38,46
Controle 4 5 36 41 0,46 13 50
Controle 5 57 150 207 2,31 23 88,46
Controle 6 35 97 132 1,48 20 76,92
Controle 7 27 30 57 0,63 14 53,84
Controle 8 10 7 17 0,18 7 26,92
Controle 9 92 320 412 4,6 24 92,30
Controle 10 6 6 12 0,13 6 23,07
Tratamento 11 69 119 188 2,1 24 92,3
Tratamento 12 63 109 172 1,95 24 92,3
Tratamento 13 140 923 1063 11,9 25 96,15
Tratamento 14 82 315 397 4,43 25 96,15
Tratamento 15 11 49 60 0,67 9 34,61
Tratamento 16 26 72 98 1,09 22 84,61
Tratamento 17 204 514 718 8,02 25 96,15
Tratamento 18 35 99 134 1,5 20 76,92
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indice de
Capturas constancia

ATLs Pontos F M Total % positivas (%)

Controle 1 36 111 147 1,65 16 61,53
Controle 2 13 14 27 0,3 13 50

Controle 3 14 12 26 0,29 10 38,46
Tratamento 19 1778 3019 4797 53,6 26 100

Tratamento 20 61 182 243 2,71 19 73,07

Total 2764 6184 8948 100 365

Em todos os pontos de coleta, foram notificadas caracteristicas ambientais,

numero de animais domésticos e presenca ou auséncia de iluminagao noturna nos

quintais de cada ponto de coleta, com o propésito de identificar possiveis

associagdes desses indices na frequéncia de Lu. longipalpis (Tabela 3).
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Tabela 3. Coordenadas e descricdo dos pontos de coleta, frequéncia absoluta de Lutzomyia longipalpis pré e pds encoleiramento,
distribuidos por pontos da ATL controle e tratamento, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, julho/2021 a agosto/2023.

Coordenadas Pré Pos ~ . outros Ar\{ores Mata no IIuminggéo
ATLs Pontos Geograficas Total encoleiramento encoleiramento Cées Galinhas Gatos animais frytlfe[as e_ntorqo no qU|r~1taI
sim/ndo sim/ndo  sim/ndo
Controle 1 20°32'15"S 54°37'03"W 147 82 65 3 6a10 2ab5 - sim sim sim
Controle 2 20°32'15"S 54°37'10"W 27 18 9 1 >20 - - sim sim sim
Controle 3 20°31'59"S 54°36'51"W 26 6 20 3 5 3 - sim néo sim
Controle 4 20°31'50"S 54°36'20"W 41 19 22 1 - - - néo néo sim
Controle 5 20°31'35"S 54°36'09"W 207 123 84 5 - - - sim néo sim
Controle 6 20°31'22"S 54°36'11"W 132 76 56 1 - - - sim néo sim
Controle 7 20°31'36"S 54°36'26"W 57 19 38 5 - - - sim sim sim
Controle 8 20°31'27"S 54°36'35"W 17 5 12 2 - - - sim néo sim
Controle 9 20°31'27"S 54°36'18"W 412 235 177 1 - - - sim néo sim
Controle 10 20°31'07"S 54°36'18"W 12 5 7 2 15a20 2a5 - sim sim sim
Tratamento 11 20°30'38"S 54°36'24"W 188 119 69 3 - 1 - sim nao sim
Tratamento 12 20°30'57"S 54°36'53"W 172 90 82 2 - - - ndo néo sim
Tratamento 13 20°31'08"S 54°36'30"W 1063 535 528 3 6a15 - - sim sim nao
Tratamento 14 20°30'22"S 54°36'23"W 397 161 236 3 - 2a5 - sim néo n&o
Tratamento 15 20°30'23"S 54°36'34"W 60 47 13 1 - 2a5 - sim sim néo
Tratamento 16 20°31'19"S 54°36'49"W 98 66 32 2 1a5 - - n&o n&o n&o
Tratamento 17 20°31'46"S 54°37'10"W 718 520 198 3 6a10 - 6 sim sim néo
Tratamento 18 20°31'04"S 54°37'03"W 134 82 52 1 6a10 1 - sim néo néo
Tratamento 19 20°31'04"S 54°37'14"W 4797 3732 1.065 3 6a10 1 - sim n&o n&o
Tratamento 20 20°31'37"S 54°37'21"W 243 169 74 2 1a5 - - sim n&o néo
Total 8.948 6.109 2.839
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Em relagdo a distribuicdo de Lu. longipalpis foi calculada a média total
considerando os dados registrados nos 26 meses de pesquisa, nas trés noites de
coleta e nos 10 pontos de captura nas duas ATLs. Na ATL controle, os maiores
indices foram registrados entre novembro a mar¢go com um pico em julho. Na ATL
tratamento, os maiores picos foram observados também entre novembro a margo e

um pico pouco acentuado em agosto (Figuras 4 e 5).

ATL - controle

== pré-encoleiramento pos-encoleiramento

Jan Feb Mar Apr May June July Aug Sept Oct Nov Dec

Figura 4. Média de Lutzomyia longipalpis, nas trés noites de coleta e nos 10 pontos
distribuidos nos meses do ano, na ATL controle, antes do encoleiramento e pos
encoleiramento, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.

ATL tratamento
== Pré-encoleiramento Pos-encoleiramento
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Figura 5. Média de Lutzomyia longipalpis, nas trés noites de coleta e nos 10 pontos,
distribuidos nos meses do ano, na ATL tratamento, antes do encoleiramento e pds
encoleiramento, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Analisando o numero de fémeas ingurgitadas, observa-se que, nos meses
anteriores ao primeiro encoleiramento, realizado em agosto de 2022, tanto na area
de intervengao quanto na de controle, ocorrem picos, especialmente entre janeiro e
marc¢o. O segundo encoleiramento foi realizado em margo de 2023 e, apesar do pico
sazonal esperado nesse periodo, o numero de fémeas ingurgitadas foi menor em

comparagao a margo de 2022 em ambas as areas (Figuras 6A e 6B).

A Controle

Fémeas ingurgitadas de Lu. Longipalpis

Interven¢do

-
)
=1

=
<)
=3

80

60

40

20

Fémeas de ingurgitadas Lu. fongipalpis

Figuras 6A e 6B. Variagdo do numero de fémeas ingurgitadas de Lutzomyia
longipalpis ao longo do tempo, comparando areas controle (A) e de intervencao (B)
entre julho de 2021 a 2023 em Campo Grande (MS), Brasil.

Em Campo Grande (MS) nos meses que antecedem a intervengdo com

o uso de coleiras em cées na area de tratamento, Lu. longipalpis apresentou um

padrdo gregario ao longo do tempo, com dois picos muito expressivos em janeiro e
abril (Figura 7).

Apbés o encoleiramento, houve uma redugdo imediata e significativa no

numero de Lu. longipalpis na area tratada. Nos meses seguintes, os valores
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permaneceram mais estaveis, porém com uma tendéncia gradual de aumento. Isso
indica que a intervengao teve um efeito imediato e sustentado por algum tempo, mas
reforca a necessidade de monitoramento continuo devido a leve recuperagédo da

populacgao ao longo do tempo (Figura 7).
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Figura 7. Lutzomyia longipalpis, nas areas controle (em azul) e tratamento
(vermelho), nos periodos pré e pds encoleiramento. Campo Grande, Mato Grosso do
Sul, Brasil.

Para deteccdo de DNA de Leishmania, 1.995 fémeas de Lu. longipalpis foram
analisadas em 267 pools e 222 individuos. Foram positivas 13 amostras, sendo uma

procedente da ATL controle e 12 da ATL tratamento (Tabela 4).
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Tabela 4. Numero de fémeas testadas, positivas e taxa de infecgdo estimada segundo
ATL.

Fémeas Positivos % Taxa de
ATL testadas (n) infeccao
(n) estimada
total 241 1 04
Controle individual 71 1 1.4
Campo pool 170 0 0
Grande total 1,754 12 0.7
Tratamento  individual 151 11 7.3
pool 1,603 1 0.1

Em Campo Grande (MS), das 151 fémeas analisadas na ATL tratamento,
onze amostras individuais testaram positivo por PCR. Trés dessas amostras foram
identificadas em agosto e outubro de 2021. As outras oito fémeas positivas foram
coletadas nos meses seguintes ao encoleiramento, entre novembro de 2022 e
agosto de 2023, e estavam distribuidas nos pontos 1, 4, 6 (duas amostras), 7, 8,9 e

10.
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11.1.5 Discussao

Lutzomyia longipalpis foi a espécie mais prevalente em Campo Grande com
um percentual de 99,59%. Segundo o Ministério da Saude, a capital do MS
apresenta taxas de transmissao intensa. O calculo da taxa de infecgdo em humanos
é realizado por meio do indice Composto (IC), que corresponde a raz&o entre a
meédia de casos em um periodo de dois ou trés anos. Os valores do indice composto
para a taxa de infec¢ao intensa varia de 3,66 a 8,09 por 100.000 habitantes. Campo
Grande apresenta um IC de 7,14 (BRASIL, 2023).

No Brasil, Lutzomyia longipalpis destaca-se como o principal vetor de
Leishmania infantum, agente etioloégico da leishmaniose visceral (LAINSON;
RANGEL, 2005). Em Mato Grosso do Sul, essa espécie encontra-se amplamente
distribuida, tendo sido registrada em 43 dos 79 municipios (BARRIOS et al., 2020).

O primeiro estudo de fauna em Campo Grande foi conduzido entre 1999 e
2000, quando foram identificadas 28 espécies com destaque para Evandromyia
termitophila, espécie mais abundante no periodo (OLIVEIRA et al., 2003). Entre
2003 a 2005, uma nova pesquisa relatou a presenca de 20 espécies, com 92% de
Lu. longipalpis coletados na area urbana do municipio (OLIVEIRA et al., 2006). Entre
2017 e 2019, observou-se uma reducao expressiva na diversidade de espécies na
area urbana, sendo relatada apenas a presenca de quatro espécies, e novamente,
com predominio de Lu. longipalpis (FERNANDES et al., 2021). Outro estudo
realizado na area urbana e rural de Campo Grande, na ocasiao foram registradas
seis espécies, com predominio de Pinfomyia christenseni e Evandromyia lenti na
area rural e Lu. longipalpis na area urbana. Este resultado demonstra a capacidade
de adaptagdo dessa espécie em ambientes mais antropizados (BORGES, 2020),
comportamento que pode estar relacionado ao crescimento acelerado de Campo
Grande. A capital de Mato Grosso do Sul tem atraido imigrantes de diversas regides
do estado e do pais em busca de novas oportunidades, resultando em um aumento
populacional expressivo de aproximadamente 25,6% nos ultimos vinte anos,
segundo o IBGE. Esse crescimento, aliado a disponibilidade de areas
potencialmente urbanizaveis e a intensa dindmica imobiliaria, tem provocado rapidas

e significativas transformac¢des na paisagem urbana (CPMCG/PLANURB, 2021),
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criando condicbes favoraveis para a adaptacdo e dispersdo de espécies
sinantropicas.

Essa antropizacdo exerce uma influéncia negativa na diversidade de
espécies, favorecendo a colonizagdo apenas por aquelas que sdo capazes de se
adaptar as mudangas ambientais (FERNANDES et al., 2021; MARINHO et al,,
2008). Nesse contexto, Lu. longipalpis obteve uma vantagem competitiva em relagéo
as demais espécies, dado seu ajuste eficaz a ambientes urbanos, como previamente
observado em outros trabalhos realizados (FERNANDES et al., 2021; OLIVEIRA et
al. 2003; 2006; 2012 a,b).

Embora com poucos espécimes coletados, Nyssomyia whitmani, outra
espécie de relevancia médica, foi identificada neste estudo. Esta espécie, atua como
vetor de Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis e Leishmania shawi,
agentes de leishmaniose cutanea. No Mato Grosso do Sul, essa espécie ja foi
identificada em 43 dos 79 municipios de Campo Grande - MS (Barrios et al., 2020)

A disponibilidade de alimento, locais de abrigo e repouso para esses dipteros
estdo diretamente relacionados com a abundéancia de insetos coletados. Na ATL
controle os pontos nove e cinco, foram os que apresentaram maior constancia e
positividade, ou seja, maior frequéncia de flebotomineos nas coletas e maior numero
de representantes da espécie (Tabela 2). O ponto 9 apresentou caracteristicas
distintas das usualmente observadas em locais com grande densidade de
espécimes (RANGEL; LAINSON, 2003) e contava com a presenga de apenas um
cdo. Porém o ambiente no entorno da residéncia era favoravel ao desenvolvimento
desses insetos. Outro fator a ser considerado é a capacidade de voo desses
dipteros, em meédia de 178 a 200 m de distancia, ndo ultrapassando 250 m na sua
maioria (FREITAS et al., 2009; GUERRA SILVA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013).
Segundo estudos realizados, os flebotomineos buscam por fontes alimentares e
abrigos proximos aos seus criadouros (CASANOVA; NATAL, 2005; MORRISON et.
al., 1993; OLIVEIRA et al., 2013), esta hipétese pode justificar a presenga desses
dipteros capturados neste ambiente.

O ambiente intradomiciliar neste ponto (9) era uma area fechada com alguns
materiais em desuso, com iluminacdo noturna, pouca movimentacdo de ar e,
provavelmente com umidade constante, em decorréncia de ser utilizado como
espaco de lavanderia da residéncia. A presenca do cao, que usava este local para

pernoitar, pode ter favorecido o maior numero de espécimes coletados no



78

intradomicilio. A proximidade do intradomicilio com os possiveis criadouros dos
flebotomineos constitui um fator de risco para os moradores em relacéo a infeccéo
por Leishmania sp., principalmente porque Campo Grande é area de transmissao
intensa para leishmaniose visceral (MATO GROSSO DO SUL, 2024).

O ponto cinco, ATL tratamento, registrou a segunda maior constancia e
positividade de Lu. longipalpis. No local, foram identificadas caracteristicas tipicas de
areas com alta densidade desse inseto, incluindo a disponibilidade de fontes de
alimento, criadouros adequados e abrigos. Isso se traduz na presenca de animais
domeésticos (cinco caes) e iluminagdo noturna, além de arvores frutiferas, baixa
incidéncia de luz solar, solo ndo pavimentado, presen¢ca de matéria organica e
materiais em desuso no quintal.

Um destaque para o ponto 10, ATL controle, que apesar de possuir
caracteristicas tipicas que favorecem a presenca de flebotomineos, apresentou o
menor numero desses dipteros registrados nas duas ATLs. Neste ponto foi
observada uma vasta area com solo sem pavimentacdo, porém limpo, com pouca
matéria organica. O terreno aparentemente de solo compactado, em grande parte
exposto a incidéncia de luz solar e a movimentagao de ar, pelo fato de ser aberto e
estar situado proximo a uma mata ciliar. As caracteristicas pontuais deste local,
podem ser desfavoraveis a biologia dos flebotomineos que apresentam porte
pequeno e delicado e um tegumento sensivel a dissecagao, logo sugere-se que
esses dipteros prefiram estar dentro da mata ciliar, onde encontram umidade,
temperatura e fonte alimentar (BRAZIL; BRAZIL, 2018; COSTA et al., 2018). As
caracteristicas deste ponto ndo sao atrativas para a oviposicao das fémeas e
desenvolvimento das larvas (OLIVEIRA et al., 2012). Killick--Kendrick (1999) acredita
que esses dipteros nao realizam a oviposicao de forma aleatéria e sim em locais que
favorecam o desenvolvimento das larvas, locais mais umidos, com pouca
movimentacgéo de ar e baixa incidéncia de luz (KILLICK-KENDRICK, 1977).

Na ATL tratamento, o ponto 19 destacou-se por apresentar a maior constancia
e positividade. Nesse ecotono, foram registradas caracteristicas tipicas favoraveis a
presencga desses insetos (Tabela 3). De forma semelhante ao ponto 9 (ATL controle),
a maior quantidade de insetos foi capturada no intradomicilio, uma area pequena,
parcialmente fechada, com acumulo de materiais em desuso e onde os caes

permaneciam durante a noite.
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Com o segundo maior numero de Lu. longipalpis registrado na ATL
tratamento, o ponto 13 também apresentou caracteristicas usuais de locais onde séo
encontrados esses insetos. Foi destaque neste ponto o peridomicilio, por apresentar
grande quantidade de aves, suinos, que se encontravam confinados em uma grande
area cercada, com presenga de arvores frutiferas que proporcionam sombreamento,

umidade, muita matéria organica e uma mata no entorno.

O maior numero de machos coletados, tanto no intradomicilio quanto no
peridomicilio (OLIVEIRA et al., 2000; DA SILVA et al., 2015; PENHA et al., 2013),
pode estar associado ao fenébmeno conhecido como Lekking, o qual é observado em
espécies que produzem o feroménio 9-metil-germacrene-B, encontrado em outras
especies de flebotomineos, inclusive em Lu. longipalpis (ARRIVALGA,
FELICIANGELI, 2001; BRAZIL; HAMILTON, 2002; SERRANO et al., 2016). Durante
esse evento, os machos de flebotomineos, atraidos pelos cairoménios liberados
pelos hospedeiros vertebrados, liberam feroménios sexuais que atraem tanto as
fémeas para a copula quanto mais machos, resultando em uma predominancia de
machos tanto no intra quanto no peridomicilio (JONES; HAMILTON, 1998; KELLY;
DYE, 1997). Outra possivel explicacdo seria que fémeas apos se alimentarem,
procuram abrigos escuros e umidos para digerir 0 sangue e consequente maturagao
dos foliculos ovarianos (ANDRADE-FILHO, et al., 2008).

Fatores climaticos como pluviosidade, umidade e temperatura podem
influenciar a ocorréncia de flebotomineos. Estudos relataram aumento na proporg¢ao
de Lu. longipalpis nos meses mais chuvosos, indicando que a umidade é favoravel a
abundéancia desses dipteros (SALOMON et al.,, 2002; BARATA et al.,, 2004,
XIMENES et al., 2006). Porém altos niveis de precipitagdo, comprometem o
crescimento da populagao desses insetos.

As médias mensais de Lu. longipalpis ao longo dos dois anos, pré e pos
encoleiramento nas ATLs (Figuras 4 e 5) demonstram que na ATL controle, o padrao
se repete em praticamente todos os meses.

Nos meses mais chuvosos (outubro a margo), observa-se um aumento na
populacao de flebotomineos, enquanto nos meses mais secos (abril a setembro),
essa populacdo tende a diminuir, indicando uma forte associagédo com periodos mais
umidos. Apesar de julho e agosto serem meses tipicamente secos, ocorreu um

acréscimo no numero de Lu. longipalpis, conforme evidenciado na Figura 4. Ja em
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setembro, observa-se o término do periodo critico de seca, seguido pela elevacéo da
umidade em outubro. O aumento da populacado dessa espécie em Campo Grande
(MS), provavelmente esta relacionado ao incremento na precipitagao registrado em
agosto de 2023 (INMET, 2023). Observando a figura 5, em abril de 2023, Campo
Grande (MS) registrou 141,4 mm de chuva na estagdo automatica do Instituto
Nacional de Meteorologia (Inmet), um valor 58% acima da Normal Climatoldgica de
1981-2010 (89,4 mm), o que pode ter contribuido para o pico de flebotomineos.
Esses fatores criam condi¢gdes favoraveis para a presenca e proliferacdo dessa
espécie (MARINHO et al., 2008; REBELO, 2001).

As figuras 6A e 6B demonstram uma reducdo no numero de fémeas
ingurgitadas quando comparados os periodos pré e pos encoleiramento.
Considerando que Lu. longipalpis apresenta carater antroportunista, e total
adaptacdo ao ambiente peridoméstico onde o cao, principal reservatoério urbano de
Le. infantum, permanece, possibilita a circulacdo do parasito entre os hospedeiros
(QUINNELL; COURTENAY, 2009; MARZOCHI et al., 1985), sendo assim o uso das
coleiras impregnadas com deltametrina a 4%, é uma importante ferramenta de
controle das leishmanioses. A deltametrina tem agao repelente e inseticida, este
piretroide sintético do tipo Il, € produzido a partir de derivados sintéticos das
piretrinas, ésteres toéxicos isolados das flores das espécies de Chrysanthemum
cinerariaefolium e espécies relacionadas (PALMQUIST; SALATAS; FAIRBROTHER,,
2012; NASUTI et al. 2003), distribuem-se pela pele e pélos do cao, criando uma
barreira quimica, impedindo a aproximacdo do inseto. Mesmo se for realizado o
repasto sanguineo, a acgado neurotoxica da deltametrina promove a morte do
flebotomineo Esta acao repelente e inseticida reduz o contato com o cao por até
oito meses (DAVID et al., 2001; FERROGLIO et al., 2008; PAULIN et al., 2018).
Para avaliar o impacto do uso das coleiras na populagcdo de Lu. longipalpis, em
Campo Grande (MS), o método utilizado foi o BACIPS (Before-After Control-Impact
Paired Series). Este método combina a comparagao entre periodos (antes e depois)
e locais (controle e tratamento) e reduz os erros de analise decorrentes de
diferengas entre as areas, devido as mudangas ecoldgicas, interven¢gdes humanas
ou naturais, permitindo detectar o efeito real do encoleiramento na fauna
flebotominica. O método BACIPS ja foi utilizado com sucesso em pesquisas sobre
impacto ambiental e sanitario, com resultados estatisticamente solidos (SMITH,
2002; UNDERWOOD, 1994; WAUCHORPE et al., 2021).
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Os resultados neste estudo indicam que, antes do encoleiramento, a
populacdo de Lu. longipalpis na éarea tratada apresentava uma tendéncia de
crescimento. No entanto, apds o encoleiramento, houve uma redugao significativa na
abundancia desse vetor (Grafico 6). Essa reducdo pode ser atribuida ao efeito
inseticida das coleiras impregnadas, que criam uma barreira quimica ao redor dos
caes e reduzem a sobrevivéncia e a reproducao dos flebotomineos na ATL
tratamento.

A estabilidade na area-controle reforca que a reducdo observada nao foi
causada por variagbes ambientais naturais, como mudangas sazonais ou climaticas.
Isso fortalece o resultado de que o encoleiramento foi a causa direta da reducéo da
populagao dos flebotomineos.

Estudos anteriores em outras regides endémicas para LV no Brasil, ja
demonstraram a eficacia das coleiras inseticidas, no numero de casos humanos e
caninos da doencga e na redugao da frequéncia de Lu. longipalpis. E além disso
essa estratégia tem se mostrado mais eficiente do que a eutanasia de caes no
controle da doenca (COURA-VITAL, et al., 2018; REITHINGER et al., 2004; SILVA et
al.,2018; WERNECK et al., 2017, 2024).

A deteccao de DNA de Leishmania spp. evidencia a circulagdo do parasito
nas areas estudadas, com maior prevaléncia na ATL tratamento (12 amostras
positivas) em comparacdo a ATL controle (1 amostra positiva). Esses resultados
sugerem que, embora o encoleiramento possa influenciar na reducao da densidade
de flebotomineos ou na transmissdo do parasito, a presenca de insetos infectados
na area tratada sugere a necessidade de associagdo do uso das coleiras a outras
medidas de controle como o uso de inseticidas, a eliminacdo de criadouros e a
conscientizagao da populagao sobre praticas de manejo ambiental, que em conjunto
podem potencializar a eficacia do controle de flebotomineos e a prevencao da

transmissao do parasita.
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11.1.6 Conclusoes

Em Campo Grande (MS), a LV é um constante problema de saude publica. Ao
longo dos anos, houve redugdo na diversidade de espécies , sendo Lu. longipalpis a
especie melhor adaptada as mudangas ambientais ocasionadas pela urbanizagéo.
Neste estudo, foram observadas caracteristicas particulares de cada ponto de coleta
em Campo Grande - MS. Além disso, as analises demonstraram que o uso de
coleiras impregnadas com deltametrina 4% foi eficaz na redugdo da frequéncia de
Lu. longipalpis, mostrando ser um ferramenta util no controle dessa zoonose. A
detecgdo de DNA de leishmania na area tratada sugere a associagao do uso das
coleiras com outras medidas de manejo, para potencializar a prevengao e controle

das leishmanioses.
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Resumo

A leishmaniose visceral (LV), € uma doencga infecciosa grave causada pelo
protozoario Leishmania infantum e pode ser transmitida pela picada de fémeas de
flebotomineos infectadas. Nas Américas, Lutzomyia longipalpis € a principal espécie
vetora e esta amplamente distribuida no Brasil. A LV afeta humanos e caes, sendo
estes ultimos considerados os principais reservatérios urbanos do parasito. Umas
das principais ferramentas de controle € o uso das coleiras caninas impregnadas
com deltametrina. Objetivo: avaliar a eficiéncia das coleiras impregnadas com
deltametrina a 4% na reducdo da populagédo da espécie Lu. longipalpis (Diptera:
Psychodidae) em Sao Luis no estado do Maranhao (MA), area de transmissao muito
intensa para LV. Material e métodos: as coletas foram realizados em trés noites
consecutivas entre agosto de 2021 e agosto de 2023 em S&o Luis (MA) com
armadilhas luminosas automaticas (tipo CDC) instaladas no intra e peridomicilio de
10 residéncias na ATL controle e 10 na ATL tratamento de 16:00h as 7:00h. Para
avaliar o possivel impacto das coleiras com inseticida deltametrina 4% sobre a fauna
de flebotomineos, o teste estatistico utilizado foi o0 método BACIPS (Before-After
Control-Impact Paired Series). Resultados: foram coletados 4.522 espécimes
(3.215 machos e 1.223 fémeas), distribuidos em cinco espécies: Bichromomyia
flaviscutellata, Evandromyia evandroi, Lutzomyia longipalpis, Nyssomyia whitmani, e
Sciopemyia sordellii. Lutzomyia longipalpis foi registrada em todos 0os meses e em
todos os pontos de coleta com percentual de 98,14% do total de espécimes. Lu.
longipalpis é considerada a espécie de flebotomineo mais adaptada a ambientes
antropicos no Brasil e em outras regides endémicas, sua capacidade de se adaptar a
esses ambientes esta relacionada com a abundéncia de matéria organica,
galinheiros, chiqueiros e cdes domésticos. Neste estudo, as analises estatisticas
demonstraram que o uso de coleiras impregnadas com deltametrina 4% foi eficaz na
reducdo da frequéncia de flebotomineos, mostrando ser um ferramenta util no

controle dessa zoonose, interrompendo os elos em sua cadeia de transmissao.

Palavras chaves: Lutzomyia longipalpis, Flebotomineo, Leishmaniose visceral,

Brasil.
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Abstract

Introduction: Visceral leishmaniasis (VL) is a severe infectious disease caused by
the protozoan Leishmania infantum and can be transmitted through the bite of
infected female sand flies. In the Americas, Lutzomyia longipalpis is the primary
vector species and is widely distributed in Brazil. VL affects both humans and dogs,
with the latter being considered the main urban reservoir of the parasite. One of the
main control tools is the use of dog collars impregnated with deltamethrin. Goal: Our
study aimed to quantify the fauna of Lu. longipalpis in the urban area of Sdo Luis
(MA), classified as very intense VL transmission areas. Materials and method:
Collection efforts were conducted over three consecutive nights between August
2021 and August 2023 in Sao Luis (MA) with automatic light traps (CDC type)
installed inside and outside the home of 10 residences in the control ATL and 10 in
the treatment ATL from 4:00 pm to 7:00 am. To evaluate the possible impact of
collars with 4% deltamethrin insecticide on the sandfly fauna, the statistical test used
was the BACIPS (Before-After Control-Impact Paired Series) method. Results: a
total of 4,522 specimen distributed among five species: Bichromomyia flaviscutellata,
Evandromyia evandroi, Lutzomyia longipalpis, Nyssomyia Ilongipalpis, and
Sciopemyia sordellii. Lutzomyia longipalpis was recorded in all months and at all
collection points, representing 98.14% of the total species (3,215 males and 1,223
females). This species is considered most adapted to anthropic environments in
Brazil and other endemic regions. Its ability to thrive in these environments is related
to the abundance of organic matter, chicken coops, pig pens, and domestic dogs. In
this study, statistical analyses demonstrated that the use of 4%
deltamethrin-impregnated collars was effective in reducing the frequency of sand
flies, proving to be a useful tool in controlling this zoonosis by disrupting links in its

transmission chain.

Keywords: Lutzomyia longipalpis, Phlebotomine, Visceral leishmaniasis, Brazil.
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11.2.1 Introducgao

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose causada pelo protozoario
Leishmania infantum, que tem como principal reservatorio urbano o cao doméstico,
A infecgdo ocorre através da picada de flebotomineos fémeas infectadas (DOS
SANTOS et al., 1998; LAINSON; RANGEL, 2005).

Os flebotomineos pertencem a classe Insecta, ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (BRAZIL; BRAZIL, 2018; GALATI, 2003).
Mais de 1.060 espécies ja foram descritas em todo o mundo. Nas Américas sédo 530
e no Brasil ja foram relatadas 216 espécies (GALATI; RODRIGUES, 2023;
SHIMABUKURO; ANDRADE; GALATI, 2017).

No Brasil, Lutzomyia longipalpis € a principal espécie vetora do agente causal
da LV. E encontrada em todas as regides do Brasil e completamente adaptada ao
ambiente urbano (ANDRADE-FILHO et al., 2017; LAINSON; RANGEL, 2005).

De 2018 a 2022, foram notificados nas Américas, uma média anual de 2.850
casos de LV, desses 93% no Brasil (OPAS/OMS, 2022).

Liderando em numero de casos de 1999 a 2005, o Maranh&o esta entre os
estados brasileiros apresentam alta endemicidade para LV , com destaque para os
municipios de Sao Luis, Sdo José de Ribamar, Pag¢o do Lumiar e Raposa (CALDAS
et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2005). Segundo o Ministério da Saude, Sao Luis
(MA) é considerada area de transmissdo muito intensa para LV e apresentou 2.960
casos com 236 obitos entre 2017 e 2022 (BRASIL, 2020).

Uma das medidas de controle implementadas pelo Ministério da Saude é o
uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em cées. Alguns estudos
indicam que o uso de coleiras caninas tém demonstrado eficacia na redugéo de
infeccdo canina, com taxas variando entre 50% e 57% (COURA-VITAL et al., 2018;
LOPES et al., 2018).

Diante da escassez de estudos sobre o impacto das coleiras inseticidas
canina na populacédo de Lu. longipalpis, do grande numero de casos, da gravidade
da doenga, da total adaptagdo de Lu. longipalpis em areas urbanas e da
proximidade do cdo doméstico com o homem, o objetivo deste trabalho € avaliar o
impacto das coleiras impregnadas com deltametrina a 4% na reducao da populagcéo
da espécie Lu. longipalpis (Diptera: Psychodidae) em duas areas urbanas distintas

(tratamento e controle) em S&o Luis (MA).
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11.2.2 Material e métodos

Area de estudo

Municipio de Sao Luis, estado do Maranhao

Séao Luis, a capital do estado do Maranhao (MA), esta localizada na regiao
Nordeste do Brasil (2° 31’ 51”7 S e 44° 18 24” W) (Figura 1), com 236 metros de
altitude e extensao territorial de 583,063 km?. A populagdo do municipio é estimada
em 1.037.775 habitantes e a densidade demografica é de 1.779,87 hab/km? (IBGE,
2022).

O clima é tropical quente e umido, com duas estagdes distintas, uma chuvosa,
janeiro a junho, e outra seca, julho a dezembro (INMET, 2023).

A capital maranhense esta situada na ilha de S&o Luis, entre os biomas
Amazbnico e do Cerrado. A cobertura vegetal do municipio € um misto de floresta

latifoliada, vegetacdo de dunas/restinga e manguezal (DOS SANTOS, 2019).
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Figura 1 - Localizacdo geografica das areas de estudo Sao Luis (MA), Brasil (Fonte:
gentilmente cedido por Samuel de Oliveira).
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Figura 2 - Pontos de coleta no Bairro Cidade Olimpica, ATL area controle (1 ao 10 -
vermelho) e ATL area tratamento (11 ao 20 - amarelo), entre Agosto de 2021 a
Agosto de 2023, S&o Luis, Maranhao, Brasil.Google Earth, 2024.

O bairro Cidade Olimpica em S&o Luis-MA, apresenta uma populagdo de
27.326 habitantes, € o segundo bairro mais populoso da capital maranhense (IBGE,
2022) e esta localizado a leste da ilha de Sao Luis.

Com infraestrutura moderada, o bairro dispde parcialmente de agua tratada,
coleta de lixo, esgoto e pavimentagdo asfaltica (INSTITUTO DE AGUA E
SANEAMENTO, 2023; IPPC, 2006, 2022; SINFRA, 2024). Sua selegao seguiu
critérios do Ministério da Saude e das secretarias estadual e municipal,
considerando o numero de casos humanos e infecgbes caninas, além da

vulnerabilidade social.


https://earth.google.com/web/@-20.51414859,-54.6239282,545.44012989a,8646.43792943d,30y,0.00000085h,0t,0r/data=MikKJwolCiExczAxR3B6bEVQZ3BHX3BvT09oUGVLNFNhWERNYy10TjEgAQ
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Coleta de flebotomineos

Duas areas de trabalho dentro do mesmo bairro foram selecionadas, 10
pontos na area de trabalho local de controle (ATL- Controle), onde os caes nao
receberam coleiras, e 10 na area de trabalho local de tratamento (ATL - tratamento),
onde houve encoleiramento dos caes (Figura 2).

Os critérios para escolha dos pontos seguiram indicadores de vulnerabilidade
ambiental e social (coleta de lixo, abastecimento de agua e esgotamento sanitario,
renda e alfabetizacdo) e fatores de risco para transmissdo de LV, segundo o
Ministério da Saude (registro de casos humanos e prevaléncia de leishmaniose
visceral canina).

Entre agosto de 2021 e agosto de 2023, durante 25 meses, armadilhas
luminosas automaticas do tipo CDC foram instaladas em trés noites consecutivas, no
periodo das 16h as 7h, no intra e peridomicilio das duas ATLs. Totalizando 24.000
horas de esforgco amostral por ATL [10 pontos x (2 armadilhas - intra e peri) x 3
noites x 25 meses x 16 horas].

Os insetos foram triados por sexo e espécie, apds serem eutanasiados com
éter. Em seguida, foram acondicionados em tubos de 1,5 mL, devidamente
identificados com as informagdes referentes a coleta (cidade de origem, intra ou
peridomicilio e data de captura). Fémeas e machos de Lu. longipalpis passaram por
processo de triagem rapida, utilizando microscopio estereoscépico, onde foram
observadas caracteristicas cmorfologicas facilmente reconheciveis: nos machos,
tamanho do ultimo palpdmero, formato da cabega, manchas claras nos tergitos e
morfologia da genitalia; nas fémeas, presenga de manchas escuras no catepisterno
e no catepimero (GALATI, 2023). As demais espécies, ou aqueles espécimes em
que nao foi possivel a identificagdo imediata, foram eutanasiados com éter,
acondicionados em tubos de 1,5 mL devidamente identificados com os dados da
coleta (bairro, ambiente, ponto e data), clarificados, montados em laminas e
identificados segundo FORATTINI (1973) e GALATI (2023) e utilizando-se as

abreviagbes dos géneros conforme Marcondes (2007).
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Dados climaticos e ambientais

Os dados climaticos referentes ao periodo de estudo foram extraidos do
banco de dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2023) e do
WEATHERSPARK.

Analises moleculares

As fémeas néo ingurgitadas de Lu. longipalpis foram agrupadas em pools de
até 20 espécimes. Todas as amostras foram acondicionadas considerando o ponto e
a data de coleta

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o protocolo modificado de Bruford
et al. (1998). Apos a retirada do alcool absoluto, onde as fémeas estavam
acondicionadas, adicionou-se 200 yL de Digsol Buffer e 20 yL de proteinase K
(10mg/mL), as amostras foram incubadas por 12 horas a 55°C. Posteriormente, foi
acrescentado 400 pL de acetato de aménia (4M) e incubadas por 5 minutos em
banho de gelo. A amostra foi novamente vortexada e centrifugada por 15 minutos a
14.000 RPM. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e sobre ele foi
adicionado 900 pL de etanol 100% gelado. O tubo foi homogeneizado e centrifugado
por 15 minutos a 14.000 RPM. O etanol absoluto foi descartado e ao pellet foi
adicionado 900 pL de etanol 70%. A amostra foi centrifugada por 15 minutos a
14.000 RPM, descartando-se o etanol 70%. Apds a amostra estar completamente
seca, acrescentou-se 40 uL de Tris-EDTA e incubou-se a amostra por 30 minutos. O
DNA entao extraido foi acondicionado em freezer -20°C.

A integridade e pureza do DNA extraido foram avaliadas por PCR, usando a
regido IVS6 (gene da cacofonia constitutiva do flebotomineo) como controle
endoégeno. O seguinte par de primers especificos para regiao IVS6 foi utilizado:
5LIcac 5 GTG GCC GAA CAT AAT GTT AG 3’ e 3LIcac 5 CCA CGA ACA AGT TCA
ACA TC 3’ (LINS et al., 2002).

Para a deteccdo da presenca de DNA de Leishmania spp., foi realizada uma
amplificagdo tendo como alvo a regido ITS1 e os seguintes oligonucleotideos LITSR
(5 CTG GAT CAT TTT CCG ATG 3’) e L5.8S (5 TGA TAC CAC TTATCG CAC TT
3’). As reagdes de PCR foram realizadas em volume final de 25 pL, contendo 5

microlitros de gDNA, 10 microlitros de mastermix (QuatroG), 8 uL de agua ultrapura
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e 1 mL de cada primer (EL-TAI et al., 2000). A agua e o DNA obtidos de uma cultura
in vitro de Leishmania infantum foram usados como controles negativos e positivos,
respectivamente. Os parametros de ciclagem foram: 95°C por 3 minutos, seguidos
de 35 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 1 min, com pds-extensao a
72°C por 5 min.

Os amplicons foram visualizados por eletroforese com gel de agarose a 1,5%
em 100 mL de tampéo Tris-borato-acido etilenodiamino tetraacético (TBE) corado
com GelRedTM (Biotium, EUA). A corrida eletroforética foi realizada a 100 V por 100
min em tampao TBE 1x. A visualizagdo das bandas foi realizada utilizando luz

ultravioleta com filtro de 300 nm.

Analise estatistica

A analise estatistica segue o esquema de mudancgas progressivas BACIPS
(Before-After Control-Impact Paired Series) (WAUCHOPE et al., 2021), conforme
segue abaixo. O esquema BACIPS aplica modelos lineares para detectar e testar
estatisticamente mudangas imediatas na média e/ou mudangas prolongadas nas
tendéncias temporais apdés uma intervengédo. Implementamos um Modelo Misto
Generalizado Bayesiano com autocorrelagdo temporal para verificar o impacto do
uso das coleira impregnadas com deltametrina a 4% em caes na abundancia de Lu
longipalpis, em duas areas de trabalho (ATL controle e ATL tratamento) em Sao Luis
(MA). As areas controladas (ATL controle), foram delimitadas espacialmente
contiguas a area de intervencao (ATL tratamento) e amostradas antes e depois do
tempo de intervengao realizado exclusivamente na ATL tratamento. Testamos o
efeito do antes e depois da intervencao (BA - before/after) e do controle e impacto
(Cl - Control-Impact) com o passar do tempo (Time), levando em consideragao as
amostras obtidas no intra e peridomicilio (LOCAL). Incluimos um termo
autorregressivo markoviano de primeira ordem, agrupado por identidade do
domicilio, para considerar a autocorrelagdo temporal esperada em uma série
temporal. Como a contagem de flebotomineos é, naturalmente, uma variavel discreta
quantitativa e observamos inflacdo de zeros, com a média acompanhando a
variancia, utilizamos uma distribuicdo binomial negativa zero-inflada. A variavel

TEMPO foi centrada em zero (primeira amostra apos a intervencao), BA e CI foram
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codificados como uma variavel booleana antes-depois ou impacto de controle como

0-1, respectivamente. Local foi um fator com duas classes: intra e peridomicilio.

Foérmula:

Value ~ Time + BA + Cl + (BA x Cl) + (BA x Time) + (Cl x Time) + (BA x Cl x Time) + ID

Value - numero de flebotomineos capturados

Time - tempo de estudo

BA - efeito antes e depois da intervengéo

ClI - controle e impacto com o passar do tempo

ID - efeito aleatério, variavel que identifica unidades distintas

O modelo foi implementado utilizando o pacote brms no R, e utilizamos 4
cadeias com 4000 iteragdes, descartando as primeiras 2000 (burn-in). Verificamos o
ajuste do modelo analisando a mistura das cadeias, a homocedasticidade e a
homogeneidade dos residuos, além da autocorrelagcdo temporal dos residuos
(minimiza a influéncia de fatores externos, como presengca de animais, lixo e
umidade).

Para diferenciar o nivel de adaptacao das principais espécies coletadas neste
trabalho, foi calculado o indice de constancia (IC) com o objetivo de avaliar a
frequéncia de ocorréncia da espécie estudada por ponto de coleta. O calculo foi
realizado utilizando a férmula proposta por Dajoz (1983), considerando a proporgao
de coletas em que Lu. longipalpis foi capturado (coletas positivas) em relagdo ao
total de coletas realizadas. As espécies foram classificadas como constantes (IC >
50%), acessoérias (25% < IC < 50%) ou acidentais (IC < 25%), conforme a mesma

referéncia citada.

Foérmula:
IC=(nx100)/N
n= numero de coletas positivas, onde a espécie foi diagnosticada (total de amostras

mensais).
N= numero total de coletas realizadas nesta pesquisa.
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Para a distribuicdo de Lu. longipalpis, foi calculada a média total de cada més

(ao todo 25 meses), nas trés noites de coleta e nos 10 pontos de captura por ATLs. .

n° total de flebotomineos por ponto
Média geral mensal = n° fotal de flebotomineos
3
10

Aspectos éticos

O grupo de estudo possui Licenga Permanente para Coleta de Material
Zoologico, emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis em nome de Alessandra Gutierrez de Oliveira (IBAMA: SISBio
25592-2). Os estudos de campo foram realizados em propriedades privadas, cujos
proprietarios autorizaram a realizagdo do estudo nas respectivas areas intra e
peridomiciliares. Além disso, a pesquisa ndo envolveu nenhuma espécie ameacgada

ou protegida.
Resultados

Em S&o Luis foram efetuadas 3.000 capturas, e coletados 4.522
flebotomineos, pertencentes as espécies: Evandromyia evandroi (Costa Lima &
Antunes, 1936), Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942) Lutzomyia
longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939) e
Sciopemyia sordelli  (Shannon & Del Ponte, 1927) (Tabela 1). A espécie mais
abundante foi Lutzomyia longipalpis, totalizando 4.438 exemplares, com um

percentual de 98,14% do total de espécies.
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Tabela 1 — Espécies de flebotomineos coletados com armadilha luminosa CDC, por
sexo, intra e peridomicilio em Sao Luis, MA, de agosto de 2021 a agosto de 2023.

Espécies intradomicilio peridomicilio Total %
M F subtotal M F subtotal

Ev. evandroi 1 2 3 1 1 2 5 0,11
Bi. flaviscutellata - - - - 1 1 1 0,02
Lu. longipalpis 429 214 643 2.786 1.009 3.795 4438 098,14
Ny. whitmani 7 14 21 6 48 54 75 1,67
Sc. sordellii - 1 1 - 2 2 3 0,06
Total 437 231 668 2.793 1.061 3.854 4.522 100

Br.: Brumptomyia; Bi.: Bichromomyia; Ev.: Evandromyia; Lu.: Lutzomyia; Ny.: Nyssomyia; Sc.: Sciopemyia
M - Macho F - Fémea

Na Tabela 2, estdo plotados o total de Lu. longipalpis capturados na ATL
controle (pontos 1 ao 10) e ATL tratamento (pontos 11 ao 20). Os dados incluem
numero de fémeas (F) e machos (M) capturados; o total por ponto de captura; a
porcentagem (%) que cada ponto representa em relagcdo ao total geral de
flebotomineos capturados; o numero de capturas positivas (reduzindo aquelas em
que flebotomineos estavam ausentes) e o indice de constancia (%), que indica a
frequéncia relativa (%) das capturas positivas (presenga de Lu. longipalpis) em
relagdo ao total de coletas realizadas na pesquisa. Lu. longipalpis esteve presente
em todos os pontos de coleta.

Os pontos sete e trés registraram o maior niumero de insetos (com 873 e 712
respectivamente) e indices de consténcia, com percentuais de 96% e 92%
respectivamente, o que indica que a espécie esteve presente no ponto sete em 24
coletas e que no ponto trés em 23 dos 25 meses de pesquisa. Os pontos oito e seis
foram os que registraram o menor numero de representantes da espécie em Séao
Luis com 0,6% e 0,9% respectivamente e indices de constancia de 44% e 40%

respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero total, percentual e indice de constancia de Lutzomyia longipalpis
capturados nas ATLs, distribuidos por ponto de coleta, macho e fémea, Sao Luis,
Maranhao, Brasil, julho/2021 a agosto/2023.

indice de
Coordenadas Capturas constancia

ATLs geograficas Pontos F M Total %  Positivas (%)
Controle  2°36'04"S 44°10'58"W 1 63 207 270 6,08 22 88
Controle  2°35'44"S 44°11'18"W 2 73 111 184 4,15 23 92
Controle  2°35'12"S 44°11'18"W 3 236 476 712 16 23 92
Controle  2°35'08"S 44°11'11"W 4 100 261 361 8,14 17 68
Controle  2°35'11"S 44°11"13"W 5 111 309 420 9,46 23 92
Controle  2°35'10"S 44°11'18"W 6 6 23 29 0,65 10 40
Controle  2°35'12"S 44°11'13"W 7 209 664 873 19,68 24 96
Controle  2°35'"11"S 44°11'16"W 8 8 12 20 0,45 11 44
Controle  2°35'11"S 44°11'18"W 9 42 74 116 2,65 11 44
Controle  2°35'03"S 44°11'06"W 10 29 45 74 1,67 17 68
Tratamento 2°35'26"S 44°11'02"W 11 8 31 39 0,87 7 28
Tratamento 2°35'03"S 44°10'52"W 12 31 80 111 2,51 6 24
Tratamento 2°35'52"S 44°10'44"W 13 166 37 203 4,57 13 52
Tratamento 2°36'23"S 44°10'38"W 14 37 121 158 3,56 23 92
Tratamento 2°36'02"S 44°10'41"W 15 26 85 111 2,51 17 68
Tratamento 2°35'22"S 44°10'49"W 16 24 79 103 2,32 13 52
Tratamento 2°35'23"S 44°10'49"W 17 7 22 29 0,65 10 40
Tratamento 2°35'40"S 44°10'44"W 18 30 112 142 3,19 21 84
Tratamento 2°35'17"S 44°10'51"W 19 22 49 71 1,6 12 48
Tratamento 2°35'09"S 44°10'56"W 20 124 288 412 9,29 18 72

Total 1.352 3.086 4.438 100

Na tabela 3 estdo registrados o numero de Lu. longipalpis, pré e poés
encoleiramento, numero dos animais domésticos de cada ponto e também a

presenca de iluminagao elétrica noturna no quintal.
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Tabelas 3. Total de Lutzomyia longipalpis pré e pos encoleiramento, numero de animais e presenga de iluminagdo no quintal por
pontos de captura na ATL controle e ATL tratamento no bairro Cidade Olimpica, Sao Luis - MA, Brasil, 2021 a 2023.

Coordenadas Pré Pos ~ , outros IIuminggéo
ATLs Pontos Geograficas Total encoleiramento encoleiramento Caes Galinhas  Gatos animais " qunjtal
sim/ndo
Controle 1 2°36'04"S 44°10'58"W 270 169 101 2 6a10 - - sim
Controle 2 2°35'44"S 44°11'18"W 184 60 124 - - - - sim
Controle 3 2°35'12"S 44°11"18"W 712 173 539 1 - - - nao
Controle 4 2°35'08"S 44°11"11"W 361 208 153 2 - - - nao
Controle 5 2°35'11"S 44°11"13"W 420 128 292 2 - - - nao
Controle 6 2°35'10"S 44°11'18"W 29 21 8 1 - - - sim
Controle 7 2°35'12"S 44°11"13"W 873 411 462 3 3a10 - - sim
Controle 8 2°35'11"S 44°11'16"W 20 7 13 2 6a10 - - sim
Controle 9 2°35'11"S 44°11'18"W 116 46 70 2 - - - sim
Controle 10 2°35'03"S 44°11'06"W 74 14 60 4 6a10 2ab - sim
Tratamento 11 2°35'26"S 44°11'02"W 39 31 8 3 6 1 - sim
Tratamento 12 2°35'03"S 44°10'52"W 111 107 4 3 6 - 3 sim
Tratamento 13 2°35'52"S 44°10'44"W 203 10 193 2 - 1 1 sim
Tratamento 14 2°36'23"S 44°10'38"W 158 52 106 2 - 5 1 sim
Tratamento 15 2°36'02"S 44°10'41"W 111 30 81 5 - 2 - sim
Tratamento 16 2°35'22"S 44°10'49"W 103 90 13 1 6a10 1 - sim
Tratamento 17 2°35'23"S 44°10'49"W 29 9 20 2 6a10 - - sim
Tratamento 18 2°35'40"S 44°10'44"W 142 93 49 3 6a15 - - sim
Tratamento 19 2°35'17"S 44°10'51"W 71 33 38 1 - 1 1 nao
Tratamento 20 2°35'09"S 44°10'56"W__ 412 194 218 1 6ai5 1 - sim
Total 4.438 1.886 2.552
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Ao longo da pesquisa, Lu. longipalpis foi coletado no intra e no peridomicilio
dos pontos amostrais. A figura 3, demonstra a abundéncia da espécie no
peridomicilio das residéncias em todos os anos avaliados. Entre agosto de 2021 a
julho de 2022 a quantidade de machos foi expressivamente maior neste ecétono. De
agosto de 2022 a agosto de 2023, houve uma redugao na captura geral no numero
de Lu. longipalpis, mas o padrdao de maior abundancia no peridomicilio foi mantido
(Figura 3).

Intra Peri Intra Peri Intra Peri
200 1
- Macha 600
- Fémea
Machao 400
- Fémea
200

Ano 2021 Ano 2022 Ano 2023

Figura 3. Lutzomyia longipalpis por ambiente e por ano, de agosto de 2021 a agosto
de 2023 em Sao Luis, MA, Brasil.

A figura 4 apresenta a variagdo do numero de Lu. longipalpis capturados ao
longo de dois anos nas areas controle (linha azul) e tratamento (linha laranja).
Observa-se que ambas as areas apresentam flutuagbes sazonais na abundancia
dos flebotomineos, com picos nos periodos mais umidos (dezembro a junho) e um
declinio nos meses mais secos (julho e novembro). Com exceg¢do dos picos que
ocorreram nos meses de setembro e outubro, meses considerados de seca da
estacao seca.

Os momentos de encoleiramento ocorreram em fevereiro de 2022, agosto de
2022 e margo de 2023 (indicados pelas setas vermelhas). Apdés o primeiro
encoleiramento, houve uma redu¢cado mais acentuada na area tratamento em relacao
a area controle, indicando um possivel efeito da intervencdo. Em alguns momentos,
principalmente entre novembro de 2022 e margo de 2023, a area controle

apresentou um aumento expressivo na populacdo de flebotomineos, enquanto a
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area tratamento manteve valores mais baixos. Apds o terceiro encoleiramento

(margo de 2023), observa-se uma estabilizagdo da populagédo de flebotomineos na

area tratamento, enquanto na area controle ainda ocorrem picos de captura.
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Figura 4. Lutzomyia longipalpis, ATL controle e ATL tratamento, distribuido ao longo
dos anos e com destaque para os meses do encoleiramento. Sdo Luis, Maranhao,
Brasil, de 2021 a 2023.

O numero de fémeas ingurgitadas de Lu. longipalpis ao longo do tempo esta

representado na Figura 5. Antes do encoleiramento, observa-se uma variagédo na

quantidade de fémeas, com alguns picos elevados. Apés a introdugéo das coleiras,

ha uma tendéncia de reducao, especialmente na area de tratamento (ATL).
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Figura 5. Fémeas ingurgitadas de Lutzomyia longipalpis, ATL controle e ATL
tratamento, distribuido ao longo dos anos e com destaque para os meses do
encoleiramento. Sao Luis, Maranhao, Brasil, de 2021 a 2023.

A analise estatistica, utilizando o método BACIPS (Before-After
Control-Impact Paired Series) (WAUCHOPE et al.,, 2021), revelou o seguinte
resultado em S&o Luis (MA): nos meses que antecederam o encoleiramento, a
comparacgao entre as ATL controle (azul) e ATL tratamento (vermelho) mostrou um
crescimento da populacédo de Lu. longipalpis em ambas as areas. No entanto, esse
aumento foi mais expressivo na ATL tratamento, onde também se observou uma
maior variagdo na abundancia (area sombreada)(Figura 6).

Nos meses pds encoleiramento, o grafico 6 registra um efeito imediato apds o
encoleiramento com a reducdo na abundancia de Lu. longipalpis em ambos 0s
grupos, entretanto essa reducao foi mais acentuada na area de tratamento.

Com o passar do tempo, a diferenca entre as ATLs se reduz, porém a ATL
tratamento mantém numeros um pouco mais baixos. Demonstrando a eficiéncia das
coleiras impregnadas com deltametrina 4% em caes, na redug¢do da populagao de

Lu. longipalpis.
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Figura 6. Populacido de Lutzomyia longipalpis, nas areas controle (em azul) e
tratamento (vermelho), nos periodos pré e pds encoleiramento. Sdo Luis, Maranhao,
Brasil de 2021 a 2023.

Foram analisadas 1.067 amostras, 775 (154 individualizadas + 621 em
pools) ATL controle e 292 (92 individualizadas + 200 em pools) da ATL tratamento.
Deste total, quatro amostras foram positivas para Leishmania spp., sendo trés da
ATL controle e uma da ATL tratamento (Tabela 4).

Em Sao Luis (MA), entre as 92 fémeas individualizadas na ATL tratamento,
uma amostra do ponto 4, proveniente de janeiro de 2022, apresentou resultado

positivo.

Tabela 4. Analise da Infec¢ao por Leishmania em Flebotomineos: Comparacgao entre
Grupos Controle e Tratamento, S&o Luis (MA), 2021 a 2023.

o s % Taxa de

ATL Fémeas Positivos infeccao
testadas (n) (n) .

estimada
total 775 3 0.4
Controle individual 154 3 1.9
pool 621 - -
S3o Luis total 292 1 0.3
individual 92 1 1.1
Tratamento pool 200 - -

11.2.3 Discussao

A Leishmaniose visceral (LV) € uma doenga grave, que pode ser letal, se ndo
tratada, principalmente quando acomete individuos imunodepressivos, idosos e
criangas. A longa duragcdo do tratamento, a limitada disponibilidade e resisténcia
medicamentosa, faz dessa parasitose, segundo a Organizagdo Mundial de Saude
um grave problema em saude publica (WHO, 2023).

No Brasil, Lutzomyia longipalpis (LUTZ; NEIVA, 2012) é reconhecido como o
principal vetor de Leishmania infantum, agente etiolégico da leishmaniose visceral
(LV) (LAINSON; RANGEL, 2005). Seu registro € especialmente relevante uma vez

que a capital maranhense é notificada como area de transmissao muito intensa,
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segundo o Ministério da Salde. A taxa de infeccdo é calculada por meio do indice
Composto (IC), que corresponde a razédo entre a média de casos em um periodo de
dois ou trés anos e a média de incidéncia. A taxa de infeccdo muito intensa,
apresenta valores (IC) entre 9,16 a 15,1 casos por 100.000 habitantes. Sao Luis
apresentou um IC de 9,16 (BRASIL, 2023).

No decorrer dos anos, estudos tém demonstrado um consideravel decréscimo
na diversidade de espécies em Sao Luis (MA). Rebélo et al., (1999) registraram 32
espécies na area urbana de Sao Luis. Penha et al. (2013) encontraram sete
espécies e Costa Jr. et al. (2017) registraram apenas quatro espécies entre 2010 e
2015.

Estudos relatam que a antropizagdo exerce uma influéncia negativa na
diversidade, favorecendo a colonizagdo apenas das espécies que sdo capazes de
se adaptar as mudancgas ambientais. O evidente dominio de Lu. longipalpis deve-se
a sua alta capacidade de adaptacdo a ambientes antropizados, o que gera uma
vantagem competitiva em relagdo as demais espécies (FERNANDES et al., 2021;
MARINHO et al., 2008). Nos ultimos 20 anos, a capital do Maranhao sofreu um
consideravel impacto ambiental, em decorréncia do crescimento populacional, da
extragdo de madeira e minerais e da drenagem dos manguezais para expansao da
construcéo civil e de areas industrializadas (IBGE, 2022; IPPC, 2006).

Em todos os pontos foi registrada a presenga e a constancia de Lu.
longipalpis (Tabela 2). O ponto sete foi 0 que apresentou o maior numero de
representantes da espécie e um indice de Constancia (IC) de 96%, sendo sua
presenca em quase todos os meses de coleta. A elevada presencga desses dipteros
pode estar relacionada a ampla disponibilidade de alimento para as fémeas
(galinhas e caes) e a presenga de iluminagao elétrica noturna, segundo BARATA e
colaboradores (2005) e PAIVA (2009), apontam hipotese da afinidade de Lu.
longipalpis pelo sangue de galinaceos. TEODORO et al., (2007) em um estudo
realizado no Parana, observaram o comportamento de Ny. whitmani e sugerem que
a presenga de galinhas associadas a iluminagao elétrica noturna no quintal pode ser
um fator determinante para a presenca desses fleb6tomos.

O segundo local com maior abundancia foi o ponto trés. Neste ponto as
caracteristicas que fazem relagcdo com a abundancia de Lu. longipalpis nao foram
observadas (RANGEL; LAINSON, 2003), sendo notificada apenas a presenga de um

unico cao e auséncia de iluminagc&o noturna no quintal (Tabela 3). Apesar da baixa
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oferta de fonte alimentar, outros fatores podem ter favorecido a presenga de Lu.
longipalpis, como o ambiente local apresentar caracteristicas favoraveis para a
existéncia de criadouros. Os criadouros sdo microambientes que oferecem
condigdes ideais para o desenvolvimento de formas imaturas do inseto (ovos, larvas
e pupas) e também servem de refugio para adultos, favorecendo sua sobrevivéncia
e reproducdo, especialmente quando ha disponibilidade de matéria orgénica e
umidade adequadas (BRAZIL; BRAZIL, 2003; KILLICK-KENDRICK, 1999b; MAROLI
et al.,, 2013; SHERLOCK, 2003; ALEXANDER, 2000). Segundo FREITAS et al.,
(2009) e GUERRA SILVA et al., (2013) os flebotomineos tendem buscar alimento
nas proximidades de seus criadouros, permanecendo proximos a esses locais. Outra
provavel justificativa é a alta capacidade de adaptacédo de Lu. longipalpis,
principalmente em locais sob influéncia da agao antrépica (RANGEL; VILELA, 2008;
LAINSON; RANGEL, 2005).

Outros pontos (oito, 11 e 17) apresentaram resultados antagdnicos aos pontos
sete e trés (Tabela 3). Apesar de contarem com abundéancia de fontes alimentares,
esses locais apresentaram baixo numero e constancia de representantes da
espécie. Algumas hipéteses podem justificar esse resultado: Kahime et al. (2015) e
Lewis (1971) apontam que caracteristicas do solo, como composi¢do quimica,
umidade e até mesmo sua textura, podem influenciar a oviposi¢cdo, o
desenvolvimento larval e a sobrevivéncia dos flebotomineos. Outros fatores
relacionados, sdo o uso de inseticidas nos pontos de coleta e a presenca de
predadores naturais (ALEXANDER; MAROLI, 2003; CASAGRANDE, 2018; 2014;
DENISH et al., 2014; WARBURG; FAIMAN, 2011).

Em contrapartida, a maior abundancia desses insetos no peridomicilio em
todos os anos de pesquisa (Figura 3) — resultado semelhante ao observado em
outros estudos conduzidos nessa cidade — pode ser explicada pela instalagcéo das
armadilhas em proximidade aos abrigos de animais, como canis e galinheiros, que
frequentemente estao localizados nesse ambiente (DIAS et al., 2003; PENHA et al.,
2013; REBELO et al., 1999).

Quanto aos resultados obtidos nos periodos pré e pds encoleiramento
(Tabela 3), observou-se um aumento no numero de Lu. longipalpis capturados,
passando de 1.886 para 2.552 individuos. Apesar dessa tendéncia geral de
crescimento, alguns pontos apresentaram redugdo, como no caso do ponto 12, que

diminuiu de 107 para 4, e do ponto seis, que passou de 31 para 8. O aumento
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populacional dos demais pontos pode estar relacionado ao aumento natural da
populagao de flebotomineos na época da coleta pds-encoleiramento, as mudancas
climaticas e ecoldgicas (DE MELO NASCIMENTO, et al., 2024; DIAS et al., 2007;
MENDES et al., 2016). Para validar esses achados, é fundamental a realizacdo de
testes estatisticos, considerando que fatores podem ter influenciado os resultados.

Assim, os resultados desta pesquisa evidenciam a complexidade envolvida na
presenca desses dipteros. Destaca-se a relevancia de considerar as caracteristicas
ambientais de cada ponto de coleta e seu entorno, incluindo fatores temporais ou
permanentes que podem influenciar a distribuicdo e a constancia dos flebotomineos.
Além disso, é fundamental que estudos bem conduzidos levem em conta esses e
outros aspectos, garantindo uma abordagem mais detalhada e alinhada a dindmica
desses insetos.

A sazonalidade climatica de uma determinada regi&do € também importante
para a frequéncia de flebotomineos. Estudos anteriores relatam a preferéncia de Lu.
longipalpis pelas estagbes mais Umidas, este padrao pode ser observado na figura 4
(NUNES et al., 2008; GALVIS OVALLOS, 2016; REBELO, 2001).

Em Sao Luis, a estacdo chuvosa ocorre entre dezembro e junho, e a estacao
seca se estende de julho a novembro (INMET, 2023). Entretanto, de acordo com
resultados apresentados, um maior numero de Lu. longipalpis foi observado nos
meses de setembro e outubro, considerados meses da estacdo seca. De acordo
com dados do Nucleo de Meteorologia da Universidade Estadual do Maranhao
(UEMA), em agosto de 2021 foram registrados indices pluviométricos acima da
média (52,6 mm?3), e segundo dados do WeatherSpark (2021) em setembro
ocorreram chuvas esporadicas e fracas. A umidade com média de 98% e
temperaturas variando entre 26°C e 32°C nesses dois meses, podem justificar a
presenga da espécie nesse periodo atipico. Rebélo et al, (2001), em um estudo
realizado em Sao Luis (MA), salienta que embora Lu. longipalpis seja encontrado em
todas as estagcbes do ano, com a maior frequéncia registrada na estagao chuvosa,
destacando a precipitagdo como um fator relevante para a presenga do vetor.

Entre novembro de 2022 e margo de 2023, a ATL controle apresentou um
aumento expressivo na densidade de flebotomineos, enquanto a ATL tratamento
manteve valores reduzidos (Figura 4). Esse achado pode estar relacionado a fatores
sazonais, uma vez que esse periodo corresponde a estacdo chuvosa na regido.

Apos o terceiro encoleiramento (margo de 2023), a populagdo desses dipteros na
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ATL tratamento se estabilizou. Essa estabilizacdo pode ser atribuida a protegao
continua conferida pela acédo repelente e inseticida das coleiras, que impedem a
aproximacao dos flebotomineos aos caes e reduzem sua longevidade (REITHINGER
et al., 2004). Resultados semelhantes foram observados em estudos anteriores, os
quais demonstraram o declinio populacional desses vetores apdés o uso de
deltametrina, evidenciando sua eficacia tanto na repeléncia quanto na eliminacao
dos insetos, como relatado por Werneck et al. (2017) e Courtenay et al. (2019). No
presente estudo, essa tendéncia também foi observada na analise do numero de
fémeas ingurgitadas ao longo do tempo (Figura 5), com especial destaque para os
meses de encoleiramento dos céaes (fevereiro de 2022, agosto de 2022 e fevereiro
de 2023), sugerindo que as fémeas enfrentaram dificuldades para realizar o repasto
sanguineo em caes encoleirados, o que pode ter contribuido para a redugao
populacional observada, minimizando os efeitos das variagdes sazonais.

As analises moleculares para a detecgdo de DNA de Leishmania spp.(Tabela
4) em fémeas nao ingurgitadas tanto da ATL controle quanto da ATL tratamento,
indicam que a transmissao ainda persiste. No entanto, a deteccdo de apenas uma
amostra positiva na ATL tratamento, proveniente de uma fémea de Lutzomyia
longipalpis coletada antes da implementagdo das coleiras, aliada a baixa taxa de
infeccdo dos flebotomineos, sugere uma possivel efetividade das coleiras. Esse
resultado pode estar relacionado a menor disponibilidade de caes infectados como
fonte de alimentagdo para esses dipteros (COURTENAY et al., 2019; LIMA et al.,
2021; MOREIRA et al., 2022; NUNES et al., 2020; SILVA et al., 2018; WERNECK,
2017).

Para avaliar com precisdao a efetividade do encoleiramento, foi adotado o
método estatistico BACIPS, que compara periodos antes e depois da intervencao
em locais controle e de impacto. Esse modelo reduz vieses causadas por variacdes
ecoldgicas naturais ou antrépicas, permitindo identificar com maior seguranga os
efeitos reais da intervencado na fauna flebotominica. O BACIPS ja foi aplicado com
sucesso em estudos de impacto ambiental e sanitario, com resultados
estatisticamente robustos (SMITH, 2002; UNDERWOOD, 1994; WAUCHOPE et al.,
2021). Apds a analise, observou-se uma reducgéao significativa da populacao de Lu.
longipalpis logo apds o encoleiramento, especialmente na ATL tratamento em Sao
Luis (MA) (Figura 7), evidenciando que o uso de coleiras impregnadas com

deltametrina a 4% em caes € uma medida eficaz no controle vetorial dessa espécie.
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Estudos anteriores descreveram que, mesmo diante de uma série de
problemas operacionais, 0 encoleiramento mostrou ser mais eficiente do que a
eutanasia de cades no controle das leishmanioses (COURA-VITAL et al., 2018;
LOPES et al., 2018; ALVES et al., 2018). Em um trabalho realizado por Silva et al
(2018) em Montes Claros e Fortaleza no estado do Ceara, relataram uma menor
frequéncia na populacao de Lu. longipalpis nas areas de intervengdo. WERNECK et
al. (2024), associaram o uso das coleiras inseticidas em cdes com a reducao de 27%
na incidéncia de casos humanos de LV, evidenciando a importancia do
encoleiramento canino em areas endémicas.

Além do uso de coleiras como uma medida eficaz, é importante sugerir a
associacdo dessa pratica com outras medidas de controle. Isso pode incluir a
implementagdo de campanhas de conscientizacdo, o controle da populagdo de
flebotomineos, a limpeza de areas propensas a proliferagdo do vetor e a realizagao
de exames regulares em animais. Ao combinar essas agdes, é possivel potencializar
as estratégias de prevencdo e controle das leishmanioses, garantindo uma

abordagem abrangente e eficaz.

11.2.4 Conclusoes

Em Sado Luis (MA), a LV é um constante problema de saude publica. A
antropizagdo ao longo dos anos reduziu a diversidade da fauna flebotominica na
area urbana do municipio. Lutzomyia longipalpis, com 98%, esteve presente em
todos os pontos de coleta. O numero de machos foi superior, assim como a
presenca no peridomicilio.

Este vetor foi encontrado em todo periodo da coleta em ambas as ATLs
(controle e tratamento) com flutuagbes sazonais. Os picos ocorreram nos meses
mais umidos (dezembro a junho), enquanto um declinio foi observado nos periodos
mais secos (julho e novembro).

Houve uma reducdo mais acentuada da populagdo de flebotomineos logo
apoés ao encoleiramento, padrdo também observado quando analisadas fémeas
ingurgitadas na area de tratamento em comparagao a area controle, sugerindo um
possivel efeito da intervengdo, o que foi comprovado com o teste estatistico
BACIPS.



114

Testes moleculares para detecgdo de DNA de Leishmania em Lu. Longipalpis
resultaram em quatro amostras positivas, trés da ATL controle e uma da ATL

tratamento.
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Monitoramento entomolégico de Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) em
duas regides distintas na cidade de Caxias, area de alta transmissao para
leishmaniose visceral, estado do Maranhao, Brasil

Autores: Infran O.M. Jucelei® # Casaril E. Aline', Barbosa E.P. Matheus? , Fernandes S. Wagner 3,
Santos R.O. Luis Gustavo * , Silva P. M. Monique 5, Galati A.B. Eunice®, Galvis-Ovallos Fredy® ,
Werneck L. Guilherme” , Cruz P. Maria do Socorro?, Oliveira G. Alessandra "%¢”

' Institute of Biosciences Federal, University of Mato Grosso do Sul, Brazil.

2 Graduate Program in Infectious and Parasitic Diseases, Faculty of Medicine, Federal University of
Mato Grosso do Sul, Brazil.

3 University Hospital Maria Aparecida Pedrossian - Brazilian Hospital Services Company/Federal
University of Mato Grosso do Sul - Brazil

4 Institute of Ecology, Federal University of Mato Grosso do Sul, Brazil.

5 Health Secretary of Maranh&o State, Brazil.

6 Epidemiology department, Faculty of Public Health, University of Sdo Paulo, Brazil.

7 Institute of Public Health Studies, Federal University of Rio de Janeiro, Brazil.

8 Graduate Program of Applied Technologies to Animals of Regional Interest, Federal  University of
Piaui, Brazil.


mailto:alessandra.oliveira@ufms.br

123

Resumo

Nas Américas, o Brasil é responsavel por 96% dos casos notificados de
leishmaniose visceral, e estima-se que esses casos estejam concentrados
principalmente em 121 municipios, especialmente nos estados do Maranhéo, Para e
Tocantins. No estado do Maranhao, o Ministério da Saude considera o municipio de
Caxias area prioritaria para medidas de prevencéo e controle. Portanto, o objetivo
deste estudo foi caracterizar a fauna flebotominea em dois ambientes distintos na
area urbana de Caxias (MA). Os flebotomineos foram coletados por trés noites
consecutivas com armadilhas luminosas tipo CDC, em 20 residéncias no intra € no
peridomicilio, das 16h as 7h, entre agosto de 2021 e julho de 2023. Foram
capturados 119.978 flebotomineos distribuidos em 23 espécies, a seguir:
Bichromomyia flaviscutellata, Brumptomyia avellari, Br. brumpti, Evandromyia
begonae, Ev. bourrouli, Ev. evandroi, Ev. lenti, Ev. sallesi, Ev. saulensis, Ev.
termitophila, Lutzomyia evangelistai, Lu. longipalpis, Lu. sherlocki, Micropygomyia
longipennis, Mi. trinidadensis, Mi. villelai, Nyssomyia antunesi, Ny. whitmani,
Psathyromyia aragaoi, Pa. bigeniculata, Pa. campbelli, Pa. hermanlenti, e
Sciopemyia sordellii. A regidao periférica proxima a borda da mata apresentou um
maior numero de espécies (n=23), enquanto na area central foram identificadas 15
espécies. A espécie mais abundante foi Nyssomyia whitmani, seguida por Lutzomyia
longipalpis. Ambas possuem importancia meédica como vetores dos agentes
etiolégicos da leishmaniose visceral e da leishmaniose cutanea, respectivamente.
Recomenda-se forte intensificacdo das acdes de vigilancia em saude e controle no

municipio de Caxias (MA).

Palavras Chaves: flebotomineos, Caxias, Leishmanioses.
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Abstract

Introduction: In the Americas, Brazil is responsible for 96% of the visceral
leishmaniasis cases notified and it is estimated that they are concentrated mainly in 121
municipalities, mainly in the states of Maranhao, Para, and Tocantins. In the Maranhao
state, the Ministry of Health considers Caxias municipality a priority area for prevention
and control measures. Goal: The study's objective was to characterize the sand fly
fauna in the urban area of Caxias. Materials and method: The sand flies were
collected over a three-night period between August 2021 and July 2023. The collection
was conducted using automatic light traps (CDC-type) in both indoor and outdoor areas
of 20 residences, from 4:00 pm to 7:00 am. Results: A total of 119.978 sandflies
belonging to 23 species were identified. The following species were identified:
Bichromomyia flaviscutellata, Brumptomyia avellari, Br. brumpti, Evandromyia begonae,
Ev. bourrouli, Ev. evandroi, Ev. lenti, Ev. sallesi, Ev. saulensis, Ev. termitophila,
Lutzomyia evangelistai, Lu. longipalpis, Lu. sherlocki, Micropygomyia longipennis, Mi.
trinidadensis, Mi. villelai, Nyssomyia antunesi, Ny. whitmani, Psathyromyia aragaoi, Pa.
bigeniculata, Pa. campbelli, Pa. hermanlenti, and Sciopemyia sordellii. The peripheral
areas close to the forest edge had a higher number of species captured (n=23), while in
the central area, the presence of 15 species was identified. The most abundant species
was Lutzomyia longipalpis, followed by Ny. whitmani. Both species have medical
significance as vectors of the etiological agents of VL and cutaneous leishmaniasis,
respectively. It is strongly recommended that health surveillance and control efforts in

the municipality be intensified.

Keywords: Phlebotomines, Caxias, Lutzomyia longipalpis, Leishmaniasis.
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11.3.1 Introducgao

No mundo, sao descritas cerca de 1.060 espécies de flebotomineos e dessas,
aproximadamente, 30 sao vetores de Leishmania spp. Nas Ameéricas, esse numero é
de 550 e no Brasil foram registradas 216 espécies até 2023 (GALATI; RODRIGUES,
2023; SHIMABUKURO et al., 2017). Dentre as espécies identificadas, seis estao
associadas a transmissao de agentes causadores da leishmaniose cutanea (LC).

Um trabalho realizado por Rebélo et al.,, (2010), em um levantamento em
diferentes regides filogenéticas no estado do Maranhdo, registrou 91 espécies de
flebotomineos no estado do Maranhao. A hipotese que justifica a grande diversidade de
espécies no estado do Maranh&o, é a presencga de trés biomas, o Cerrado, a caatinga e
a Amazébnia. Segundo o autor todas as espécies encontradas no Maranhao, com raras
excecdes, estdo presentes na Bacia Amazonica (REBELO et al., 1996).

Em Caxias (MA), investigacbes voltadas para o levantamento e monitoramento
da fauna registraram uma consideravel diversidade de espécies. Ribeiro da Silva et al.
(2019) catalogaram 20 espécies na localidade, com destaque para Lutzomyia
longipalpis e Nyssomyia whitmani, como as mais abundantes. Além disso, estudos
subsequentes nao apenas confirmaram a presenca dessas duas espécies vetoras na
area urbana do municipio, mas também relataram a deteccao de Leishmania infantum
por meio de analises moleculares (GUIMARAES E SILVA et al., 2012; NASCIMENTO et
al., 2013).

De acordo com Ministério da Saude (2022), Caxias (MA) é categorizado como
area de transmissao alta para LV e apresentou, entre 2018 e 2022, seis 6bitos e 42
casos notificados (BRASIL, 2020).

Diante do numero de casos e gravidade das leishmanioses este estudo visa
descrever a fauna flebotominica em duas areas distintas em Caxias (MA), com

énfase nas espécies vetores dos agentes das leishmanioses.
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11.3.2 Material e métodos

Area de estudo

O municipio de Caxias - MA (4°51'32" S e 43°21'22" W), possui uma area de
5.201,927 km?, esta localizado ao leste do estado (Figura 1), apresenta uma populagao
estimada de 166.159 habitantes (quinta mais populosa do estado) e densidade
demografica de 30,12 hab/km? (IBGE, 2021). E um dos maiores centros econdémicos do
estado em decorréncia de seu grande desempenho industrial, comércio e servigos. Sua
vegetacdo compreende uma regido de transigcdo entre a Zona dos Cocais, a
Pré-Amazonica e o Cerrado onde sao encontrados os babacguais, densos e puros,
cerrados, matas de galeria ou ciliares até uma vegetacdo composta de matas secas
denominada na regidao de "carrasco". O clima é quente na maior parte do ano com
temperaturas que variam entre 23°C e 37°C e precipitacdo de entre 1.100 e 1.500 mm

anuais (BRASIL, 2005).
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Figura 1. Mapa mostrando a localizagdo da area de estudo, municipio, area urbana
de Caxias, MA, Brasil e localizacdo dos pontos de coleta. Os pontos em vermelho
representam a localizacao dos pontos de coleta (Fonte: Fernandes, 2024).

Coleta de flebotomineo
As coletas ocorreram de agosto de 2021 a julho de 2023, abrangendo duas
areas distintas: uma situada préxima a mata e outra localizada na regido central,

ambas com dez pontos cada.
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Os pontos de coleta foram selecionados por meio de sorteio, em colaboragao
com as Secretarias do estado e do municipio. Os critérios para a selegao dos pontos e
das areas de coleta envolveram indicadores de vulnerabilidade social e ambiental —
como renda, alfabetizagdo, coleta de lixo, abastecimento de agua e esgotamento
sanitario , além de indicadores de risco de transmissdo de Leishmania spp., como a

ocorréncia de casos humanos e caninos.

CALDEIROES? ()
PIRAJA e «

Figura 2. Pontos de captura de flebotomineos, do 1 ao 10 (borda de mata) e 11 ao
20 (area central), entre agosto de 2021 e agosto de 2023, Caxias, Maranhao, Brasil.

Fonte: Google Earth.

Armadilhas automaticas luminosas do tipo CDC foram instaladas das 16h as 7h.
As coletas foram mensais, durante trés noites consecutivas no intradomicilio e
peridomicilio no periodo de 24 meses (20 pontos x 2 armadilhas) x 3 noites x 24 meses
X 16 horas = 46.080 horas de esforco amostral.

Os insetos foram eutanasiados com éter, triados por sexo e, em seguida,
colocados em tubos de 1,5 mL, devidamente etiquetados (data da coleta, a cidade de
origem, intra ou peridomiciliar). Para a identificacdo dos espécimes foram utilizadas as
estruturas da cabeca, torax e abdébmen, com énfase dada as genitalias, seguindo a
classificagdo de acordo com Galati (2023). Para diferenciar o nivel de adaptacao das
principais espécies de importancia meédica coletadas neste trabalho, foi calculado o
indice de constancia (IC) com o objetivo de avaliar a frequéncia de ocorréncia da
espécie estudada por ponto de coleta. O calculo foi realizado utilizando a féormula
proposta por Dajoz (1983), considerando a proporgcdo de coletas em que espécie

analisada foi registrada (coletas positivas) em relagdo ao total de coletas realizadas. De
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acordo com o resultado dessa analise, as espécies foram classificadas como

constantes (IC > 50%), acessorias (25% < IC < 50%) ou acidentais (IC < 25%).

IC= (nx 100) /N

n= numero de coletas positivas mensais por ponto de coleta.
N= numero total de coletas realizadas na pesquisa.

A quantidade e a presenga de cées, galinhas e outros animais de cada ponto
de coleta foram registradas, bem como a mata ao entorno e iluminagao noturna no

quintal foram notificadas.

Aspectos éticos

O grupo de estudo possui Licenca Permanente para Coleta de Material
Zoolégico, emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis em nome de Alessandra Gutierrez de Oliveira (IBAMA: SISBio
25592-2).

9.3.3 Resultados e discussao

Um total de 119.978 espécimes foram coletados e distribuidos em 23
espécies (Tabela 1).

Neste estudo, realizado em Caxias (MA), foram identificadas duas espécies
vetoras de agentes da leishmaniose cutanea (LC): Nyssomyia whitmani (Antunes &
Coutinho, 1939) e Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942). Além dessas, foi
registrada a presenga de Nyssomyia antunesi, espécie incriminada como possivel
vetor. Também foi registrada no municipio, a presenca de Lutzomyia longipalpis,
principal vetor de Leishmania infantum, agente etiologico da leishmaniose visceral (LV)
nas Américas (BRASIL, 2017; LAINSON, 2010; RANGEL & LAINSON, 2003)

As espécies mais abundantes foram Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho,
1939) com 63.238 (52,70%), seguida de Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912)
com 53.817 (45,91%) exemplares, Evandromyia evandroi (Costa Lima & Antunes 1936)
com 839 (0,69%) e Evandromyia lenti (Mangabeira, 1938) com 359 (0,29%). Os
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numeros de exemplares, segundo sexo, dessas e as demais espécies podem ser

observadas na tabela 1.

Tabela 1 — Espécies de flebotomineos coletadas com armadilha luminosa CDC, por
sexo e ecotopos, em Caxias, estado do Maranhao, de agosto de 2021 a julho de
2023.

Espécies intradomicilio Peridomicilio

M F subtotal M F subtotal Total
Bichromomyia flaviscutellata - 1 1 3 8 11 12
Brumptomyia avellari 6 3 9 20 16 36 45
Brumptomyia brumpti - 2 2 2 - 2 4
Evandromyia bourrouli 2 - 2 1 - 1 3
Evandromyia evandroi 34 87 121 400 318 718 839
Evandromyia lenti 23 18 41 217 101 318 359
Evandromyia sallesi 1 1 2 4 3 7 9
Evandromyia saulensis 1 - 1 - 2 2 3
Evandromyia termitophila 1 - 1 11 7 18 19
Lutzomyia evangelistai 5 - 5 - 5 5 10
Lutzomyia sherlocki - - - 1 21 22 22
Lutzomyia longipalpis 3.393 1.733 5.126 37.766 12.193 49.959 55.085
Micropygomyia longipennis 1 1
Micropygomyia trinidadensis 68 40 108 57 32 89 197
Micropygomyia villelai 1 - 1 - 1 1 2
Nyssomyia antunesi 5 - 5 15 18 33 38
Nyssomyia whitmani 1.823 1.155 2,978 41.147 19.113 60.260 63.238
Psathyromyia aragaoi 2 - 2 - 2 3 4
Psathyromyia bigeniculata - - - 5 - 5 5
Psathyromyia campbelli - - - - 1 1 1
Psathyromyia hermanlenti 8 3 11 26 6 32 43
Psychodopygus amazonensis - - - - 4 4 4
Sciopemyia sordellii 1 14 15 6 14 20 35
Total 5.374 3.057 8.431 79.681 31.866 111.547 119.978

Os dados apresentados nas tabelas 2A e 2B indicam que a borda da mata
possui uma densidade de flebotomineos superior a observada na area urbanizada.
Esses achados podem ser atribuidos a disponibilidade de fontes alimentares e
criadouros naturais. Ademais, é importante considerar as consequéncias das
alteragdes no ambiente natural, especialmente aquelas de origem antrépica. A

significativa remocado da cobertura vegetal pode ter levado ao deslocamento de
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animais silvestres de grande porte, que anteriormente serviam como fontes
alimentares para esses dipteros. Como consequéncia, esses insetos comegaram a
buscar fontes alternativas de sangue no ambiente periurbano, o que resultou em
uma maior proximidade com as habitagbes humanas e, por conseguinte, elevou o
risco de transmissdo por Leishmania. Esse resultado é evidenciado pela maior
densidade de flebotomineos observada no peridomicilio em comparagdo com o
intradomicilio (FIALHO et al., 2025; PEZENTE, et al., 2019).

Tabelas 2A e 2B. Total de flebotomineos coletados de agosto de 2021 a julho de
2023, nos dez pontos da borda da mata (tabela A) e nos dez pontos da area
urbanizada (tabela B), intra e peridomicilio, machos e fémeas. Caxias (MA), Brasil.

(A) Intradomicilio Peridomicilio

Pontos M F subtotal M F subtotal Total
Borda da mata 1 192 84 276 505 159 664 940
Borda da mata 2 492 339 831 19.488 7.420 26.908 27.739
Borda da mata 3 332 140 472 5.555 1.897 7.452 7.924
Borda da mata 4 231 78 309 1145 666 1.811 2.120
Borda da mata 5 343 223 566 2.289 685 2974 3.540
Borda da mata 6 1198 1011 2.209 29.208 15.115 44.323 46.532
Borda da mata 7 334 154 488 3.892 1.351 5.243 5.731
Borda da mata 8 23 15 38 432 73 505 543
Borda da mata 9 23 16 39 136 95 231 270
Borda da mata 10 169 72 241 1.648 602 2.250 2.491
Total 3.337 2132 5.469 64.298 28.063 92.361 97.830

(B) Intradomicilio Peridomicilio

Pontos M F subtotal M F subtotal Total
Area urbanizada 11 68 39 107 2.505 537 3.042 3.149
Area urbanizada 12 922 388 1.310 2592 461 3.053 4.363
Area urbanizada 13 183 73 256 1.235 451 1.686 1.942
Area urbanizada 14 46 11 57 92 42 134 191
Area urbanizada 15 240 140 380 951 358 1.309 1.689
Area urbanizada 16 180 138 318 1.047 151 1.198 1.516
Area urbanizada 17 211 62 273 4.292 1.091 5.383 5.656
Area urbanizada 18 29 23 52 103 38 141 193
Area urbanizada 19 27 17 44 898 255 1.153 1.197
Area urbanizada 20 130 35 165 1.669 418 2.087 2.252

Total 2.036 926 2.962 15.384 3.802 19.186 22.148




131

Ao longo dos dois anos de pesquisa, as espécies mais abundantes, Ny.
whitmani e Lu. longipalpis, foram registradas em todos os meses de coleta e em
todos os vinte pontos amostrados em Caxias (MA), 10 na area urbanizada e 10 na
borda de mata. Na tabela 3, pode-se observar que o numero desses vetores foi
expressivamente maior no peridomicilio. Esse padrdo sugere que ambas as
espécies tendem a se concentrar no entorno das residéncias, possivelmente devido
a presenga de abrigos e fontes de alimento (animais domésticos e silvestres
proximos as residéncias). Esse relato € fundamental, considerando o papel das
espécies na transmissdo dos patogenos de LV e LT sucessivamente. Outro ponto
importante é a capacidade de adaptagdo de ambas espécies, o que significa que
mesmo em areas onde a vegetagao nativa foi reduzida, o ciclo de transmissao das
leishmanias pode continuar (DESJEUX, 2004; DIAS et al., 2003; GUIMARAES e
SILVA, et al., 2017; REBELO et al., 2001, 2000). Vale salientar que Lu. longipalpis foi

mais frequente na area urbanizada (83%) e Ny. whitmani na borda da mata (62%)



132

Tabela 3. Distribuicdo de Lutzomyia longipalpis e Nyssomyia whitmani, entre agosto
de 2021 a julho de 2023, no intra e no peridomicilio, em diferentes pontos de coleta,
divididos entre borda da mata e area urbanizada. Caxias (MA), Brasil.

Lu. longipalpis Ny. whitmani
Areas Pontos Intra Peri Subtotal Intra Peri Subtotal
Borda da mata 1 221 503 724 43 138 181
Borda da mata 2 202 12.981 13.183 609 13.817 14.426
Borda da mata 3 332 3.246 3.578 119 3.941 4.060
Borda da mata 4 83 624 707 217 1.020 1.237
Borda da mata 5 416 855 1.271 16 2.091 2107
Borda da mata 6 868 11.964 12.832 1.228 31.978 33.206
Borda da mata 7 352 2.516 2.868 115 2.695 2.810
Borda da mata 8 18 368 386 16 128 144
Borda da mata 9 8 68 76 30 139 169
Borda da mata 10 153 1.066 1.219 67 1.159 1.226
Area urbanizada 11 97 2.776 2.873 7 246 253
Area urbanizada 12 1.032 1.588 2.620 262 1.412 1.674
Area urbanizada 13 232 1555 1.787 20 107 127
Area urbanizada 14 55 121 176 1 10 1
Area urbanizada 15 355 1.151 1.506 20 126 146
Area urbanizada 16 201 525 726 113 668 781
Area urbanizada 17 249 4770 5.019 19 572 591
Area urbanizada 18 51 131 182 - 7 7
Area urbanizada 19 41 1137 1.178 2 8 10
Area urbanizada 20 160 2014 2174 4 68 72
Total 5.126 49.959 55.085 2.908 60.330 63.238

A presenca de Lu. longipalpis no peridomicilio € um fator de preocupagao
para a saude publica, pois indica um maior risco de transmissdo de Leishmania
infantum em areas habitadas. Antes considerada uma espécie de habitos silvestres,
sua adaptacdo ao ambiente periurbano foi impulsionada por modificacdes
ambientais causadas pela agdao humana, como desmatamento, urbanizagao
desordenada e a presenca de animais domésticos, que fornecem fontes de
alimentagdo e abrigo. Essa mudanga comportamental aumentou sua proximidade
com a populagdo humana, favorecendo a incidéncia da leishmaniose visceral
(ALVAR et al., 2008; VAN GRIENSVEN, et al., 2014).

Podendo ser encontrada em matas, fragmentos de matas e no peridomicilio
urbano, alimentando-se de animais silvestres,caes aves, Nyssomyia whitmani (é a

espécie vetora de Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis e Leishmania
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shawi, parasitas responsaveis pela leishmaniose cuténea (LC). A infecgao determina
uma doenga estigmatizante, podendo promover diversas manifestagdes clinicas,
como lesdes ulcerosas indolores, multiplas ou unicas. Além disso, o parasita pode se
disseminar e causar inflamagdes severas na regido nasofaringea, causando
perfuracdo do palato mole, septo nasal, labios e outros. Esta doencga esta em franca
expansao e segundo a Organizagdo Pan-Americana da Saude (2022) é considerada
um grave problema em saude publica (AL-KAMEL, 2017; LAINSON, 2010).

Segundo dados obtidos por meio do TABNET-DATASUS, de 2020 a 2022,
foram registrados 55 casos de LC no municipio de Caxias (MA) que apresenta uma
taxa de infecgdo média para esta morbidade (BRASIL, 2020; TABNET-DATASUS,
2023).

A coexisténcia de Lutzomyia longipalpis e Nyssomyia whitmani,
especialmente nos pontos 17 e 12 (area urbanizada) e 6 e 2 (borda da mata) (Figura
3), representa um risco significativo para a populagdo. O fato pode ser explicado
pela disponibilidade de recursos essenciais para a reprodugdo e a sobrevivéncia
desses flebotomos, aliada a comprovada plasticidade de Lu. longipalpis e a
capacidade de Ny. whitmani de ocupar tanto ambientes peridomeésticos quanto
silvestres (BRAZIL; BRAZIL, 2003; GALATI, 2003; SILVA-NUNES et al., 2008;
TEODORO et al., 2007)

0 Lu. longipaipis [ Ny. whitmani

Média de William’s

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Pontos

Figura 3. Frequéncia mensal (média de William’s) das espécies Lu. longipalpis € Ny.
whitmani , em areas de borda de mata (1 ao 10) e area central (11 ao 20) , em
Caxias - MA, Brasil, de 2021 a 2023.
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O indice de constancia de Lu. longipalpis foi superior a 50%, sendo
registrada em 19 dos 20 pontos de coleta. De acordo com Dajoz (1983) esta
espécie é classificada como constante (IC= > 50%) tanto na area urbanizada, quanto
na borda da mata (Tabela 4). Esse resultado reforga o comportamento oportunista da
espécie, que |he permite explorar condicbes favoraveis tanto em areas urbanas
quanto em areas silvestres (COSTA, 2011; MARINHO et al., 2008; LAINSON E
RANGEL, 2005; REBELO, 2001).

Ja o indice de constancia (IC) de Ny. whitmani apresentou variagao entre os
diferentes ambientes amostrados (Tabela 5). Na borda da mata, o IC variou de 100%
a 41%, com apenas trés pontos de coleta apresentando valores do IC inferiores a
50%. Sua ocorréncia foi constante na maioria dos pontos, mas com flutuagdes
provavelmente associadas a fatores ambientais locais. Na area central, observou-se
uma ampla variagéo no IC, de 95% a 8%, classificando a espécie como acesséria e
acidental em metade dos pontos (DAJOZ ,1983).

A presenga de iluminagao artificial nos quintais, associada a criacao de
galinaceos nas duas areas de estudo (Tabelas 5 e 6) ndo foram determinantes para
a ocorréncia de Lu. longipalpis e nem para Ny. whitmani em nossos resultados. Em
todos os pontos de coleta, registrou-se a presenca de galinhas (mais de 20 por
ponto), e, nos locais com maior abundancia desses dipteros e os mais elevados
indices de constancia (IC) as residéncias nao possuiam iluminagao artificial noturna.
Esse padrdo difere do resultado observado por Teodoro et al. (2007) quando

analisou o comportamento de Ny. whitmani, em ambiente rural no Parana.
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Tabela 4. Total de Lutzomyia longipalpis, indice de constancia, numero de animais, preseng¢a de iluminagdo no quintal e mata no
entorno por ponto de captura. Caxias - MA, Brasil, de 2021 a 2023.

indice de

Mata no lluminagao

Coordenadas Coletas constancia outros entorno no quintal
ATLs Pontos Geogréficas Total positivas (%) Caes Galinhas Gatos animais sim-ndo sim/n&o
Borda da mata 1 4°52'05"S 43°23'00"W 724 21 87,5 1 >20 1 - sim nao
Borda da mata 2 4°51'52"S 43°23'"13"W  13.183 24 100 3 >20 1 - sim nao
Borda da mata 3 4°51'53"S 43°23'14"W  3.578 24 100 3 >20 2 >5 sim nao
Borda da mata 4 4°51'56"S 43°23'19"W 707 18 75 1a2 >20 1a2 - sim nao
Borda da mata 5 4°51'56"S 43°23'20"W  1.271 21 87,5 1a2 >20 - 1a2 sim nao
Borda da mata 6 4°51'57"S 43°23'32"W  12.832 24 100 5 >20 2 6 sim nao
Borda da mata 7 4°52'02"S 43°23'11"W  2.868 20 83,3 2a3 >20 2 - sim sim
Borda da mata 8 4°52'05"S 43°23'19"W 386 17 70,8 1a3 >20 1a2 6 sim nao
Borda da mata 9 4°52'04"S 43°23'25"W 76 12 50 >10 >20 2 - sim sim
Borda da mata 10  4°52'02"S 43°2329"W  1.219 18 75 2a3 >20 1a2 - sim sim
Area urbanizada 11 4°52'40"S 43°22'37"W  2.873 24 100 4a5 >20 1a2 5 sim sim
Area urbanizada 12 4°52'35"S 43°22'34"W  2.620 24 100 2 >20 2 - sim nao
Area urbanizada 13 4°52'23"S 43°22'26"W  1.787 22 91,6 1 >20 1 - sim nao
Area urbanizada 14 4°52'30"S 43°22'23"W 176 16 66,6 1a2 1a6 1a2 1 nao nao
Area urbanizada 15 4°52'27"S 43°22'16"W  1.506 22 91,6 3 >20 1 1a2 nao nao
Area urbanizada 16 4°52'29"S 43°22'17"W 726 13 54,1 2a3 >20 1 - nao nao
Area urbanizada 17 4°52'47"S 43°22'27"W  5.019 24 100 1a2 >20 1 6 sim nao
Area urbanizada 18  4°52'44"S 43°22'24"W 182 19 79,1 1a4 15a20 >5 - nao nao
Area urbanizada 19 4°52'49"S 43°22'09"W  1.178 21 88 1 >20 - 7 nao nao
Area urbanizada 20  4°52'15"S 43°22'01"W  2.174 22 91,6 1 >20 1 - nao nao
Total 55.085
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Tabela 5. Total de Nyssomyia whitmani, indice de constancia, numero de animais, presenca de iluminagdo no quintal e mata no
entorno por ponto de captura. Caxias - MA, Brasil, de 2021 a 2023.

indice de Mata no lluminagéo
Coordenadas Coletas constancia outros entorno no quintal
ATLs Pontos Geogréaficas Total positivas (%) Cées Galinhas Gatos animais sim-ndo sim/néo
Borda da mata 1 4°52'05"S 43°23'00"W 181 19 79 1 >20 1 - sim nao
Borda da mata 2  4°51'52"S 43°23'"13"W 14.426 24 100 3 >20 1 - sim nao
Borda da mata 3  4°51'53"S 43°23'"14"W  4.060 23 95,8 3 >20 2 >5 sim nao
Borda da mata 4  4°51'56"S 43°23'19"W  1.237 17 70,8 1a2 >20 1a2 - sim nao
Borda da mata 5  4°51'56"S 43°23'20"W 2.107 20 83,3 1a2 >20 - 1a2 sim nao
Borda da mata 6  4°51'57"S 43°23'32"W 33.206 24 100 5 >20 2 6 sim nao
Borda da mata 7  4°52'02"S 43°23'"11"W  2.810 18 75 2a3 >20 2 - sim sim
Borda da mata 8  4°52'05"S 43°23"19"W 144 10 41,6 1a3 >20 1a2 6 sim nao
Borda da mata 9 4°52'04"S 43°23'25"W 169 11 45,8 >10 >20 2 - sim sim
Borda da mata 10  4°52'02"S 43°23'29"W  1.226 12 50 2a3 >20 1a2 - sim sim
Area urbanizada 11 4°52'40"S 43°22'37"W 253 21 87,5 4ab >20 1a2 5 sim sim
Area urbanizada 12  4°52'35"S 43°22'34"W 1.674 23 95,8 2 >20 2 - sim nao
Area urbanizada 13 4°52'23"S 43°22'26"W 127 14 58,3 1 >20 1 - sim nao
Area urbanizada 14  4°52'30"S 43°22'23"W 11 6 25 1a2 1a6 1a2 1 nao nao
Area urbanizada 15 4°52'27"S 43°22'16"W 146 13 54,1 3 >20 1 1a2 nao nao
Area urbanizada 16  4°52'29"S 43°22'17"W 781 8 33,3 2a3 >20 1 - nao nao
Area urbanizada 17  4°52'47"S 43°22'27"W 591 21 87,5 1a2 >20 1 6 sim nao
Area urbanizada 18  4°52'44"S 43°22'24"W 7 2 8,3 1a4 15a20 >5 - nao nao
Area urbanizada 19  4°52'49"S 43°22'09"W 10 7 29 1 >20 - 7 nao nao
Area urbanizada 20 4°52'15"S 43°22'01"W 72 9 37,5 1 >20 1 - nao nao
Total 63.238
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O estado do Maranhdo apresenta uma grande diversidade de espécies. As
hipéteses que podem explicar essa riqueza sao: a confluéncia de trés biomas no
estado (amazbnica, cerrado e caatinga) e a grande diversidade de flebotomineos na
Bacia Amazénica (AGUIAR; MEDEIROS, 2003). Caxias (MA), apesar de sua
localizagdo n&o ocupar a confluéncia dos trés biomas, sendo totalmente imersa no
bioma Cerrado, o total de espécies coletadas neste estudo representa 25% do total
de espécies relatadas em diferentes regides fitogeograficas no estado do Maranhao
por Rebélo e colaboradores (2010). Em 2019, Ribeiro da Silva et al (2019)
registraram em Caxias 20 espécies, também com o predominio de Lu. longipalpis e
Ny. whitmani.

A tabela 6, apresenta a distribuicdo de espécies de flebotomineos coletados
em diferentes pontos na borda da mata e na area urbanizada. As observagdes
importantes incluem a diversidade de espécies por ambiente, com destaque para a
borda da mata que apresentou um numero maior de espécies, indicando que
possivelmente esse ambiente pode oferecer condicbes mais adequadas as
diferentes espécies de flebotomineos. Vale salientar que existem vetores
importantes circulando em ambas as areas, é o caso de Lu. longipalpis, principal
vetor do agente de LV e Ny. whitmani e Bichromomyia flaviscutellata, as duas
espécies envolvidas na transmissdo de patdégenos de LT. Esses resultados reforgam
a importancia do monitoramento em ambas localidades (BRAZIL; RODRIGUES;
ANDRADE-FILHO, 2015; DA COSTA et al., 2018; DE OLIVEIRA FALCAO; BRAZIL,
2000; DORVAL et al. 2010).

Tanto na area urbanizada quanto na area de borda de mata os pontos com
maior numero de flebotomineos e de diversidade de espécies estdo proximos a mata
ou a fragmentos de mata. Esses dados evidenciam que a diversidade esta
diretamente relacionada a conservacao de areas naturais (MARINHO et al., 2008;
AZEVEDO et al., 2011; CAMPOS et al., 2013). E o caso dos pontos 12 e 17,
localizados na area urbanizada, nestes pontos foram notificadas nove espécies cada
uma. Os pontos seis e dois localizados na borda da mata, registraram 21 e 13

espécies respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Distribuicdo das espécies de flebotomineos de acordo com os pontos de
coleta, na borda de mata (1 ao 10) e na area urbanizada (11 ao 20) no municipio de

Caxias, estado do Maranhao, Brasil, de agosto de 2021 a julho de 2023.

Borda da mata

Area urbanizada

Pontos

Espécies

8

9

10

1
1

12 13 14 15 16 17 18 19 20

Bi. flaviscutellata
Br. avellari

Br. brumpti

Ev. bourrouli

Ev. evandroi

Ev. lenti

Ev. sallesi

Ev. saulensis
Ev. termitophila
Lu.
Ev. evangelistai
Lu.
Mi.
Mi.
Mi.
Ny. antunesi

sherlocki

longipalpis
longipennis
trinidadensis
villelai

Ny. whitmani
Pa.
Pa.
Pa.
Pa.
Ps.
Sc. sordellii

aragaoi
bigeniculata
campbelli
hermanlenti
amazonensis

X

X X X X X

X

X X X X

X
X
X

X

X X X X X

X

X X X X X X |O

X X X X X X X X X X
x

X
X X

X

X

x

xX X

x

x

X

X

x

X

X

X

X

Total

9

13 13

11

13 19 10 8 7 10

7

9

8

6

7

6

9

5

7

7

(Bi)y Bichromomyia, (Br) Brumptomyia, (Ev) Evandromyia, (Lu) Lutzomyia, (Mi) Micropygomyia, (Mg)
Migonemyia, (Ny) Nyssomyia, (Pa) Psathyromyia, (Ps) Psychodopygus, (Sc) Sciopemyia

A diversidade, pode indicar uma proximidade entre as populagcdes de

flebotomineos de areas urbanizadas, de borda e os de mata. Nossos resultados

demonstraram que algumas espécies n&do se restringem exclusivamente a

ambientes de mata, sendo notificadas também na area central. Um percentual de

52% das espécies circula tanto na area de mata quanto na area central, 9% apenas
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na area urbanizada e 39% na area de borda da mata (Figura 4) (BARATA et al.,
2005; CAMPOS et al., 2013; MARINHO et al., 2008; REBELO et al., 2000).

. 15 | 16 .

1-Bi. flaviscutellata
2-Br. avellan

3-Br. brumpti
4-Ev. bourrouli
5-Ev. evandroi
6-Ev. lenti

7-Ev. sallesi

8-Ev. saulensis
8-Ev. termitophila
10-Lu. sherlocki
11-Ev. evangelistai

12-Lu.
13-Mi

14-Mi.
15-Mi.
16-Ny.
17-Ny.

18-Pa.

19-Pa

20-Pa.
21-Pa.

22-Ps.
23-Se.

longipalpis
longipennis
trinidadensis
villelai
antunesi
whitmani
aragaoi
bigeniculata
campbelli
hermanlenti
amazonensis
sordellii

Area urbanizada (A)=7
Area borda da mata (B)= 4,8,10,11,13,15,18,19,20
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Figura 4. Distribuicdo de espécies de flebotomineos que nas areas urbanizadas e de
borda e da mata em Caxias, MA, Brasil, de 20212 a 2023.

Este evento de interseccdo entre as espécies € resultante das mudancas
ambientais promovidas pelo homem, que aumenta a exposicao da populacdo a
outras espécies de flebotomineos, o que pode ser um risco de infecgao por
Leishmania spp. (DE CASTILHO SANGUINETTE, et al.,, 2015). Um exemplo é
Nyssomyia antunesi, que, apesar do baixo numero de individuos registrados neste
estudo, foi encontrada em ambas as areas de coleta. Essa espécie é reconhecida
como vetor de Leishmania lindenberg, agente causador da LC na regiao amazodnica
(CARVALHO et al., 2018; CHAGAS et al., 2018; SANTOS et al., 2019).

A possibilidade de outras espécies estarem envolvidas na transmissao do

agente da leishmaniose visceral (LV), especialmente em areas endémicas, requer
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mais estudos de infecgao natural, bem como de detecgdo molecular. Ja ha relatos da
presenca de DNA de Leishmania infantum em Ny. whitmani e Ev. evandroi (SILVA,
2016), em Evandromyia sallesi e Ev. termitophila (SARAIVA et al., 2009), e Ev. lenti
(SANGUINETTE, 2011). Todas essas espécies foram coletadas em Caxias (MA),
reforgando a importancia de mais investigagdes sobre a dinamica de transmisséo do
agente em diferentes contextos que podem incluir ambientes geograficos e
ecologicos, as condi¢gbes climaticas, fatores sociais e econbmicos, densidade
populacional e presenga de animais domésticos.

Caxias (MA), apesar de ter quase 200 anos, ainda possui areas de mata
preservadas dentro da area urbanizada. Na Figura 5 pode-se observar a presencga
de bolsées de vegetacdo. Esses fragmentos de mata urbanos, oferecem condigbes
ideais a sobrevivéncia de diversas espécies de dipteros, mesmo em area urbana,
como a presenga de umidade, sombra, de matéria organica e abrigos naturais
(CASANOVA; NATAL, 2005; MORRISON et. al., 1993a; De OLIVEIRA et al., 2013).

Para as espécies que nao estdo totalmente adaptadas ao ambiente
doméstico, os fragmentos de mata funcionam como corredores ecoldgicos naturais.
Esses corredores sdo elementos lineares de vegetagdo que conectam fragmentos
de habitat, facilitando a movimentagdo de organismos entre areas isoladas. As
curtas distancias entre os fragmentos sugerem que o0s organismos percebam o
ambiente fragmentado como um unico grande habitat, e que promove a reducao dos
efeitos negativos da fragmentagdo, promovendo a persisténcia de espécies
(RIBEIRO et al.,2022; COLLINGE, S. K., 1998). A hipotese que justifica a
diversidade de espécies coletadas na area urbanizada de Caxias, sdo os fragmentos
de mata que permitem o deslocamento de flebotomineos entre areas florestais e
peri-residenciais, sugerindo-se que um processo de transicdo ecoldgica pode estar
em andamento. Esses insetos, provavelmente, utilizam os abrigos presentes nesses
fragmentos e se movem até o peridomicilio, possivelmente em busca de fontes
alimentares, retornando posteriormente aos seus refugios. Em nossos resultados, 11
das 23 espécies (48%), foram coletadas tanto na area central como na borda da

mata.
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Figura 5. Imagem de satélite, area central de Caxias (MA), Brasil. De 2021 a 2023.
Fonte: Google Earth, 2024.

O processo descontrolado de urbanizagdo, o crescimento populacional, a
caréncia de servigos publicos, as mas condigdes de vida e as migragdes para as
periferias dos municipios tém gerado um ambiente ideal para o ciclo zoonético das
leishmanioses, segundo RANGEL e VILELA (2008). Caxias (MA) apresentou um
crescimento populacional significativo de 11,6% nos ultimos 20 anos (IBGE, 2022), o
que pode ter contribuido para a expansao de areas urbanas e periurbanas sem o
devido planejamento, favorecendo a proliferagdo de vetores e a manutencao da
transmissao de Leishmania spp. Esse cenario reforca a importancia de politicas
publicas voltadas para o controle ambiental e entomoldgico, bem como a
necessidade de infraestrutura adequada para reduzir o risco de disseminagao

dessas morbidades.
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11.3.4 Conclusoes

Fatores antrépicos e ambientais favorecem a proliferacdo de flebotomineos
em Caxias (MA), onde o grande numero de exemplares de Lu. longipalpis € Ny.
whitmani exige um monitoramento entomoldgico continuo, aliado a estratégias de
controle e prevengao. Além disso, os fragmentos de mata na area central podem
estar atuando como corredores ecoldgicos, facilitando a presenca de espécies que
ainda nao estdo totalmente adaptadas a ambientes peridomiciliares. Diante da
complexidade da transmissao de Leishmania spp. € da diversidade de flebotomineos

na regiao, torna-se essencial a investigagdo de outras possiveis espécies vetoras.
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12. CONCLUSOES

No primeiro manuscrito intitulado “ Abundancia de Lutzomyia longipalpis
(Diptera: Psychodidae) antes e depois do uso de coleiras caninas com deltametrina
a 4% em Campo Grande, MS, Brasil, 2021-2023”, a espécie mais abundante foi
Lutzomyia longipalpis, com indice de constancia acima de 50% em todos os pontos
ao longo dos dois anos de estudo. O maior numero de insetos foi no intradomicilio
nas duas ATLs (tratamento e controle).

O estudo também revela que a iluminacgao artificial nos quintais ndo foi um
fator determinante da abundancia de Lu. longipalpis em Campo Grande. Uma vez
que um dos pontos com maior numero de insetos, ponto 19, ndo apresentava
iluminacdo noturna. Com relagdo ao numero de animais no peridomicilio, o ponto
nove, com maior abundancia de flebotomineos na ATL controle tinha a presenca de
apenas um cao num terreno pouco arborizado e parcialmente pavimentado.

A média de Lu. longipalpis nas ATL controle e tratamento, antes e pds
encoleiramento em Campo Grande (MS), demonstrou que nos meses mais Uumidos
(outubro a margo) houve um incremento na populagao de flebotomineos, enquanto
que nos meses mais secos (abril a setembro), essa populagdo tende a diminuir,
indicando uma forte tendéncia da espécie com a estacado chuvosa, com excecgao de
alguns picos observados nos meses mais secos em decorréncia de chuvas
ocasionais no periodo.

A redugdo no numero total, bem como de fémeas ingurgitadas de Lutzomyia
longipalpis, foi observada principalmente nos meses apds o encoleiramento, o que
reforca a possivel acéo repelente e inseticida da coleira.

A analise estatistica (BACIPS) reforcou o uso de coleiras impregnadas com
deltametrina 4% na redugao da frequéncia de Lu. longipalpis, mostrando ser uma
ferramenta util no controle da LV.

Foram detectadas fémeas com DNA de Leishmania antes e apés a
intervencdo. Demonstrando que a circulagdo do parasita persiste nas fémeas,
mesmo em menor quantidade. Sugerindo-se que € necessaria a associagao do uso
das coleiras com outras medidas de manejo ambiental para o controle das
leishmanioses.

No segundo manuscrito intitulado “Impacto das coleiras impregnadas com

deltametrina a 4% na populagéo de Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae),
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em area de transmissdo muito intensa, Brasil, 2021-2023", a espécie mais
abundante Lutzomyia longipalpis, com 98%, esteve presente em todos os pontos de
coleta. O numero de machos foi superior, assim como a presenga no peridomicilio.

Este vetor foi encontrado em todo periodo da coleta em ambas as ATLs
(controle e tratamento) com flutuagbes sazonais. Os picos ocorreram nos meses
mais umidos (dezembro a junho), enquanto um declinio foi observado nos periodos
mais secos (julho e novembro).

Logo apods os periodos de encoleiramento (fevereiro de 2022, agosto de 2022
e margo de 2023), houve uma redugdo mais acentuada da populagdo de
flebotomineos e fémeas ingurgitadas na area de tratamento em comparagao a area
controle, sugerindo um possivel efeito da intervencéo, o que foi comprovado com o
teste estatistico BACIPS.

Testes moleculares para detecgdo de DNA de Leishmania em Lu. Longipalpis
resultaram em quatro amostras positivas, trés da ATL controle e uma da ATL
tratamento.

No terceiro manuscrito intitulado Monitoramento entomoldgico de
Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) em duas regides distintas na cidade de
Caxias, area de alta transmissao para leishmaniose visceral, estado do Maranhao,
Brasil, foi analisada a fauna flebotominica em Caxias (MA). Os resultados indicaram
uma alta diversidade e abundéncia de flebotomineos ao longo do periodo de
pesquisa. Duas areas foram avaliadas: a borda de mata e a area urbanizada, sendo
a primeira aquela com o maior numero de individuos coletados e a maior riqueza de
espécies registradas.

Nas duas areas de estudo a diversidade esta relacionada a mata ou a
fragmentos de mata. Esses dados evidenciam que a diversidade esta diretamente
relacionada a conservagao de areas naturais. Esta observagao também é registrada
na area urbanizada, onde os pontos com maior diversidade de flebotomineos estao
localizados proximos a fragmentos de mata. Os fragmentos de mata na area central
podem estar atuando como corredores ecologicos, facilitando a presenca de
espécies que ainda nao estao totalmente adaptadas a ambientes peridomiciliares.

As espécies Nyssomyia whitmani (52,7%) e Lutzomyia longipalpis (45,91%)
foram as mais frequentes, registradas em todos os pontos de coleta. Ambas

apresentaram maior abundancia no peridomicilio, com predominio de machos em
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relagcdo as fémeas. A coexisténcia dessas duas espécies de relevancia em saude
publica representa um potencial risco de infecgdo de patégenos das leishmanioses.

O indice de constédncia de Lu. longipalpis foi superior a 50%, sendo
classificada como espécie constante (IC = > 50%) em ambas as areas estudadas,
conforme a classificagado Dajoz (1983). Ja Ny. whitmani apresentou variagdes no IC
entre os diferentes ambientes amostrados. Na borda da mata, os valores variaram
entre 100% e 41%, com apenas trés pontos apresentando IC inferior a 50%,
indicando que sua ocorréncia foi predominante, embora com flutuagdes
possivelmente associadas a fatores ambientais locais. Na area urbanizada, o IC
variou amplamente, de 95% a 8%, caracterizando a espécie como acessoria ou
acidental nesta area.

O estudo também revela que a presenga de iluminacao artificial nos quintais,
associada a criagao de galinaceos nas duas areas de estudo (borda da mata e area
urbanizada), ndo foram determinantes para a ocorréncia de Lu. longipalpis € nem

para Ny. whitmani em nossos resultados.
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