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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM VIGILANCIA E CONTROLE DE VETORES

Lucas Corréa Born

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) € uma zoonose emergente no Rio Grande
do Sul. A vigilancia de vetores e reservatorios caninos sSao essenciais para a
caracterizacdo epidemiologica de uma localidade. Devido aos casos caninos
autoctones, o municipio de Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, é considerado area
de transmisséo, apesar da auséncia de casos humanos e ndo deteccado das principais
espécies vetoras: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. Este trabalho teve como
objetivo caracterizar a ecoepidemiologia da LVA em Santa Cruz do Sul, através de um
estudo entomolégico e do monitoramento de casos caninos, visando contribuir para
vigilancia em saude do estado. Foram selecionados cinco domicilios, considerados
local provavel de infecgdo de casos caninos. Em um raio de até 50 m destes, foram
definidas as estacfes de monitoramento, nas quais foi instalada uma armadilha de
isca luminosa HP, no peridomicilio ou em locais propicios ao vetor. As capturas foram
realizadas mensalmente, por trés noites consecutivas, entre janeiro e dezembro de
2020. Adicionalmente, foram realizadas, mensalmente, capturas com Armadilha de
Shannon e capturas manuais com aspiradores de Castro. Os flebotomineos foram
identificados e descritos por abundéancia e frequéncia mensal, sendo os resultados
correlacionados com dados climaticos. As fémeas foram submetidas ao diagnostico
de Leishmania sp. e pesquisa de conteudo alimentar através de técnicas moleculares.
Os casos caninos notificados foram monitorados quanto ao nimero e localizacao.
Foram capturados 381 flebotomineos pertencentes a seis géneros. As espécies
encontradas foram: Brumptomyia cunhai, Brumptomyia nitzulescui, Evandromyia
edwardsi, Evandromyia gaucha, Martinsmyia alphabetica, Migonemyia migonei,
Pintomyia fischeri, Psathyromyia lanei, Psathyromyia pascalei. As espécies de
importancia médica capturadas em maior numero foram o Mg. migonei e Pi. fischeri.
Estas espécies foram capturadas em todas as estacfes de monitoramento e em todos
0S meses, com excecdo de julho e setembro, em que nenhum flebotomineo foi
capturado. Nao foi encontrado DNA de Leishmania sp. nas fémeas analisadas. A
pesquisa de conteudo alimentar, realizada em oito fémeas, revelou DNA da espécie
Gallus gallus em um exemplar de Pi. fischeri. Durante o periodo do estudo foram
diagnosticados 28 casos caninos, todos na area urbana do municipio. Os resultados
sugerem que a transmissao entre caes na area urbana de Santa Cruz do Sul ocorre
na auséncia de Lu. longipalpis e Lu. cruzi. As espécies Mg. migonei e Pi. fischeri
parecem ser 0s vetores responsaveis pela transmissdo. Ressalta-se a necessidade
de revisdo das estratégias de vigilancia e controle da LVA no estado e no Brasil.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN SURVEILLANCE AND CONTROL OF VECTORS

Lucas Corréa Born

American Visceral Leishmaniasis (AVL) is an emerging zoonosis in Rio Grande do Sul.
Surveillance of vectors and canine reservoirs are essential for the epidemiological
characterization of a locality. Due to the autochthonous canine cases, the municipality
of Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, is considered an area of transmission,
despite the absence of human cases and the lack of detection of the main vector
species: Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia cruzi. The purpose of this study is to
characterize the ecoepidemiology of AVL in Santa Cruz do Sul, through an
entomological research and monitoring of canine cases, aiming to contribute to the
health surveillance of the state. Five households considered probable sites of infection
of canine cases were selected. In a radius of up to 50 m from these, five monitoring
stations were set with one HP light bait trap each, installed in the peridomicile or in
places favorable to the vector. Captures were carried out monthly, for three
consecutive nights, from January to December, 2020. Additionally, captures in a
Shannon Trap and manual captures with Castro aspirators were carried out monthly.
The sand flies species were identified and described by abundance and monthly
frequency, and the results were correlated with climatic data. The females were
submitted to the detection of Leishmania sp. and food content research through
molecular techniques. The number and location of reported canine cases were
monitored. A total of 381 sandflies belonging to six genera were captured. The species
found were: Brumptomyia cunhai, Brumptomyia nitzulescui, Evandromyia edwardsi,
Evandromyia gaucha, Martinsmyia alphabetica, Migonemyia migonei, Pintomyia
fischeri, Psathyromyia lanei and Psathyromyia pascalei. The most numerous species
of medical importance were Mg. migonei and Pi. fischeri. These species were captured
in every monitoring stations and in all months, except July and Setember, when no
sand flies were captured. DNA of Leishmania sp. was not found in any of the females
analyzed. The food content research was carried out in eight females and revealed
DNA of Gallus species in a specimen of Pi. fischeri. During the study period, 28 canine
cases were diagnosed, all in the urban area of the municipality. The results suggest
that the transmission between dogs in the urban area of Santa Cruz do Sul occurs in
the absence of Lu. longipalpis and Lu. cruzi. The species Mg. migonei and Pi. fischeri
seems to be the vectors responsible for the transmission. We emphazise the need to
review surveillance and control strategies for AVL in the state and in Brazil.
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1 INTRODUCAO

1.1 As Leishmanioses

As leishmanioses sdo antropozoonoses de transmissao vetorial causadas por
diferentes espécies de protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania Ross, 1903. Estes parasitos sédo transmitidos
entre hospedeiros mamiferos, principalmente, durante o repasto sanguineo de fémeas
de insetos denominados flebotomineos (Forattini, 1973; Brasil, 2014).

Assim como outras doencgas tropicais negligenciadas, as leishmanioses sao
fortemente associadas a populacdes de baixa renda e paises subdesenvolvidos (Alvar
et al. 2006; Calderon-Anyosa et al. 2018). Estima-se que cerca de 0,9 a 1,6 milhdes
de casos novos ocorram anualmente em, ao menos 98 paises endémicos no mundo
(Alvar et al. 2012; Burza et al. 2018). A maioria dos focos da doenga em humanos
ocorrem na América Latina, Africa, Subcontinente Indiano, Bacia do Mediterraneo e
Oriente Médio (Ready, 2008; Alvar et al. 2012).

1.1.1 A Transmissao das Leishmanioses

A Leishmania sp. depende do hospedeiro vertebrado e do vetor para completar
seu ciclo biologico. O ciclo de transmissdo ocorre quando o vetor ingere células
contendo o parasito em sua forma amastigota, durante a hematofagia. Caso a espécie
de flebotomineo tenha competéncia vetorial para a espécie de leishméania ingerida, o
agente ird se multiplicar por divisao binaria e evoluir até sua forma flagelada, migrando
para a probdscide do inseto. Desta maneira, a forma infectante, denominada
promastigota metaciclica, podera ser inoculada em outro hospedeiro durante novo
repasto sanguineo e, conforme a suscetibilidade deste, invadir macréfagos e se
multiplicar em sua forma amastigota, invadindo outras células e causando as
diferentes patogenias (Pimenta et al. 2018; OPAS, 2019).

1.1.2 Os Vetores nas Leishmanioses

Os vetores nas leishmanioses, os flebotomineos, sdo insetos pertencentes a
ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Esses insetos,

diferenciam-se dos demais membros da familia Psychodidade, principalmente, pela
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hematofagia das fémeas. Além disso, sdo caracterizados pelo pequeno porte, corpo
delgado, pernas esguias e asas alongadas, estreitas e pilosas, que permanecem
eretas quando em repouso. Sao holometdbolos, sendo que a ovispostura e o
desenvolvimento das formas imaturas ocorrem no solo, em matéria organica. Os
adultos apresentam dimorfismo sexual e ambos o0s sexos se alimentam de
carboidratos de seivas vegetais. De habitos noturnos e crepusculares, permanecem
durante o dia em tocas de animais, ocos de arvores, fendas e outros abrigos,
protegidos das condi¢cdes climaticas adversas. O voo €, geralmente, curto e saltitante
(Forattini,1973; Brazil; Brazil, 2018).

Das mais de 900 espécies descritas no mundo, aproximadamente 70 estdo
envolvidas na transmissdo de leishméanias, um ndmero ainda menor atua na
transmissdo de arboviroses de importancia médica e apenas uma foi incriminada
como vetor de Bartonella facilliformis Strong et al 1913 (Ready, 2013). E importante
destacar que algumas caracteristicas de reproducdo, alimentacdo, dispersdo e
comportamento dos flebotomineos podem variar consideravelmente entre as espécies
e influenciar diretamente na epidemiologia das leishmanioses (OPAS, 2019).

A suscetibilidade de um flebotomineo a infeccdo por uma espécie de
leishméania depende de diversas interagdes que ocorrem no trato digestivo do inseto
(Kamhawi, 2006). Segundo Killick-Kendrick (1990), a incriminacédo de uma espécie de
flebotomineo como vetor de determinada espécie de leishméania depende dos
seguintes critérios essenciais: antropofilia e isolamento repetido da mesma espécie
de parasito no flebotomineo e nos pacientes. Além desses, critérios complementares
incluem: o habito de se alimentar no hospedeiro reservatério, distribuicao geogréfica
coincidente com os casos, capacidade de sustentar o desenvolvimento do parasito e
a demonstracdo da capacidade do inseto transmitir o parasita pela picada (Killick-
Kendrick, 1990). Esses critérios foram revisados por Ready (2013), que ainda incluiu
critérios baseados em modelos matematicos que demonstrem que a espécie é
essencial para manter a transmisséo, na presenca ou nao de outros vetores, e que
demonstrem que a incidéncia da doenga diminui apds uma significante diminuicdo da

densidade de picadas do vetor.

1.1.3 Os Hospedeiros e Reservatorios nas Leishmanioses

As leishmanioses sdo, em sua maioria, zoonoses, onde 0 ser humano é
geralmente um hospedeiro acidental (Ashford, 1996). Mesmo as Unicas duas espécies
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conhecidas por serem transmitidas facilmente entre humanos, Leishmania
(Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania) tropica, podem infectar outros
mamiferos e parecem possuir uma origem zoonotica ainda ndo devidamente descrita
(Ashford, 2000; Burza et al. 2018).

Espécies do género Leishmania possuem a capacidade de infectar multiplos
hospedeiros, podendo ser encontrados na natureza em diferentes espécies e ordens
de mamiferos. Algumas destas espécies de mamiferos podem albergar ou ser
reservatério principal ou secundario de uma ou mais espécies de Leishmania sp.
Quando a espécie hospedeira exerce um papel essencial como fonte de infeccéo para
0 vetor e na manutencdo do parasito no ambiente, ela é considerada um potencial
reservatoério (Ashford, 1996; Roque; Jansen 2014b).

O papel de uma espécie hospedeira no ciclo de transmissao pode variar de
acordo com o ambiente e tempo (Ashford, 1996, 2000; Roque; Jansen 2014b).
Somente estudos parasitoldégicos e ecologicos locais podem determinar se uma
espécie potencial realmente esta atuando como reservatorio em um determinado
ambiente (Roque; Jansen 2014b).

Para determinar se uma espécie de hospedeiro esta atuando como reservatorio
de uma espécie de leishmania, algumas caracteristicas podem ser usadas como
guias. Entre elas, podemos destacar: ser abundante; apresentar longevidade
suficiente para sobreviver a um periodo sazonal sem transmissdo; manter a infeccéo
por um periodo longo sem apresentar doen¢a aguda e possuir alto parasitismo na
circulagdo periférica, permitindo que o flebotomineo se infecte durante o repasto
sanguineo (Ashford, 1996, 2000). O vetor também deve apresentar atracdo ou um

grau de dependéncia do reservatorio como fonte de alimentacao (Ashford, 1996).

1.1.4 As Leishmanioses em Humanos

As leishmanioses apresentam amplo espectro de manifestacdes clinicas,
podendo comprometer a pele, mucosas ou visceras. O curso da doenca e as
manifesta¢cbes clinicas variam de acordo com a espécie de parasito envolvida e a
resposta imune do hospedeiro (Colmenares et al. 2002; OPAS, 2019).

A Leishmaniose Visceral é considerada a forma mais grave, apresentando alta
letalidade quando ndo tratada. Ja a Leishmaniose Cutanea é a mais frequente, sendo
caracterizada por uma ou mais lesées na pele. A Leishmaniose Mucocutanea é a

forma mais rara, sendo caracterizada por lesbes destrutivas nas mucosas das vias
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aéreas superiores e responsavel por um impacto social devido ao potencial de
provocar cicatrizes, estigmas e desfiguracao (Alvar et al. 2006; Burza et al. 2018).

O tratamento de todas as formas clinicas é geralmente longo e custoso
(Ashford, 2000; Alvar et al. 2006). Existem poucas opc¢des de farmacos, cuja eficacia
ainda pode variar de acordo com a regido geografica e a suscetibilidade da
Leishmania sp. envolvida (Dorlo et al. 2012; Burza et al. 2018). Apesar da toxicidade
e efeitos colaterais, os antimoniais pentavalentes (Sb*®) sequem sendo a opcéo de
primeira escolha para tratamento das leishmanioses na maioria dos paises (Dorlo et
al. 2012; OPAS, 2019). Outros protocolos de tratamento sdo recomendados de acordo
com a localidade, espécie de parasito envolvida e estado clinico do paciente. Estes
incluem o uso isolado ou combinado de farmaco como a Anfotericina B, Anfotericina
B liposomal, Pentamidinas, Miltefosina, entre outros (Dorlo et al. 2012; Burza et al.
2018; OPAS, 2019).

1.2 A Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma doenca causada por parasitos do
complexo Leishmania donovani que acomete, preferencialmente, os 6rgdos do
sistema linfohematopoiético, como figado, baco, linfonodos e medula 6ssea (OPAS,
2019; Franssen et al. 2020). A natureza e a severidade dos sinais clinicos das doencas
causadas por estes parasitos, bem como os vetores envolvidos na transmissao,
variam de acordo com a localidade geografica do foco e, até mesmo, dentro de uma
mesma localidade (Franssen et al. 2020).

Em 2019, foram notificados 13.809 novos casos de LV no mundo. Destes, mais
de 90% ocorreram em dez paises: Brasil, Etiopia, Eritreia, india, Iraque, Quénia,
Nepal, Somalia, Suddo do Sul e Suddo. Os trés paises mais afetados foram,
respectivamente, india, Sud&o e Brasil (WHO, 2020). Entre estes, o Brasil apresentou
a maior taxa de letalidade, com 7,7% (OPAS, 2020)

Na Asia e Africa Oriental, a LV é considerada, predominantemente, uma
antroponose, sendo que a espécie associada aos casos € a L. donovani Laveran &
Mesnil 1903 (Ready, 2014). Nas Américas, Oriente Médio e alguns paises da Asia
Central, a doenga é causada pela Leishmania infantum Nicolle, 1908 (Burza et al.
2018), sendo transmitida, principalmente, como uma zoonose (Ready, 2014; Burza et
al. 2018; Franssen et al. 2020).



Alguns estudos sugerem que a introducgéo de L. infantum no Novo Mundo tenha
ocorrido durante a colonizacao europeia nos séculos XV e XVI (Killick-Kendrick et al.
1980; Leblois et al. 2011; Schwabl et al. 2021). Entretanto, ndo ha consenso em
relacdo a origem e taxonomia do agente etiolégico da LV endémico nas Américas, 0
qual também é referido por alguns autores como uma subespécie, denominada
Leishmania infantum chagasi (Shaw, 2006; Marcili et al. 2014; Franssen et al. 2020).
Essa classificacdo sera adotada nessa dissertacao.

Em determinados focos no Norte da Africa, india, Europa e Américas, as
espécies do complexo L. donovani também tem sido associadas, raramente, a um
quadro de leishmaniose cutanea atipica (Aldama Caballero et al. 2013; Thakur et al.
2018). Outro quadro clinico cutdneo associado € a Leishmaniose Dérmica Pés Calazar
a qual é caracterizada por maculas e papulas na pele e ocorre, geralmente apos o
tratamento e cura de pacientes com LV. A doenca é mais comum apoés infec¢des por
L. donovani, porém pode ocasionalmente ser associada a infeccdes por L. infantum
(Singh et al. 2011).

Também de forma atipica, a espécie Leishmania tropica (Wright, 1903),
geralmente associada a casos de leishmaniose cutanea na Asia e Oriente Médio,
pode, raramente, provocar um quadro visceral em cédes e humanos (Mebrahtu et al.
1989; Magill et al. 1993; Sacks et al. 1995; Guessous-Idrissi et al. 1997; Mohebali et
al. 2005; Alborzi et al. 2006).

Enquanto em paises do Velho Mundo, os vetores de L. infantum pertencem a
espécies do género Phlebotomus, no Novo Mundo, o agente etioldgico € transmitido

sobretudo pelo género Lutzomyia (Ready, 2014).

1.2.1 A Leishmaniose Visceral Americana

Devido as especificidades em relacédo a etiologia, vetores e epidemiologia, o
agravo é referido como Leishmaniose Visceral Americana (LVA) no Novo Mundo
(Brasil, 2014). A doenga acomete principalmente menores de 5 anos e maiores de 50
anos, embora a proporcao de casos entre 20 e 50 anos tenha aumentado nos ultimos
anos, representando 36,7% dos casos em 2019 (OPAS, 2020). Também sé&o
considerados  vulneraveis individuos  desnutridos ou em  condi¢cdes
imunossupressoras, como, por exemplo, pacientes coinfectados com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) ou transplantados (Costa; Costa 2014; OPAS, 2020).
O periodo de incubacdo médio € de 2 a 6 meses, podendo variar de 10 dias a 24
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meses (Brasil, 2017a). Os sinais clinicos caracteristicos séo febre de longa duracéao,
perda de peso, astenia, adinamia, hepatomegalia, esplenomegalia e anemia. Sem o
diagndstico precoce ou o tratamento adequado, o quadro clinico pode agravar para
caquexia severa, infec¢des secundarias, hemorragias e morte (Coura-Vital et al. 2014;
Brasil 2017a; OPAS, 2020).

A LVA é endémica em 13 paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa
Rica, Equador, El Salvador, Guatemala, Guiana Francesa, Guiana, Honduras,
Nicaragua, México, Panama, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela. Entre 2001 e
2019, foram registrados 65.934 casos novos nas Américas, com uma média 3470
casos por ano. O Brasil € o pais mais afetado sendo que, em 2019, foi responsavel
por 97% das notificacdes de casos novos na regiao (OPAS, 2020).

Na América do Sul, a LVA tem apresentado uma expansdo geografica,
passando a ocorrer em paises como Argentina, Paraguai e Bolivia (OPAS, 2020). Este
aumento da area de ocorréncia também tem sido observado na Europa, onde a
doenca que era limitada a regido mediterranea, foi registrada no sul da Alemanha e
norte da Italia (Dujardin et al. 2008). A dispersdo para novas areas tem sido
relacionada a diferentes fatores como alteracbes ambientais antropicas
(desmatamento, grandes obras), adaptacéo dos vetores, migracéo de pessoas e caes
infectados e alteracdes climaticas (Dujardin et al. 2008; Werneck, 2008; Pasquali et
al. 2019).

No Brasil, a LVA também encontra-se em expansao territorial, estando
presente nas cinco regides brasileiras (Brasil, 2021). A regido sul foi a Gltima atingida,
com 0s primeiros casos caninos autoctones registrados no Rio Grande do Sul, em
2008, seguido de Santa Catarina, em 2011, e Parana, em 2012 (Souza et al. 2009;
Steindel et al. 2013; Trench et al. 2016). Em 2019, foram confirmados 2.529 casos
novos no pais, com uma taxa de letalidade de 9%, a mais elevada dos ultimos 10
anos. A regiao nordeste foi a mais afetada, com 49,1% dos casos novos notificados
(Brasil, 2021).

Inicialmente considerada uma doenca de transmissao rural no pais, a partir do
final da década de 80, a doenca passou a ocorrer em ambientes urbanizados e
grandes cidades (Gontijo; Melo 2004; Werneck, 2008). Neste contexto, destaca-se 0
papel do vetor Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), que tem
mostrado grande adaptacdo a ambientes domeésticos e diferentes condigbes
climaticas (Uribe, 1999; Rangel, 2008; Brasil, 2014; Salomoén et al. 2015).
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1.2.1.1 Os Vetores na LVA

A espécie Lutzomyia (L.) longipalpis é o principal vetor de L. infantum chagasi
nas Américas (De Souza et al. 2017). E encontrada do México a Argentina e tem sua
capacidade e competéncia vetorial amplamente estudadas e descritas (RANGEL,;
LAINSON; AFONSO, 2018). Na Venezuela, Colémbia e alguns paises da América
Central, a espécie Pintomyia evansi (Nufiez-Tovar,1924) €& considerada um vetor
alternativo deste parasito (Paternina et al. 2016).

No Brasil, 0 agente etioldgico L. infantum chagasi, é transmitido primariamente
por Lu. longipalpis, sendo a espécie Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938) considerada
vetor secundario. A Lu. longipalpis apresenta ampla distribuicdo no pais,
demonstrando grande adaptacéo a diferentes regides e ambientes (Lainson; Rangel
2005). A espécie Lu. cruzi apresentam grande semelhanca com Lu. longipalpis, sendo
as fémeas indistinguiveis morfologicamente (Dos Santos et al. 1998; Galati, 2003,
2018). Devido a dados epidemioldgicos e evidéncias de infec¢do natural, a espécie foi
incriminada como vetor em alguns municipios do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
(Dos Santos et al. 1998; Pita-Pereira et al. 2008; Missawa et al. 2011; Falcdo de
Oliveira et al. 2017). Em 2017, a competéncia vetorial da espécie para L. infantum
chagasi foi demonstrada experimentalmente, ratificando o papel desta na transmissao
do parasito (Falcdo de Oliveira et al. 2017).

Devido a ocorréncia de casos autoctones de LVA em é&reas onde nao foi
detectada a presenca destes vetores, a participacdo de outras espécies no ciclo de
transmissao tem sido sugerida e estudada (Souza et al. 2003).

A espécie Migonemyia migonei (Franca, 1920) é considerada vetor de
Leishmania braziliensis (Araujo Filho, 1979, Rangel; Lainson 2009) e tem ampla
distribuicdo na América do Sul (Rangel; Lainson 2003; Rangel; Shaw 2018). Esta
espécie tem sido associada a focos de transmissédo de L. infantum no Brasil e na
Argentina (de Carvalho et al. 2010; Jansen; Dandrea 2010; Salomén et al. 2010; Silva
et al. 2014; Moya et al. 2015; Galvis-Ovallos et al. 2017; Rodrigues et al. 2017). Em
2016, a permissividade da espécie a infec¢éo por L. infantum foi verificada e, em 2019,
a capacidade de transmitir este parasito para um hospedeiro vertebrado foi
demonstrada experimentalmente, ratificando a competéncia vetorial desta espécie
(Guimaraes et al. 2016; Dos Santos, 2019).

A espécie Pintomyia fischeri (Pinto, 1926) esta distribuido em diversos estados

no Brasil e tem sido incriminado como vetor permissivo de L. infantum e L. (Viannia)
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sp. (Galvis-Ovallos, 2011; Pita-Pereira et al. 2011; Galvis-Ovallos et al. 2017). Devido
a abundéancia desta espécie e auséncia de Lu. longipalpis em capturas realizadas em
determinados focos de LVC e aos resultados de estudos sobre sua capacidade
vetorial, foi sugerido que o Pi. fischeri poderia ter um papel relevante na transmisséo
de L. infantum na Grande Sao Paulo (Galvis-Ovallos, 2011). Em 2017, foi
demonstrada experimentalmente a permissividade desta espécie a infeccdo pelo
agente etiolégico da LVA (Galvis-Ovallos et al. 2017). Em 2019, &cido
desoxirribonucleico (DNA) de L. infantum foi detectado em espécimes capturados
proximos a focos de LVA em Porto Alegre-RS, onde espécimes de Lu. longipalpis ndo
foram encontrados (Régo et al. 2019).

Além dessas, ja foram sugeridas as possibilidades de outras espécies atuarem
na transmissdo de L. infantum nas Américas, entre elas, Lutzomyia forattinii Galati,
Rego Jr, Nunes & Teruia, 1985, Lutzomyia almerioi Galati & Nunes, 1999,
Evandromyia sallesi (Galvdo & Coutinho, 1939) e Nyssomyia neivai (Pinto, 1926)
(Galati et al. 1997; Pita-Pereira et al. 2008; San et al. 2009; Saraiva et al. 2009; Dias
et al. 2013).

1.2.1.2 Os Reservatorios na LVA

Os cao doméstico é considerado o principal reservatério de L. infantum (Mir6,
Lépez-Vélez, 2018; Otranto; Dantas-Torres, 2013). Além de atrairem o vetor para o
domicilio, os caes apresentam alto parasitismo cutaneo, sendo uma fonte de infeccéo
para os flebotomineos, mesmo quando assintomaticos (Deane & Deane, 1955;
Laurenti et al., 2013; Molina et al., 1994; Moreno; Alvar, 2002). O aparecimento de
casos caninos em uma localidade geralmente precedem a ocorréncia de casos
humanos e, em areas de transmissao, a infeccdo tem sido mais prevalente em cées
do que em pessoas (Brasil, 2014). Os caes tem, ainda, um papel importante na
introducéo do agente etiol6gico em areas indenes (Otranto; Dantas-Torres 2013) e na
manutencdo da circulagcdo do parasito nas comunidades, em periodos de baixa
transmissao vetorial (Fraga et al. 2012). Embora consideradas de menor importancia
epidemioldgica, a transmissdo sexual, do macho para fémea através do sémen, e a
transmissdo vertical, da fémea para seus filhotes, ja foram demonstradas
experimentalmente, e podem ter relevancia na auséncia de vetores (Masucci et al.
2003; Rosypal et al. 2005; Silva et al. 2009; Solano-Gallego et al. 2009).



Além do céo, outros mamiferos tém sido apontados como potenciais
reservatorios (Roque; Jansen 2014b). Estudos tem sugerido que o gato doméstico
pode ter um papel como reservatério urbano, no Brasil e na Europa (Passos et al.
1996; Pennisi and Persichetti 2018; Asfaram et al. 2019). Em nosso pais, canideos
silvestres das espécies Cerdacyon thous Lineu 1766, Chrysocyon brachyurus llliger
1815 e Speothos venaticus Lund 1842, marsupiais das espécies Didelphis marsupialis
Linnaeus 1748 e D. albiventris Lund 1840 e roedores silvestres das espécie
Thrichomys laurentius Thomas 1904 foram consideradas potenciais fontes de infeccéo
para os vetores (Deane & Deane 1955; Sherlock et al. 1988; Quinnell; Courtenay 2009;
Lombardi et al. 2014; Roque; Jansen 2014b; Mol et al. 2015).

1.2.1.3 A Leishmaniose Visceral Canina

Geralmente, a doenca no céo é sistémica e crénica, no entanto ha relatos de
casos de evolucdo aguda e grave que podem levar o animal ao 6bito em poucas
semanas. O periodo de incubacdo médio pode variar de 3 a 7 meses. Diferente do
quadro clinico apresentado em humanos, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é
caracterizada por lesdes cutaneas, como descamacao, eczemas, Ulceras rasas e pélo
opaco. Nas fases mais adiantadas da doenca, podem ser observados apatia, aumento
das unhas, esplenomegalia, linfoadenopatia, queda de pélos, dermatites, alteracoes
oftdlmicas, coriza, diarréia, hemorragias, edema nos membros, hiperqueratose,
paresia dos membros posteriores, vomito e caqguexia (Solano-Gallego et al. 2009;
Brasil, 2014). Cées infectados podem permanecer sem sinais clinicos por um longo
periodo de tempo, sendo que, no Brasil, estima-se que 40 a 60% de uma populacéo
soropositiva, seja assintomatica (Brasil, 2014). Assim como ocorre em relagdo aos
casos humanos, a alta prevaléncia de casos caninos tem sido relacionada com areas
de baixa renda (Coura-Vital et al. 2011).

1.3 As Leishmanioses Cutanea e Mucocutanea

A Leishmaniose Cutanea (LC) e a Leishmaniose Mucocutanea (LM) séao
doencas causadas por diversas espécies dos subgéneros Leishmania e Viannia
Lainson & Shaw 1987. Sao caracterizadas por lesdes cujas diferentes apresentacoes
clinicas e gravidade podem variar de acordo a suscetibilidade do paciente e as

diferentes espécies do parasito (Burza et al. 2018; OPAS, 2019).
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A LC tipica, geralmente, aparece como uma papula no local da picada do
flebotomineo que com os meses evolui para uma lesdo de formato arredondado,
ulcerada e indolor com bordas delimitadas e elevadas e de fundo granulomatoso. A
leséo pode ser Unica ou multipla com tendéncia a cura espontanea (Brasil, 2017). Em
até 10% dos casos de LC, a doenca pode agravar para manifestacbes mais severas
como a Leishmaniose Mucocutanea, Leishmaniose Cutanea Difusa e a Leishmaniose
Cutanea Disseminada (Burza et al. 2018).

No Velho Mundo, as espécies associadas a LC sdo a L. (L.) major Yakimoff &
Shokhor 1914, L.(L.) tropica Wright 1903 e a L.(L.) aethiopica Bray, Ashford & Bray
1973, sendo prevalentes na Base do Mediterraneo, Oriente Médio, Sudeste Africano
e no Subcontinente Indiano (Burza et al. 2018). No Novo Mundo, as espécies do
subgénero Leishmania associadas aos casos séao a L. (L.) mexicana Biagi 1953, L.
(L.) amazonenses Lainson & Shaw 1972, L.(L.) venezuelensis Bonfante-Garrido 1980,
L. (L.) garnhami Scorza et al 1979 e L. (L.) pifanoi Medina & Romero 1959. O estado
de espécie destas duas Ultimas encontra-se em discusséo. As espécies do subgénero
Viannia relacionadas sao a L. (V.) braziliensis Vianna 1911, L. (V.) guyanensis Floch
1954, L. (V.) panamensis Lainson & Shaw 1972, L. (V.) shawi Lainson, Braga, de
Souza, Povoa, Ishikawa e Silveira, 1989, L (V.) naiffi Lainson & Shaw 1989, L (V.)
lainsoni Silveira, Shaw, Braga e Ishikawa 1987, L. (V.) lindenbergi Silveira et al 2002,
L (V.) peruviana Velez 1913 e a L. colombiensis Kreutzer et al 1991. A posigéo
taxondémica da ultima encontra-se em discussao (OPAS, 2019)

A Leishmaniose Mucocutanea é caracterizada por lesGes destrutivas
metastasicas das mucosas do septo nasal, labios e palato causada por forte reacéo
imunopatoldgica. Estima-se que 3 a 5% dos casos de LC desenvolvam posteriormente
lesGes mucosas (Brasil, 2017). A doenca pode ocorrer décadas ap0s a cura clinica de
uma LC. O agente etioldgico classico da LM é a L (V.) braziliensis, sendo a L.
aethiopica a espécie responsavel pelos casos no Velho Mundo. Entretanto ja foram
atribuidos casos a L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanenesis (Brasil, 2017; Burza et
al. 2018).

A Leishmaniose Cutanea Difusa constitui uma forma clinica rara, porém grave,
gue evolui com formacéao de placas e multiplas nodula¢des nao ulceradas recobrindo
grande extensdes da pele (Brasil, 2017). No Novo Mundo é associada a infecges por
L. (L.) mexicana e L (L.) amazonensis e, no Velho Mundo, a L. (L.) aethiopica (Burza

et al. 2018). A Leishmaniose Cutanea Disseminada € uma forma clinica rara
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caracterizada por multiplas lesbes papulares ou ulceradas pequenas, podendo ter
aparéncia acneiforme, que acometem varios segmentos corporais. As duas espécies
causadoras dessa sindrome séo a L. (V.) braziliensis e a L (L.) amazonensis (Brasil,
2017).

Estima-se que em torno de 95% dos casos de LC ocorram nas Américas, Bacia
do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central. Em 2019, mais de 87% dos casos
novos ocorreram em dez paises: Afeganistdo, Algéria, Brasil, Colombia, Ird, Iraque,
Libia, Paquistédo, Siria e Tunisia (WHO,2020). Em relacdo a LM, mais de 90% dos

casos ocorrem na Bolivia, Brasil, Etiépia e Peru (WHO, 2020).

1.3.1 A Leishmaniose Tegumentar Americana

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma zoonose que ocorre no
Continente Americano, do sul dos Estado Unidos ao norte da Argentina (Brasil 2017b).
Entre 2001 e 2019, 1.028.054 casos novos foram notificados a OPAS, com uma média
de 54.108 casos por ano, em 17 dos 18 paises endémicos da regido (casos da Guiana
Francesa sdo reportados a Franca). Em 2019, os paises que registraram o maior
namero de casos foram, respectivamente, Brasil, Colombia e Peru (OPAS, 2020). No
Brasil, a doenca se distribui por todo territério brasileiro ocorrendo em todas as
Unidades Federadas. Em 2019, foram notificados 15.484 casos novos no pais, sendo
a maioria (42,8%) registrados na regido Norte (Brasil, 2021).

No Brasil, a LTA apresenta uma diversidade de agentes etioldgicos,
reservatorios e vetores, sendo observados diferentes padrbes de transmissdo. Em
Nnosso pais, sdo descritos trés padrées epidemioldgicos caracteristicos. No padrao
silvestre, a transmissao ocorre em area de vegetacédo primaria. O padrao ocupacional
ou de lazer, € aquele em que a transmissdo € relacionada ao trabalho, atividades
agropecuarias, ecoturismo e outras que podem ser associadas a mudancas
ambientais. O padrao rural ou periurbano, é associado a ocupacéo e colonizacéo de
encostas e aglomerados em centros urbanos com presenca de matas secundarias e

residuais, onde o vetor pode apresentar adaptacdo ao peridomicilio (Brasil 2017b).

1.3.1.1 Os Vetores naLTA

As principais espécies de flebotomineos envolvidas na transmissdo dos
agentes etiolégicos da LTA sédo: Brichromomyia flaviscutellata (Mangabeira 1942),

Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho 1939), Nyssomyia umbratillis (Ward &
11



Fraiha, 1977), Nyssomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912), Psychodopygus wellcomei
Fraiha, Shaw & Lainson, 1971, Migonemyia migonei, Nyssomyia neivai e Pintomyia
fischeri (Rangel; Lainson 2009; Brasil, 2017).

No Brasil, de acordo, com o foco e regido geogréfica, a transmisséo de L (V.)
braziliensis tem sido relacionada principalmente as espécies, Ny. intermedia, Ps.
wellcomei, Mg. migonei, Ny. neivai e Ny. whitmani. Esta ultima também é associada a
transmissdo de L (V.) shawi. O vetor principal de L (L.) amazonensis € o Bi.
flaviscutellata e a transmissao de L. (V.) guyanensis é associada, geralmente, ao Ny.
umbratillis (Brasil, 2017; Rangel et al. 2018)

1.3.1.2 Os Reservatoérios na LTA

Nas Américas, diversas espécies silvestres e domésticas ja foram identificadas
naturalmente infectadas com leishmanias dermotropicas (Roque; Jansen 2014a;
Brasil, 2017). No Brasil roedores das espécies Rattus rattus Linnaeus 1758, Necromys
lasiurus Lund 1841, Thrichomys laurentius e Sigmodon hispidus Say & Ord 1825 foram
apontados como reservatorios potenciais de L. (V.) braziliensis (Roque; Jansen
2014b). A espécie também ja foi descrita numerosas vezes infectando naturalmente
animais domeésticos como cées, cavalos e gatos. Esses animais sdo considerados
hospedeiros acidentais e o MS ndo recomendada acfes de controle especificas
(Brasil, 2017).

Roedores silvestres do género Proechimys Allen 1899 foram classificados
como potenciais fontes de infec¢do de L. (L.) amazonensis para 0s vetores e preguicas
da espécie Choloepus didatctylus Linnaeus 1758 foram consideradas reservatérios
potenciais de L. (V.) guyanensis. A espécie L. (V.) naiffi ja foi isolada de tatus da
espécie Dasypus novemcinctus Linnaeus 1758 e a espécie L. (V.) shawi isolada de
primatas das espécies Cebus apela Linnaeus 1758 e Chiropotes satanas
Hoffmannsegg 1807 (Roque; Jansen 2014b).

1.4 A Vigilancia das Leishmanioses nas Américas

Nas Américas, 0s objetivos gerais dos programas de vigilancia sédo reduzir a
morbidade das leishmanioses, a letalidade da LVA e as deformidades causadas pela
LTA. As acdes consistem principalmente na coleta e analise de dados referentes aos

casos humanos, vetores e, no caso da LVA, reservatorios caninos. As informacdes
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obtidas servem para direcionar as acdes de prevencdo e controle, otimizando os
recursos investidos e adequando as intervengdes ao contexto epidemiologico local.
Desta maneira, as agfes de vigilancia permitem identificar e classificar as areas de
risco, monitorar a dispersdo das leishmanioses, gerar respostas oportunas e
adequadas em situacfes de transmissdo endémica e surtos, bem como orientar e
promover acdes de prevencao individual e comunitaria, manejo ambiental e educacgéo
em saude (OPAS, 2019).

Devido as caracteristicas especificas das leishmanioses, elas podem
apresentar diferentes padrdes de transmissdo e ocorrer em diferentes cenarios,
conforme a localidade ou regido (OPAS, 2019). No Brasil, a LVA e a LTA possuem
programas de vigilancia especificos e sdo doencas de notificacdo compulséria, sendo
obrigatorio para os profissionais de saude a comunicagao da suspeita ou confirmacao

de casos humanos a autoridade de satude competente (Brasil, 2017b).

1.4.1 A Vigilanciada LVA no Brasil

Em relacdo a LVA, a incidéncia de casos humanos estd diretamente
relacionada com o numero de cdaes infecciosos e a capacidade vetorial dos
flebotomineos em transmitir o parasita dos cées para os humanos (Dye,1996). Uma
vez que humanos sao considerados sem importancia na manutencao da transmisséao,
as estratégias para diminuir o risco de transmissao sao baseadas no controle da
populacao de vetores e de caes infectados (Werneck, 2014).

No Brasil, o Programa de Controle da LVA visa reduzir a letalidade e a
morbidade através do diagnéstico e tratamento precoce dos casos humanos e reduzir
o risco de transmissdo mediante o controle de reservatorios caninos e vetores. Neste
contexto, a vigilancia da LVA compreende a pesquisa entomoldgica e a epidemiologia
dos casos humanos e caninos. Podemos destacar entre os objetivos da vigilancia:
classificar as areas quanto ao padrdo, vulnerabilidade ou receptividade de
transmissao; investigar a autoctonia dos casos; investigar Obitos suspeitos de LVA,;
conhecer a distribuicdo e monitorar a dispersdo dos vetores; favorecer o diagnéstico
e tratamento precoce; diagnosticar, prevenir e controlar casos caninos; monitorar a
endemia; indicar acbes de prevencdo de acordo com a situacdo epidemiologica;
desencadear e avaliar acbes de controle e monitorar eventos adversos aos

medicamentos (Brasil, 2014).
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Os municipios ou setores de um municipio onde esteja ocorrendo transmissao
sdo denominados areas de transmissdo. Os municipios contiguos a estes ou que
facam parte do mesmo eixo viario ou, ainda, que tenham grande fluxo migratério sdo
classificados como areas vulneraveis. Os municipios sem casos, mas onde vetores
das espécies Lu. cruzi ou Lu. longipalpis foram detectados, séo classificados como
areas receptivas (Brasil, 2014).

No caso da LVA, a vigilancia entomoldgica € realizada através de
levantamentos, investigacdes e monitoramentos entomolégicos. Os levantamentos
entomoldgicos tém como objetivo verificar a presenga de Lu. longipalpis. ou Lu. cruzi,
em municipios vulneraveis ou areas de transmissdo que ndo tenham realizado
investigacbes anteriores, e conhecer a dispersdo do vetor no municipio, para
direcionar inquéritos sorolégicos caninos e orientar as acfes de controle. As
investigaces entomoldgicas tém o objetivo de verificar a presenca de Lu. longipalpis
ou Lu. cruzi em municipios onde o primeiro caso de LVA foi notificado e confirmar a
area como de transmissao autéctone (Brasil, 2014).

O monitoramento entomoldgico visa conhecer a distribuicdo sazonal e a
abundancia relativa dos vetores, estabelecendo o periodo mais favoravel para a
transmisséo e direcionando as medidas de prevencao e controle quimico. A presenca
e a sazonalidade das populacbes de flebotomineos em uma regido, esta ligada aos
fatores climaticos e fisiograficos. Um entendimento do comportamento do
flebotomineos na natureza € importante para o desenvolvimento de medidas
prevencéao e de controle (De Melo Ximenes et al. 1999; Brasil, 2014).

A vigilancia dos casos caninos é essencial para caracterizar a situacao
epidemioldgica de uma area, pois o niumero de animais infectados determina o risco
de infec¢do para humanos em uma localidade (Sifaki-Pistola et al. 2014). A vigilancia
em cées tem o objetivo de investigar focos, confirmar a autoctonia de casos, alertar a
populacéo e servicos de saude quanto ao risco da transmissao e identificar areas para
implementacgéo de ac¢bes de limpeza urbana e manejo ambiental (Brasil, 2014).

O monitoramento canino € realizado através de inquéritos soroldgicos
amostrais ou censitarios. Os inquéritos sdo realizados em areas receptivas para
verificar a presenca do agente etiologico e em areas de transmissao para avaliar as
taxas de prevaléncia em cada setor. As agdes de vigilancia e controle recomendadas

sdo: o controle da populacéo de cées errantes, avaliacdo da prevaléncia através da
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realizacdo de inquéritos sorologicos caninos, busca ativa de casos e a eutanasia dos
cées sororreagentes (Brasil, 2014)

Para o diagnodstico, sdo utilizadas duas técnicas soroldgicas sequenciais: 0
teste imunocromatogréfico rapido Dual Path Platform ® (DPP) e o Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA). O DPP é utilizado para a triagem de cdes suspeitos,
enquanto que o ELISA é usado para a confirmacéo dos cées sororreagentes no DPP
(Figueiredo et al. 2018). Em areas de ocorréncia do primeiro caso canino autéctone é
necessario, ainda, o isolamento e caracterizacdo do parasito (Brasil, 2014)

O controle da LVC é considerado a melhor maneira de reduzir a incidéncia de
casos humanos em um foco (Quinnell; Courtenay 2009). A eficiéncia da testagem e
eliminacdo de caes infectados na reducdo da incidéncia de casos humanos ja foi
demonstrada em estudos realizados no Brasil (Ashford et al. 1998) e na Italia
(Mancianti et al. 1988). Entretanto, essas estratégias ndo tem se mostrado eficientes
em alguns paises, entre eles, o Brasil (OPAS, 2019), e como consequéncia tem sido
questionadas (Nunes et al. 2010). A ineficiéncia tem sido atribuida ao tempo entre
deteccao e eliminacao dos caes infectados, tendéncia em substituir os cées infectados
por caes suscetiveis e a baixa sensibilidade do diagnéstico soroldgico nos estagios
iniciais da infecgdo (Coura-Vital et al. 2011; OPAS 2019). Alternativamente, tem sido
discutido a implantacdo do uso de coleiras com deltametrina 4 % como estratégia de
controle, as quais tem demonstrado eficiéncia em repelir os vetores e reduzir a
transmissao (David et al. 2001; e Silva et al. 2018).

Em relacdo a vacinagdo, todas as vacinas disponiveis comercialmente para
caes atualmente ndo apresentam imunizacao suficiente para impedir a infecgéo. Além
disso, cées vacinados e infectados permanecem como possivel fonte de infec¢éo para
os vetores (Velez; Gallego 2020). Desta maneira, as vacinas ndo tém sido utilizadas
como estratégia de saude publica para controle da LVA (Seva et al. 2016; OPAS,
2019).

Para protecdo individual de cdes é recomendado o0 uso concomitante de
coleiras impregnadas ou repelentes tépicos em individuos vacinados (Velez; Gallego
2020). O tratamento, apesar de permitido, também néo é recomendado como medida
de saude publica para controle da LVA em nosso pais (Brasil, 2016). Ainda que
evidéncias cientificas indiguem que durante o tratamento ocorra uma reducdo da
infectividade para o vetor (Travi et al. 2018), a auséncia de cura parasitolégica em

cées tratados, bem como os custos financeiros e dificuldades operacionais sao
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obstaculos para implementacéo desta estratégia (Chappuis et al. 2007; Brasil, 2016;
OPAS, 2019). E importante ressaltar que no Brasil é proibido tratar cdes com 0 uso
de drogas utilizadas para tratamento da doenca em humanos (Brasil, 2008). Além
disso, € recomendado que cdes em tratamento sejam mantidos permanentemente

com coleiras impregnadas ou repelentes topicos (Travi et al. 2018; OPAS, 2019).

1.4.2 A Vigilanciada LTA no Brasil

No Brasil, o Programa de Vigilancia da LTA tem como objetivo principal
diagnosticar e tratar precocemente os casos detectados. A vigilancia é feita atraves
da identificacdo e monitoramento de areas de importancia epidemioldgica;
investigacdo e caracterizacdo de surtos; investigacdo de casos em areas nao
endémicas; monitoramento de casos graves de leishmaniose mucosa; reducéao de
casos de transmissao domiciliar; adocao de medidas de controle e monitoramento de

eventos adversos aos farmacos usados no tratamento (Brasil, 2017).

E considerada area de risco de LTA a area com notificacdo de um ou mais
casos nos ultimos dez anos e que mantém uma periodicidade na producéo de casos.
A deteccdo de um caso de LTA, desencadeia uma investigacao epidemioldgica para
conhecer os dados do paciente; verificar a autoctonia do caso e realizar busca ativa
de casos novos. Quando necessario, é realizada pesquisa entomoldégica, visando a
avaliacdo do local provavel de infeccdo (LPI) para verificar a necessidade de adoc¢éo

de medidas de controle quimico (Brasil, 2017).

A vigilancia entomolégica da LTA é realizada através de pesquisas em foco e
monitoramentos entomoldgicos e tem como objetivos: conhecer as espécies de
flebotomineos nas &reas de transmissdo; determinar a sazonalidade dos vetores e
monitorar mudancas nas espécies de flebotomineos em relacdo aos seus ambientes
naturais. Considerando-se que a transmissao da LTA pode envolver uma ou mais
espécies de vetores, a pesquisa devera utlizar o maior numero de métodos

disponiveis (Brasil, 2017).

Em relacdo a hospedeiros e reservatorios, ndo sado recomendadas acgles
objetivando a vigilancia de animais silvestres ou domésticos. Entretanto, em areas de
transicdo ou de ocorréncia concomitante de LTA e LVA, podera ser necessaria a
identificacdo da espécie do parasito (Brasil, 2017).
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1.5 As Leishmanioses no Rio Grande do Sul

As leishmanioses séo doencgas emergentes no Rio Grande do Sul. Somente nas
Ultimas duas décadas, esses agravos passaram a ser considerada um problema de
saude publica no estado (Born et al., 2021). Segundo, a estratificacdo de risco por
indice composto do MS, que leva em consideracdo a média do niumero de casos
novos e a incidéncia nos ultimos trés anos, 0os municipios gauchos com casos
autéctones de LVA ou LTA foram classificados como areas de transmissao baixa, em
2020 (Brasil, 2021a).

A fauna de flebotomineos do estado foi pouco estudada. As espécies de
flebotomineos j4 encontradas no Rio Grande do Sul, sdo: Brumptomyia cunhai
(Mangabeira, 1942), Brumptomyia pintoi (Costa Lima, 1932), Brumptomyia nitzulescui
(Costa Lima, 1932), Evandromyia correalimai (Martins, Coutinho & Luz, 1970),
Evandromyia cortelezzi (Brethes, 1923), Evandromyia edwardsi (Mangabeira, 1941),
Evandromyia gaucha Andrade Filho, Souza & Falcdo, 2007, Expalpillata firmatoi
(Barreto, Martins & Pellegrino, 1956), Lutzomyia gaminarai (Cordero, Vogelsang &
Cossio, 1928), Lutzomyia longipalpis, Micropygomyia ferreirana (Barreto, Martins &
Pellegrino, 1956) sin. Lutzomyia borgmeiere Martins, Falcdo & Silva, 1972,
Migonemyia migonei, Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani, Pintomyia
bianchigalatiae (Andrade Filho, Aguiar, Dias & Falcdo, 1999), Pintomyia fischeri,
Pintomyia misionensis (Castro, 1959), Pintomyia monticola (Costa Lima, 1932),
Pintomyia pessoai (Coutinho & Barreto, 1940), Psathyromyia lanei (Barreto &
Coutinho, 1941), Psathyromyia bigeniculata (Floch & Abonnenc, 1941), Martinsmyia
alphabetica (Fonseca, 1932), Micropygomyia schreiberi (Martins, Falcdo & Silva,
1975) (Di Primio 1937; Dias et al. 1997; Da Silva; Grunewald 1999a; Andrade Filho et
al. 2007; Souza et al. 2008).

No Rio Grande do Sul, as leishmanioses tem ocorrido em &reas rurais,
periurbanas e urbanas. Na capital Porto Alegre, existe uma sobreposicédo das areas
de transmisséo de LTA e LVA, a qual ocorre predominantemente em area periurbanas

com fragmentos de matas residuais (Souza et al. 2008).

1.5.1 A LVA no Rio Grande do Sul

O Rio Grande do Sul foi o primeiro estado da Regidao Sul do Brasil a registrar

casos autéctones de LVA. Embora, casos caninos tenham sido relatados desde 1998
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(Pocai et al. 1998; Krauspenhar et al. 2007), o estado passou a ser considerado area
de transmissdo somente em 2008, quando foi registrado o primeiro caso canino
autoctone e detectada a presenca de Lu. longipalpis, no municipio de S&o Borja, na
regido sudoeste do estado (Azevedo et al. 2009; Souza et al. 2009). Este municipio
esta situado na fronteira com a Argentina, préximo a provincia de Misiones, onde, em
2006, foram registrados os primeiros casos autdctones de LVA argentinos e a
presenca do vetor Lu. longipalpis (Salomén et al. 2012).

Em 2009, o primeiro caso humano autdctone de LVA do estado foi notificado no
municipio de Sdo Borja, na regido sudoeste (Souza et al. 2009). Segundo dados nao
publicados do Centro Estadual de Vigilancia em Saude (CEVS) da Secretaria da
Saude do Estado do Rio Grande do Sul (SES/RS), até a semana epidemioldgica 51
de 2021, 43 casos humanos autoctones foram confirmados no estado. Os municipios
com casos humanos autdctones registrados sdo: Porto Alegre (20), S&o Borja (12),
Uruguaiana (04), Viamao (03), Itaqui (02) e Santa Maria (02). Os municipios de Barra
do Quarai, Cacequi e Santa Cruz do Sul apresentam somente casos caninos (CEVS,
2021).

O Rio Grande do Sul apresenta um padrdo de transmissdo distinto do
predominante do pais. O vetor Lu. longipalpis parece estar restrito a municipios da
regido oeste do estado (Régo et al. 2020). Nesta regido, a espécie também é
encontrada em municipios sem casos caninos ou humanos registrados (vulneraveis
receptivos): Garruchos, Pirapd, Porto Lucena e Porto Xavier. Na regido leste do
estado, nos municipios de Porto Alegre e Viamao, e em Santa Cruz do Sul, na parte
central, a vigilancia entomoldgica ndo detectou a presenca de Lu. longipalpis nos

focos de transmisséo investigados (CEVS, 2021) (Figura 1).
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Figura 1- Municipios com transmissao de leishmaniose visceral humana ou
canina e a distribuicdo de Lutzomyia longipalpis no Rio Grande do Sul, 2021.
Fonte: CEVS/SES/RS, 2021

15.1.1 ALVA em Santa Cruz do Sul

Com casos de LVC notificados desde 2009, o municipio de Santa Cruz do Sul
passou a ser considerado, oficialmente, area de transmissédo somente em 2014, ap6s
o isolamento e a identificacdo do agente etiolégico a partir de amostras de pele e
medula de cdes soropositivos. Embora ndo tenham sidos realizados inquéritos
sorolégicos na populacdo canina, entre 2014 e 2018, foram submetidos a testes
diagndsticos de triagem 703 casos suspeitos de LVC, dos quais 97 foram confirmados.
Todos os casos diagnosticados neste periodo, estavam localizados na area urbana
do municipio (Born et al. 2019).

No periodo de 2009 a 2019, foram realizadas investigacdes entomoldgicas em
alguns domicilios com a presenca de casos caninos. As espécies ja identificadas no
municipio sdo: Brumptomyia spp., Evandromyia edwardsi, Evandromyia gaucha,
Martinsmyia alphabetica, Migonemyia migonei, Nyssomyia neivai, Pintomyia fischeri,
Pintomyia monticola, Psathyromyia lanei e Psathyromyia pascalei (CEVS, 2020 -
dados néo publicados). Apesar das espécies Lu. longipalpis e Lu. cruzi ndo terem sido
encontradas nas investigacoes realizadas, a metodologia utilizada, baseada somente

no uso de armadilhas de isca luminosa por algumas noites, ndo é suficiente para
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classificar a area pesquisada como de transmissdo de LVA na auséncia destas
espécies, conforme os critérios definidos na Nota Informativa N° 227/2018, do
Ministério da Saude (Brasil, 2018).

Apesar dos casos caninos registrados anualmente desde o primeiro caso
reportado em 2009, o municipio ndo apresenta notificacbes de casos humanos de
LVA (Brasil, 2021b).

1.5.2 ALTA no Rio Grande do Sul

Em Porto Alegre, no ano 2000, foi diagnosticado um caso de LTA em um
paciente que residia ha pelo menos dez anos no municipio. Devido ao histdrico clinico
de leséo primaria no pé e lesdo na mucosa oral ha mais de 50 anos, quando residia
no municipio de S&o Nicolau-RS, néo foi possivel determinar o local de infeccéo
(Thiesen; Brito 2003). Em 2001, o primeiro caso humano autoctone de LTA do estado
foi registrado no municipio de Santo Anténio das Missdes, na regido noroeste do
estado (dos Santos et al. 2005).

Em outubro de 2002, foi diagnosticado o primeiro caso autoctone de LTA na
capital Porto Alegre (Thiesen; Brito 2003). Em investigacdes entomoldgicas realizadas
no LPI dos primeiro casos autéctones do municipio, foram capturadas as espécies:
Ny. neivai, Mg. migonei, Pi. pessoai, Pa. lanei, e Pi. fisheri, respectivamente, em
ordem decrescente de abundancia (Duarte; Goncgalves 2003). Posteriormente, em um
monitoramento entomoldgico realizado entre janeiro de 2003 e junho de 2005, na area
de risco para LTA do municipio, as espécies capturadas foram, respectivamente, Ny.
neivai (59,4%), Pi. fischeri (25,2%), Mg. migonei (10,3%), Pa. lanei (4,6%), Pi.
monticola (0,3%), Lu. gaminarai (0,1%) e Br. nitzulescui (0,1%). Neste estudo, o Ny.
neivai representou 91,6% do exemplares capturados no intradomicilio, sendo
considerado o principal vetor suspeito (Souza et al. 2008). Em 2009, a deteccédo de
DNA de L. (V.) brasiliensis em espécimes de Ny. neivai e Pi. fischeri capturados na
area de risco de LTA de Porto Alegre, acrescentou novas evidéncias sobre a suspeita
destas espécies como vetores de LTA no municipio (Pita-Pereira et al. 2009).
Posteriormente, em Porto Alegre, DNA de Leishmania (Viannia) spp. foi detectado em
espécimes de Pi. fischeri, a qual foi a segunda espécie mais abundante (25,2%) em
capturas peridomiciliares realizadas em uma area de transmissdo de LTA. Neste

estudo, foi sugerido que esta espécie estaria atuando como vetor, devido ao
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comportamento antropofilico relatado na regido e distribuicdo coincidente com os
casos (Pita-Pereira et al. 2011).

Segundo o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagcdo (SINAN), do
Ministério da Saude, entre 2001 e 2020, foram confirmados 62 casos autoctones de
LTA no Rio Grande do Sul. Neste periodo, os municipios com casos autéctones
confirmados foram: Alegrete, Arvorezinha, Barra do Ribeiro, Cap&do da Canoa,
Carazinho, Cruz Alta, Derrubadas, Esteio, Gramado, Irai, Marau, Nonoai, Nova Roma
do Sul, Passo Fundo, Planalto, Porto Alegre, Santa Rosa, S&o Borja, Sdo Miguel das

Missdes, Uruguaiana, Rolador, Vacaria e Viaméao (Brasil, 2021b) (Figura 2).
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Figura 2- Municipios com casos humanos autéctones de LTA no Rio Grande do
Sul, no periodo de 2001 a 2020. Fonte: CEVS/SES/RS, 2021

1.6 Justificativa

As leishmanioses sé&o doengas emergentes na regiao do sul do Brasil. Devido
a recente introducédo da doenca, existe uma caréncia de estudos sobre a fauna de
flebotomineos e a ecologia das leishmanioses no sul do pais. Em relagcdo a LVA,
alguns municipios do Rio Grande do Sul tem apresentado um padrao de transmissao
distinto do predominante nas Américas, com a possibilidade de outras espécies de
flebotomineos estarem assumindo o papel principal de vetor. O estado também
apresenta um clima diferenciado em relagcéo a outras regides do Brasil onde a doenca
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€ historicamente endémica. Sendo assim, ainda sdo necessarios estudos para
entender a influéncia do clima sobre os flebotomineos presentes em suas areas de
transmisséo.

A possibilidade de L. infantum chagasi ser transmitida por outras espécies de
flebotomineos ou ter outros mamiferos como fonte de infeccdo tem grande
importancia para as medidas de controle e ndo deve ser ignorada, principalmente em
areas novas de transmissao. Neste contexto, o diagnéstico molecular de Leishmania
sp. e a pesquisa do conteudo alimentar em flebotomineos capturados em focos de
transmissao € de grande importancia ecoldgica e epidemioldgica. A deteccdo do DNA
de Leishmania sp. em determinada espécie, associada a outros dados sobre
competéncia e capacidade vetorial, permite indicar quais espécies poderiam estar
atuando como vetores no municipio. O estudo do contetdo alimentar permite ainda, a
identificacdo dos hospedeiros nos quais estes insetos se alimentam, podendo ser
correlacionado com potenciais reservatorios e com a antropofilia ou cinofilia da
espécie.

Embora o Rio Grande do Sul tenha municipios em que a vigilancia
entomoldgica ndo tenha encontrado Lu. longipalpis ou Lu. cruzi. Em nenhum deles foi
realizado um estudo entomolégico de longo prazo conforme recomendado pelo
Ministério da Saude para classificacdo de uma area de transmissdo com auséncia
destas espécies. O municipio de Santa Cruz do Sul é a area de transmissdo mais
antiga nessa situacdo no estado. Os frequentes casos LVC, associados a falta de
dados sobre os vetores e ao risco da doenca em humanos, apontam para a
necessidade de pesquisas sobre a ecoepidemiologia deste agravo no municipio.

Estudos sobre os flebotomineos presentes nas areas de transmisséao aliados
ao monitoramento dos casos caninos poderdo contribuir para elucidacdo do ciclo de
transmissdo do parasito no local e para o desenvolvimento de estratégias de
vigilancia, prevencao e controle. Considerando que as ac¢des de prevencao e controle
descritas no Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral do Ministério
da Saude sdo recomendadas para areas com a presenca de Lu. longipalpis ou Lu.
cruzi, € fundamental a verificacdo da presenca destes e, caso ausentes, a
identificacdo de vetores permissivos e a discussdao de medidas de controle e

prevencao especificas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar aspectos da ecoepidemiologia da Leishmaniose Visceral

Americana no municipio de Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, visando contribuir

para a vigilancia ambiental em saude.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar as espécies de flebotomineos presentes em areas de transmisséo
de Leishmaniose Visceral Americana do municipio;

Caracterizar a abundancia, dominancia e diversidade das espécies de
flebotomineos capturadas;

Descrever a frequéncia mensal das espécies e correlacionar com dados
climéaticos;

Classificar a area de transmissao delimitada para o estudo no municipio quanto
a presenca ou auséncia de Lu. longipalpis e Lu.cruzi, conforme critérios
estabelecidos pelo Ministério da Saude;

Realizar diagnostico molecular de Leishmania sp. nas fémeas de flebotomineos
capturadas;

Realizar avaliacdo do conteudo alimentar nas fémeas ingurgitadas capturadas
e correlacionar com possiveis reservatorios;

Monitorar os casos de Leishmaniose Visceral Canina notificados em relacéo ao
namero e local de ocorréncia.

Realizar palestras sobre vigilancia ambiental da Leishmaniose Visceral
Americana, discutir estratégias de prevencao e divulgar os resultados obtidos
para os técnicos da Secretaria da Saude do Estado do Rio Grande do Sul e da

Secretaria Municipal de Saude de Santa Cruz do Sul.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areado Estudo

O estudo foi realizado no municipio de Santa Cruz do Sul, localizado no Vale
do Rio Pardo, na regiédo central do estado do Rio Grande do Sul, a 155 km da capital
Porto Alegre (Figura 3). O municipio possui uma populacdo estimada de 131.365
pessoas (IBGE, 2020). A principal fonte de receita, emprego e renda é a producao de
tabaco, atingindo cerca de 90% das propriedades rurais. Possui trés instituicdes de
ensino superior e € conhecido turisticamente por sediar a Oktoberfest, considerada a

segunda maior festa germanica do Brasil (Santa Cruz do Sul, 2018).

{SantalCruz{dofSull
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Figura 3 - Localizacdo do municipio de Santa Cruz do Sul no estado do Rio
Grande do Sul, 2020. Fonte: CEVS/SES/RS, 2020

O municipio possui uma area total de 794,49 kmz2, sendo 156,96 km? de area
urbana e 637,53 km2 de area rural (Figura 4). Apresenta 90.3% de domicilios com
esgotamento sanitario adequado e 86.3% de domicilios urbanos em vias publicas
arborizadas. A vegetacdo € composta pelos biomas mata atlantica e pampa. Seu
relevo € composto por vales, morros e elevacbes maiores, com uma altitude média de
122 m do nivel do mar. De clima subtropical temperado, apresenta temperaturas
média de 19°C, méxima de 42° C e minima de 5° C, com precipita¢cdes de 1300 a 1800

mm (Santa Cruz do Sul, 2018).
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LEGENDA: - Municipio de Santa Cruz do Sul |:| Area Urbana do municipio - Vegetacao nativa

Figura 4 - Localizacéo e vegetacdo nativa da area urbana de Santa Cruz do Sul,
Rio Grande do Sul, 2020. Fonte: CEVS/SES/RS, 2020.

3.2 Monitoramento Entomologico

O monitoramento entomologico foi realizado entre janeiro e dezembro de 2020.
A metodologia utilizada no monitoramento entomoldégico foi adaptada da metodologia
de investigacdo entomoldgica da Nota Informativa N° 227/2018, do Ministério da
Saude, que informa sobre os critérios para definicdo de auséncia de Lu. longipalpis e

Lu. cruzi em area previamente delimitada para estudo entomoldgico (Brasil, 2018).

3.2.1 Definicao das Estagfes de Monitoramento

Foram selecionados cinco domicilios considerados LPI de casos de LVC
notificados ao CEVS/SES/RS, diagnosticados entre dezembro de 2017 e julho de
2019. Para classificagdo de um domicilio como LPI, foram adotados os seguintes
critérios: deveria ser o Unico endereco de um cdao infectado nascido em Santa Cruz
do Sul, desde sua aquisi¢éo até o diagndstico com, no minimo, 12 meses idade; o cédo
nao deveria ter histérico de pernoite em outro local; o cdo deveria ser mantido
domiciliado, sem livre acesso a rua. Em cada um dos domicilios selecionados foi
definida uma Estacéo de Monitoramento (EM), localizada no peridomicilio, anexos ou

em locais propicios ao aparecimento do vetor localizados até 50 m do LPI (Figura 5).
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Figura 5 - Localizagdo dos casos de Leishmaniose Visceral Canina,

diagnosticados no periodo de 2017 a 2019 e das Esta¢c6es de Monitoramento do
estudo, Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020. Fonte: CEVS/SES/RS, 2020

3.2.2 Descricao das Estacfes de Monitoramento

EM-1: Localizada no bairro Santo Inacio, em um domicilio onde um caso canino
foi diagnosticado em dezembro de 2017. O cédo permaneceu no local, sendo tratado
até ser submetido a eutanasia em janeiro de 2020, devido ao agravamento dos
sintomas. No domicilio havia presenca de outros quatro caes durante todo periodo da
pesquisa. A armadilha foi instalada na parte posterior da residéncia, préxima ao abrigo
de dois cées e da mata nativa. No local havia grande acumulo de matéria organica e

entulhos.
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EM-2: Localizada no bairro Monte Verde, em domicilio de um caso canino
diagnosticado em dezembro de 2018. O cédo permaneceu em tratamento e usando
coleira repelente de Deltametrina 4% durante todo o periodo da pesquisa. Também
havia um gato doméstico no local. Como o0s animais ndo tinham um abrigo fixo, a
armadilha foi instalada na parte posterior da residéncia, em area com grande acumulo
de entulhos e pedras, possiveis abrigos de roedores. A EM-2 estava localizada a
aproximadamente 200 m do Parque da Santa Cruz, ponto turistico do municipio.

EM-3: Localizada no bairro Margarida, ao lado do domicilio onde um caso
canino foi diagnosticado em julho de 2019. O céo veio a 0Obito antes do inicio da
pesquisa e ndo haviam outros animais domésticos no domicilio. A armadilha de isca
luminosa foi instalada dentro da mata nativa a cerca de 5 m do LPI, em frente a um
oco de arvore. As capturas manuais foram realizadas no domicilio vizinho ao LPI, por
apresentar um ambiente com caracteristicas mais favoraveis aos flebotomineos, com
presenca de dois cdes, um gato e possiveis abrigos para animais sinantrépicos.

EM-4: Localizada no bairro Arroio Grande, em um terreno com pomar e horta,
localizado a cerca de 50 m do LPI de um caso canino diagnosticado em dezembro de
2018. O céo foi submetido a eutanasia antes do inicio da pesquisa. A escolha deste
local foi baseada nas condic6es ambientais mais favoraveis aos flebotomineos do que
aguelas encontradas no LPI. A armadilha de isca luminosa foi instalada um local com
grande acumulo de matéria organica, proxima a bananeiras, arvores frutiferas e
entulhos que poderiam servir de abrigos a aves e animais sinantropicos.

EM-5: Localizada no bairro Ana Nery, em um sitio, vizinho ao domicilio onde
dois casos caninos foram diagnosticados em julho de 2018. Os caes permaneceram
em tratamento e usando coleira repelente de Deltametrina 4% durante o periodo da
pesquisa. O local foi escolhido por apresentar condicdes ambientais mais favoraveis
ao vetor que as encontradas no LPI. No ambiente haviam fragmentos de mata nativa,
bananeiras, arvores frutiferas, horta, grande niumero de aves engaioladas, galinheiro,
presenca de quatro cides e um gato. Os moradores relataram a presenca de
marsupiais, ouricos e roedores no local. A armadilha de isca luminosa foi instalada na

parte externa de um galinheiro, localizado a cerca de 50 m do LPI.
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Tabela 1 - Descricdo das Esta¢cdes de Monitoramento onde foram realizadas as
capturas em Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020

Local Caracterizagao Ambiental Coordenadas Geograficas Altitude
(WGS84) (m)

EM-1  Parede externa do domicilio, proximo ao abrigo de 29°42'5.64"S e 52°24°55.53"0 107
caes e gatos. Borda da mata nativa.

EM-2 Parede externa do domicilio, proximo a entulhos. 29°43'39.14”S e 52°24'44.79"0 188
Presenga de cé&o e gato.

EM-3  Peridomiciliar, dentro da mata nativa, emfrenteaoco 29°43'34.14”S e 52°24°58.78"0 139
de arvore. Proximo ao abrigo de cées e gatos.

EM-4  Peridomiciliar, com horta, arvores frutiferas, 29°43'36.41"S e 52°25'8.76"0 112
bananeiras e entulhos.

EM-5  Peridomiciliar, em galinheiro. Criagdo de outras 29°44°5.17"S e 52°26'4.61"0 129

aves, caes e gatos.

3.2.3 Capturas em Armadilhas de Isca Luminosa

Em cada EM foi instalada uma armadilha de isca luminosa modelo HP (Pugedo

et al. 2005), sendo posicionada a uma altura de, aproximadamente, um metro do solo

(Figura 6). As armadilhas foram expostas por trés noites consecutivas por meés,

permanecendo ligadas ininterruptamente, entre as 17:00 e as 8:00 horas do dia

seguinte.

Figura 6 - Armadilha de isca luminosa modelo HP utilizada nas capturas em
Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020. Fonte: CEVS/SES/RS, 2020.
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3.2.4 Capturas em Armadilha de Shannon

Adicionalmente, foram realizadas capturas em Armadilha de Shannon
(Shannon, 1939) em um ponto localizado em uma trilha na mata nativa, a cerca de 50
m da EM-1. O local foi escolhido por ter menor competicéo de luzes artificiais e estar
préximo ao abrigo de cées (Figura 7 e 8).

As capturas foram realizadas mensalmente, no periodo de 18:00 as 22:00
horas. O procedimento foi realizado por dois técnicos simultaneamente, um localizado
na parte interna e outro na parte externa da barraca. Os flebotomineos foram
capturados por aspiracdo com o uso de Aspiradores de Castro (Castro, 1937) e
armazenados separadamente de acordo com a hora e o local onde estavam pousados

durante a captura (na barraca ou no técnico que executava o procedimento).

Figura 7 - Armadilha de Shannon instalada em Santa Cruz do Sul, Rio Grande do
Sul, 2020. Fonte: CEVS/SES/RS, 2020.
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Figura 8 - Localizagéo da Armadilha de Shannon, Estacdo de Monitoramento-1
e casos de Leishmaniose Visceral Canina diagnosticados entre 2017 e 2019,
Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020. Fonte: CEVS/SES/RS

3.2.5 Capturas Manuais

Complementarmente, foi realizada mensalmente uma captura manual noturna
em cada EM com o uso de Aspiradores de Castro e lanternas. Essas capturas foram
realizadas por dois técnicos, sendo um responsavel pelas capturas nas paredes
externas do domicilio e outro pelas capturas no peridomicilio e anexos, as quais foram
realizadas com énfase na parte interna e externa de abrigos de animais, quando

disponiveis. Ambas as capturas tiveram duracdo minima de 15 minutos.

Figura 9 - Captura manual peridomiciliar com o uso de Aspirador de Castro,
Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020. Fonte: CEVS/SES/RS, 2020.

30



3.2.6 Dados Climaticos

Os dados de temperatura, umidade relativa e precipitacdo diarias e mensais
foram obtidos da Estacdo Meteoroldgica da Universidade de Santa Cruz do Sul
(UNISC). Os dados foram registrados com o uso do software Weather link, por uma
estacado meteoroldgica automética, da marca Davis Instruments, modelo Vantage Pro
Plus, localizada a 29°43’05” de Latitude Sul e 52°25’00” de Longitude Oeste, em uma
altitude de 40 m, no Campus da UNISC.

Além disso, foram registrados dados de temperatura, umidade relativa e
velocidade do vento in loco no inicio e a cada hora durante o periodo das capturas em
Armadilha de Shannon. Esses dados foram obtidos com auxilio de um termo-
higrometro e um anemémetro portateis.

Para verificar a associacdo entre as variaveis climaticas e numero de
flebotomineos capturados foi realizado teste de correlacdo de Pearson. A normalidade
dos dados foi verificada através dos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov.
Para os testes, foi considerado o nivel de significancia de 95% (p<0,05). As analises
foram realizadas utilizando o software estatistico GraphPad Prism versao 9.3.

3.3 Processamento e Identificacdo dos Flebotomineos

Os insetos capturados foram mortos por refrigeracdo, sendo, em seguida,
submetidos a triagem em placas de Petri, para separacdo dos flebotomineos dos
demais insetos capturados. Este procedimento foi realizado com auxilio de um
microscopio estereoscopico. Apos triados, os flebotomineos foram acondicionados
em tubos contendo alcool 70%, devidamente identificados com os dados da captura,
e armazenados em temperatura ambiente.

Nas fémeas, a cabeca e os dois ultimos segmentos abdominais foram
seccionados para clarificacdo e diafanizagdo, para identificacdo taxonémica,
engquanto o restante do corpo foi separado em tubos para criopreservacéo a -20°C
até os procedimentos de diagndstico molecular. Os machos foram clarificados e
diafanizados inteiros. O processo teve inicio com a imersao em solucdo de hidréxido
de potassio a 10%, por 3 horas, para clarificacdo as estruturas quitinizadas, seguida
de imersdo em acido acético P.A. por cerca de 20 minutos para neutralizacdo do

hidroxido de potassio e retirada do excesso de gordura. A seguir, 0s espécimes foram
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lavados por imersdo em &agua Tipo IlI, por 20 minutos, sendo posteriormente
diafanizados por imerséo em solugéo de lactofenol por 24 horas (Vilela et al. 2018).
Apds esses procedimentos, os flebotomineos foram montados em lamina
contendo solucdo de berlese, e cobertos por laminula para identificacdo em
microscopio optico. Os machos foram montados com o corpo em vista lateral, com a
cabeca separada e posicionada em vista dorsal. As fémeas foram montadas com a
cabeca e abdébmen posicionados em vista ventral. Para identificacdo das espécies
foram consideradas, principalmente, as estruturas da genitalia externa e cabeca nos
machos e as estruturas internas da genitalia e cabeca nas fémeas. A identificacdo
morfolégica da espécie foi feita com base na chave dicotdmica e classificacdo
proposta por Galati (2003, 2018). A abreviatura de géneros e subgéneros foi realizada

conforme Marcondes (2007).

3.4 Anélise da Abundancia, Dominéancia e Diversidade das Espécies

A avaliacdo da abundancia foi realizada utilizando os testes estatisticos Index
of Species Abundance (ISA) e Standardized Index of Species Abundance (SISA)
(Roberts; Hsi 1979). Para comparacéo dos flebotomineos capturados nas diferentes
Estacdes de Monitoramento foi usado o software DivEs - Diversidade de Espécies
DE4, sendo os dados analisados através do indice de Diversidade de Margalef, indice
de Riqueza Jackknife de 12 ordem e Indice de dominancia de Berger-Parker
(Rodrigues, 2022). Para o calculo dos indices de abundancia e dominancia, os

exemplares de Brumptomyia spp. foram agrupados por género.

3.5 Diagnéstico Molecular de Leishmania sp. e Pesquisa de Contetudo

Alimentar

Os flebotomineos foram analisados individualmente, segundo Pita-Pereira et
al. (2005). As fémeas foram previamente identificadas taxonomicamente e separadas
individualmente em eppendorfs rotulados de acordo com o local, data e método de
captura, espécie, e sexo, sendo posteriormente, enviados ao laboratorio para os
ensaios moleculares. As fémeas foram destinadas ao diagndstico molecular de

Leishmania sp., sendo as ingurgitadas (Figura 10) também destinadas para a
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avaliacao do conteudo alimentar. Machos foram utilizados como controle negativo em

todas as etapas do ensaio diagnostico.

Figura 10 - Fémea de flebotomineo ingurgitada (& esquerda) e fémea nao
ingurgitada (a direita), capturadas em Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul,
2020. Fonte: CEVS/SES/RS, 2020.

3.5.1 Extracao do DNA

Para obtencdo do extrato total, as amostras foram lisadas em tampéao de lise
(10 mM Tris-HCI pH 9,2 contendo 10 mM de EDTA e 100 pg/mL de proteinase K) e
estocadas (- 20° C) até o momento da extracdo do DNA total. Para a extracdo de DNA,
foi utilizado o kit comercial Wizard SV Genomic DNA Purification System (Promega),
conforme recomendado pelo fabricante. A extracdo de DNA foi monitorada pela
inclusdo de amostras de insetos machos capturados no campo como controle

negativo.

3.5.2 Reacao em Cadeia de Polimerase

Para pesquisa de DNA de Leishmania sp. foi utilizado um ensaio de Reacéo
em Cadeia de Polimerase (PCR) Hot-start multiplex utilizando dois pares de primers
gue amplificam simultaneamente na mesma reagao, um produto de 120 pares de base
referente ao KDNA de Leishmania sp. (Passos et al. 1996);e outro de 220 pares de
base correspondente ao DNA de flebotomineo (Lins et al. 2002). Os produtos
amplificados foram visualizados por Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com

Nancy.
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3.5.3 Hibridizacao Dot-Blot

O produto amplificado na PCR também foi analisado por hibridizacéo em fase
sélida, com sonda subgénero-especifica ou espécie-especifica, marcadas com biotina
na extremidade 5. A reacdo de hibridizacdo foi revelada com solucdo de

guimioluminescéncia.

3.5.4 PCR/Sequenciamento para Pesquisa do Conteudo Alimentar

Para pesquisa de conteudo alimentar nas fémeas ingurgitadas foram utilizados
primers que amplificam o gene citocromo b (cyt b) (Pefia et al. 2012). Os produtos
obtidos para o gene citocromo b (cyt b) foram purificados, utilizando o kit Wizard SV
PCR Clean-up Systemt (Promega) e sequenciados com 0s mesmos iniciadores
utilizados para a PCR. O sequenciamento foi realizado em sequenciador automatico
(ABI PRISM ® BigDye ™ Terminator Cycle Sequencing) nas instala¢cdes do Instituto
Oswaldo Cruz (IOC) (Plataforma Genbmica - sequenciamento de DNA, PDTIS-
FIOCRUZ) e as sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas com a base de
dados de nucleotideos NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).

3.6 Monitoramento dos Casos Caninos

Durante o periodo do estudo, os casos confirmados de LVC notificados pelo
municipio e diagnosticados no LACEN/RS foram monitorados em relagdo ao namero
e local de ocorréncia, com base nos dados obtidos das fichas de investigacdo e
notificacdo da SES/RS. Foram georreferenciados os enderecos dos cdes com
domicilio fixo ou os locais de resgate informados nas fichas, no caso de cées errantes
resgatados pelo Canil Municipal. Nao foram realizadas buscas ativas de casos, nem
inquéritos soroldgicos amostrais ou censitarios para calculos de prevaléncia da

infeccéo canina ou controle.

3.7 Palestras

Antes do inicio das capturas do projeto, foi realizada uma palestra para os
Agentes Comunitarios de Saude, Agentes de Combate a Endemias, Técnicos de

Enfermagem e Médicos Veterinarios da Secretaria Municipal de Saude (SMS) de
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Santa Cruz do Sul. O objetivo foi instruir e alertar para suspeita precoce de casos
caninos e humanos. Na fase final do projeto, os resultados obtidos serdo utilizados
para discussdo de estratégias de prevencdo e controle e divulgados através de
palestras sobre vigilancia ambiental da LVA para técnicos da SES/RS e da SMS de

Santa Cruz do Sul.

3.8 Aspectos Eticos e Legais

N&o foram divulgados dados que permitam a identificacdo dos proprietarios dos
cdes monitorados. Os dados relacionados aos cédes foram obtidos das fichas de
investigacdo de casos caninos suspeitos notificados a Secretaria da Saude do Rio
Grande do Sul. Nenhum céo foi submetido a experimentos para esta pesquisa.

A atividade de acesso ao patriménio genético foi cadastrada no Sistema
Nacional de Acesso ao Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen), no cadastro numero A3C05BB (ANEXO 1).
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4 RESULTADOS

4.1 Faunade Flebotomineos

Entre janeiro e dezembro de 2020, em Santa Cruz do Sul, foram realizadas 900
horas de captura em armadilhas de isca luminosa, 48 horas de capturas em Armadilha
de Shannon e 30 horas de capturas manuais. Neste periodo, foram capturados um
total de 381 flebotomineos. Destes, 326 (85,56%) espécimes foram capturados em
armadilhas de isca luminosa, 54 (14,17%) em Armadilha de Shannon e um exemplar
(0,26%) nas capturas manuais (Tabela 2).

Dentre os espécimes capturados em armadilhas luminosas, 159 (48,77%) eram
machos e 167 (51,22%) eram fémeas, sem diferenca significativa de abundancia entre
0s sexos. Nas capturas em Armadilha de Shannon, houve predominio de fémeas
(74,07%). Durante as capturas em Armadilha de Shannon, duas fémeas foram
capturadas pousadas no técnico que realizava o procedimento. O Unico espécime
capturado manualmente foi uma fémea, capturada nas paredes externas do domicilio

da EM-1, proximo a um pequeno deposito de lixo doméstico (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo de flebotomineos capturados de acordo com o método
de captura, em Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020

Método de captura Tempo de Flebotomineos

captiea ih) M (%) F (%) Total (%)
Armadilha Luminosa 900 159 (48,77) 167 (51,22) 326 (85,56)
Armadilha de Shannon 48 14 (25,92) 40 (74,07) 54 (14,17)
Captura Manual 30 0 1 (100,00) 1(0,26)
Total (%) 978 173 (45,40) 208 (54,59) 381 (100,00)

Os flebotomineos capturados pertencem a trés subtribos: Brumptomyiina Galati
2003 (Género-tipo: Brumptomyia Franga & Parrot 1921), Lutzomyiina Abonnenc &
Leger, 1976 (Género-tipo: Lutzomyia Frangca 1924) e Psychodopygina Galati 1995
(Género-tipo: Psychodopygus Mangabeira, 1941). Foram identificados seis géneros:
Brumptomyia Franca & Parrot 1921; Evandromyia Mangabeira 1941; Martinsmyia
Galati 2003; Migonemyia Galati, 1995; Pintomyia Costa Lima 1932; Psathyromyia
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Barreto, 1962. Os géneros proporcionalmente mais numerosos foram: Brumptomyia
(39,11%), Mygonemyia (21,26%) e Pintomyia (20,21%).

Foram registradas nove espécies: Brumptomyia cunhai, Brumptomyia
nitzulescui, Evandromyia edwardsi, Evandromyia gaucha, Martinsmyia alphabetica,
Migonemyia migonei, Pintomyia fischeri, Psathyromyia lanei e Psathyromyia pascalei.

O género Brumptomyia foi proporcionalmente 0 mais numeroso na amostra
total (39,11%). Neste género, a identificacdo ao nivel de espécie de algumas fémeas
nao foi possivel, devido a semelhanca morfoldgica entre elas e ao fato de que
estruturas que possibilitariam a distingdo terem sido separadas no processeamento
para diagndstico molecular. Sendo assim, para analise de determinados dados essas
espécies foram agrupadas pelo género. As espécies de importancia médica
proporcionalmente mais numerosas foram o Mg. migonei (21,26%), Pi. fischeri
(20,21%) e Ev. edwardsi (10,24%), respectivamente (Figura 11).

Brumptomyia <. | IR 3911
Evandromyia edwardsi _ 10,24%
Psathyromyia lanei _ 4,99%

Martinsmyia alphabetica - 1,84%

Espécies (%)

Psathyromyia pascalei . 0,79%
Evandromyia gaucha I 0,52%

Ndo identificados 1,05%

Figura 11 - Distribuicdo das espécies de flebotomineos capturados em Santa
Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020.

Todas as espécies encontradas estavam presentes em amostras capturadas
em armadilhas de isca luminosa. As espécies capturadas em maior nimero com este
método foram: Brumptomyia spp., com 144 espécimes (44,17%), Mg. migonei, com
67 (20,55%) e Pi. fischeri, com 45 (13,80%).

Em Armadilha de Shannon, as espécies capturadas foram: Brumptomyia spp,
Ev. edwardsi, Mg. migonei, Pi. fischeri e Pa. lanei. Com este método, foi capturada
maior quantidade de exemplares da espécie Pi. fischeri, com 32 espécimes (59,26%),

seguido de Mg. migonei, com 14 (25,93%) e Brumptomyia spp., com 5 (9,26%). Em
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capturas manuais, 0 Unico espécime capturado pertence a espécie Ev. edwardsi
(Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo das espécies de flebotomineos de acordo com o método
de captura utilizado, Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020

Espécie Método de Captura
Armadilha Luminosa Armadilha de Shannon Captura Manual

Brumptomyia spp. 144 (44,17) 5 (9,26) 0
Evandromyia edwardsi 37 (11,35) 1(1,85) 1 (100)
Evandromyia gaucha 2(0,61) 0 0
Martinsmyia alphabetica 7 (2,15) 0 0
Migonemyia migonei 67 (20,55) 14 (25,93) 0
Pintomyia fischeri 45 (13,80) 32 (59,26) 0
Psathyromyia lanei 18 (5,52) 1(1,85) 0
Psathyromyia pascalei 3(0,92) 0 0
Néao identificados 3(0,92) 1(1,85) 0
Total (%) 326 (85,56) 54 (14,17) 1(0,26)

De acordo com o indice de abundancia ISA e SISA, as espécies mais
abundantes na amostra total das capturas em armadilhas de isca luminosa foram Mg.
migonei (SISA=0842857), seguida de Pi. fischeri (SISA=0,728571) e Brumptomyia
spp. (SISA=0,671429) (Tabela 4).

Tabela 4 - indices de abundancia ISA e SISA e classificacdo das espécies mais
abundantes capturadas com armadilha de isca luminosa em Santa Cruz do Sul,
Rio Grande do Sul, 2020

Espécie ISA SISA Classificacao
Migonemyia migonei 2.1 0,842857 1
Pintomyia fischeri 29 0,728571 2
Brumptomyia spp. 3,3 0,671429 3
Psathyromyia lanei 4.4 0,514286 4
Evandromyia edwardsi 50 0,428571 5
Martinsmyia alphabetica 6,6 0,200000 6
Evandromyia gaucha 6,7 0,185714 P
Psathyromyia pascalei 7,2 0,114286 8
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Em relacdo as Estacdes de Monitoramento, apresentaram maior numero de
flebotomineos capturados a EM-3, com 189 espécimes (57,9%), a EM-1, com 73
(22,3%) e a EM-2, com 26 (7,9%). As espécies Mg. migonei e Pi. fischeri foram as

Gnicas encontradas em todas as Estacdes de Monitoramento (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribuicdo das espécies de flebotomineos capturados em armadilha
de isca luminosa, de acordo com a Estacdo de Monitoramento, Santa Cruz do
Sul, Rio Grande do Sul, 2020

EM-1 EM-2 EM-3 EM-4 EM-5
Espécie
M F Total M F Total M F Total M F Total M F Total

Brumptomyia cunhai 1 3 4 Q Q 0 1 7 18 0 Q 0 Q 0 0
Brumptomyis nitzulescui 12 6 24 0 0 0 55 25 80 0 0 0 3 1 4
Brumptomyia spp. 0 2 2 0 1 1 0 11 11 0 0 0 0 0 0
Evandromyia edwardsi 0 17 17 Q 2 2 5 13 18 0 Q 0 Q 0 Q
Evandromyia gaucha 1 0 1 Q 1 1 Q 0 0 0 [} i} aQ 0 0
Masrtinamyia alphabetica Q 0 0 0 Q i} 1 5 8 1 Q 1 Q 0 0
Migonemyia migonel 2 5 7 12 3 15 7 13 20 4 6 10 2 13 15
Pintomyia fischen 1 6 7 0 2 2 17 14 31 1 2 3 1 1 2
Psathyromyia lanei 7 1 8 4 1 5 3 Q 3 1 1 2 Q 0 0
Psathyromyia pascalei 1 1 2 Q 0 0 Q 1 1 0 Q 0 i} 0 0
N3o identificado 0 1 1 4] 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0
Total 31 42 73 16 10 26 a9 20 189 7 10 17 (] 15 21
Total (%) 424 575 223 615 384 7.8 523 476 57.9 41,1 588 52 285 714 6,4

Em relacdo aos indices ecoldgicos, a EM-1 apresentou maior diversidade de
espécies, de acordo com indice de Margalef (4,3073) enquanto que a EM-1 e EM-3
apresentaram maior riqueza de espécies, segundo o indice de Jackknife 1(9). Quanto
ao indice de dominancia de Berger-Parker, a espécie dominante na EM-2, EM-4 e EM-
5 foi o0 Mg. migonei, enquanto que na EM-1 e EM-3 foram dominantes espécies do

género Brumptomyia (Tabela 6).
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Tabela 6 - indices ecolégicos de diversidade (Margalef), riqueza (Jackknife 1) e
dominancia (Berger-Parker) das espécies de flebotomineos capturadas, de
acordo com o local de captura, Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020.

Local de Diversidade Riqueza Riqueza Dominancia Espécie
Captura Margalef Jackknife Jackknife Berger-Parker Dominante
(Img) (J1SMax)* (J1SObs)** (d)
EM-1 4,3073 9 9 Pi=0.4167 Brumptomyia spp.
EM-2 3,5336 9 6 Pi= 0,5769 Mg. migonei
EM-3 3,5178 15 9 Pi= 0,5798 Brumptomyia spp.
EM-4 2,4914 7 4 Pi= 0,625 Mg. migonei
EM-5 1,5126 54 3 Pi= 0.7143 Mg. migonei

(*) Riqueza estimada (**) Riqueza observada

4.2 Distribuicdo Mensal, Dados Climéticos e Frequéncia Horaria

Em relagdo a distribuicdo mensal, em fevereiro houve a maior densidade de
flebotomineos capturados, totalizando 86 (22,57%) espécimes, seguido de marcgo e
maio, ambos com 57 (14,96%) espécimes. Nenhum flebotomineo foi capturado nos
meses de julho e setembro, enquanto que em agosto foram capturados somente 5
(1,31%) exemplares (Tabela 7).

Tabela 7- Distribuicdo mensal dos flebotomineos capturados de acordo com o
método de captura, Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020

Método Flebotomineos (N)

de captura

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Armadilha de 43 85 57 15 20 12 0 2 0 36 29 27
isca luminosa

Armadilha de 5 0 0 3 37 2 0 3 0 2 1 1
Shannon

Captura 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Manual

Total (N) 48 86 57 18 57 14 0 5 0 38 30 28
Total (%) 12,60 22,57 14,96 4,72 14,96 3,67 0 1,31 0 9,97 7,87 7,35

As espécies Mg. migonei e Pi. fischeri foram registradas em todos os meses de
capturas positivas para flebotomineos. O género Brumptomyia e a espécie Ev.

edwardsi estiveram presentes em nove dos dez meses em que foram capturados
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exemplares. A espécie Ev. gaucha foi capturada somente em outubro. As demais

espécies foram registradas em ao menos trés meses cada (Tabela 8 e Tabela 9).

Tabela 8 - Distribuicdo mensal das espécies de flebotomineos capturados em
Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020

Espécie Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Brumptomyia cunhai 6 14 3 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Brumptomyia nitzulescui 12 23 39 5 12 0 0 0 0 0 1 9
Brumptomyia spp. 1 7 3 1 2 0 0 0 0 1 1 0
Evandromyia edwardsi 3 9 2 0 2 3 0 2 0 3 7 8
Evandromyia gaucha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Martinsmyia alphabetica 0 2 0 1 1 1 0 0 0 2 0 0
Migonemyia migonei 13 16 5 6 11 6 0 1 0 5 6 3
Pintomyia fischeri 7 6 3 5 28 1 0 1 0 6 10 4
Psathyromyia lanei 3. 2 1 0 2 1 0 0 0 5 0 2
Psathyromyia pascalei 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
N&o identificados 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 0

Tabela 9 - DistribuicAo mensal das espécies de flebotomineos capturados em
armadilhas de isca luminosa em Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020

Espécie Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Brumptomyia cunhai 6 11 3 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Brumptomyia nitzulescui 12 23 39 5 8 0 0 0 0 0 1 9
Brumptomyia spp. 1 7 3 1 1 0 0 0 0 1 1 0
Evandromyia edwardsi 3 9 2 0 2 3 0 2 0 3 4 8
Evandromyia gaucha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Martinsmyia alphabetica 0 2 0 1 1 1 0 0 0 2 0 0
Migonemyia migonei 10 16 5 5 4 5 0 1 0 4 6 3
Pintomyia fischeri 5 3 3 3 3 1 0 1 0 5 9 3
Psathyromyia lanei 3 2 1 0 2 1 0 0 0 5 0 2
Psathyromyia pascalei 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
N&o identificados 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0
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Em relagdo as capturas em Armadilha de Shannon, as espécies Ev. edwardsi
e Ps. lanei foram capturadas somente no inverno, em agosto e junho,
respectivamente. As espécies Mg. migonei e Pi. fischeri foram capturadas em seis
meses do ano, sendo a ultima ndo capturada entre junho e setembro. O pico no
namero de exemplares capturados destas duas espécies ocorreu no més de maio
(Tabela 10).

Tabela 10 - Distribuicdo mensal das espécies de flebotomineos capturados em
Armadilha de Shannon em Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020

Espécie Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Brumptomyia nitzulescui 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0
Brumptomyia spp. 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Evandromyia edwardsi 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Migonemyia migonei 3 0 0 1 7 1 0 1 0 1 0 0
Pintomyia fischeri 2 0 0 2 25 0 0 0 0 1 1 1
Psathyromyia lanei 0 0 0 0 0 T 0 0 0 0 0 0
N&o identificados 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

Durante o periodo de estudo, a temperatura minima registrada em dias de
captura foi 0,9 °C, em julho, més que também registrou a menor temperatura média
mensal (13,7 °C), seguido por agosto (16,2 °C) e maio (16,5 °C) As maiores
temperaturas médias mensais foram registradas nos meses de janeiro (25,7 °C) e
marco (25,4 °C). A temperatura média mensal apresentou uma associagao positiva
forte (r=0,81 p =0,001) com o numero de flebotomineos capturados nas EM (Figura
12).
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Figura 12 - Correlacéo de Pearson entre o numero de flebotomineos capturados
em armadilhas deiscaluminosa e atemperatura médiado més da captura, Santa
Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020.

As menores umidades relativas do ar médias mensais foram registradas em
margo (70,9%), fevereiro (72,1%) e abril (72,3%). Os meses de maior umidade foram
julho (84,7%), setembro (83,7%) e junho (82,8%). A umidade relativa do ar média
mensal apresentou uma associacao negativa forte (r=0,75 p =0,004) com o numero

de flebotomineos capturados nas EM (Figura 13).
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Figura 13 - Correlacdo de Pearson entre o numero de flebotomineos capturados
em armadilhas de isca luminosa e a umidade relativa média do més da captura,
Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020.

Em relacdo a precipitacdo acumulada do més, as menores precipitacoes
ocorreram nos meses de marco (11,4 mm), abril (46,2 mm) e outubro (53,0 mm),
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enguanto que as maiores foram registradas em julho (268,5 mm), junho (211,4 mm) e
setembro (205,0 mm). A precipitagcdo mensal apresentou uma associagao negativa
moderada (r=0,60 e p=0.035) com numero de flebotomineos capturados nas EM
(Figura 14).
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Figura 14 - Correlacdo de Pearson entre o numero de flebotomineos capturados
em armadilhas de isca luminosa e a precipitagcdo acumulada do més da captura,
Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020.

A Figura 15 apresenta a distribuicdo do flebotomineos capturados em
armadilhas de isca luminosa e os dados mensais de temperatura média, umidade

relativa do ar média e precipitacao total.
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Figura 15 - Distribuicdo mensal dos flebotomineos capturados em armadilhas
de isca luminosa e dados mensais de temperatura média, umidade relativa do
ar meédia e precipitacao total, Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020
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Em relacdo as capturas em Armadilha de Shannon, o maior nimero de
flebotomineos foi capturado no més de maio, quando foram capturados 37 espécimes
(68,51%). Nenhum espécime foi capturado nos meses de fevereiro, marco, julho e
setembro. As menores temperaturas médias aferidas in loco durante o horario das
capturas foram registradas em julho (9,0 °C), setembro (13,3 °C) e agosto (13,7 °C).
Em agosto, foram capturados um exemplar da espécie Mg. migonei e um da espécie
Ev. edwardsi em uma faixa de horario em que a temperatura registrada in loco foi de
12,0°C.

Durante as capturas em Armadilha de Shannon, a menor umidade relativa
média, aferida in loco, foi de 64,5%, em abril, e a maior 87,6%, em junho. A Figura 16
apresenta as medias mensais de temperatura e umidade relativa do ar e os dados de
temperatura e umidade relativa do ar médios aferidos in loco durante o periodo de

captura.
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Figura 16 - Distribuicdo mensal dos flebotomineos capturados em Armadilha de
Shannon, dados de temperatura média e umidade relativa do ar média mensais
e dados aferidos in loco no periodo da captura, Santa Cruz do Sul, Rio Grande
do Sul, 2020

N&o houve chuvas durante os periodos de captura em Armadilha de Shannon.
A Figura 17 apresenta os dados das precipitagdes totais mensais e a distribuicdo dos

flebotomineos capturados.
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Figura 17 - Distribuicdo mensal dos flebotomineos capturados em Armadilha de
Shannon e dados de precipitacao total mensal. Santa Cruz do Sul, Rio Grande
dop Sul, 2020

A velocidade do vento aferida in loco durante as capturas em Armadilha de
Shannon variou de 0 a 1,6m/s. Em capturas em que a velocidade méaxima do vento
registrada no local foi de até 0,9 m/s, foram capturados 52 flebotomineos (94,54%).
Em capturas em que foram registrados ventos acima de 1 m/s, foram capturados
apenas 3 espécimes (5,45%).

Em relacdo a frequéncia horaria, foram capturados flebotomineos em todas as
faixas de horario entre 18:00 e 22:00 horas, sendo uma propor¢cdo maior capturada
apos as 20:00 horas (79,62%). As espécies Mg. migonei e Pi. fischeri foram

encontradas em todas faixas de horario da captura (Tabela 11).
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Tabela 11 - Distribuicdo das espécies dos flebotomineos capturados em
Armadilha de Shannon de acordo com o horario de captura, Santa Cruz do Sul,
Rio Grande do Sul, 2020

Espécies Horario de captura (h)

18:00 - 19:00 19:00 - 20:00 20:00 - 21:00 21:00 - 22:00
Brumptomyia spp. 0 0 1 4
Evandromyia edwardsi 0 0 1 0
Migonemyia migonei 1 1 3 9
Pintomyia fischeri 3 5 7 17
Psathyromyia lanei 1 0 0 0
N&o identificados 0 0 0 1
Total (%) 5 (9,25) 6 (11,11) 12 (22,22) 31 (57,40)

4.3 Diagnostico Molecular de Leishmania sp. e Pesquisa de Conteudo

Alimentar

Com excecdo das fémeas do género Brumptomyia, todas as fémeas
capturadas foram submetidas a pesquisa de DNA de Leishmania sp. Foram testadas
150 fémeas individualmente e nenhuma apresentou resultado positivo.

Para pesquisa de conteldo alimentar, foram encontradas seis fémeas
ingurgitadas, sendo duas capturadas em armadilhas de isca luminosa e quatro em
Armadilha de Shannon. Adicionalmente, duas fémeas nao ingurgitadas, as quais
foram capturadas pousadas no técnico que realizava a captura em Armadilha de
Shannon, também foram submetidas a pesquisa de contetdo alimentar.

Entre as oito fémeas analisadas, foi identificado o DNA da fonte alimentar em
somente uma. A fémea da espécie Pi. fischeri, capturada em Armadilha de Shannon,
apresentou em seu contetdo alimentar DNA de aves da espécie Gallus gallus
(Linnaeus, 1758) (Tabela 12).
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Tabela 12 - Resultado da pesquisa molecular do contedudo alimentar de
flebotomineos capturados em Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, 2020.

Espécie Local de Captura Conteudo alimentar visivel Fonte Alimentar
Ev. edwardsi EM-1 Sim Né&o identificada
Mg. migonei EM-3 Sim N&o identificada
Mg. migonei Shannon/ Barraca Sim Néo identificada
Mg. migonei Shannon/ Barraca Sim N&o identificada
Pi. fischeri Shannon/ Barraca Sim Gallus gallus

Pi. fischeri Shannon/ Barraca Sim N&o identificada
Pi. fischeri Shannon/ Humano Néao Na&o identificada
Pi. fischeri Shannon/ Humano Néo Né&o identificada

4.4 Monitoramento dos Casos Caninos

No ano de 2020, foram diagnosticados pelo Laboratério Central de Saude
Publica do Rio Grande do Sul (LACEN/RS), 28 casos de LVC de Santa Cruz do Sul -
RS, todos provenientes da area urbana do municipio. As amostras foram coletadas
entre novembro de 2019 e novembro de 2020. O maior numero de casos ocorreu no
bairro Monte Verde, onde foram registrados cinco casos de LVC em cées
domiciliados. Neste bairro, estava localizada a EM-2. Oito caes sororreagentes eram

errantes e foram resgatados pelo Canil Municipal (Figura 18).
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Figura 18 - Distribuicdo dos casos de Leishmaniose Visceral Canina
diagnosticados em 2020 e das Estacdes de Monitoramento, Santa Cruz do Sul,
Rio Grande do Sul, 2020. Fonte: CEVS/SES/RS, 2020

45 Palestras

Em 30 de setembro de 2019, foi realizada na SMS de Santa Cruz do Sul, uma
palestra para os Agentes Comunitarios de Saude, Agentes de Combate a Endemias,
Técnicos de Enfermagem e Médicos Veterinarios do municipio. Esta palestra teve
como objetivo apresentar a situacéo epidemioldgica da LVA no estado e no municipio
e sensibilizar para suspeita precoce de casos caninos e humanos. Os temas
abordados foram: epidemiologia da LVA no Rio Grande do Sul, epidemiologia da LVC
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em Santa Cruz do Sul, caracteristicas e ecologia de flebotomineos, papel do cédo na
transmisséo da doenca, sinais clinicos da LVA e LVC e vigilancia e prevencéo da LVA
e LVC. O evento teve um carga horéaria de 4 horas e houve uma boa integracao e

participacéo do publico (Figural9).

Figura 19 - Palestra para técnicos da Secretaria Municipal de Saude de Santa
Cruz do Sul, Santa Cruz do Sul — RS, 2019. Fonte: CEVS/SES/RS, 2019
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5 DISCUSSAO

A LVA é uma doenca em expansao no estado do Rio Grande do Sul. As areas
de transmissdo do estado apresentam diferentes padrbes ecoldgicos e
epidemiologicos. Porém, € evidente a caréncia de estudos sobre vetores e
reservatorios na regido. O presente trabalho, apresenta dados essenciais para
vigilancia da LVA no estado e Regido Sul do pais, descrevendo a ecoepidemiologia
deste agravo em um municipio no qual as espécies vetoras principais ndo foram
encontradas.

Todas as espécies de flebotomineos encontradas em nosso monitoramento
foram capturadas através de armadilhas de isca luminosa. As capturas realizadas em
Armadilhna de Shannon e as capturas manuais apresentaram menor variedade de
espécies em suas amostras. Além disso, somente um espécime foi capturado
manualmente em um total de 30 horas de esfor¢co de captura. A escolha do método
de amostragem de flebotomineos depende de fatores como custo, facilidade, espécies
procuradas, sexo e finalidade do estudo (Alexander, 2000). Sendo assim, sugerimos
que a necessidade do uso de capturas manuais em investigacdes entomoldgicas
conforme recomendado pelo Ministério da Salde, deve ser reavaliada.

As espécies de flebotomineos identificadas nesse estudo, ja haviam sido
encontradas no Rio Grande do Sul (Dias et al. 1997; Da Silva and Grunewald 1999;
Andrade Filho et al. 2007). Entre as espécies ja registradas em Santa Cruz do Sul,
nao foram encontradas em nossa pesquisa as espécies Pintomyia monticola e
Nyssomyia neivai.

Exemplares das espécies Lu. longipalpis e Lu. cruzi ndo foram capturados.
Estas espécies ndo haviam sido encontradas em investigacdes entomoldgicas
anteriores no municipio bem como em investigacdes entomoldgicas e pesquisas
realizadas em Porto Alegre (Duarte; Gongalves 2003; Thiesen; Brito 2003; Souza et
al. 2008; Régo et al. 2019) e Viaméo (Lindholz, 2015). Entretanto, € importante
ressaltar que é a primeira vez que uma pesquisa entomoldgica de 12 meses baseada
nos critérios do MS para definicdo de auséncia de Lu. longipalpis e Lu. cruzi em area
previamente delimitada para estudo entomologico é realizada no Rio Grande do Sul.
Até 2020, a espécie Lu. longipalpis parecia estar restrita a regido da fronteira oeste do
Rio Grande do Sul (Régo et al. 2019). Porém, em 2021, a espécie foi registrada pela

primeira vez no municipio de Santa Maria, na regido central do estado (Born et al.,
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2021). Localizado a aproximadamente 140 Km de Santa Cruz do Sul, este é o
municipio mais proximo da area do estudo onde a presenca da espécie Lu. longipalpis
foi registrada.

Em nosso estudo, espécimes do género Brumptomyia foram
proporcionalmente mais numerosos na amostra total (39,11%). Este género também
apresentou maior densidade nas capturas com armadilhas de isca luminosa (44,17%),
sendo seguido das espécies Mg. migonei (20,53%), Pi. fischeri (13,80%) e Ev.
edwardsi (11,35%). Porém, quando analisamos os indices de abundancia ISA e SISA,
gue abrangem abundancia numeérica e distribuicdo espacial (Roberts; Hsi 1979), a
espécie mais abundante nas capturas em armadilhas de isca luminosa foi a Mg.
migonei, seguida de Pi. fischeri e do género Brumptomyia.

Em relacdo as amostras das capturas com Armadilha de Shannon as espécies
proporcionalmente mais numerosas foram Pi. fischeri (59,26%), seguida de Mg.
migonei (25,93%) e Brumptomyia spp. (9,26%).

No Brasil, representantes do género Brumptomyia apresentam baixa ou
nenhuma antropofilia e sdo essencialmente silvestres, ndo sendo considerados
vetores de leishmanioses (Forattini, 1973). Apesar da maior quantidade de
exemplares deste género na amostra total, estes foram capturados
predominantemente na EM-3 (73,15%) e EM-1 (20,13%), localizadas dentro e na
borda da mata nativa, respectivamente. A proximidade da mata nativa também
justifica a maior rigueza de espécies observada nas amostras oriundas destas
Estacdes de Monitoramento.

A espécie Ev. edwarsi foi a Unica capturada manualmente com aspirador de
Castro na parede externa de um domicilio. Também foi encontrada em trés das cinco
EM, sendo a quarta mais abundante na amostra total (10,24%). Esta espécie ja foi
encontrada infectada naturalmente por Leishmania (Viannia) braziliensis, no municipio
de Cotia, na Grande Sao Paulo, sendo considerada um possivel vetor de LTA
(SUCEN, 2005). Entretanto, ndo ha outros estudos que sustentem sua importancia
epidemiolégica.

As espécies Mg. migonei e Pi. fischeri foram as espécies mais abundantes nas
capturas com armadilha de isca luminosa e as espécies de importancia médica mais
numerosas na amostra total. Essas espécies também foram encontradas em todos os

locais de captura. A espécie Migonemyia migonei apresentou maior densidade e
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dominancia na EM-2, EM-4 e EM-5. J4 na EM-3, a espécie de importancia vetorial
mais numerosa e dominante foi Pi. fischeri.

A Migonemyia migonei é uma espécie que apresenta alta antropofilia, sendo
frequentemente encontrada em abrigos de animais proximo a mata (Forattini, 1973).
Estudos realizados em focos de LVA ja tem discutido o papel vetorial de Mg. migonei
na auséncia de Lu. longipalpis (Salomén et al. 2010; Guimaraes et al. 2016; Régo et
al. 2020). Recentemente, a competéncia vetorial desta espécie para transmissao de
L. Infantum chagasi para um hospedeiro vertebrado foi demonstrada em laboratorio,
ratificando a importancia de considerar o papel dessa na epidemiologia da LVA
(Guimarées et al. 2016; Dos Santos, 2019).

A espécie Pintomyia fischeri também apresenta alta antropofilia e pode ser
encontrada dentro de habitacdes humanas (Forattini 1973). Embora a competéncia
de Pi. fischeri na transmissao da L. infantum ainda n&o tenha sido demonstrada,
formas promastigotas deste parasito ja foram isoladas de fémeas naturalmente
infectadas, capturadas em um foco da LVC em Embu da Artes-SP (Galvis-Ovallos et
al. 2020). Em um estudo realizado em um foco de LVC na Grande Sao Paulo, onde a
espécie Lu. longipalpis ndo foi encontrada, Pi. fischeri foi a espécie predominante
(95%) em capturas realizadas em um canil. No mesmo estudo, em condi¢cbes
experimentais, esta espécie também apresentou maior suscetibilidade a infeccéo por
L. infantum chagasi e maiores taxas de atracdo e alimentacdo em cées quando
comparada a Mg. migonei (Galvis-Ovallos et al. 2017).

O papel vetorial das espécies Mg. migonei e Pi. fischeri na epidemiologia da
LVA tem sido discutido em pesquisas realizadas na Regido Sul do Brasil. Em Viaméao,
Rio Grande do Sul, em estudo entomoldgico realizado na area rural, as espécies mais
abundantes foram Ny. Neivai (37,2%), Mg. migonei (34,5%) e Pi. fischeri (21,7%).
Nesse trabalho, foi detectado DNA de Leishmania sp. nas trés espécies, sendo estas
encontradas em ambiente peridomicliar e intradomiciliar (Lindholz 2015). Em Porto
Alegre, DNA de L. infantum foi detectado em espécimes de Pi. fischeri capturados em
uma area de ocorréncia de LVC (Régo et al. 2019). Posteriormente, no mesmo
municipio, em uma pesquisa entomoldgica realizada em area com casos humanos de
LVA, as espécies mais abundantes foram Mg. migonei (38,3%), Lu. gaminarai (35,7%)
e Pi. fischeri (18,2%). Neste estudo, DNA de L. Infantum foi detectado nestas trés
espécies, levantando a hipotese de multiplos vetores envolvidos no ciclo de

transmissao (Régo et al., 2020).
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No municipio de Floriandpolis, Santa Catarina, em area de transmisséao de LVC
onde a espécie Lu. longipalpis ndo foi detectada, as fémeas de flebotomineos
capturadas, predominantemente, foram Pi. fischeri (69,0%) e Mg. migonei (19,3%).
Neste estudo, foi detectado DNA de Leishmania sp. em ambas espécies, sendo
sugerido que Mg. migonei poderia estar atuando como vetor no ciclo de transmisséo
da LVC (Dias et al. 2013).

Em relacdo a frequéncia mensal, 70,15% dos flebotomineos foram capturados
entre janeiro e maio, enquanto que entre junho e setembro, foram capturados apenas
19 espécimes (4,9%). Em julho, més de menor temperatura e maior precipitacao,
nenhum espécime foi capturado. Esses resultados corroboram com estudos recentes
realizados em Porto Alegre, que relataram um maior nimero de flebotomineos de
janeiro a maio e reducao no numero de espécimes capturados entre junho e setembro
(Régo et al., 2019, 2020). Em Viamao, na regido metropolitana de Porto Alegre, em
uma pesquisa entomoldgica realizada entre maio de 2013 e abril de 2014, 98,6% dos
flebotomineos foram capturados entre outubro e marco, sendo que em julho, agosto
e setembro nenhum espécime foi encontrado (Lindholz, 2015).

A auséncia de flebotomineos em nossas capturas realizadas nos meses de
julho e setembro pode ter sido influenciada pelas baixas temperaturas registradas
nesses meses. Em regides subtropicais, como o RS, existe uma associacao entre as
baixas temperaturas no inverno e uma menor abundancia de flebotomineos (Régo et
al. 2020). Segundo Forattini (1973), temperaturas abaixo de 12 °C mantem os
flebotomineos adultos em torpor, diminuindo sua atividade. Além do frio, a auséncia
de flebotomineos nas capturas de julho e setembro parece estar relacionada as altas
precipitacdes registradas nesse periodo. Apesar de dependerem da umidade para
desenvolvimento e sobrevivéncia, chuvas fortes podem limitar a atividade de voo de
flebotomineos e, até mesmo, matar formas imaturas e adultos (Koch et al. 2017).

Ainda em relacéo a frequéncia mensal, 68,51% dos flebotomineos capturados
em Armadilha de Shannon, foram no més de maio. Este padrdo de aumento no
namero de exemplares em relagdo aos outros meses, nédo foi verificado nas capturas
realizadas com armadilhas de isca luminosa no mesmo més. Também n&o foi
verificado aumento de espécimes na mesma noite na amostra da EM-1, localizada a
cerca de 50 m do local de captura com Armadilha de Shannon. O aumento de
flebotomineos na Armadilha de Shannon nesta noite, parece ter sido influenciado por

uma grande poda de arvores realizada no quintal de casas localizadas na rua da EM-
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1, a qual foi realizada no dia anterior a captura. Essa alteracdo ambiental pode ter
motivado o deslocamento dos flebotomineos da vegetacdo peridomiciliar para o
interior da mata nativa.

A maioria dos flebotomineos (94,54%) capturados em Armadilha de Shannon,
foram coletados em periodos em que a velocidade maxima das rajadas de vento
registradas in loco foi de até 0,9 m/s. Segundo Maroli et al (2013), os flebotomineos
séo incapazes de voar quando a velocidade do vento é superior a sua velocidade de
seu voo, a qual é inferior a 1 m/s, segundo Killick-Kendrick et al (1986).

Em nossas capturas foram observadas associacao positiva da temperatura e
associacfes negativas da precipitacao total e umidade relativa do ar mensais com o
ndamero de espécimes. Essas correlagdes ndo foram observadas em um estudo em
Porto Alegre-RS, onde apesar de ter sido observada associacdo positiva entre a
temperatura e a abundancia de flebotomineos, ndo foram observadas associa¢cdes
com a precipitacéo e umidade (Régo et al. 2020).

A sazonalidade das populacdes de flebotomineos em uma determinada regiao
é influenciada por fatores climaticos como pluviosidade, umidade relativa do ar e
temperatura, além de fatores como vegetacéao, tipo de solo, relevo e altitude. Para
conhecer a distribuicdo sazonal das espécies é recomendado um estudo minimo de
dois anos (Brasil, 2014, 2017).

As espécies Mg. migonei e Pi. fischeri foram encontradas em todos 0os meses
em que foram capturados flebotomineos. Apesar de presentes em todas as estacbes
do ano, o periodo de capturas de apenas doze meses, ndo permite determinar a
sazonalidade destas espécies na area estudada.

Em nosso estudo, nédo foi detectado DNA de Leishmania sp. em nenhuma das
fémeas analisadas. Apesar da presenca de caes diagnosticados com LVC nos
domicilios referéncia para a EM-1, EM-2 e EM-5, estes animais permaneceram
usando coleiras repelentes com deltametrina 4% durante todo o periodo do estudo.
Essas coleiras possuem atividade repelente para flebotomineos, sendo que seu uso
sistematico ja foi demonstrado resultar na reducdo da prevaléncia de casos caninos e
da abundancia de vetores no peridomicilio (David et al. 2001; Brazuna 2012; Kazimoto
2016; e Silva et al. 2018).

A presenca de cdes encoleirados também pode ter contribuido para auséncia
de sangue canino no conteddo alimentar das fémeas analisadas. Ademais, foi

identificada a presencga de sangue de galinha no contetdo alimentar de uma fémea
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de Pi. fischeri capturada em Armadilha de Shannon, sendo que o local de captura
estava mais proximo de abrigos de cdes do que de abrigos de galinhas. Embora as
galinhas sejam refratarias a infeccdo por Leishmania sp., a presenca de galinheiros
préximos ao domicilio tem sido apontado como possivel fator de risco para
transmissao de LVA, uma vez que podem atrair e servir de abrigo para flebotomineos,
atrair potenciais reservatorios silvestres e, geralmente, estarem associados a
presenca de cées para guarda da criacao (Alexander et al. 2002)

Ainda sobre a pesquisa de conteudo alimentar, a baixa amostragem de fémeas
ingurgitadas e a pouca quantidade de sangue presente nestas pode ter influenciado
os resultados negativos. E importante ressaltar que néo foi identificado DNA humano
em nenhuma das fémeas analisadas, embora duas destas, ambas da espécie Pi.
fischeri, tenham sido capturadas durante tentativa de hematofagia nos técnicos que
realizavam o procedimento de captura. Esse fato, aliado a alta densidade de Pi.
fischeri nas capturas em Shannon, nos permite inferir sobre a alta antropofilia dessa
espécie na area estudada. Na Regido Sul, a antropofilia da espécie também ja foi
relatada em capturadas realizadas em Floriandpolis e Porto Alegre (Régo et al. 2019).

Em relacdo ao monitoramento canino, foram reportados, em 2020, 28 casos
caninos. O numero de casos notificados foi semelhante ao registrado no ano anterior
(26). Todos os cées diagnosticados residiam ou foram capturados na area urbana do
municipio, proximos a fragmentos de mata nativa, assim como relatado nos anos
anteriores. O numero de casos oriundos de notificacbes espontaneas e testes
esporadicos de cdes do Canil Municipal ndo reflete a real dimenséo da prevaléncia da
infeccdo e distribuicdo da LVC no municipio, uma vez que sdo testados
majoritariamente cées sintomaticos. Para uma analise epidemiolégica da LVC no
municipio, seria necessdaria realizacdo de inquéritos sorolégicos, conforme
preconizados pelo Ministério da Saude (Brasil, 2014).

Com casos caninos autdctones sendo diagnosticados de forma continua, Santa
Cruz do Sul segue sendo uma area de risco para LVA em humanos. N0ssos
resultados sugerem que, no municipio, a transmissédo do agente etioldgico da doenca
entre caes ocorre na auséncia dos vetores das espécies Lu. longipalpis e Lu. cruzi. A
constante presenca das espécies Mg. migonei e Pi. fischeri nas capturas
peridomiciliares realizadas em nosso trabalho aliada as recentes pesquisas sobre
capacidade e competéncia vetorial dessas espécies, indicam que essas sdo as

principais suspeitas de estarem atuando na transmisséo da LVA na area urbana de
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Santa Cruz do Sul. Entretanto, ainda s&o necessarios mais estudos sobre a
capacidade vetorial dessas espécies para mensurar a importancia delas na
epidemiologia da LVA no Brasil.

Em fevereiro de 2022, a SES/RS recebeu um formulario do Ministério da Saude
consultando sobre a percepcao e consideracdes sobre as atuais diretrizes descritas
no Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, para o desenvolvimento
de um novo manual. Baseado em nossos resultados, incluimos entre as sugestfes, a
classificacdo de areas de transmissao e risco definidas pela presenca das espécies
Mg. migonei e Pi. ficheri.

Até a conclusdo dessa dissertacdo, nao foi possivel agendar uma data para
divulgacao dos resultados completos para os técnicos da SES/RS e SMS de Santa

Cruz do Sul, a qual serd agendada no momento oportuno.
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6 CONCLUSOES

A transmissdo de Leishmania infantum chagasi entre caes, na area urbana de
Santa Cruz do Sul ocorre na auséncia das espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
cruzi, podendo a area de transmissdo do municipio, delimitada para estudo
entomoldgico, ser classificada como ausente para estas espécies.

As espécies Migonemyia migonei e Pintomyia fischeri sdo os vetores mais
abundantes e frequentes na area de transmisséo, estando presentes durante todas
estacdes do ano e sendo 0s principais suspeitos na transmissao de L. infantum
chagasi ho municipio.

E recomendada uma revisdo das estratégias de vigilancia entomolégica da LVA
no pais e no estado, uma vez que, atualmente, para classificagdo das areas quanto a
transmissao e vulnerabilidade, bem como para aplicacdo das medidas de prevencéo
e controle, é considerada somente a presenca e a ecologia das espécies Lu.

longipalpis e Lu. cruzi.
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COORDENACAO-GERAL DE DOENCAS TRANSMISSIVEILS - CGDT
SRTV 702, Via W5 Norte - Bairro Asa Norte, Brasili/DF, CEP 70723440
Site - saude.gov.be

NOTA INFORMATIVA N° 227/2018-CGDT/DEVIT/SVS/MS

Informa sobre os critérios para defini¢gio de auséncia
de Lutzomyia longipalpise Lutzomyia cruzi, vetores da
leishmaniose visceral, em drea previamente delimitada para
estudo entomologico

I - ANTECEDENTES

Existem diversos aspectos que conferem a competéncia vetorial dos flebotomineos & leishmaniose
visceral (LV). Dentre os critérios de competéncia vetorial essenciais descritos e aceitos pela
Organizaciio Mundial de Salde, aspectos definidos pela biologia e ecologia dos flebotomineos, como a
sua distribui¢do e presenga em alta densidade nos locais onde hd transmissio de LV, predilecio
alimentar por reservatorios naturais de Leishmania infantum, grau de antropofilia da espécie e encontro
de exemplares da espécie infectados naturalmente podem ser indicativos de que esta espécie esteja
participando da transmissio da doenca (Deane, 1956 Lainson et al., 1977, Lainson; Rangel, 2005;
WHO, 2010).

Com base nestes critérios, o principal vetor de LV no Brasil € Lutzomyia longipalpis, sendo Lu.
cruzi conswderado vetor secundério (Deane, 1956; Falcdio de Oliveira et al., 2017). Entretanto, desde
2003, vem sendo observada a ocorréncia de casos autdctones de leishmaniose visceral canina e/ou
humana em municipios com auséncia de Lu. longipalpis e/ou Lu. cruzi, 0 que sugere a participacdo de
outras espécies na transmissiio desta doenca. O quadro 1 raz informacdes sobre os 0ito municipios com
transmissdo de LV canina e/ou humana e auséncia de vetores, no periodo de 2003 a 2017, citando as
principais espécies de flebotomineos encontradas, bem como quais espécies foram encontradas
naturalmente infectadas por L. infantum. Essas informacgdes foram obtidas a partir de relatorios de
atividades dos laboratdrios de referéncia em leishmanioses da Fundagiio Oswaldo Cruz, bem como por
comunicac¢io direta com pesquisadores da Universidade de So Paulo.

Quadro 1. Informagdes sobre tipo de transmissdo de LV em municipios sem Lu. longipalpis, principais
espécies flebotominicas encontradas e infecgdo natural.

Municipio Transmissio Principais espécies encontradas | Infecgiio natural
Nyssomyia intermedia Nio
Guarujd/SP Canina e humana | Psathyromyia pascalei Nio
hipsfisel. sande oo birjseifcontrolador phplacao»documento_i..a5cb00e102133147504ca860c 4277008 5895¢8d 0ce008acedd Pigra 16
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Migonemyia migonei Nio
, Pintomyia fischeri ;
Embu das Artes/SP Canina Sim
Migonemyia migonei
Y ) Pintomyia fischeri .
Couia/SP Canina Sim
Migonemyia migonet
Psychodopygus complexus Nio
Séao Vicente Férrer/PE | Canina e humana
Migonemyia migonei Sim
Pintomyia fischeri Nio
Floriandpolis/SC Canina e humana | Migonemyia migonei Nio
Nyssomyia neivai Sim
Nyssomyia antunesi Nio
Nyssomyia whitmani Niao
Cacoal/RO Canina
Psychodopygus davisi Nio
Migonemyia migonei Nio
Pintomyia fischeri .
Sim
Migonemyia migonei, Sim
Porto Alegre Canina e humana
Nyssomyia neivai, Nio
Psathyromyia lanei, Nio
Lutzomyia gaminarai Sim
Nyssomyia umbratilis, Nio
Bicromomyia flaviscullata, Nio
Trichophoromyia ubiquitalis, Nio
Macapa/AP Canina
Psychodopygus davisi Nio
Psychodopigus amazonenses Nio
Evandromyia infraespinosa Nio
NPS 50 saude. gov br/sei fcontrolad or phpPacao=documento .. aS5cb0001e 213314750 4caBE8c 42770806 5895¢8d cedba Oca (OB aedbed
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O aumento do niimero de municipios com transmissio de LV e sem a presenca dos vetores ao longo dos
anos indica a necessidade de investigacio da permissividade de outras espécies a infecgdo e transmissio
de L. infantum. Dessa forma, foi gerada a demanda pelo GT-Leishmanioses do Ministério da Saide
objetivando a discussido sobre quais critérios devem ser utilizados para definir a auséncia de Lu.
longipalpise Lu. cruzi em drea previamente delimitada para estudo entomologico. Da mesma forma, na
auséncia dos vetores, € fundamental a andlise de outras espécies flebotominicas quanto aos critérios de
competéncia vetorial para a transmissdo de Leishmania infantum.

Considerando que as agdes voltadas para o controle de vetores descritas no Manual de Vigilincia e
Controle da LV do Ministério da Saide sdo indicadas em situagbes especificas de presenca de Lu.
longipalpis e/ou Lu. cruzi, € fundamental a discussdio de quais medidas de prevencgio e controle devem
ser indicadas nas dreas sem estas espécies.

1I. CONSIDERACOES GERAIS:

Foram levantados e discutidos os pontos abaixo, considerados extremamente relevantes para o
entendimento da dindmica de transmissdo de LV nas dreas sem Lu. longipalpis:

a. Necessidade de fortalecimento da vigilancia entomolégica nos Estados e municipios com
transmissdo recente e que ainda ndo tem a fauna flebotominea conhecida.

Este fortalecimento consiste principalmente na realiza¢dio de metodologias de captura de flebotomineos
continuadas e mais diversificadas. Nesse sentido, para a confirmagdo da auséncia de Lu
longipalpise/ou Lu. cruzi, é necessaria a realizagdo de capturas sistematicas em um periodo inicial de 3
meses, utilizando metodologia preconizada pelo manual de Vigilancia e Controle da LV (Metodologia
A*). Caso niio seja encontrado Lu. longipalpise ou Lu. cruzi, é sugerido que o periodo de coleta seja
estendido por mais nove meses e que seja incorporada a utilizacdo de armaditha Shannon por uma noite
no minimo por més de coleta (Metodologia B**). A amphagiio das metodologias visa ao aumento da
sensibilidade na captura de flebotomineos.

Ainda no contexto de fortalecimento da vigilincia entomoldgica, ¢ fundamental a realizagio de
monitoramento entomoldgico, principalmente em dreas com transmissdo em que esta atividade nunca
foi realizada, para defini¢do de curva de sazonalidade das espécies de flebotomineos ocorrentes.

b. Avaliagdo do tempo de disseminagdo da doenga tanto em cdes como em humanos no municipio

Lu. longipalpis & o principal vetor da LV no Brasil, pois cumpre todos os criténos de competéncia
vetorial preconizados pela Organiza¢io Mundial de Saide. O alto grau de antropofilia e a preferéncia
alimentar eclética desses flebotomineos associado com a sua presenga e prevaléncia em dreas com
casos autéctones de LV, seguida da infecgfio experimental e transmissiio da L. infantum para hamsters
em cinco ocasides, comprova essa afirmagiio. Quando avaliadas a taxa de infecgo, a sobrevivéncia em
dias apds o repasto sanguineo e a quantidade de formas flageladas no tubo digestivo anterior, esta
espécie demonstra uma capacidade vetorial superior ao vetor secunddrio, Lu. cruzi. Nesse sentido,
sabendo que a viruléncia de um agente etioldgico esta relacionada ao grau de patogenicidade associado
a carga parasitdria inoculada pelo vetor, entende-se que a manifestacdo clinica ¢ mais aparente em dreas
que o Lu. longipalpis esta presente. Nesse sentido, sugere-se que, na presenca desse vetor, o grau de
disseminacdo da doenca nos cdies ¢ nos humanos € maior. Por esse motivo ¢ importante fazer a
avaliagdo do tempo de disseminagiio da doenga tanto em cdes como em humanos, para comprovacio
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desta hipotese.
c. Necessidade de avaliagdo das taxas de infec¢do natural das espécies coletadas

A avaliacdo da taxa de infeccdo natural a partir de protocolos de biologia molecular ainda ndo faz parte
do escopo de atividades de vigilincia entomoldgica no contexto do SUS. Isso devido & complexidade e
necessidade de pessoal treinado para a sua realizacio.

Entretanto, a determinagio da taxa de infec¢lio natural a partir da dissecacio de flebotomineos e
visualizaciio de L. infantum na hipofaringe dos insetos pode ser realizada e deve ser fortalecida nos
estados.

d. Defini¢do de critérios de competéncia e capacidade vetorial
d.1. Capacidade vetorial

Dentre os critérios de capacidade adotados, aspectos definidos pela biologia e ecologia dos
flebotomineos, como a sua distribuigdo e presenca em alta densidade nos locais onde héd a transmissio
de LV, predile¢do alimentar por reservatonos naturais de L. infantum e grau de antropofilia da espécie
podem ser indicativos de que esta espécie esteja participando da transmissdo da doenga (WHO, 2010).

d.2. Competéncia vetonal

Existem diversos aspectos que caracterizam a susceptibilidade do inseto ao protozodrio, possibilitando
o desenvolvimento do parasito e sua transmissdo. Dentre os aspectos intrinsecos ao vetor podemos
destacar cinco pontos principais: a capacidade dos parasitos de resistirem a atividade das enzimas
digestivas; de escaparem da matriz penitréfica que reveste o bolo alimentar; de se aderirem ao epitélio
intestinal no momento da excregdio do resto alimentar; de completarem o ciclo de vida dentro do inseto
vetor, culminando no desenvolvimento e diferenciaciio de formas infectantes e inocularem os parasitos
infectantes no hospedeiro vertebrado. Em nivel de servigo de satde, a finalizacio do ciclo do parasito
no vetor pode ser confirmada pela detecgio da taxa de infeccdo natural, a partir da dissecacio do
flebotomineos e visualizagdo de formas promastigotas nas suas hipofaringes.

Para sistematizar todas essas informacdes, elaborou-se um algoritmo para defini¢do das atividades que
devem ser desencadeadas objetivando a comprovacido de auséncia de Lu. longipalpis e Lu. cruzi na drea
trabalhada (anexo 1).

HL CONTATO

Para quaisquer dividas, entrar em contato com o com a Coordenacio-Geral de Doencas Transmissiveis,
(61) 3315-2209, SRTV 702, Via W § Norte - Brasilia, DF, 70723-040, PO700.
Email: Jeishmanjoses@saude govbr.
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Atenciosamente,
Renato Vieira Alves
Coordenador
Coordenagio-Geral de Doencas Transmissiveis
De acordo,

André Luiz de Abreu
Diretor

Departamento de Vigilancia das Doencas Transmissiveis
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ANEXO 2 - Comprovante de Cadastro no Sistema Nacional De

Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

e

Ministario do Molo Amblants
COMSELHO DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAD DO PATRIMONID GEMETIGO E D0 COMHECGIMENTO TRADSCIOMAL ABBOCIADD
Comprovante de Cadasiro de Acesso
Cadasiro n® AICOEEE

A afividede de acesso a0 Palimonio Gendtico, nos lermos abaixo resumide. foi cadastrasa no SeSen
am alendmentn a0 prewisto na Lel 1* 13, 1232015 ¢ seus regulamantas

Mdimars do cadasing: AICOSER

Lisudtio: Fiotruz

CPEICHPL: 33,781.055/0001-35
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