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RESUMO

A Leishmaniase Visceral (LV) é uma antropozoonose causada pelo protozoario
Leishmania infantum chagasi, considerada grave problema de sadde publica. E
endémica em 88 paises, com cerca de 500.000 casos registrados anualmente, sendo que
a maioria destes ocorre na India, Nepal e Bangladesh, seguido do Sud&o e Brasil, que é
responsavel por 90% das notificacdes registradas nas Américas. O principal vetor de LV
no Brasil é Lutzomyia longipalpis. Entretanto, a auséncia de L. longipalpis em area com
casos autdctones de LV demonstra a existéncia de outras espécies na transmissao desta
doenca. Estudo realizado na cidade de La Banda, Argentina, correlacionou a auséncia de
L. longipalpis e a presenca de Lutzomyia migonei com casos autéctones de LV. Fato
similar foi observado em S&o Vicente Férrer, Pernambuco, onde foi comprovada a
infeccdo natural de L. migonei por Leishmania infantum chagasi, o que evidencia sua
participacdo na transmissdo da doenca nessas areas. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a ecologia dos flebotomineos L. longipalpis e L. migonei no
municipio de Fortaleza, avaliando indicadores entomoldgicos considerados na vigilancia
da LV, bem como discutir se estas espécies simpatricas compartilham o papel de
transmissores de LV em éarea urbana no municipio. A captura de flebotomineos foi
realizada em 22 pontos de coleta distribuidos nas quatro regides do municipio de
Fortaleza. Foram utilizadas duas armadilhas luminosas do tipo CDC por ponto de
coleta, armadas no intra e peridomicilio, durante quatro noites consecutivas por més,
durante um periodo de 12 meses. No total, foram capturados 32.403 flebotomineos.
Destes, 18.166 (56%) eram da espécie L. longipalpis e 14.237 (44%) eram L. migonei.
N&o houve diferenca significativa de densidade entre os vetores (p=0,2472), nem entre
os locais de coleta (intra e peridomicilio) (p=0,3038), demonstrando a adaptacdo de
ambas as espécies no ambiente intradomiciliar. Apesar das caracteristicas ambientais
semelhantes entre os pontos de coleta, houve diferencas estatisticas na densidade de
ambos os vetores por regido (p<0,001), sendo as regides Norte e Sul aquelas com maior
quantidade de exemplares coletados. Ndo houve correlagdo entre o nimero de casos
humanos e caninos de LV com o aparecimento de L. longipalpis e L. migonei. Este fato
pode ser justificado uma vez que ndo somente a alta densidade vetorial determina a
transmisséo da doencga, mas tambem a distribuicdo da carga parasitaria na populacéo de
vetores. Esses achados confirmam que, na cidade de Fortaleza, L. migonei estd bem

distribuido, bem como adaptado ao ambiente intradomiciliar, semelhante a espécie L.
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longipalpis. Tendo sido comprovado a infeccdo natural de L. migonei com Leishmania
infantum chagasi, sugere-se que L. migonei compartilhe com L. longipalpis o papel de

vetor da LV na cidade de Fortaleza.

Palavras-chaves: Lutzomyia longipalpis; Lutzomyia migonei; Competéncia vetorial.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is an anthropozoonosis caused by Leishmania infantum
chagasi, considered a serious public health problem. It is endemic in 88 countries with
nearly 500,000 cases reported annually, with most of these occurring in India, Nepal and
Bangladesh, followed by Sudan and Brazil, which accounts for 90% of reported cases in
the Americas. The main vector of VL in Brazil is Lutzomyia longipalpis. However, the
absence of L. longipalpis in an area with autochthonous LV demonstrates the existence
of other species in the transmission of this disease. A study performed in La Banda,
Argentina, correlated the absence of L. longipalpis and the presence of Lutzomyia
migonei with autochthonous cases of VL. A similar finding was observed in San
Vicente Ferrer, Pernambuco, where it was proven natural infection of L. migonei with
Leishmania infantum chagasi, which highlights its participation in disease transmission
in these areas. Thus, the objective was to assess the ecology of sandflies L. longipalpis
and L. migonei in Fortaleza, evaluating indicators considered in entomological
surveillance of LV, and discuss whether these sympatric species share the role of
transmitters of VL in urban areas in the county. The capture of sand flies was conducted
in 22 sampling points distributed in four regions of the city of Fortaleza. We used two
CDC light traps for collection point, armed indoors and outdoors during four
consecutive nights per month over a period of 12 months. In total, 32,403 sand flies
were captured. Of these, 18,166 (56%) were L. longipalpis and 14,237 (44%) were L.
migonei. There was not significant difference in density between the vectors (p =
0.2472), or between the sampling sites (inside and outside homes) (p = 0.3038),
demonstrating the adaptation of both species in the indoor environment. Despite similar
environmental characteristics between the collection points, there were statistical
differences in the density of both vectors by region (p <0.001), and the North and South
ones with the largest number of specimens collected. There was no correlation between
the number of human and canine cases of VL with the appearance of L. longipalpis and
L. migonei. This fact can be justified since it is not only high vector density determines
the transmission of the disease but is associated with the distribution protozoan load in
the vector population. These findings confirm that, in Fortaleza, L. migonei is well
distributed, and adapted to the indoor environment, similar to L. longipalpis. Having

proved the natural infection of L. migonei with Leishmania infantum chagasi, it is
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suggested that L. migonei share with L. longipalpis the role of vector of VL in the city

of Fortaleza.

Keywords: Lutzomyia longipalpis; Lutzomyia migonei; Vetorial competence.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniase Visceral (LV) é uma antropozoonose causada pelo protozoario
Leishmania infantum chagasi, considerada grave problema de satde publica. E
endémica em 88 paises, com cerca de 500.000 casos registrados anualmente, sendo que
a maioria destes ocorre na india, Nepal e Bangladesh, seguido do Sudéo e Brasil, que é
responsavel por 90% das notificacOes registradas nas Ameéricas (DESJEUX, 2004).

No Brasil, a regido de maior representatividade de casos de LV é a Nordeste,
com destaque para os estados do Ceara e Piaui. Entretanto, esta enfermidade encontra-se
em ampla expanséo, sendo registrado aumento de casos nas regides Sudeste, Centro-
Oeste e Norte, albergando 20%, 10% e 25% dos casos registrados, respectivamente
(LAINSON; RANGEL, 2005; NUVEP / COPROM / SESA - CE, 2010). Recentemente,
foi identificado na regido Sul, o primeiro caso autoctone de LV humana, no municipio
de S&o Borja, Rio Grande do Sul (BRASIL, 2009; BRASIL, 2010). No Nordeste, o
Estado do Ceara é endémico para LV e dessa forma considerado prioritario pelo
Ministério da Saude. As cidades de maior incidéncia sdo Fortaleza, Sobral, Juazeiro do
Norte, Barbalha e Caucaia. A cidade de Fortaleza € a Unica classificada como area de
transmissdo intensa alta, tendo sido notificados 218 e 262 casos nos anos de 2009 e
2010, respectivamente (NUEP/COPROM/SESA, 2010). Historicamente, a LV, no
Brasil, era considerada uma endemia rural, e a partir de 1980, essa vem se expandindo e
se tornando endémica e epidémica em quase todas as regides do pais (LUZ et al, 2001,
MINISTERIO DA SAUDE, 2006). A expansdo da LV se justifica pelas mudancas
ambientais e sociais ocasionadas pelo processo de urbanizacdo das cidades. O
desequilibrio ambiental acarreta desalojamento dos vetores e reservatorios, o que
favorece o aumento da domiciliagdo crescendo o risco de transmissdo (DESJEUX,
2004; COSTA, 2008; RANGEL; VILELA, 2008). Além disso, o0 incremento da
densidade populacional causado pelo éxodo rural contribui para o crescimento do
namero de moradias em condicGes desfavordveis, onde ha caréncia de saneamento
basico e acumulo de lixo. Esse ambiente precario € favoravel a sobrevivéncia e
adaptacdo de vetores, contribuindo também para a transmissdo da LV (MISSAWA,
2006).
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O principal vetor de LV no Brasil é Lutzomyia longipalpis (BARATA et al.,
2004). Entretanto, a auséncia de L. longipalpis em area com casos autoctones de LV ja
foi descrita em diversos trabalhos (GALATI et al.,, 1997; SANTOS et al., 1998),
sugerindo a existéncia de outras espécies de flebotomineos que participam da
transmissdo desta enfermidade. Estudo realizado na cidade de Corumba, no Mato
Grosso do Sul demonstrou a auséncia de L. longipalpis e a presenca e prevaléncia de
Lutzomyia cruzi sobre as outras espécies tanto no intra como no peridomicilio (GALATI
et al., 1997). Posteriormente, foi comprovada a infeccdo natural de L. cruzi por
Leishmania infantum chagasi, também na cidade de Corumba, no Mato Grosso do Sul
(SANTOS et al., 1998). Hoje, j& é aceito que a espécie L. cruzi € uma espécie
secundéria na transmissdo da LV, estando restrita a regido do Mato Grosso (RIBEIRO,
2007) e Mato Grosso do Sul (GALATI et al., 1997).

Mais recentemente, em estudos realizados na cidade de La Banda, Argentina,
correlacionaram-se a auséncia de L. longipalpis e a presenca de Lutzomyia migonei em
areas com casos autoctones de LV (SALOMON et al. 2010). Caso similar foi
demonstrado na cidade de S&o Vicente Férrer, em Pernambuco, onde foi detectada a
infeccdo natural de L. migonei por L. chagasi, o que evidencia sua possivel participacdo
na transmissao da doenca nessas areas (CARVALHO et al., 2010).

Estudos entomoldgicos objetivando o entedimento das mudangas na dindmica da
transmissdo da LV, principalmente em relacdo ao aparecimento de novos vetores, sao
imprescindiveis para a reformulacdo das acdes de vigilancia e controle desta
enfermidade. Estudos entomoldgicos realizados no municipio de Fortaleza, Ceard, pela
Secretaria Estadual de Saude, registraram a ocorréncia de L. longipalpis e L. migonei,

em simpatria, em todas as areas de ocorréncia de casos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Generalidades

A Leishmaniase Visceral (LV) é considerada uma das principais doencas
negligenciadas no Mundo, acometendo principalmente pessoas de baixa renda,
habitantes de paises em desenvolvimento. E endémica em 88 paises e ocorre
principalmente na Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e Américas. Estima-se que, em
todo o mundo, cerca de 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco de contrair
esta enfermidade e, que em média, dois milhdes de casos sejam notificados por ano
(DESJEUX, 2004; WHO, 2010). Dentre os paises da América Latina, o Brasil é o pais
com maior prevaléncia da doenga, tendo sido notificados no periodo de 1990 a 2006,
50.060 casos, o que corresponde a 90% do total de casos registrados. Porém, acredita-se
que o0 nimero dos casos de Leishmaniase visceral no Brasil seja subnotificada, uma vez
que existem limitacGes nos sistemas de vigilancia e controle das Leishmaniases neste
pais (ZERPA et al., 2003; BERN et al., 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Nas Ameéricas, a LV é uma doenca sistémica severa causada pelo protozoario
intracelular Leishmania infantum chagasi e transmitida pela picada de flebotomineos do
género Lutzomyia, sendo a principal espécie transmissora Lutzomyia longipalpis
(ZELEDON et al., 1984; CARRASCO et al., 1998; LAISON; RANGEL, 2005;
SALOMON; ORELLANO, 2005). Das 470 espécies e subespécies de flebotomineos do
género Lutzomyia, 229 sdo encontrados no Brasil, e somente trés, L. longipalpis, L.
cruzi e L. migonei, estdo relacionadas com a transmissédo da doenga (SANTOS et al.,
1998; RANGEL; LAISON, 2003; BARATA et al., 2004; CARVALHO et al., 2010).

2.2 Histdrico e Distribuicdo da LV no Brasil

Em 1912, foi descrito pela primeira vez o flebotomineo L. longipalpis no Brasil
(LUTZ; NEIVA, 1912). Contudo, até meados da década de 30 do século XX, o interesse
neste inseto era apenas de natureza entomoldgica. Em 1934, através da analise do figado
coletado de pessoas com suspeita de terem morrido de febre amarela, de vérias
localidades rurais do pais, foram confirmados 41 casos de LV (PENNA, 1934). A partir
deste fato, o diretor do Instituto Oswaldo Cruz, Carlos Chagas, enviou o seu filho,
Evandro Chagas, para a realizacdo do estudo epidemiologico desta enfermidade. A
investigacdo teve inicio em Sergipe, onde Evandro Chagas observou que o inseto

hemat6fago mais encontrado, tanto no intradomicilio como no peridomicilio, era o
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flebotomineo L. longipalpis. Mais tarde, em estudos realizados em Abaetetuba e Moju,
no estado do Pard, foram registrados mais casos de LV, ndo somente em humanos, mas
também em cédes. Mais uma vez, o flebotomineo L. longipalpis foi apontado como
principal inseto hematofago, tornando-se assim o provavel vetor (LAISON; RANGEL,
2005). Porém somente no ano de 1953, a LV foi considerada um agravo sério e dessa
forma muito preocupante as autoridades de salde, devido a morte de cerca de uma
centena de habitantes do municipio de Sobral, no estado do Ceara. Foi entdo organizada
mais uma investigacdo epidemiologica onde participaram o casal de pesquisadores
Lebnidas Deane e Maria Deane. Estes pesquisadores encontraram exemplares de L.
longipalpis infectados com “Leishmania donovani”, como era denominada a espécie na
época, e realizaram infeccdo experimental por este parasita em raposas (DEANE;
DEANE, 1954a; DEANE; DEANE, 1954b; RANGEL; LAINSON, 2003).

Neste periodo, Deane e Deane observaram também que os casos de LV ocorriam
em boqueirdes Uumidos com vegetacdo, 0 que 0s levou a crer que a LV estava
relacionada somente as areas silvestres e rurais. Essa realidade se modificou a partir de
meados de 1980, quando se verificou a distribuicdo da LV em quase todas as regides do
pais. Essa expansdo justifica-se pelo processo de urbanizacdo desenfreado, onde foram
observadas transformagdes ambientais causadas principalmente pelo homem, que
permitiram a invasdo humana do habitat natural dos vetores da LV, assim como sua
adaptacdo as areas urbanas (RANGEL, 1995; RANGEL; LAINSON, 2003; LAISON;
RANGEL, 2005).

Até 1980, a regido Nordeste era responsavel por cerca de 80% dos casos no pais.
A partir de entdo, casos de LV foram confirmados em todas as regides do pais. Foram
notificados na década de 80, casos e surtos autoctones dentro dos limites da cidade de
Sdo Luis (Maranhdo), Teresina (Piaui), Natal (Rio Grande do Norte), Aracaju (Sergipe),
Fortaleza (Ceara), Rio de Janeiro, Corumba (Mato Grosso do Sul), Montes Claros e
Sabara (Minas Gerais). No inicio de 1990 foram registrados outros surtos de LV em
areas urbanas, como na cidade de Belo Horizonte (Minas Gerais), Feira de Santana
(Bahia), Varzea Grande (Mato Grosso), Aragatuba (S&o Paulo) e Aquidauana (Mato
Grosso do Sul). E desde 2000, novas epidemias urbanas foram notificados nos
municipios de Palmas (Tocantins), Trés Lagoas e Campo Grande (Mato Grosso do Sul),
Caxias, Timon, Codo e Imperatriz (Maranhdo), Bauru (S&o Paulo), Paracatu (Minas
Gerais), Cametd (Parand), e outros (COSTA et al., 1990; SILVA et al., 1997,
BEVILACQUA, 2001; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).
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Atualmente a maior incidéncia de LV ainda encontra-se no Nordeste albergando
aproximadamente 48% do total de casos do pais, seguido pela regido Sudeste, a regido
Norte, Centro-Oeste e, finalmente, a regido Sul. Assim sendo a LV esta distribuida em
21 dos 26 estados do pais (LAINSON; RANGEL, 2005; MISSAWA; LIMA, 2006;
NUVEP/SESA-CE, 2010; BRASIL, 2009; BRASIL, 2010). Na regido Nordeste, o
estado do Ceara no periodo de 2001 a 2008 foram confirmados 3.746 casos (Figura 1).
Em 2008 foram confirmados 598 casos com 33 ¢bitos, sendo 15 dbitos ocorridos no
municipio de Fortaleza. Em 2009 foram notificados 787 casos, sendo 432 casos com 16
Obitos. O maior nimero de casos foi notificado em Fortaleza, com 194 casos
(NUVEP/SESA-CE, 2010).
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Figura 1 — Casos confirmados e incidéncia de LV no Ceara — 1986 a 2010.
Fonte: NUVEP/SESA- CE

2.3 Leishmania spp.

As leishméanias sdo protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania, que parasitam células do sistema mononuclear
fagocitico de mamiferos. Possuem duas formas: a forma promastigota, que € alongada e
flagelada, sobrevive extracelularmente e é encontrada no trato intestinal de insetos
vetores; e a forma amastigota, que é imovel e possui um flagelo rudimentar, presente em
macrofagos (PUENTES et al., 2000).
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A classificacdo das leishmanias se da de acordo com o processo patolégico que
provocam em humanos ou em outros mamiferos, caracterizando assim a forma cutanea
ou visceral da doenca (MILON, 2008). Existe cerca de 12 espécies de leishménia
neotropicalmente aceitas. Destas, oito sdo descritas no Brasil: Leishmania (Leishmania)
mexicana, Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Leishmania) guyanensis, Leishmania (Viannia) shawi, Leishmania
(Viannia) lainsoni e Leishmania (Viannia) lindenberg causando a Leishmaniase
tegumentar americana; e somente a Leishmania (Leishmania) infantum chagasi é
responsavel por causar a Leishmaniase visceral (PIMENTA et al., 2003; MINISTERIO
DA SAUDE, 2007).

Para que sejam transmitidas aos hospedeiros, as leishmanias precisam passar por
transformacdes bioquimicas, ocorridas no tubo digestivo de insetos vetores. Ao realizar
0 repasto sanguineo, o0s insetos vetores ingerem, junto com o sangue, macrofagos
parasitados com Leishmania spp. No trato digestivo do inseto, os macrofagos se
rompem liberando as amastigotas, que se transformam em promastigotas prociclicas,
ndo infectantes. Essas formas sdo encontradas no sangue recém ingerido (até 24 a 28
horas ap0s o repasto sanguineo) e ficam encobertas por uma matriz peritrofica que as
protege da agéo das enzimas digestivas, fornecendo protecdo por tempo suficiente para
que 50% das prociclicas se diferenciem em formas mais resistentes enquanto que a outra
metade da carga parasitaria é destruida pelas proteases nos primeiros dois dias apos a
infeccdo do flebotomineo. As prociclicas sobreviventes se multiplicam e se diferenciam
em nectomonas, formas delgadas e grandes do parasito que escapam do confinamento
da matriz peritrofica para se fixarem as células epiteliais do intestino médio (MILON,
2008). As nectomonas ddo origem as leptomonas, que sdo formas menores, e sofrem a
segunda multiplicacdo do ciclo. Finalmente, duas fases sdo observadas na valvula
estomacal: haptomonas e metaciclicas. As haptomonas, cuja forma precursora ainda ndo
estd esclarecida (nectomonas ou leptomonas) sdo formas com curto flagelo, imoveis e
que se mantém aderidas & valvula estomacal. E provavel que nesse estagio o parasito
produza quitinases que irdo degradar a cuticula que reveste a valvula estomacal,
prejudicando assim a dinamica alimentar do fleb6tomo. Dessa forma, o periodo gasto
para o repasto sanguineo pelo flebotomineo € maior, 0 que favorece a transmissdo. As
formas metaciclicas, estagio infectante, sdo encontradas abaixo da valvula estomacal e

sdo altamente adaptadas para a transmissdo bem sucedida ao hospedeiro vertebrado.
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Elas tém um corpo pequeno com um flagelo alongado, séo velozes e resistentes a lise
mediada pelo complemento (PIMENTA et al., 2003; KAMHAWI, 2006).

Intestino toracico

Valvula > Intestino abdominal
estomodeal

Intestino
posterior

Intestino
anterior

B Prociclico, 24-48h
B Nectomona, 48-72h

Leptomona, 4-7 dias
= Metaciclico, 5-7 dias
Haptomona, 5-7 dias

Figura 2. Ciclo da Leishmania spp no inseto vetor.
Fonte: adaptada de KAMHAWI, 2006.

Apds a inoculacdo, as promastigotas precisam sobreviver a imunidade inata do
hospedeiro. As promastigotas introduzidas na epiderme dos hospedeiros, através da
picada dos flebotomineos s&o atacadas por células do sistema imune. Estes mecanismos
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, pois envolvem especificos receptores/ligantes
da superficie de membrana. O parasito utiliza mecanismos de evasdo para facilitar sua
aderéncia a superficie dos macréfagos passando para o meio intracelular através de um
processo de fagocitose mediada por receptores. No interior do vacuolo parasitéforo, a
promastigota sofre influéncia do pH acido (5,5) e da temperatura (37 °C) se
transformando na forma amastigota, sendo esta forma caracteristica do parasitismo em
mamiferos. No interior dos macréfagos, as amastigotas se multiplicam intensamente por
divisdo binéria até provocarem sua lise, ocorrendo a liberacdo dessas formas que serdo
fagocitadas por novos macrofagos em um processo continuo, e ha entdo sua

disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema
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mononuclear fagocitico, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006).

2.4 Flebotomineos

As leishmaniases sdo transmitidas, com rarissimas excecdes, pela picada de
fémeas de flebotomineos infectadas (SYMMERS, 1960; BRUCE-CHWATT, 1972;
ELTOUM et al., 1992; DESJEUX et al., 1997; SILVA et al., 2009).

Os flebotomineos sdo pequenos dipteros psicodideos medindo de 2 a 3 mm,
conhecidos popularmente por “mosquito palha”, “tatuquiras”, “birigui”. Possuem corpo
revestido de pélos, delgado e piloso, patas longas e asas lanceoladas (BRAZIL;
BRAZIL, 2003). Somente as fémeas sdo hemat6fagas, e a ingestdo de sangue por estes
dipteros € necessaria para o desenvolvimento ovariano, sendo 0 ndmero de ovos
diretamente proporcional a quantidade de sangue ingerido (READY, 1979; LEHANE,
1991). Tanto os machos quanto as fémeas ingerem carboidratos, necessarios para as
atividades de voo, acasalamento, postura e longevidade (BRAZIL; BRAZIL, 2003). O
habito de voarem em saltos reforca a hipdtese de que estes insetos nao se afastam muito
dos criadouros e a sua dispersdo maxima ndo excede um quilémetro (QUATE, 1964,
YUVAL et al., 1988; DOHA et al., 1991; KAMHAW!I et al., 1991; ALEXANDER,
1992; MORRISON et al., 1993). Apesar das caracteristicas descritas anteriormente,
compreendidas na biologia dos flebotomineos adultos, terem influéncia direta na
epidemiologia das leishmaniases e no controle vetorial, poucos estudos foram realizados
visando descrever as diferencas destas caracteristicas entre as espécies de flebotomineos
(WHO, 2010).

O ciclo biolégico dos flebotomineos se processa no ambiente terrestre e
compreende quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto (Fig. 2). O
periodo determinado para a mudanca entre estagios varia de acordo com a temperatura
ambiente, sendo este periodo maior em temperatura mais baixa e menor em temperatura
mais alta (WHO, 2010). O aumento da umidade no ambiente das fémeas alimentadas
acelera o desenvolvimento dos ovos (MILLERON et al., 2008).

Os ovos possuem forma variando de elipsoide a oval, com comprimento
variando de 300 a 500 e largura de 70 a 150 mm. Logo apds a postura, apresentam cor
clara, tornando-se castanho escuro com o decorrer do tempo. As fémeas pbem uma
média de 40 ovos por postura, e esta acdo é realizada em substrato Umido e sombreado e

rico em matéria orgénica, para garantir a sobrevivéncia e alimentacdo das larvas.
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Geralmente estes ovos sdo postos de forma isolada ou em pequenos grupos, ficando
aderidos aos substratos gracas as substancias produzidas pelas glandulas acessorias. Os
ovos demoram cerca de 7 a 10 dias para eclodir e dar origem as larvas. O estagio larvar
é composto por quatro estadios, diferindo em tamanho e nimero de cerdas caudais.
Larvas de primeiro estadio possuem um par de cerdas caudais enquanto que os demais
estadios possuem dois pares. As formas larvares sdo pequenas, brancas e de aspecto
vermiforme. Alimentam-se de matéria organica, das cascas dos ovos eclodidos e dos
corpos dos adultos mortos ap6s a postura. O desenvolvimento larvar dura pelo menos
trés semanas, quando entdo as larvas de quarto estadio se transformam em pupas, que
sd0 mais resistentes as variacdes de umidade do que as fases de desenvolvimento
anteriores. A pupa é esbranquicada ou amarelada, escurecendo a medida que se

aproxima a eclosdo do adulto. Ap6s 10 dias, os adultos emergem, com predominio dos

machos inicialmente. O desenvolvimento de ovo a inseto adulto decorre num periodo de
aproximadamente 30 a 40 dias dependendo da temperatura (BRAZIL; BRAZIL, 2003;
WHO, 2010).

Figura 3 — Estagios imaturos do ciclo biol6gico dos flebotomineos. A. Ovo. B. Larva.

C. Adulto. Fonte: Mauricio Luiz Vilela.

2.5 Competéncia vetorial

Existe diversos aspectos que conferem a competéncia vetorial dos flebotomineos
a LV. Aspectos definidos pela biologia e ecologia dos flebotomineos, como a sua
distribuicdo e presenca em alta densidade nos locais onde ha a transmissédo de LV,
predilecdo alimentar por reservatérios naturais de L. (L.) infantum chagasi e grau de
antropofilia da espécie podem ser indicativos de que esta espécie esteja participando da
transmissdo da doenca (KILLICK-KENDRICK, 1990; DA SILVA et al., 2001;
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SENGHOR et al., 2011). Entretanto, para que seja confirmada esta participacdo, é
necessario que seja detectada a infeccdo natural do flebotomineo (KILLICK-
KENDRICK, 1990; PITA-PEREIRA et al., 2005, 2008; PAIVA et al., 2006; SILVA et
al., 2008; RANASINGHE et al., 2008; CARVALHO et al.,, 2010). E em seguida
observar diversos aspectos que caracterizam a susceptibilidade do inseto ao protozoario,
possibilitando o desenvolvimento do parasito e transmissdo da doenga. Estes aspectos
vém sendo estudados em espécies de flebotomineos do género Lutzomyia e
Phlebotomus, vetores da Leishmania spp. no Novo e Velho Mundo respectivamente,
(SCHLEIN et al. 1986; KILLICK-KENDRICK et al. 1977, 1977a; PIMENTA et al.
1992; 1994, 1997; SARAIVA et al. 1995; BUTCHER et al. 1996).

Dentre 0s aspectos intrinsecos ao vetor podemos destacar cinco pontos
principais: a capacidade dos parasitos de resistirem a atividade das enzimas digestivas;
de escaparem da matriz peritréfica que reveste o bolo alimentar; de se aderirem ao
epitélio intestinal no momento da excre¢do do resto alimentar; de completarem o ciclo
de vida dentro do inseto vetor, culminando no desenvolvimento e diferenciagédo de
formas infectantes e inocularem os parasitos infectantes no hospedeiro vertebrado
(PIMENTA et al., 2003).

A resisténcia as atividades digestivas das promastigotas estd relacionada a
cobertura celular proporcionada pelas moléculas de LPG (lipofosfoglicanas) em sua
superficie, que as protegem da lise. Essas moléculas ndo estdo presentes nas formas
amastigotas, e no periodo de transicdo entre uma forma e outra, a integridade do
protozoario pode estar comprometida (SCHLEIN et al, 1990; PIMENTA et al., 1994).

Além disso, durante o processo de digestdo, ha a formacdo da matriz peritréfica,
estrutura fisica formada principalmente por quitina cuja funcdo é protecdo do epitélio
intestinal do inseto e, assim, protecdo as formas promastigotas do parasito também
(PIMENTA et al. 1997). O tempo de formacdo desta matriz protetora varia de espécie
para espécie de flebotomineo, o0 que pode ser fatal para algumas espécies de leishmania.
Dessa forma, mesmo com todos estes fatores contribuindo & sobrevivéncia dos
protozoarios no tubo digestivo dos insetos, somente as espécies de protozoarios
especificos para cada flebotomineo conseguem sobreviver. Estudos demonstraram que
protozoarios “especificos” conseguem bloquear a producdo de enzimas pelo
flebotomineo, permitindo a sua permanéncia e desenvolvimento (SCHLEIN et al.,
1986). A auséncia de especificidade destes protozoarios implicard na morte destes

parasitos durante o processo digestorio. Para que as leishmanias consigam se aderir ao
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epitélio intestinal do flebotomineo é necessario que escapem do interior da matriz
peritréfica. Este fato se concretiza a partir da excre¢cdo da enzima quitinase pelas
leishmaénias, uma vez que o principal constituinte da matriz é a quitina (LEHANE et al.,
1997).

Fora da matriz, a adesdo dos protozodrios ao tubo digestivo se da, também, a
partir da utilizacdo da molécula LPG. Esta é polimorfica, variando as suas unidades
sacaridicas de acordo com a espécie de Leishmania, e assim se ligando aos receptores
especificos presentes nas microvilosidades do trato digestivo dos flebotomineos
(PIMENTA et al., 1994). Ap6s a aderéncia, as promastigotas, denominadas prociclicas,
passam por um processo denominado metaciclogénese, e entdo se transformam em
promastigotas metaciclicas, que migram para as pecas bucais dos flebotomineos e estdo
aptas a sobreviver dentro do vertebrado, a fim de garantir a continuidade do seu ciclo de
vida (PIMENTA et al., 2003).

Até 0 momento, as espécies de L. longipalpis, L. cruzi e L migonei sdo
consideradas vetores da leishmaniase visceral, pois sdo as Unicas a apresentarem todos
os critérios descritos de competéncia vetorial (SANTOS et al., 1998; RANGEL,;
VILELA, 2008). Entretanto, com as mudancas constantes na dinamica da transmissdo
da LV, estudos objetivando a busca por novas espécies de vetores estdo sendo
desenvolvidos, principalmente em areas com casos autoctones da doenca e auséncia de
ambos os vetores conhecidos.

Na cidade de La Banda, Argentina, area com casos autoctones de LV, através de
estudo entomoldgico, observou-se a inexisténcia de exemplares de L. longipalpis e a
presenca de L. migonei com prevaléncia de 93% dos flebotomineos coletados
(SALOMON et al., 2010). Fato similar foi observado em S&o Vicente Férrer,
Pernambuco, Brasil, area com casos de LV, onde se confirmou a infeccdo natural de L.

migonei por Leishmania infantum chagasi (CARVALHO et al., 2010).

2.6 Lutzomyia longipalpis

L. longipalpis é o principal vetor da LV no Brasil (Figura 4). O alto grau de
antropofilia e a preferéncia alimentar eclética desses flebotomineos associado com a sua
presenca e prevaléncia em areas com casos autoctones de LV, seguida da infeccéo
experimental e transmissao da L. (L) infantum chagasi para hamsters em cinco ocasides,
comprova essa afirmacdo (DEANE, 1956; LAINSON et al., 1977; LAINSON;
RANGEL, 2005; MISSAWA et al., 2008).
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Figura 4 — Lutzomyia longipalpis.

Primordialmente, L. longipalpis era considerada uma espécie silvestre, capturada
em regides de florestas e matas, longe de habitacbes humanas (CHAGAS et al., 1938;
LAINSON et al., 1986, 1990). Com o processo de urbanizacdo da LV, a partir da
abertura de estradas, construcdo de ferrovias, usinas hidrelétricas e assentamentos
populacionais, concomitante com o processo de éxodo rural e aumento populacional nas
cidades, podemos observar a expansao da distribuicdo do vetor em areas antes nao
encontrados, sugerindo sua facil adaptacdo ao ambiente urbano (LAINSON et al., 1990;
DESJEUX et al., 2004; LAISON; RANGEL, 2005; RANGEL; VILELA, 2008). Essa
adaptacdo é bem exemplificada em estudos realizados na regido Norte do Brasil, onde
no peridomicilio de casas construidas ao longo da estrada recém aberta que liga Igarapé-
Miri a Tucurui, foram encontrados exemplares de L. longipalpis em abrigos de animais
(RANGEL; LAINSON, 2003).

O processo de adaptacdo a novos ambientes sugere também mudancas
alimentares. Estudos relacionados com a preferéncia alimentar de L. longipalpis,
demonstraram o carater eclético de alimentacdo desta espécie, uma vez que foi
encontrada evidéncia de sangue proveniente de aves, roedores, caninos, equinos,
bovinos e humanos (PASSOS-DIAS et al., 2003; BARATA et al., 2005; MISSAWA et
al., 2008).

No Brasil, até o presente momento, a distribui¢do do flebotomineo L. longipalpis
inclui os estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de

Janeiro, Rio Grande do Norte, Roraima, Sergipe, Sdo Paulo, Tocantins e Rio Grande do
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Sul (COSTA et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2000; LAISON; RANGEL, 2005; SOUZA
et al, 2009).

2.8 Lutzomyia migonei

L. migonei é considerado vetor da Leishmaniase Tegumentar Americana (LTA),
inicialmente associado a regido Sudeste, e considerado vetor secundario na regido
Nordeste (Figura 5). As primeiras evidéncias de que este vetor estaria participando da
transmissdo de LTA foi ao inicio da década de 40, quando foi encontrado naturalmente
infectado por Leishmania spp (PESSOA; COUTINHO, 1941). E uma espécie silvestre,
sendo encontrada na mata, em geral em areas com farta vegetacdo. Entretanto, € comum
observar esta espécie frequentando o domicilio e abrigo de animais domésticos
(RANGEL et al., 1986; QUEIROZ et al., 1994). Assim como observado em L.
longipalpis, em areas com alteracdes ambientais, tem capacidade de se adaptar as novas
condi¢cbes (RANGEL; LAISON, 2003). Na regido Nordeste, L. migonei mostrou
capacidade de invadir habitagdes humanas, especialmente em época de maior
abundancia das chuvas. Com relacdo a sazonalidade, ndo é encontrada em todos os
meses do ano, sendo ausente nos meses secos e frios. Em relacdo aos habitos
alimentares, é dotada de alto grau de antropofilia, alimentando-se ainda de caes,
galinhas, equinos e tatus (RANGEL et al., 1986).

Figura 5 — Lutzomyia migonei.

Recentemente, L. migonei foi considerada possivel vetor de LV em estudos
realizados em La Banda, Argentina, e Sdo Vicente Férrer, Brasil, jA que nestas areas

haviam casos autoctones e auséncia de L. longipalpis com elevada prevaléncia de L.
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migonei (SALOMON et al., 2010; CARVALHO et al., 2010) seguida da confirmagéo
da infeccéo natural de L. migonei por L. infantum chagasi (CARVALHO et al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

A LV apresenta-se de forma endémica no Estado do Ceard, com registro de
surtos em varios municipios. Desde 2006, no processo de expansdo da doenca que
atingiu 99 municipios (53,8%), Fortaleza vem se destacando dentre aqueles com maior
ndimero de casos humanos e registro expressivo de ébitos, sendo categorizado como
area de transmisséo intensa de LV. Diante deste cenario, Fortaleza é considerado como
municipio prioritario para o Ministério da Saide no contexto das acdes de Vigilancia e
Controle, dentre os municipios considerados mais criticos.

As politicas de vigilancia e controle da LV planejadas pelo Ministério da Saude
(Programa Nacional de Leishmanioses) estdo focadas em trés eixos, dentre eles o0s
vetores. No controle destes, as diretrizes estdo dirigidas principalmente para o uso de
inseticidas quimicos e manejo ambiental, cuja proposta é diminuir a densidade
populacional do vetor e/ou reduzir seu contato com o homem. Ainda que as estratégias
de controle estejam bem definidas, a presenca de vetores em areas urbanas se constitui
como o maior desafio para o Programa de Controle da Leishmaniose Visceral,
remetendo claramente a necessidade de melhor entender o comportamento do vetor na
area urbana e os fatores de sua adaptacdo aos habitats.

Aspecto relevante a ser destacado neste estudo refere-se as evidéncias
entomoldgicas apresentadas pela Secretaria Estadual de Salde demonstrando em
Fortaleza a presenca e prevaléncia de L. longipalpis, 0 mais importante vetor de LV nas
Américas, seguido por L. migonei, flebotomineo recentemente sugerido como potencial
vetor em Pernambuco.

A avaliacdo de alguns indicadores entomol6gicos em Fortaleza certamente trara
informacBes importantes para o melhor entendimento da epidemiologia local da LV,

bem como direcionamento de forma mais adequada das a¢6es de controle.
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4 HIPOTESES CIENTIFICAS

Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia migonei, ocorrendo em simpatria,

compartilham o papel de transmissores de leishmaniose visceral em Fortaleza, Ceara.

Dados de indicadores entomoldgicos, abundancia, frequéncia, infestacdo

domiciliar e distribuicdo de L. longipalpis e L. migonei, correlacionam positivamente a

participacdo destes flebotomineos na eco-epidemiologia da leishmaniose visceral em
Fortaleza.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Ampliar os conhecimentos sobre a transmissao da leishmaniose visceral em Fortaleza,

Estado do Ceara.
5.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a distribuicdo de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia migonei por regides

trabalhadas;

2. Correlacionar a freqtiéncia de L. longipalpis e L. migonei nos sitios de coleta (intra e

peridomicilio) por regi&o;

3. Calcular o indice de infestagdo domiciliar de L. longipalpis e L. migonei por

residéncia trabalhada em cada regiéo;

4. Identificar caracteristicas ambientais associadas as presencgas de L. longipalpis e L.

migonei;

5. Correlacionar a ocorréncia de casos humanos e caninos de LV com o registro de L.

longipalpis e L. migonei.
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6 CAPITULO

Aspectos da ecologia de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia migonei (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) em areas de transmissao intensa de Leishmaniase

Visceral no Nordeste do Brasil.

Aspects of the ecology of Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia migonei (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) in area of intense transmission of Visceral Leishmaniasis

in northeast of Brazil.
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Abstract

The main vector for visceral leishmaniasis (VL) in Brazil is Lutzomyia longipalpis.
However, the absence of L. longipalpis in a region of autochthonous VL demonstrates
the participation of other species in the transmission of this disease. Studies conducted
in La Banda, Argentina, and S&o Vicente Férrer, Brazil, have correlated the absence of
L. longipalpis and the presence of L. migonei with autochthonous cases of VL. In Sdo
Vicente Ferrer, there was evidence for natural infection of L. migonei with Leishmania
infantum chagasi, which strongly supports the participation of this vector in disease
transmission in the area. Thus, the objective of this work was to assess the ecology of

the sand flies L. longipalpis and L. migonei in Fortaleza, an endemic area for VL in
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Brazil. Insect capture was conducted from February 2009 to January 2010, at 22
sampling points that were distributed across four regions of Fortaleza, and two CDC
light traps were used at each collection point. In total, 32,403 sand flies were captured;
of these, 18,166 (56%) were identified as L. longipalpis and 14,237 (44%) as L.
migonei. There were no significant differences found between the vectors when density
(p=0.2472) or sampling site (indoors and outdoors) (p=0.3038) were compared, which
demonstrated that both species have adapted to an indoor environment. These findings
confirm that L. migonei and L. longipalpis are evenly distributed throughout Fortaleza,
where they have adapted to an indoor environment. Because these species have been
shown to be competent vectors for VL, our results suggest that L. migonei shares the

role of vector with L. longipalpis for the transmission of VL in Fortaleza.

Key words: Lutzomyia longipalpis; Lutzomyia migonei; Vetorial competence;

Entomological indicators; Ecology; Visceral leishmaniasis.

Introduction

Brazil is responsible for approximately 90% of the reported cases of Visceral
Leishmaniasis (VL) on the South American continent. The northeastern area of Brazil is
considered more representative with 48% of the cases (Zerpa et al., 2003, Bern et al.,
2008; Ministry of Health, 2008; Brasil, 2010). In the northeast, the state of Ceard has
endemic VL that is considered a priority for health surveillance and control by the
Ministry of Health. The cities with the highest incidence of VL are Fortaleza, Sobral,
Juazeiro, Barbalha and Caucaia. However, Fortaleza is the only city classified as an area

of intense transmission, as 218 and 262 cases were reported in 2009 and 2010,
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respectively (Nuvep / Coprom / Sesa, 2010). Based on studies of vector competence, the
main vector for VL in Brazil is Lutzomyia longipalpis (Deane, 1956; Lainson and Rangel,
2005). Studies conducted in Corumba, Mato Grosso do Sul, found a greater prevalence of
Lutzomyia cruzi than other species, both indoors and outdoors (Galatietal.,
1997). Natural infection of L. cruzi with Leishmania infantum chagasi has also been
documented in Corumba (Santos et al., 1998). L. cruzi has become an accepted vector for
VL, but its range is restricted to Mato Grosso (Ribeiro, 2007) and Mato Grosso do Sul
(Galati et al., 1997, Ministry of Health, 2006).

More recently, studies from La Banda, Argentina, have correlated the absence of
L. longipalpis and the presence of L. migonei with autochthonous VL
(Salomodn et al., 2010). A similar pattern has been demonstrated in San Vicente Ferrer,
Pernambuco. Here, natural infection of L. migonei with L. (L.) infantum chagasi was
documented, which highlights the potential role of this vector for disease transmission in
these areas (Carvalho et al., 2010).

The objective of this study was to gain insight into the transmission of
VL in Fortaleza by studying the ecology of L. longipalpis and L. migonei, evaluating
entomological indicators of VL and discussing whether these sympatric species share

the role of vector for VVL in urban areas.

Material and Methods

Study area

The study was conducted in Fortaleza, Ceara, Brazil, which is located along the
Atlantic coast at an average altitude of 21 m and covers an area of 313.8
kmz2 with 2,505,552 inhabitants. Fortaleza is the capital and has the highest population
density, at 8,001 inhabitants per km2 The average annual temperature is 26°C;

December and January are the warmest months, and July is the coolest, although the
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temperature differences between months are minor. The average rainfall is 1,600 mm
and is concentrated between February and May. The wettest month is April (348 mm),
and the driest is November (13 mm). The vegetation is typical of coastal areas and
consists of mangroves and restingas. The remaining vegetation in the city is varied

but includes many fruit trees (Ibge, 2008).

Capture of sand flies

Phlebotomine sand flies were captured from February of 2009 to January of
2010. Captures were made in the following 22 districts within Fortaleza: the northern
districts of Quitino Cunha (QC), Alvaro Weyne (AW), Farias Brito (FB), Aldeota (AD)
and Jardim America (JA); the southern districts of Mondumbim (MD), Passaré (PA),
Cajazeiras (CA), Planalto Airton Sena (PAS), Prefeito José Walter (PJW), Conjunto
Palmeira (CP) and Paupina (PU); the eastern districts of Vicente Pizon (VP), Jardim das
Oliveiras (JD), Edson Queiroz | (EDI), Edson Queiroz Il (EDII), Cambeba (CB) and
Lagoa Redonda (LR); and the western districts of Conjunto Ceara Il (CCII), Democrito
Rocha (DR), Siqueira (SQ) and Vila Manuel Sétiro (VMS) (Figure 1).

Districts were chosen according to the reported number of VL cases in the past 5
years and in accordance with features suggestive of vector presence, such as fruit trees,
livestock and organic matter accumulation, as evaluated by environmental
characterization forms. Captures were performed over 12 months using CDC light traps
(Sudia and Chamberlain, 1962) that were armed for four consecutive nights per month
from 6 p.m. to 6 a.m. Traps were placed near animal shelters when possible, and two
were placed at each residence with one trap inside and another outside of the home

(Ministry of Health, 2006).

Identification of Phlebotomine sand flies
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Collected sandflies were sent to the Entomology Laboratory of the Health
Secretariat of Ceara State for identification. Specimens were killed with ethyl acetate
and placed in small petri dishes in a solution of 10% potassium hydroxide for 2 hours.
The sand flies were then submerged in acetic acid for 15 minutes and in lactophenol for
24 hours. Assembly onto slides with coverslips used Berlese fluid (Vilela et al., 2003).

Males and females were classified using the key of Young and Duncan (1994).

Data from human and Canine Visceral Leishmaniasis
Data relating to the human and canine cases from February 2009 to January 2010 were
obtained from the Secretary of Health and the Zoonosis Control Center of Fortaleza,

respectively.

Statistical Analysis
The index of home infestation (IDI) and the relative abundance (RA) were calculated

using the following formulas (Ministry of Health, 2006):

I1D = Total households by positive sort/ per search site and technical x 100 / No.

of local searches;

RA = Number of L. longipalpis or L. migonei collected by household (outdoors or

indoors) / Total number of households surveyed (outdoors or indoors).

Descriptive statistical analyses were performed for the following factors evaluated in
the study: species, sex, capture location, environmental characteristics and region
studied. For each factor, a comparison of the number of phlebotomines was made using

the Poisson generalized linear model (canonical connection) and the Kruskal-Wallis
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test. Relationships between human or canine cases, sand fly density, sex and sampling

site were determined using a Pearson correlation coefficient.

Results

From February 2009 to January 2010, 32,403 sand flies were captured. Of these,
18,166 (56%) were identified as L. longipalpis and 14,237 (44%) as L. migonei
(Table 1). Therefore, there was no significant difference (p>0.05) in density between the
species (0.2472) or between collection sites (p =0.3038) (Table 2).

The presence of both species was confirmed in each neighborhood (Figure 1),
although the density of sand fly density was heterogeneous (Table 1). This ranged from
112.23 insects per trap in Farias Brito (FB) to 0.04 in Vicente Pizon (VP). The
environmental characterization of each collection point is shown in Table 3. All
sampling sites showed abundant vegetation, composed mainly of fruit trees. Regarding
the presence of domestic animals, dogs and birds were found in more collection points,
especially in the South.

The index of home infestation in Fortaleza was 90.90% indoors and 95.45%
outdoors for both species. When analyzed by region, the infestation index was 100% for
all regions, both indoors and outdoors, except in the interior of the eastern region that
had index values of 83.3% for L. longipalpis and 85.71% for L. migonei.

In Fortaleza, the relative abundance of L. longipalpis flies per household was
510 indoors and 315.72 outdoors. For L. migonei, the RA was 306.04 indoors and
342.90 outdoors.

Lutzomyia longipalpis
In this study, 18,166 specimens of L. longipalpis were captured; 11,220

(61.76%) were caught indoors, and 6,946 (38.24%) were caught outdoors (Table 1). Of
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the regions studied, the north and the south were more representative and had the
greatest densities of specimens, at 46.3% and 35%, respectively. These densities were
not statistically different. However, within a given region, we observed differences in
the density of L. longipalpis between sample points. These differences were greatest
among the sampling sites outdoors in the north and south (Figure 2).

We evaluated separately the collection points with domestic animals (dogs and
chickens) to determine whether this criterion would alter vector density. However, we
found no differences in the density of L. longipalpis, which had previously been found

to be higher in the north and south (Figure 3).

The district with the highest density of L. longipalpis was Farias Brito (FB).
Here, the densities were 5.189 (46.25%) indoors and 1.575 (22.67%) outdoors. Lower
densities were found in the district of Vicente Pizon, where these values were 0 (0%)
indoors and 1 (0.01%) outdoors (Table 1). The predominant sex of the fly was male,

and the male-to-female ratio was 1.85.

Lutzomyia migonei

We captured 14,237 specimens of L. migonei; 6,727 (47.25%) of these were
caught indoors and 7,510 (52.75%) caught outdoors (Table 1). Most of these specimens
were collected from the north and south, as 6,450 (45.3%) came from the north and
6,805 (47.7%) came from the south. However, compared to L. longipalpis, the density
of L. migonei was more variable between sites. Eastern and western regions did not
differ in L. migonei density, although the number of specimens collected from each site
differed. For example, 440 specimens were collected in the suburb of Lagoa Redonda
(LR), while 3 were collected in the district of Vicente Pizon (VP). As for L. longipalpis,

there was no difference in the density of L. migonei when the collection locations with
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domestic animals were analyzed separately (Figure 3).

The north and the south were more representative and had the greatest densities
of specimens, 45.30% and 47.79%, respectively. These densities were not statistically
different. However, within a given region, we observed differences in the density of L.
migonei between sample points. These differences were greatest among the sampling
sites indoors in the north and outdoors in the south (Figure 2).

Also similarly to L. longipalpis, the density of L. migonei was highest in FB, as
2,800 (41.62%) samples were collected indoors and 1,211 (16.13%) were collected
outdoors. The district of VP had the lowest neighborhood density of 0 (0%) indoors and
3 outdoors (0.04%). Male flies were predominant, but the male-to-female ratio was
slightly lower at 1.23 than it was for L. longipalpis.

The western region had the greatest number of canine (754) and human (13) VL
cases. However, this region also had the lowest vector density for L. longipalpis
(6.85%) and L. migonei (3.16%) (Figure 4). Thus, there was no correlation between the
number of cases and vector density in this region. For canine cases, the correlation
coefficients were 0.086 (p=0.704) for L. longipalpis and 0.141 (p=0.532) for L. migonei,
and for human cases, the coefficients were and -0.062 (p=0.784) for L. longipalpis and -

0.033 (p=884) for L. migonei (Tables 4 and 5).

Discussion

The urbanization of visceral leishmaniasis has been extensively studied and is
related to environmental changes caused by human action, the intense process of rural-
urban migration and the interaction between susceptible individuals (Lainson, 1989;
Silva et al. 1997, Dias et al. 2003; Taiul, 2006; Elkoury et al., 2008). However there are
a factor determining the expansion and urbanization of the LV: the enormous

adaptability of the main vector L. longipalpis to the changed environment (Rangel and
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Vilela, 2008; Rangel and Lainson, 2009).

This present study, conducted in Fortaleza, has documented the presence of
these species at each of the 22 sites examined, which supports the wide distribution of
these vectors. These species appear to be fully adapted to the urban areas of Fortaleza
due to the negligible differences in density between the regions studied. This adaptation
is of concern due to the increased interactions between the vector and susceptible
individuals that could make prevention and control of this disease difficult. This study
has demonstrated high vector density (56%) but did not find one species to be most
prevalent, as there were no significant differences in density between L. longipalpis and
L. migonei. The adaptability of the species Lutzomyia longipalpis in urban areas
demonstrated in this study corroborate with studies developed by Oliveira et al. (2006,
2008), who found L. longipalpis to be the most prevalent species (92.2%) in Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, and to have a high density and degree of adaptation in this
city.

In relation to socio-environmental factors that may contribute to the emergence
of sand flies, the work by Fernandez et al. (2010) in the city of Posadas, Misiones
province, Argentina, found that few factors observed in the routine activities of capture
of sand flies, such as presence or absence of electric light, may be influencing the
density of sampling vectors. Despite not having been included in this study the
statistical analysis of environmental factors due to small number of collection points for
each region, we can observe that even with similar environmental characteristics
between the collection points, such as vegetation and abundant presence of
domesticated animals, large differences in the density of each vector species. The
northern area of FB and the southern area of MD had the highest number of specimens

collected. These large densities may be due to the size of the property and/or the
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diversity of plant and animal species because these collection points had the largest
acreage and the greatest plant and animal diversity. Thus, further analysis of the local
environmental characteristics must be included in future studies that use local capture.
The VP district had the least amount of collected specimens of both species, which is
justified by its location near the beach in the presence of strong winds.

Lutzomyia migonei is a species found mainly in the wild or in outdoor
environments and is mainly associated with the transmission of cutaneous
leishmaniasis, as this species is endowed with a remarkable degree of anthropophilicity
(Queiroz et al. 1994; Pita-Pereira et al., 2005; Rangel and Lainson, 2009). Although
described in the literature, this study showed that the species Lutzomyia migonei is well
distributed and adapted to the urban environment of the city of Fortaleza. In addition to
this, recent studies have found L. migonei to participate in the transmission of VL.
Indeed, L. migonei possesses the three essential characteristics of vector competence,
including anthropophily, distribution coincident with human cases and evidence of
natural infection with L. (L.) infantum chagasi (Killick-Kendrick, 1990). Studies in La
Banda, Argentina have shown L. migonei to be the predominant species (93%) in areas
with indigenous cases of VL and an absence of L. longipalpis and L. cruzi,
last another potential vector of VL in central Brazil (Salomon et al., 2010). Then, it was
suggested an enzootic cycle of LV and accidental transmission to humans, which would
be this sandfly vector (Salomon et al., 2010). Similar reports were made in San Vicente
Ferrer in Pernambuco, Brazil, and the natural infection of this species by L. (L.)
infantum chagasi has been documented (Carvalho et al., 2007, Carvalho et al., 2010).

The results of this study suggest changes in the urban behavior of L. migonei;
this vector was found at high density (44%) at all collection points but specifically with

a high level of infestation both indoors (90.90%) and outdoors (95.45%) to suggest an
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adaptation to the environment in and around the home. Based on the analysis of
entomological indicators (index of relative abundance and level of home infestation),
there were no differences in density between species, as both were found at high density
indoors and outdoors. This suggests that these two species share the role of vector for
the transmission of VL. Due to little difference in the density of this species between
regions worked, assumed to be fully adapted to the urban area of Fortaleza. Considering
the high prevalence of canine in the city of Fortaleza, this adaptation process is of
concern regarding the increased interaction between the vector, the domestic reservoir
and susceptible individuals, making it challenging to prevent and control this disease.

Thus, with the vector capacity of L. migonei for VL confirmed, it is essential to
further study the behavior and distribution of this species for the correct implementation
of vector control and prevention in VL.

The male-to-female ratio in this study was 1.23 for L. migonei and 1.85 for L.
longipalpis, which indicated the predominance of males described previously (Castellon
et al. 1989; Cabanillas and Castellon, 1999, Ximenes et al., 2000, Cortez et al., 2007).
This could be due to the fact that males are born earlier than females (Chaniots, 1967)
or to the courtship behavior between males and females (Kelly and Dye, 1997).

Although we found no correlation between L. migonei and L. longipalpis density
and the occurrence of human or canine VL, L. migonei and L. longipalpis cannot be
excluded from participation in the transmission of VL in Fortaleza because additional
factors, such as parasite load in the vector population, determine disease transmission
(Medley, 1992). Also, delayed reporting of cases or the incubation period of the disease,
which can vary up to one year, may explain this lack of correlation (Zerpa et al., 2003,
Bern et al. 2008, Who, 2010).

The presented data clearly reveal the wide dispersion of both, L. longipalpis e L.



47

migonei in Fortaleza and it is worth noting that aspects of ecology and information
about entomological indicators associated to characterization and monitoring of vectors
not present significant differences between these sand flies. Distribution in the areas of
transmission, the occurrence indoors, the relative abundance and adaptation to diverse
environmental characteristics suggest that L. migonei may be sharing with L.
longipalpis the transmission of VL in urban area.

The results of these studies added to the literature information may suggest L.
migonei as potential vector of VL in Fortaleza. However, research of natural infection
of L. migonei by Leishmania sp. could in fact, evaluate the real role of each species, L.
longipalpis and L. migonei, in local epidemiology of VL.

In this context it should be considered, forward of the possibility of another sand
fly vector transmitting VL, that the analysis of entomological indicators should be done
periodically, especially for assessing progress in the epidemiology and environmental

assistance in expanding areas of transmission.
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Table 1 - Number of Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia migonei flies collected per site (indoor and outdoor), region (North, South, East and West) and
sex (male or female).

Lutzomyia longipalpis Lutzomyia migonei

Collection

Region site Indoor Outdoor Indoor Outdoor
M F Total % M F Total % M F Total % M F Total %
QcC 114 44 158 1.41 145 73 218 3.14 42 33 75 1.11 79 78 157 2.09
AW 58 27 85 0.76 46 24 70 1.01 62 50 112 1.66 47 50 97 1.29
North FB 3293 1896 5189 46.25 967 608 1575 22,67 1525 1275 2800 41.62 663 548 1211  16.13
AD 123 95 218 1.94 64 36 100 1.44 560 479 1039 1545 178 138 316 4.21
JA 159 93 252 225 396 164 560 8.06 57 68 125 1.86 300 218 518 6.90
MD 2057 1242 3299 2940 340 181 521 7.50 808 710 1518 2257 1391 1505 2896 38.56
PA 97 91 188 1.68 87 54 141 2.03 48 31 79 1.17 68 68 136 1.81
CA 324 116 440 3.92 422 140 562 8.09 172 105 277 412 148 74 222 2.96
South PAS 68 38 106 0.94 32 19 51 0.73 14 16 30 0.45 15 9 24 0.32
PJW 36 33 69 0.61 221 114 335 4.82 100 96 196 2.91 725 335 1060 14.11
CP 90 34 124 1.11 242 79 321 4.62 46 28 74 1.10 104 43 147 1.96
PU 66 31 97 0.86 76 31 107 1.54 36 22 58 0.86 49 39 88 1.17
VP 0 0 0 0.0 1 0 1 0.01 0 0 0 0.0 2 1 3 0.04
JO 83 58 141 1.26 67 41 108 1.55 3 1 4 0.06 1 0 1 0.01
East EQI 4 0 4 0.04 3 4 7 0.10 2 8 10 0.15 2 5 7 0.09
EQII 41 38 79 0.70 54 58 112 1.61 11 4 15 0.22 2 11 13 0.17
CB 44 21 65 0.58 46 9 55 0.79 14 3 17 0.25 16 6 22 0.29
LR 82 49 131 1.17 990 441 1431 20.60 39 26 65 0.97 271 104 375 4,99
CCllI 77 23 100 0.89 171 83 254 3.66 53 65 118 1.75 86 61 147 1.96
West DR 145 60 205 1.83 134 51 185 2.66 67 44 111 1.65 36 25 61 0.81
SQ 67 32 99 0.88 73 44 117 1.68 2 1 3 0.04 2 3 5 0.07
VMS 106 65 171 1.52 79 36 115 1.66 1 0 1 0.01 1 3 4 0.05
Total 7134 4086 11220 100 4656 2290 6946 100 3662 3065 6727 100 4186 3324 7510 100
18166 14237




Table 2. Analysis of deviance (ANODEYV) across the factors studied (region, sex, species and
location of capture).

Df Deviance F p-valor
Region 3 167404  15.7724 <0.001 **
Species 1 477.6 1.3499 0.2472 ns
Region:Species 3 1220.1 1.1495 0.3313 ns
Sampling site 1 376.8 1.0650 0.3038 ns
Region:Sampling site 3 2540.5 2.3936 0.0709 ns
Species:Sampling site 1 1019.4 2.8814 0.0918 ns
Region:Species:
Sampling site 3 700.3 0.6598 0.5781 ns
Sex 1 1469 4.1522 0.0434 *
Region:Sex 3 63.6 0.0599 0.9807 ns
Species:Sex 1 283.2 0.8005 0.3724 ns
Sampling site:Sex 1 10.3 0.0291 0.8648 ns
Region:Species:Sex 3 29.4 0.0277 0.9938 ns
Region:Sampling
site:Sex 3 8.8 0.0083 0.9990 ns
Species:Sampling
site:Sex 1 4.4 0.0124 0.9114 ns
Region:Species:
Sampling site:Sex 3 10.9
Residue 144 50946.0
ns — not statistically different
*p<0.05

** n<0.001



Table 3 - Environmental characteristics of sites.

Collection DOMESTIC ANIMALS VEGETATION
site Canine | Feline |Porcine| Veal Equine | Bird | Others Vggﬁéitr)lle Garden Fruit trees
Aldeota X Tamarin X X
Alv. Weyne X X X
Cajazeiras X X X
Cambeba X X X X
Conj. Ceara Il X X
Conj. Palmeira X X X X
Demécrito Rocha X X
Ed Queiroz | X X X
Ed Queiroz Il X X X X
Farias Brito X X X X
Jardim América X X
Jardim das Oliveiras X X X X X X
Lagoa Redonda X X X X
Modumbim X X X X
Palpina X X X X
Passaré X X Fox X X
Planalto Airton Rabbit X X
Senna

Quitino Cunha X X X X
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Siqueira

Vicente Pizon

Vila Man Satiro

José Walter
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Table 4 - Correlation among canine cases, human cases, sex of L. migonei and L. migonei

specimens collected indoors and outdoors.

Human

57

Cases male  female Indoor Outdoor Total

Canine cases Pearsons’ 0.162 0.104 0.18 0.047 0.212 0.141
Correlation

p 0.472 0.644 0424 0834 0.344 0.532

N 22 22 22 22 22 22

Human cases Pearsons’ -0.036  -0.029 -0.147 0.088 -0.033
Correlation

p 0.872 0.898 0515 0.697 0.884

N 22 22 22 22 22

Male Pearsons” 0.986 0.923° 0.903° 0.997
Correlation

p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

N 22 22 22 22

Female Pearsons’ 0.905 0.921° 0.996
Correlation

p <0.001 <0.001 <0.001

N 22 22 22

Indoor Pearsons” 0.6787 0.917
Correlation

p 0.001 <0.001

N 22 22

Outdoor Pearsons’ 0.915
Correlation

p <0.001

N 22

Values of p < 0,05 indicate significant correlation.
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Table 5 - Correlation among canine cases, human cases, sex of L. longipalpis and L. longipalpis
specimens collected indoors and outdoors.

Human male  female Indoor Outdoor Total
cases

Canine cases Pearsons’ 0.162 0.078 0.099 0.139 -0.095 0.086
Correlation

p 0.472 0.73 0.662 0.537 0.673 0.704

N 22 22 22 22 22 22

Human cases Pearsons’ -0.056 -0.072 -0.144 0.199 -0.062
Correlation

p 0.804 0.751 0.522 0.374 0.784

N 22 22 22 22 22

Male Pearsons’ 0996 0.973° 0.811 0.999"
Correlation

p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

N 22 22 22 22

Female Pearsons” 0.986° 0.770° 0.998"
Correlation

p <0.001 <0.001 <0.001

N 22 22 22

Indoor Pearsons’ 0.656  0.979
Correlation

p 0.001 <0.001

N 22 22

Outdoor Pearsons” 0.796"
Correlation

p <0.001

N 22

Values of p < 0,05 indicate significant correlation.
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Figure 01 - Distribution of L. longipalpis and L. migonei by collection point (neighborhood) in Fortaleza, Ceara
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Figure 4 - Distribution of the cases of canine and human VL and the density of each species, Lutzomyia
longipalpis and Lutzomyia migonei.

Quitino Cunha (QC), Alvaro Weyne (AW), Farias Brito (FB), Aldeota (AD), Jardim America (JA),
Mondumbim (MD), Passaré (PA), Cajazeiras (CA), Planalto Airton Sena (PAS), Prefeito José Walter (PJW),
Conjunto Palmeira (CP), Paupina (PU), Vicente Pizon (VP), Jardim das Oliveiras (JD), Edson Queiroz |
(EDI), Edson Queiroz Il (EDII), Cambeba (CB), Lagoa Redonda (LR), Conjunto Ceara Il (CCII), Democrito
Rocha (DR), Siqueira (SQ) and Vila Manuel Satiro (VMS).
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7 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel identificar mudangas na
ecologia de Lutzomyia migonei, vetor de LV na cidade de Fortaleza, Ceara. L. migonei
estd bem distribuido em toda a cidade, bem como adaptado ao ambiente intradomiciliar,
semelhante a espécie L. longipalpis, o que sugere, uma vez que ja foi comprovada sua
competéncia vetorial na transmissdo da LV, que L. migonei compartilhe com L. longipalpis o

papel de vetor da LV.
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8 PESPECTIVAS

Os achados neste estudo ressaltam a necessidade de mensuracao da carga parasitaria em L.
migonei a fim de comprovar a sua importancia na transmissdo de LV em areas onde convive

em simpatria com L. longipalpis.
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Anexo 1

Caracteristicas do peridomicilio

Animas de Canino Felino Bovino Suino Equino Aves Primatas Outros
estimacao
Observagao
Arvores frutiferas
. Jardim Horta
Vegetacao Banana Manga Laranja Caju Coco Outros
Observagao
Outas caracteristicas Sim Nao Observagoes

Presenca de anexo

Acumulo de matéria
organica animal

Acumulo de matéria
organica vegetal

Presenca de piso
cimentado
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