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(DIPTERA: PSYCHODIDAE), VETOR DA Leishmania (Leishmania) infantum.

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Vanessa de Araudjo Barbosa

Lutzomyia longipalpis é considerado um complexo de espécies capaz de produzir
diferentes quimiotipos de feroménios. A borrifacdo de inseticida residual para controle de
flebotomineos tem sido incapaz de impedir a propagacdo da Leishmaniose Visceral
Americana (LVA) no Brasil. Desta forma, novas abordagens com um bom custo-beneficio
sdo necessarias para controlar populagdes de Lu. Longipalpis. Mosquiteiros Impregnados de
Longa Duragdo (MILD) oferecem uma nova estratégia de controle e pode ser uma
alternativa para borrifacdo em locais de agregacao, tais como galinheiros, fixados em suas
superficies. O feromonio sintético () -9-metilgermacreno-B pode aumentar a atragdo de Lu.
longipalpis em ambientes naturais. Neste estudo, testamos duas estratégias potenciais para
o controle de Lu. longipalpis utilizando o feroménio sintético em conjunto com MILDs, com o
efeito de "atrair e matar" o vetor no mesmo local. Este estudo foi realizado em Governador
Valadares, Minas Gerais, municipio de ocorréncia de LVA Brasil. Experimentos de campo
foram realizados em galinheiros experimentais para comparar a eficacia e efeito residual de
inseticidas e mosquiteiros impregnados na mortalidade de Lu. longipalpis, associando
ambos os tratamentos com feroménio sintético. Este estudo mostrou que o mosquiteiro
impregnado e a borrifacdo mataram aproximadamente 100% dos flebotomineos em até 2
meses apds o0s tratamentos. Apos 4 meses, o efeito letal do mosquiteiro impregnado reduziu
para 69% e inseticida residual para 89%. Concluimos que o MILD é uma ferramenta
potencial para matar flebotomineos em locais de agregacgéo, e o feromdnio sintético pode
aumentar a sua eficicia atraindo mais insetos para serem mortos pelo mosquiteiro. Mais
testes de campo por um longo periodo sdo necessarios para identificar a viabilidade de
tratamento de superficies com mosquiteiros impregnados como parte do programa de

controle da leishmaniose visceral.

Palavras-chave: Leishmanioses, Lutzomyia longipalpis, MILDs, feroménio sintético, controle.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Vanessa de Araudjo Barbosa

Lutzomyia longipalpis is considered a species complex with variability in pheromones
production. The residual insecticide spraying to control sand flies have been unable to
prevent the spread of the American visceral Leishmaniasis (AVL) across Brazil. In this way,
new cost-effective approaches are needed to manage populations of the vector Lu.
Longipalpis. Long Lasting Insecticidal Nets (LLINS) offer a new control strategy and can be
an alternative of spraying on aggregation sites, such as chicken sheds, fixed in their
surfaces. The synthetic pheromone (x) -9-methylgermacrene-B can increase attraction of Lu.
longipalpis in natural environments. Here, we test two potential strategies for Lu. longipalpis
control using the synthetic pheromone in conjunction with LLINs, with the effect of “attracting
and killing" the vector at the same site. This study was conducted in Governador Valadares,
Minas Gerais, a municipality of the occurrence of AVL in Brazil. Field experiments were
performed with experimental chicken sheds to compare the efficacy and residual effect of
insecticide spraying and impregnated netting in Lu. Longipalpis mortality, associating both
treatments with synthetic pheromone. This study showed that the impregnated netting and
spraying killed approximately 100% of sandflies in up to 2 months after treatment. After 4
months of exposure treatments, the lethal effect of netting reduced to approximately 69%
and residual insecticide to 89%. We concluded that insecticide impregnated netting is a
potential tool in Killing sand flies in aggregation sites, and synthetic pheromone can increase
their effectiveness attracting more sand flies to be killed by netting. More field trials for a long
period are needed to identify the feasibility of treating surfaces with impregnated netting as

part of visceral leishmaniasis control program.

Keywords: Leishmaniasis, Lutzomyia longipalpis, LLINs, synthetic pheromone, control.
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1 INTRODUCAO

1.1 Flebotomineos

1.1.1 Posicao Sistematica

Os flebotomineos séo insetos dipteros nematoceros, pertencentes a familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Sua classificacdo € baseada na
morfologia dos adultos, machos e fémeas (1, 2). De acordo com a proposta de
Lewis e colaboradores em 1977, a subfamilia agrupa seis géneros:
Phlebotomus Rondani, 1840; Sergentomyia Franca & Parrot, 1920; e Chinius
Leng, 1987 sdo encontrados no Velho Mundo, Lutzomyia Franca 1924;
Brumptomyia Franga & Parrot, 1921; e Warileya Hertig, 1948 de ocorréncia no
Novo Mundo (3).

Lutzomyia é considerado o género com grande distribuicdo geografica no
novo mundo e agrupa insetos vetores de diversas espécies de Leishmania na
regido neotropical.

Em 1995, Galati propés uma nova classificacdo utilizando uma abordagem
filogenética, criando diversos géneros e alguns subgéneros, e, elevando outros
subgéneros ja existentes (3, 4). Atualmente, existem mais de 1.000 espécies
descritas de flebotomineos no mundo e aproximadamente 530 espécies sao

encontradas na regido Neotropical (5).

1.1.2 Biologia dos flebotomineos

De acordo com seu desenvolvimento, os flebotomineos sé&o
classificados como insetos holometabolos, em que o ciclo de vida compreende
as seguintes fases: ovo, quatro estadios larvais (L1-L4), pupa e adulto, fase em

que apresentam dimorfismo sexual (Figura 1.1).



(L1-14)

Figura 1.1: Ciclo biolégico dos flebotomineos. Fonte: (6)

Os ovos sao pequenos, e uma vez eclodidos, geram larvas, que séao de
dificil visualiza¢@o a olho nu nos primeiros estadios. As larvas alimentam-se da
matéria organica presente no solo e no decorrer do seu desenvolvimento
aumentam seu metabolismo e tamanho. Posteriormente, as larvas
transformam-se em pupas, que se fixam no substrato e ndo se alimentam.
Comeca entdo a fase da metamorfose que resultara no inseto adulto (6).

Machos e fémeas adultos necessitam de carboidratos como fonte de
energia e se alimentam de derivados de acUcares de origem vegetal, retirando-
os do néctar de flores e frutos, seivas de plantas e secrecfes de afideos (7). A
hematofagia restringe-se as fémeas, necesséria para a producao e maturacao
de seus ovos (1, 6, 8, 9). As fémeas de flebotomineos praticam a hematofagia
em diversos grupos de animais silvestres, tais como: mamiferos, anfibios e
répteis. Porém, com a degradacdo do ambiente silvestre, animais domésticos
como a galinha, o porco, o cao e o cavalo podem também ser fonte de sangue
para os flebotomineos (10-13).

A alimentag&o ocorre principalmente durante o periodo crepuscular em
gue um grande numero de insetos se agrega perto dos hospedeiros (14).
Apesar do repasto sanguineo realizado somente pelas fémeas, os machos
também séo atraidos para os hospedeiros onde demarcam territorio individual

e esperam pelas fémeas para o acasalamento (15). Essa atracdo aos
2



vertebrados ocorre em resposta a sinais quimicos emitidos pelos hospedeiros,
como o CO;, ou outros cairomodnios (16-18). Em experimentos de campo, por
exemplo, no ano de 1994, Hamilton e Ramsoondar (19) observaram que
diferentes populagdes de Lu. longipalpis (coldnias originarias de Jacobina e
Lapinha no Brasil) apresentaram respostas diferenciadas aos odores humanos
(19).

1.1.3 Importancia Médica Veterinaria

Os flebotomineos sdo vetores naturais de alguns agentes etiologicos de
doencas humanas e de animais, como protozoarios do género Leishmania, da
bactéria Bartonella bacilliformis e numerosos arborvirus (20), causando
problemas de salude ao homem e animais domésticos, tornando esses insetos
importantes para a saude publica (10, 21, 22).

A leishmaniose, principal enfermidade relacionada a estes patdégenos, é
composta por um grupo de doencas tropicais severas clinicamente
heterogéneas e distribuidas em todos os continentes, sendo endémica em 98
paises (23, 24). Estima-se que aproximadamente 350 milhfes de pessoas
estdo em risco de infeccdo e da ocorréncia de dois milhdes de novos casos
cada ano (25, 26). Apesar da grande importancia médica, a leishmaniose é
considerada uma doenca negligenciada uma vez comparada com outras
doencas tropicais (27, 28) e os flebotomineos ainda sdo pouco estudados.

Compreende um grupo de zoonoses causadas por protozoarios
flagelados do género Leishmania Ross 1903, da ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae. S8o heteroxénicos e parasitas intracelulares obrigatérios
em hospedeiros vertebrados. As principais manifestacdes clinicas observadas
sdo: Leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral (1, 29, 30).

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é considerada uma zoonose endémica
em mais de 88 paises do mundo e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estimou a ocorréncia de aproximadamente um milhdo de casos de LT, sendo
registrada no continente americano em quase todos o0s paises, exceto Canada,
Chile e Uruguai (24).



As espécies de Leishmania envolvidas na infec¢cdo sdo dermotropicas.
Quando o parasito € inoculado, uma lesdo cutanea, de aspecto péapulo-
vesiculoso, € formada no local da picada (Leishmaniose Cutanea - LC), que
pode evoluir para uma regressao espontaneamente. A infec¢do pode continuar,
surgindo les@es cutaneas disseminadas (Leishmaniose Cutanea Difusa - LCD)
invadindo mucosas, comumente da nasofaringea (Leishmaniose Cutanea
Mucosa - LCM) (31). No Brasil, as espécies de Leishmania que causam LC sdo
as Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia)
shawi, Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia)
lindenbergi. A LCD é causada por L. (L.) amazonensis, enquanto que na LCM a
espécie mais envolvida é a L. (V.) braziliensis (32-35).

De acordo com Alvar e colaboradores (36), os dez paises com maior
incidéncia de leishmaniose cutdnea sdo Afeganistéo, Argélia, Colédmbia, Brasil,
Ird, Siria, Etidépia, Sudéo, Costa Rica e Peru, onde ocorrem 70% a 75% dos
casos da infeccéo.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) consiste em um importante
problema de saude publica em muitos estados do Brasil. Nos ultimos anos, o
Mistério da Saude registrou uma média anual de 35 mil novos casos de LTA no
pais. Entre 2001 e 2010 foram registrados no Brasil 269.855 casos de LTA. A
regido Norte vem contribuindo com o maior niumero de casos (cerca de 37,3%
do total de casos registrados, no periodo) e com os coeficientes médios mais
elevados (66,9 casos por 100.000 habitantes), seguida das regides Centro-
Oeste (32,6 casos por 100.000 habitantes) e Nordeste (16,1 casos por 100.000
habitantes).

Sua importancia reside ndo somente na sua alta incidéncia e ampla
distribuicdo geografica, mas também na possibilidade de assumir formas que
podem determinar lesGes destrutivas, desfigurantes e também incapacitantes,
com grande repercussdo no campo psicossocial do individuo (31, 32). E uma
doenca com diversidade de agentes, de reservatérios e de vetores que
apresenta diferentes padrdes de transmissdo e um conhecimento ainda

limitado sobre alguns aspectos, o que a torna de dificil controle (37).



A leishmaniose visceral é uma doenca crbnica grave, potencialmente
fatal para 0 homem, cuja letalidade pode alcancar 10% quando n&o se institui o
tratamento adequado (38). No Brasil, é caracterizada por uma antropozoonose
endémical/epidémica rural e periurbana, com forte tendéncia a urbanizacéo (39,
40).

O agente etiologico é Leishmania (Leishmania) infantum e seu principal
vetor Lutzomyia longipalpis (41, 42), esta presente em grande parte do Brasil.
Também foi incriminado como vetor Lutzomyia cruzi no estado do Mato Grosso
do Sul (43, 44), com ocorréncia também no sul da Bolivia (45).

E considerado um problema de sautde publica com grande expansio
geografica (Figura 1.2). E responséavel por uma média anual de 300.000 casos
com mais de 20.000 mortes e o Brasil estd entre os seis paises que
representam 90% dos casos. Entre 2003 e 2009 foram registrados 34.583
casos de LVA no pais. Em 2009, a regidao Nordeste representou 47,5% dos
casos, seguida pelas regides Norte (19,2%), Sudeste (17,4%), Centro-Oeste
(7,4%) e Sul (0,2%) (24, 46).

Countries reported
imported VL cases

Saudi Arabia - 8
Russian Federation - 2
Belgium - 1

Finiand - 1

Repubiic of Moldova - 1

Number of new VL cases \_J
reported, 2013

Bl 1000
B 500-999
B 100-499 B No autochthoncus cases reported
=1 <100 [ Nodata

o ] Notappicable

Figura 1.2: Endemicidade da Leishmaniose Visceral, a nivel mundial, de 2013. Fonte: (47).

A Leishmaniose Visceral vem apresentando diferentes padrdes de
transmissao. Inicialmente estava associada a areas rurais, mas devido as

diversas modificacbes ambientais, ocorreu a expansdo das areas endémicas,
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levando a urbanizacdo da doenca, principalmente nas regides Sudeste e
Centro-Oeste do pais. No estado de Minas Gerais, por exemplo, a doenca
ocorre desde 1940, quando foram registrados 0s primeiros casos humanos na
regido Norte do Estado, em areas rurais. Diferente daquela época, atualmente,
84% dos casos confirmados de Leishmaniose Visceral sdo de pacientes

residentes em areas urbanas (48).

1.1.4 O complexo Lutzomyia longipalpis

Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) é o principal vetor da
Leishmania (Leishmania) infantum no Brasil. E a espécie que mais atende aos
critérios de competéncia vetorial, destacando a antropofilia correspondendo a
distribuicdo espacial dos casos humanos, assim como a infecgdo natural por
Leishmania (Leishmania) infantum (8, 40, 49).

No Brasil, Lu. longipalpis possui ampla distribuicdo geografica. Foi
colonizando gradualmente os ambientes rurais e no final dos anos 1980, esta
espécie iniciou sua introdu¢cdo no ambiente urbano, sendo encontrado
principalmente no intra e peridomicilio nas periferias das grandes cidades (42,
50).

O primeiro relato de variagbes em exemplares de Lu. longipalpis foi
observado por Mangabeira (51), que verificou diferencas morfolégicas nos
machos de duas populacbes do Estado do Pard e Estado do Ceara. Insetos
coletados no Estado do Pard apresentavam um par de pintas claras,
localizadas no quarto segmento abdominal (fen6tipo chamado de 1S) enquanto
que machos coletados no Estado do Ceara apresentavam dois pares de pintas
(fenétipo chamado de 2S) no terceiro e quarto segmento abdominal. Essas
diferencas fenotipicas (Figura 1.3) junto ao fato das duas formas serem
encontradas em condi¢Bes ecoldgicas distintas levaram o autor a propor de

qgue Lu. longipalpis pudesse ser um complexo de espécies.



i

Figura 1.3: Machos de Lutzomyia longipalpis com um par de pintas (A) e dois pares de pintas

(B) nos tergitos abdominais. Fonte: (52)

JA na década de 1980, Ward e colaboradores (53,54) realizaram
experimentos de cruzamento entre populacdes simpatricas e alopatricas com
diferentes niUmeros de pintas. Eles observaram uma baixa taxa de inseminacao
ap0os o0 cruzamento entre 0s insetos previamente capturados na mesma
localidade (populacdes simpatricas) e que possuiam tanto o morfotipo 1S como
0 2S. O mesmo resultado foi observado entre insetos com diferente numero de
pintas (2S e 1S) e provenientes de diferentes Estados (Ceara e Minas Gerais)
assim como também entre insetos oriundos de diferentes Estados e
apresentando o mesmo morfotipo 1S (53, 54).

Em 2008, Souza e colaboradores (55) realizaram novos experimentos de
cruzamento entre populacdes alopatricas, de insetos oriundos de Lapinha
(MG), Sobral (CE) e Natal (RG), como também entre populacdes simpatricas
de Sobral (CE), e seus resultados mostraram que as pintas ndo poderiam ser
utilizadas como caréater de diferenciacado taxonémica. Porém, foi visto que o
fendtipo de pintas poderia ser Gtil para distinguir duas espécies simpéatricas no
complexo Lutzomyia longipalpis. Isto foi verificado em Sobral (CE), onde
coexistem populagbes com machos apresentando ambos os tipos (1S e 2S), no
entanto, uma populacdo esta isolada reprodutivamente da outra (53-55).
Estudos em outros paises comparando amostras da Ameérica Central com a
Ameérica do Sul também sugeriram que Lu. longipalpis seja um complexo de

espécies (56, 57).



Diversas vertentes de estudos sustentam as idéias sobre a existéncia ou
nao de mais de uma espécie entre as populacdes brasileiras de Lu. longipalpis.
Segundo alguns autores, em analises de isoenzimas e de genes mitocondriais
ndo foram detectados um grau de divergéncias suficiente que suporte a
separacdo taxondmica entre as populacdes (58-60). No entanto, outras
pesquisas utilizando diferentes tipos de analises, incluindo tanto marcadores
moleculares (genes envolvidos com o comportamento sexual e microssatélites)
como sinais acusticos, mostraram diferencas que poderiam apontar uma

separacao entre as populacdes (55, 61-68).

1.2 Comunicac¢ao Quimica em Insetos

1.2.1 O estudo dos feromonios em insetos

A comunicagcdo entre 0sS organismos Vivos ocorre essencialmente
através de sinais sonoros e visuais, mas também por sinais quimicos para
transmissdo de informacdes entre individuos. Este tipo de linguagem é
considerado a mais antiga e difundida troca de informagdo na natureza,
utilizada por animais, plantas e microorganismos (69, 70).

Essa troca de mensagens entre 0s organismos é realizada através de
substancias quimicas, em geral, denominadas semioquimicos, termo
proveniente da palavra grega semeon que significa “marca ou sinal quimico”
(71). Estes podem ser subdivididos em aleloquimicos ou feroménios,
dependendo da acdo que provocam.

Os aleloguimicos séo substancias de acéo interespecifica, em que seus
compostos sao secretados por individuos de uma espécie e recebidos por
individuos de outra. Possuem um papel importante nas relacbes entre
predador-presa, herbivoro-planta, parasita-hospedeiro, entre outras (72, 73).

Estes podem ser cairoménios, que beneficiam a espécie receptora do estimulo;
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Alomoénios, que na grande maioria sdo caracterizados como substancias de
defesa, beneficiam a espécie emissora; E sinoménios, que sédo produzidos por
uma espécie e recebidos por outra, sendo que ambas as espécies sdo
beneficiadas (74).

Ja os ferombnios, sdo compostos quimicos de acédo intra-especifica.
Pherein, em grego, quer dizer carregar e horman, estimular. Esta terminologia
foi proposta por Karlson e colaboradores (75) para mencionar a substancia
quimica ou mistura de substancias que atuam como mensageiros entre
individuos de uma determinada espécie.

A comunicagao por feromonios representa uma ferramenta de grande
importancia nas atividades vitais dos insetos. Podem atuar provocando uma
acado imediata no comportamento dos individuos (desencadeadores) ou, por
outro lado, agir na fisiologia e desenvolvimento do organismo receptor
provocando uma resposta prolongada e mais lenta, designados de
preparadores (76). Diferentes tipos de feromdnios desencadeadores s&o
reconhecidos. Os comportamentos mais comuns Sao: agregacao,
acasalamento, deteccdo do perigo ou alarme, demarcacdo de espaco,
formacao de trilha ou escolha de locais para oviposicdo. Ja os feromonios
preparadores estdo geralmente relacionados a insetos sociais, como parte das
estratégias no estabelecimento e manutencdo da estrutura de colbnias.
Algumas respostas como o desenvolvimento reprodutivo ou a determinacéo
das castas séo reguladas por esse tipo de feromonios.

Apesar da classificagdo relacionada com o tipo de interacdo e modo de
acdo (Figura 1.4), os semioquimicos possuem ampla funcionalidade nos
organismos vivos e podem ser definidos em diferentes categorias dependendo

do ponto de vista com que se observa a acao provocada por eles (77, 78).



SEMIOQUIMICOS

FEROMONIOS ALELOQUIMICOS

INTRAESPECIFICO INTERESPECIFICO

/N T

PREPARADOR DESENCADEADOR ALOMONIO CAIROMONIO  SINOMONIO

MUDANCAS VANTAGEM
na/no / para \
FISIOLOGIA COMPORTAMENTO EMISS0OR RECEPTOR EMISSOR + RECEPTOR
( ) \ J
1 Y
Classificacdo de acordo com o Classificacio de acordo com o tipo
tipo de estimulo provocado interagdo entre organismos

Figura 1.4: Nomenclatura e classificagdo dos semioquimicos. Fonte: (52, 74).

1.2.2 Feromdnios no complexo Lutzomyia longipalpis

Apbs os diferentes estudos que derivaram de relatos das variacdes
fenotipicas em individuos de Lutzomyia longipalpis, a estrutura superficial dos
tergitos foi posteriormente examinada por Lane e Bernardes, em 1990 através
de observacdes em microscopio eletrbnico de varredura (79). Os
pesquisadores ainda descreveram areas sem as estruturas regularmente
distribuidas no resto do corpo de insetos adultos, conhecidas como
“‘macrotriquias”. Na mesma regido os pesquisadores ainda descreveram a
presenca de pequenas papulas com poros centrais, que poderiam representar
as estruturas de disseminagéao de feromonios. Maiores detalhes das principais
estruturas presentes na glandula foram ilustrados posteriormente em trabalhos
de ultraestrutura e técnicas de citoquimica que contribuiram com a descricdo
do epitélio glandular. Foram identificadas tipicas células secretoras conectadas
a cuticula através de dutos e a presenca de lipideos no citoplasma (80).

10



Com base nos estudos que mostraram que as estruturas das pintas —
denominadas de manchas tergais claras, foram coerentes com a localizacao do
sitio de producdo de feroménio em Lu. longipalpis (81-83), os compostos
extraidos destes tecidos foram ensaiados através de analises quimicas e de
comportamento, a fim de explorar os componentes quimicos que constituem o
feromonio. Aquele componente presente em maior abundéncia no tecido
analisado mostrou ser a responsavel pela atracdo das fémeas (84). Esses
compostos foram identificados como pertencentes a classe quimica dos
terpenos, uma vez analisados os feromoénios de diferentes populacdes de Lu.
longipalpis (85).

Os feromonios podem ser homosesquiterpenos, compostos de 16
carbonos ou diterpenos, compostos de 20 carbonos. Os homosesquiterpenos,
(S)-9-metilgermacreno-B e -3-metil-a-himacaleno, sdo 0s componentes
principais dos feromoénios das populacdes de Lapinha, (MG) e de Jacobina,
(BA) respectivamente. Enquanto que os diterpenos, que sdo isomeros de
cembreno, sdo 0os compostos ativos das populacbes de Santarém, (PA); e
Jaiba, (MG) entre outras respectivamente (85-89).

Dentre os feroménios ja descritos, 0s homosesquiterpenos sédo 0s Unicos
ja sintetizados. O ferom6nio sexual sintético (z)-9-metilgermacreno-B foi
produzido a partir de um prercursor de uma planta — Geranium macrorrhizum, e
neste estudo, foi demonstrado sua capacidade de atracdo em flebotomineos
fémeas no laboratério. Ainda, 0s pesquisadores desenvolveram um
dispensador deste feromonio, utilizado em trabalhos de campo, onde
observaram a atracdo de machos e fémeas em galinheiros experimentais
compostos de armadilhas luminosas e armadilhas adesivas (90).

Ja em 2010, Bray e colaboradores (91) testaram o dispensador de
feromodnio sintético com capacidade de liberacdo ao longo de uma noite em
galinheiros experimentais tratados com inseticida e sugeriram que esta poderia
ser uma ferramenta eficaz para controle de flebotomineos através da
combinacdo com regimes de borrifacdo de inseticidas ja existentes nos
Programas de Controle de Leishmanioses (91).

ApoGs os estudos que demonstraram a eficacia do feromonio sintético,

através de um simples dispositivo utilizado no campo, os pesquisadores
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aumentaram a concentracdo de feromonio carregado em cada dispensador e
aperfeicoaram sua area de superficie, que o tornou mais eficaz, podendo atrair

o Lu. longipalpis por até doze semanas (92).

1.3 Controle de flebotomineos

1.3.1 Borrifagdo de inseticidas de acgéo residual

Devido as caracteristicas epidemiolégicas da Leishmaniose Visceral
bem como a falta de conhecimento de alguns elementos na cadeia de
transmissdo, as estratégias de controle ainda sao pouco efetivas. O controle
quimico utilizado para reducdo da populacdo de flebotomineos integrado a
outras medidas, como diagndstico e tratamento precoce, eliminacdo de
reservatorios e educacdo em saude, representam atualmente as estratégias
utilizadas no combate a esta endemia.

A utilizacdo de inseticidas de acdo residual é a medida de controle
vetorial que tem como objetivo reduzir e\ou eliminar os flebotomineos com
efeito prolongado, evitando assim o contato entre o vetor e a populacéo
humana. Seu uso é recomendado para as seguintes areas: com registro de
primeiro caso autéctone de LV humano, apds investigacdo entomoldgica; com
transmissdo moderada e intensa; com surto, nas quais o controle € realizado
por meio de ciclos de borrifacdo no intradomicilio e abrigo de animais e anexos.
Os produtos quimicos para combater os vetores sdo considerados insumos
estratégicos, e seu fornecimento para os estados e municipios esta garantido
pelo Ministério da Saude, conforme determinado na Portaria n°® 1.399, de 15 de
dezembro de 1999 (93).

Apesar de ser recomendada pelo Ministério da Saude, esta estratégia €
insuficiente para o controle de vetores e incapaz de impedir a progressdo da
leishmaniose visceral no pais. Em relacdo aos inseticidas, poucos estudos

avaliam a resisténcia destes em flebotomineos. Embora a maioria das espécies
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seja susceptivel as principais classes de inseticidas, existem evidéncias de
alguns flebotomineos estarem desenvolvendo resisténcia (94). Isto ainda néo
foi demonstrado em Lu. longipalpis, mas existem indicios de ocorréncia nesta
espécie (95, 96). Assegurar a concentracdo ideal de inseticida e o niumero de
aplicacdes para matar os flebotomineos é um fator importante para evitar o
aparecimento de resisténcia (97, 98). Recentemente, Pessoa e colaboradores
(99) realizaram testes de suscetibilidade ao alfa-cipermetrina em Lu.
longipalpis. Por meio de bioensaios em laboratério e no campo, os autores
consideraram que a populagdo de Lu. longipalpis estudada foi classificada
como adequada para a linha base de susceptibilidade da linhagem referéncia
de acordo com critério recomendado pela Organizacdo Pan-Americana da
Saude, demonstrando que os insetos sdo susceptiveis a inseticidas testados
no campo (99).

Além do risco de desenvolvimento de resisténcia, ainda ndo esta claro
que a borrifagdo de inseticida residual tanto nas casas ou em abrigos de
animais, como os galinheiros, contribuem no controle da transmissdo da
doenca. Algumas evidéncias indicam que o efeito residual da borrifacdo nas
paredes de casas pode ser curto (100, 101). A eficacia da borrifacdo residual
pode depender também, do grau de adaptacédo dos flebotomineos ao ambiente
tratado. Assim, esta metodologia de controle se torna mais eficaz em areas
urbanas, onde cada casa e abrigo de animais sdo mais tratados do que nas
areas rurais. Nas areas rurais as moradias borrifadas séo poucas e dispersas e
0s insetos que picam o homem e 0s animais domésticos representam uma
pequena proporcédo do total da populacéo do vetor (94).

A utilizacdo de inseticidas de acao residual pode parecer uma estratégia
efetiva para o controle de Lu. longipalpis, reduzindo o niumero de flebotomineos
por meio da borrifacdo em locais de agregacdo como os galinheiros (102).
Porém, a borrifacdo mata também os machos que chegam primeiro nestes
locais para estabelecer a agregacdo em si e formar o “lek™. Acredita-se que,
com a morte dos machos ndo ha a producédo de feromonio e impossibilita a
continuacdo da agregacdo e, consequentemente, da morte de um ndamero

significante de fémeas de flebotomineos. Como consequéncia estes insetos se

! Lek: Termo em inglés que corresponde ao comportamento de agregacado de insetos.
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deslocam para locais ndo tratados, se aproximando do homem e animais
domésticos como os cées (91, 103). Desta forma o uso de métodos de controle
que interrompa este mecanismo pode aumentar a possibilidade de

leishmaniose visceral para novas areas.

1.3.2 Mosquiteiros impregnados de longa duracao (MILDs)

O controle integrado de insetos é o uso de diferentes formas de controle
simultaneamente, tornando a estratégia mais eficaz e com menor probabilidade
de desenvolvimento de resisténcia.

Os mosquiteiros tratados com inseticidas de longa duracdo (MILDs)
junto com a borrifacdo intradomiciliar representam as principais intervengoes
para o controle dos anofelinos, vetores dos agentes causadores da Maléria. De
acordo com a OMS, sado medidas eficazes na reducdo da transmissao de
Malaria e da carga da doenca (104, 105).

A utilizacdo dos MILDs como método de controle de insetos tém como
finalidade formar uma barreira fisica, reduzindo o contato do vetor com o
individuo, além de servir como controle quimico (barreira quimica), devido as
particulas de inseticida presente entre os polimeros que formam suas fibras.
Dessa forma, quando o inseto entra em contato com o mosquiteiro, essas
particulas interagem com o0s receptores existentes nas patas, atingindo seu
sistema nervoso central, e posteriormente causando sua morte.

O primeiro estudo sobre avaliacdo dos mosquiteiros impregnados foi
feito por Brun & Sales (106) com inseticidas organofosforados. Com o
aparecimento dos inseticidas piretroides, a possibilidade da utilizacdo de
mosquiteiros impregnados tornou-se mais promissora. Ranquel et al. (107), em
Mali, foram os primeiros a realizar ensaio em grande escala.

Muitos trabalhos realizados em paises da Africa e em Papua Nova
Guiné indicaram que os MILDs podem contribuir para a reducao da intensidade
de transmissdo da maléaria (108, 109); no niumero de casos de malaria grave
(110) e nas taxas de mortalidade infantil (111). J& no Brasil, sdo escassos 0S

estudos com mosquiteiros impregnados de longa duracgao.
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O uso de mosquiteiros impregnados ainda ndo é reconhecido
oficialmente pelo Ministério da Saude como uma estratégia de controle para as
leishmanioses no Brasil. Porém, alguns estudos em diferentes paises
demonstram a possibilidade do uso do mosquiteiro para protecdo pessoal
contra flebotomineos e, como consequéncia, na reducdo no niumero de novos
casos da doenca. Em 2003, na Turquia, Alten e colaboradores (112,113)
demonstraram a eficAcia do uso de mosquiteiros impregnados com
deltametrina na reducéo na taxa de picada em individuos que dormem fora das
casas em areas nas quais foram realizados estudos de intervencao (112, 113).
Outro resultado similar foi encontrado em um estudo desenvolvido em duas
cidades Iranianas, onde o0s pesquisadores observaram uma diferenca
significativa na reducéo da incidéncia de novos casos de leishmaniose cutanea
em areas que receberam os mosquiteiros (114).

Em 2008, Ostyn e colaboradores (115), em uma revisao, mostraram que
a borrifacdo residual intradomiciliar com inseticidas tem sido praticamente a
Gnica estratégia para o controle da leishmaniose visceral utilizada no
subcontinente indiano atualmente, e sugerem que os MILDs podem aumentar
os beneficios no controle de vetores (115). Ja& em 2014, outro trabalho
realizado na Turquia mostrou a eficAcia do mosquiteiro impregnado com
permetrina na reducdo de 92.2% de casos anuais de leishmaniose cutanea
(116).

No Brasil, estudos de mosquiteiros impregnados com deltametrina
demonstraram uma reducdo na taxa de ocorréncia de leishmaniose visceral
americana (LVA) pelo vetor Lu. longipalpis em seres humanos, e um aumento
na mortalidade de flebotomineos em comparacdo com as redes nao tratadas
(117). No entanto, de acordo com o0s pesquisadores, como consequéncia do
habito alimentar crepuscular de Lu. longipalpis, mosquiteiros utilizados como
protecdo pessoal oferecem protecédo limitada contra LVA em que mais de 50%
das picadas ocorrem no inicio da noite, geralmente antes do horario em que as
pessoas dormem sob as redes.

Apesar de muitos estudos demonstrarem a importancia do uso de
mosquiteiros impregnados para protecdo pessoal reduzindo a taxa de picada

de flebotomineos e, consequentemente, na reducédo do risco de infeccédo das
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leishmanioses, a maioria destas pesquisas ndo foi delineada para avaliar a
acao e eficicia inseticida do mosquiteiro contra os flebotomineos. Dessa forma,
Bray & Hamilton (118), desenvolveram o primeiro estudo em laboratério com a
aplicacdo do mosquiteiro impregnado com permetrina fixado em uma superficie
de madeira que poderia atuar como uma alternativa para a borrifacdo de
inseticida residual no controle de Lu. longipalpis, vetor da L. (L.) infantum. Os
pesquisadores avaliaram a eficacia destes tratamentos em matar o0s
flebotomineos e observaram que em uma hora apds a exposicéo, a borrifacéo
com lambda-cialotrina matou mais insetos que o mosquiteiro. Eles também
avaliaram o efeito destes inseticidas em 6 e 12 meses apds exposicdo e
demonstraram que o0 mosquiteiro mantém seu efeito em matar
aproximadamente 100% dos flebotomineos, enquanto que o efeito residual da
borrifacdo reduziu aproximadamente 80% apds 6 meses. Com os resultados
encontrados, os autores sugeriram que o MILD pode ser uma solugéo de longo
prazo para matar estes insetos e que poderiam ser fixados em galinheiros ou
outros abrigos de animais substituindo entdo a borrifacdo em locais de

agregacao (118).

1.4 JUSTIFICATIVA

Os galinheiros sao locais comuns de agregacdo de Lutzomyia
longipalpis, oferecendo ao vetor tanto a alimentacdo sanguinea quanto
superficies adequadas como paredes e poleiros para corte e acasalamento,
tornando esses locais importantes na dindmica de transmisséo da leishmaniose
visceral.

A borrifacdo de inseticidas de acao residual apresenta algumas
limitacdes: além da falta de conhecimento sobre o efeito dessa técnica em
flebotomineos, o alto custo da aplicagdo e manutencdo, pode também,
influenciar na interrup¢cdo do “Lek” e, consequentemente, no deslocamento
desses insetos para areas nao tratadas. Esta estratégia de controle, portanto, é
dificil de ser aplicada de forma eficaz. Devido ao grande numero de locais
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potenciais de agregacdo existentes, € inviavel o tratamento de todos com
inseticida, além dos danos que esta acdo poderia causar ao meio ambiente e
outros seres Vivos.

Mosquiteiros impregnados de longa duracdo pode ser uma estratégia
vantajosa, com um melhor custo-beneficio, capaz de proteger o individuo tanto
como uma barreira fisica quanto quimica contra insetos vetores. No Brasil, os
estudos com mosquiteiros impregnados sao escassos, mas pesquisadores de
outros paises apontam sua eficacia na reducdo da incidéncia de casos de
leishmaniose. O horéario de pico de atividade dos flebotomineos pode ser um
fator que faz esta estratégia ter um efeito limitado quando utilizada para
protecdo pessoal (barreira fisica). Porém, se utilizado para matar
flebotomineos, fixado nos locais de agregacdo e descanso destes insetos,
como em paredes de galinheiros, pode ser uma alternativa direta ao uso da
borrifacdo. Por ter um efeito de longa duracdo, ndo € necessaria a reaplicacao
com a mesma freqiiéncia que a borrifacdo, o que gera um baixo custo no seu
uso, além de ser de facil manuseio e ndo precisar de equipamento especifico.

Ja o feromobnio sintético pode ser associado ao mosquiteiro impregnado
para aumentar sua eficacia, uma vez que devido a sua alta concentracao, atrai
mais insetos competindo com sucesso contra os niveis de feromonio liberado
pelos machos em locais de agregacdo nao tratados e o mosquiteiro, por sua
vez, pode matar mais flebotomineos que chegam para se estabelecer nesses
locais de agregacdo. Com isso, estas duas estratégias passam a ter o efeito
conjugado de “atrair e matar” os flebotomineos. Utilizados atualmente para o
monitoramento e controle de pragas agricolas, sdo substancias praticamente
atoxicas, e poderdo ocupar um importante papel no controle de vetores, ja que
sdo especificos para a espécie alvo e ndo afetam outros seres vivos e 0 meio
ambiente.

Dessa forma, este é o primeiro estudo que avalia a possibilidade da
utilizacdo do mosquiteiro impregnado de longa duracdo como uma alternativa
de controle de Lu. longipalpis em locais de agregacdo associado a um
dispensador de feromdnio sintético (x)-9-metilgermacreno-B para aprimorar a

eficacia desta estratégia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v Avaliar o uso do mosquiteiro impregnado de longa duragdo com
alfa-cipermetrina (Interceptor-Basf) associado ao feromonio
sintético de flebotomineos (%)-9-metilgermacreno-B como uma

nova estratégia para o controle de Lutzomyia longipalpis.

2.2 Objetivos Especificos

v' Comparar a acao e eficacia da estratégia associada: feromoénio
sintético em conjunto com mosquiteiro impregnado com alfa-
cipermetrina feroménio sintético junto com a borrifacdo de

lambda-cialotrina.

v' Avaliar a capacidade do mosquiteiro impregnado com alfa-

cipermetrina em matar flebotomineos.

v' Comparar a eficacia do mosquiteiro impregnado com a borrifagédo

na mortalidade de Lu. longipalpis

v Avaliar a acdo do efeito residual do mosquiteiro impregnado e da
borrifacdo na mortalidade de Lu. longipalpis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideracdes éticas

Este projeto possui a autorizacdo e licenca para captura de
flebotomineos e autorizagdo do SISBIO n° 32669-4 — IBAMA, para

experimentos de campo com o feromdnio sintético (+)-9-metilgermacreno-B.

3.2 Areade Estudo

Governador Valadares (18 ° 51 '12 "S 41 ° 56' 42" O) € um municipio da
regido leste do estado de Minas Gerais e esta inserido no Vale do Rio Doce, na
regido sudeste do Brasil. A cidade possui 263,689 habitantes distribuidos em
150 distritos (119). O clima da regido é quente e umido com temperatura média
de 25,6°C. A topografia € caracterizada por um relevo montanhoso. A
vegetacdo de floresta decidual e savana faz parte do ecossistema de Mata
Atlantica. Com a exploracdo madeireira no passado, algumas espécies nativas
foram substituidas por pastagens, mas alguns representantes estdo em areas
de protecdo ambiental no entorno do municipio.

Governador Valadares é uma area endémica de LVA, onde casos da
doenca sdo registrados desde a década de 1960 (120, 121). Quando o
programa de controle de leishmaniose visceral foi adotado, 0 municipio passou
a ser considerada uma “area endémica controlada”. Ja nos anos 1990, as
medidas de controle bem como a vigilancia epidemiolégica ndo foram
realizadas regularmente na regido, ocasionando a falta de notificacdo de casos
humanos até 2007, em visto que de acordo com os dados do SINAN, de 2001
a 2006 foram registrados apenas 5 casos (122).

Desde 2008, casos humanos de LVA comegaram a ser registrados no

municipio de Governador Valadares, que passou a ser considerado um foco
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reemergente desta endemia. De 2008 a 2011, 86 casos foram notificados, com
14 6bitos (120). Ainda, de acordo com Barata e colaboradores (120), 4.992
casos foram diagnosticados em cées neste mesmo periodo, com o0 encontro e
predominancia do vetor Lu. longipalpis na regido. Mais recentemente, de 2012
até janeiro de 2015, 46 casos humanos foram confirmados, com 4 6bitos (122).

Os experimentos de campo foram realizados no bairro Vila Parque
Ibituruna (Figura 3.1), e a escolha das residéncias para o estudo foi realizada
de acordo com o0s seguintes critérios: duas residéncias nas quais deveriam ter
um quintal e um galinheiro, além da presenca de Lu. longipalpis com producédo
do feromoénio (S)-9-metilgermacreno-B. Para a selecdo desses locais foi
realizada uma visita e uma coleta piloto em Julho de 2014, na qual realizamos
uma captura de flebotomineos para o encontro de Lu. longipalpis através da
instalacdo de duas armadilhas luminosas HP tipo CDC nas duas residéncias de
escolha que permaneceram ligadas aproximadamente 16 horas. A confirmagéo
da presenca do feromdnio (S)-9-metilgermacreno-B nos exemplares machos de
Lu. longipalpis capturados foi executada conforme descrito na subsegéao 3.8.

L

. Av. Caparao, 343 -
Parque [bituruna

Figura 3.1: Foto de satélite da area de trabalho. No ponto vermelho estdo localizadas as

residéncias de estudo. Governador Valadares, Minas Gerais. Fonte: Google Earth.
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3.3 Dispensadores de feromdnio sintético

Para a analise no campo, foi utilizado um dispensador de longa duracéo
capaz de liberar o feromonio sintético a uma taxa semelhante lancada por 450
machos por hora. Cada dispensador consiste em uma bolsa de plastico selada
de 30 cm? carregada de 10 mg de feromoénio sintético (+)-9-metilgermacreno-B
(Figura 3.2). Feromdnio sintético puro foi diluido em hexano, para obter uma

solucéo a ser distribuida em cada dispensador (92).

Figura3.2: Modelo de dispensador de feromdnio sexual sintético. Fonte: Vanessa Barbosa

3.4 Escolha dos inseticidas

A borrifagdo de inseticida de acdo residual foi realizada conforme
recomendacdo do Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral:
Lambda-cialotrina (piretroide classe Ill) — KARATE ZEON 50 CS na formulagéo
em suspensdao de encapsulado, 100 ml + 10L de H20 (93).

O mosquiteiro de escolha esta conforme recomendacdo do Ministério da
Saude para o controle de vetores da Malaria: Alfa-Cipermetrina (piretréide
classe Il) 6,7g/kg ou 200mg/mz2 — Interceptor, Basf.
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Mosquiteiro e borrifacdo foram aplicados em painéis de madeira de 50
cm x 50 cm e 4 mm de espessura. Os painéis foram fixados em caixas de
madeira que representaram os galinheiros experimentais utilizados neste

estudo (Figura 3.3).

Figura 3.3: Borrifagdo (A) e Mosquiteiro (B) aplicados nos painéis de madeira. Fonte: Vanessa

Barbosa.

3.5 Galinheiros experimentais

Os galinheiros experimentais foram confeccionados com caixas de
madeira constituidas de quatro painéis (55 cm x 105 cm), encaixados e presos
com lacres de plastico para formar uma caixa aberta (Figura 3.4). Cada painel
possui trés orificios para facilitar a saida do odor do hospedeiro (galinha). Na
borda superior um cabo de madeira foi colocado como suporte da armadilha
luminosa HP do tipo CDC.

Experimentos de campo com este tipo de caixa ja foram testados
anteriormente para captura de flebotomineos e andlises com feroménio e
borrifagdo de inseticida (90, 91).
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Os painéis tratados com os inseticidas foram fixados em cada lado do

interior das caixas de madeira.

Figura 3.4: modelo de galinheiro experimental confeccionado com caixa de madeira. Fonte:

Vanessa Barbosa.

3.6 Experimentos de campo

Para o presente estudo, os experimentos de campo foram divididos em

duas fases:

0] Fase 1: avaliar a capacidade do mosquiteiro impregnado em matar
flebotomineos e comparar sua eficAcia com a acdo da borrifacdo na
mortalidade de Lu. longipalpis. Foram realizados trés experimentos de
campo, aproximadamente um a cada dois meses (Tabela 3.1). Ambos
os tratamentos (mosquiteiro e borrifacdo) foram associados ao
feroménio sintético para aumentar a captura de Lu. longipalpis. Ao final
de cada experimento, os painéis tratados eram acondicionados em local

coberto impedindo a exposicéo dos inseticidas as intempéries.
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(i) Fase 2: avaliar e comparar o efeito residual do mosquiteiro impregnado e
da borrifacdo por um periodo de 4 meses. Nesta fase, os tratamentos
também foram associados ao feroménio sintético para aumentar a
captura de Lu. longipalpis Para esta andlise, ao final do Ultimo
experimento da fase 1, os painéis foram expostos (Figura 3.5) e assim
permanecerem para mais dois experimentos de campo realizados a

cada dois meses.

Figura 3.5: Painéis tratados e expostos para o desenvolvimento da fase 2 dos experimentos de
campo. Fonte: Vanessa Barbosa.

Tabela 3.1: Cronograma de atividades de campo

Atividades I N

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

Coleta preliminar de Lutzomyia longipalpis

Experimentos de campo Fase 1

Experimentos de campo Fase 2
Analise periddica do feroménio

A montagem do material nos quintais das duas residéncias foi realizada
de acordo com a metodologia descrita a seguir:

Cada quintal recebeu quatro galinheiros experimentais (Figura 3.7),
divididos em dois pares e posicionados com 5 metros de distancia entre cada
um. Cada galinheiro experimental era composto de uma armadilha luminosa
com uma gaiola de pano para captura de flebotomineos; um dispensador de
feromobnio sintético acoplado na parte interna da tampa da armadilha para
garantir e aumentar a captura de Lu. longipalpis; e uma galinha no interior da

caixa, para garantir a fonte de odor de um hospedeiro, representando um local
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de agregacdo deste vetor. Ainda, em cada réplica, uma caixa recebeu o0s
painéis tratados com o mosquiteiro impregnado e a outra caixa, a borrifacdo de
inseticida residual.

Para monitoramento da sobrevivéncia de flebotomineos sem exposicao
aos inseticidas, foi instalada em cada casa uma armadilha luminosa HP sem
influéncia dos tratamentos e do feromonio sintético, conforme ilustrado na

figura 3.6.

Figura 3.6: Casa 1: local de experimento de campo com a presenca de galinheiro experimental
e armadilha luminosa HP de monitoramento. Fonte: Vanessa Barbosa.

Figura 3.7: Casa 2: local de experimento de campo com a presenca de galinheiros
experimentais. Fonte: Vanessa Barbosa

Os experimentos de campo eram iniciados ao entardecer
(aproximadamente as 18:00), coincidindo com o inicio do periodo de atividade
dos flebotomineos. A cada manha (aproximadamente as 8:00) as gaiolas eram

recolhidas dos galinheiros experimentais, os flebotomineos capturados eram
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retirados de todas as gaiolas e com auxilio de uma lupa, os espécimes de Lu.
longipalpis eram separados e contados em vivos e mortos, machos e fémeas.
Os espécimes vivos eram mantidos em condigcbes adequadas e uma nova
contagem era feita 24 horas apoés inicio de exposicdo dos flebotomineos aos
tratamentos (aproximadamente as 18:00), considerando o habito crepuscular
destes insetos. ApdOs as contagens, os espécimes de Lu. longipalpis e outros
flebotomineos foram mantidos em alcool 70% para posterior confirmacdo e
identificacdo no laboratario.

A cada manh@, as caixas de cada par eram invertidas de posi¢do para
evitar qualquer influéncia de atracdo de flebotomineos para um dos
tratamentos.

Cada experimento de campo foi conduzido durante cinco dias e quatro

noites.

3.7 ldentificacao de flebotomineos

A identificacdo de exemplares machos de Lu. longipalpis era confirmada
através da visualizacdo em lupa das estruturas da genitélia e a presenca de
manchas tergais claras localizadas no abddémen. Para futuros estudos
moleculares de infeccdo por Leishmania spp, as fémeas de Lu. longipalpis
foram preservadas em microtubos de polipropileno de 1,5 ml em solucao de
DMSO a 6%, e posteriormente foram dissecadas para confirmar a identificacao,
observando a cabeca e espermateca através de microscopia otica, segundo
técnica empregada por Lainson (1997), com modificacbes (123).

Outros flebotomineos capturados foram montados entre lamina e
laminula (Figura 3.8), seguindo técnicas de montagem de rotina do Centro de
Referéncia Nacional e Internacional para Flebotomineos do Centro de
Pesquisa René Rachou - Fiocruz. As laminas foram examinadas no
microscopio Optico (Biosystems — Medilux, modelo L2000C) para a
identificacdo das espécies de flebotomineos, de acordo com a classificacdo de
Galati (3).
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O protocolo utilizado na montagem dos flebotomineos foi o seguinte: os
insetos permaneceram, em média, 16 horas no hidroxido de potassio (KOH) a
10%, para clarificacdo. Para neutralizar o processo de clarificacdo foram
transferidos para acido acético a 10% por 15 a 20 minutos. Logo apos,
passaram por uma desidratacéo seriada: alcool 70% - 10 minutos, alcool 90% -
10 minutos e alcool 100% - 10 minutos. Em seguida, colocados no eugenol por
no minimo 24 horas, para a diafanizagéo das estruturas.

Apos finalizacdo do processo acima descrito, cada inseto foi colocado na
lamina sob uma gota de balsamo do Canada, com o auxilio de dois estiletes de
pontas finas. Nas fémeas separou-se a cabecga, o torax e o abdome, a fim de
visualizar as espermatecas e o cibario. Os exemplares machos foram
montados separando a cabeca do resto do corpo. Em seguida, uma laminula
foi colocada sobre o exemplar. E foi levado a estufa (37°C) para secagem e
apos 72 horas, colocou-se esmalte incolor em volta da laminula para sua

impermeabilizacao.

2=

Figura 3.8: Fotos de laminas de flebotomineos visualizados ao microscépio 6ptico. Lutzomyia
longipalpis macho (40x); Genitalia masculina de Lu. longipalpis (100x).; Fonte: Andressa
Fuzari.
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3.8 Analise do feromonio

Para monitoramento do tipo de populacdo de Lu. longipalpis estudada
foram realizadas andlises periodicas do ferombnio. A cada duas coletas eram
separados aproximadamente 10 machos vivos. Estes exemplares eram mortos
por congelamento a -20°C e imediatamente transferidos individualmente para
pipetas de vidro contendo cerca de 10 ul de hexano. Para cada ensaio, 1ul da
substancia contendo extratos de ferombnio no hexano foi injetada em
Cromatografo (Sigma-Aldrich Chem. Co, Dorset, UK). A andlise da constituicdo
do feroménio foi realizada através de espectrometria de massa com

cromatografia gasosa acoplada (89).

3.9 Analise dos dados

Para comparagdo do numero total de espécimes de Lu. longipalpis
capturados nas caixas tratadas com o mosquiteiro impregnado e nas caixas
borrifadas, utilizamos o Teste t-Student para amostras pareadas para calcular a
diferenca do total de espécimes capturados entre cada par de galinheiros
experimentais considerando o intervalo de confianca de 95% e valor de p <
0.05 significante estatisticamente.

Foi calculada a taxa de mortalidade de Lu. longipalpis em mosquiteiro
impregnado e borrifacdo na fase 1 dos experimentos de campo para comparar
a efichcia destes dois tratamentos na mortalidade de flebotomineos.

Consideramos a taxa de mortalidade de acordo com a seguinte férmula:

°d t
Tazxa de mortalidade (%) = ( n_gce mortos ) x 100

n° de capturados

Para comparacdo do efeito residual do mosquiteiro impregnado e da
borrifacdo na mortalidade de Lu. longipalpis nos experimentos de campo da
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fase 2 realizamos a analise de variancia ANOVA para analisar o efeito residual
de um determinado tratamento comparando os trés intervalos de tempo de sua
exposicao (0, 2 e 4 meses) considerando p < 0.05 significante estatisticamente.
Para essa analise, foi considerada a mortalidade dos flebotomineos apés 24
horas de cada experimento.

A analise de sobrevivéncia dos espécimes de Lu. longipalpis capturados
nas armadilhas de monitoramento foi realizada através do teste t-Student para
amostras pareadas, comparando o numero de flebotomineos capturados com o
namero de mortos apos 24 horas de cada experimento.

Todos as analises foram realizadas no software MiniTab 17. Os graficos
foram obtidos no software GraphPad Prism 6 e Excel 2010.
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4 RESULTADOS

Em 5 experimentos de campo, totalizando 20 noites de captura, foram
coletados 3391 flebotomineos, dos quais 98,4 % (n = 3337) foram identificados
como Lutzomyia longipalpis. Os outros espécimes foram identificados como

Evandromyia cortelezzii representando 1,6 % (n = 54).

Na identificacdo do feromonio sexual de machos de Lutzomyia
longipalpis através da técnica de espectrometria de massa com cromatografia
gasosa acoplada, os 10 machos analisados de cada més conforme o
cronograma (tabela 3.1), todos os quimiotipos foram identificados como (S)-9-
metilgermacreno-B. O fendtipo de todos exemplares machos de Lu. longipalpis
capturados foram caracterizados como 1S.
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4.1 Experimentos de campo da Fase 1

No periodo de 3 experimentos de campo foram coletados um total de
1908 espécimes de Lu. longipalpis nos quintais das duas residéncias em area
periurbana do municipio de Governador Valadares, MG. Deste total, 65%
(n=1240) foram capturados nos galinheiros experimentais que estavam fixados
0S mosquiteiros impregnados contendo o dispensador de feromonio sintético, e
35% (n=668) capturados naqueles que foram tratados com a borrifacdo
também com feromoénio sintético, apresentando uma diferenca significativa p <
0.05 (Figura 4.1).

Total coletados de espécimes de Lutzomyia longipalpis

= 64.99% Mosquiteiro
35.01% Borrifagcéo

Total=1908

Figura 4.1: Comparagédo do total de espécimes de Lutzomyia longipalpis capturados na fase 1
nos galinheiros experimentais tratados com Mosquiteiro e Borrifacdo, com ambos tratamentos
associados ao feromdnio sintético. Teste T pareado para comparacao do total de espécimes
coletados nos dois tratamentos: (Média Mosquiteiro = 34,4; Média Borrifacdo = 18,5; Teste t-
Student pareado = 2,55; Valor p = 0,017).
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Para avaliacdo dos tratamentos apdés uma noite de experimento
(aproximadamente 14 horas), foram comparadas as taxas de mortalidade de
cada réplica entre mosquiteiro impregnado e borrifagdo. Os galinheiros
experimentais que foram borrifados foram capazes de matar 100% dos
espécimes de Lu. longipalpis capturados enquanto os que receberam o
mosquiteiro mataram 92,8% do total de espécimes capturados. Ambos o0s

tratamentos estavam associados ao feromonio sintético.

Comparacao da eficacia dos tratamentos em 14 horas

150-

9

< 1004 ——

S Mortalidade (%):

T

£ = Mosquiteiro = 92,8%

EO Borrifacédo = 100%
0 .

Mosquiteiro Borrifagao

Figura 4.2: Comparagdo das taxas de mortalidade de mosquiteiro impregnado e borrifagédo
associados ao feromdnio sintético em 14 horas do total de experimentos de campo na fase 1.
Taxa de mortalidade de Lu. longipalpis nos galinheiros experimentais com mosquiteiro
impregnado foi de 92,8% e e com a borrifacdo foi de 100%.
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Quando a mesma comparacdo foi realizada apos 24 horas
(aproximadamente as 18:00), do inicio de exposi¢cdo dos flebotomineos aos
tratamentos, a taxa de mortalidade dos espécimes de Lu. longipalpis
capturados nas caixas com mosquiteiro (96,7%) e borrifacdo (100%)
apresentaram eficacia semelhante. Ambos os tratamentos estavam associados
ao feromdnio sintético. Ndo foi realizada uma analise estatistica para essa

comparacao pois a taxa de mortalidade na borrifacdo ndo teve variagdo e os
dois tratamentos foram semelhantes.

Comparacao da eficacia dos tratamentos em 24 horas

150+
=
:; 100+ ———— e
i Mortalidade (%)
o
g E6- Mosquiteiro = 96,7%
[s) Borrifacdo = 100%
=

0 T

Mosquiteiro Borrifagao

Figura 4.3: Comparacdo das taxas de mortalidade de mosquiteiro e borrifagdo associados ao
feromdnio sintético em 24 horas do total de experimentos de campo na fase 1. Taxa de

mortalidade de Lu. longipalpis nos galinheiros experimentais com mosquiteiro impregnado foi
de 96,7% e e com a borrifacdo foi de 100%.
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Na fase 1 dos experimentos de campo podemos observar que, com este
resultado, os dois tratamentos associados ao feromoénio sintético possuem
eficacia em “atrair e matar” os espécimes de Lu. longipalpis. Dos 1240
espécimes capturados nos galinheiros experimentais com mosquiteiro, 45
sobreviveram apds 24 horas, enquanto que na borrifacdo, todos morreram

nesse mesmo periodo (n=668).

Comparacao dos tratamentos na fase 1

1500+

1240 1195
)
1)
% 1000+
2 668 @8 Mosquiteiro
a il Borrifagéo
$ 500-
o
c

45 0
0' T T — T
Coletados Mortos Sobreviventes

Figura 4.4: Comparagéo entre mosquiteiro e borrifagdo associados ao ferom6nio sintético do
numero de espécimes de Lu. longipalpis coletados, mortos e sobreviventes nos experimentos
de campo na fase 1.
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Quando analisamos o0s espécimes capturados nas armadilhas sem
tratamento e sem feromoénio podemos observar uma diferenca significativa p <

0,001 entre o total de coletados e mortos em 24 horas (Figura 4.5).

Comparacao entre o total de espécimes coletados
e mortos nas armadilhas de Monitoramento

25-
»n 204
g Coletados
\g 15- n =294
&
@ 40- Mortos
2 n=119
o
c 54
0

Coletados Mortos

Figura 4.5: Compara¢édo do nimero de espécimes coletados e mortos de Lu. longipalpis nas
armadilhas de monitoramento dos experimentos de campo na fase 1. Teste t-Student pareado:
(Média Coletados = 16,3; Média Mortos = 6,6; Teste T = 5,29; Valor p = 0,000).
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4.2 Experimentos de campo da Fase 2

Na fase 2 dos experimentos de campo foram coletados um total de 1429
espécimes de Lu. longipalpis nos quintais das duas residéncias em area
periurbana do municipio de Governador Valadares, MG. Deste total, 54,6%
(n=781) foram capturados nos galinheiros experimentais que estavam fixados
0S mosquiteiros impregnados, e 45,3% (n=648) capturados naqueles que foram
tratados com a borrifagdo (Figura 4.6). Ambos o0s tratamentos estavam
associados ao feromdénio sintético durante os experimentos. N&o houve
diferenca significativa entre o total de espécimes coletados dos dois

tratamentos (p > 0,05).

Total coletados de espécimes de Lutzomyia longipalpis

mm 54 6% Mosquiteiro
45,33% Borrifacao

Total=1429

Figura 4.6: Comparagédo do total de espécimes de Lutzomyia longipalpis capturados na fase 1
nos galinheiros experimentais tratados com Mosquiteiro e Borrifagdo com ambos tratamentos
associados ao feromdnio sintético. Teste T pareado para comparacdo do total de espécimes
coletados nos dois tratamentos: (Média Mosquiteiro = 26,0; Média Borrifacdo = 21,6; Teste t-
Student pareado = 1,17; Valor p = 0,250).
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Comparando a analise de variancia do efeito residual de cada tratamento

na mortalidade de Lu. longipalpis ao longo de 4 meses, a borrifacdo manteve

eficAcia de aproximadamente 100% em até dois meses apds exposicdo dos

tratamentos, reduzindo para 89,4% em 4 meses. Mosquiteiro também manteve

eficacia de aproximadamente 100% em até dois meses, reduzido para 68,5%

em 4 meses apos exposi¢ao dos tratamentos.

Mortalidade (%)

120
100
80
60
40
20

Efeito residual dos tratamentos na mortalidade

de Lu. longipalpis

100 99,4
89.4
96,7 95.9 “"‘\-..‘_: —e—Borrifagdo
68.5 =o—Mosquiteiro
0 2 4

Meses apos exposicdo dos tratamentos

Figura 4.7: Avaliacdo do efeito residual dos tratamentos na mortalidade de Lu. longipalpis em
24 horas de experimento ao longo de 4 meses apés exposicdo dos tratamentos. ANOVA das
taxas de mortalidade para os intervalos 0,2 e 4 meses. Borrifagdo F,33 = 2,32; p = 0,11.
Mosquiteiro F, 35 = 12,19; p = 0,00.
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Quando analisamos o0s espécimes capturados nas armadilhas sem
tratamento e feromonio sintético em 24 horas também podemos observar uma

diferenca significativa (p < 0,005) entre o total coletados e mortos na fase 2

(Figura 4.10).

Comparacao entre o total de espécimes coletados
e mortos nas armadilhas de Monitoramento

20-
m ——
_E 15 Coletados
o n =148
2 104
o Mortos
< n =31
° 54
= _I_
0 T I T I
Coletados Mortos

Figura 4.8: Comparacéo do numero de espécimes coletados e mortos em 24 horas de Lu.
longipalpis nas armadilhas de monitoramento dos experimentos de campo na fase 1. Teste T
para amostra pareada: (Média Coletados = 9,87; Média Mortos = 2,07; Teste T = 3,56; Valor p

= 0,003).
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5 DISCUSSAO

Do total de espécimes capturados, 1,6% foram identificados como
Evandromyia cortelezzii. Esta espécie € encontrada em diversos tipos de
hébitats, como raizes, troncos e copas de arvores, abrigos de animais e
paredes internas e externas de habitacdes (128) e ja foi registrada em estudos
anteriores em Governador Valadares (120,124). No municipio de Santa Luzia,
MG, analises de PCR mostraram infeccdo de Ev. cortelezzii por L. chagasi (L.
infantum) embora ndo seja possivel incriminar o papel desta espécie na
transmissao de LV nesta regido, ja que outros estudos para analisar o potencial
vetorial precisam ser realizados e ndo ha evidéncias sobre 0 mesmo em outras
regides do Brasil (129).

Lutzomyia longipalpis foi a espécie mais representativa neste estudo (98,4
%). E o principal vetor da Leishmania (L.) infantum no Brasil (38, 42). Possui
uma ampla distribuicdo geogréafica e dispersdo para areas urbanas (50, 22,
125) e € encontrado em todas as regifes geograficas do pais, com excecdo
dos estados do Amazonas, Acre e Santa Catarina (22). No estado de Minas
Gerais, alguns autores tém demonstrado a presenca e abundancia de Lu.
longipalpis em areas urbanas em que a leishmaniose visceral € endémica (16,
35, 36) inclusive em Governador Valadares, é considerada uma regiao de
ocorréncia da doenca (39, 120).

Na nossa area de estudo, todos os machos de Lu. longipalpis analisados
foram identificados como uma populacédo do quimiotipo (S)-9-metilgermacreno-
B com fendtipo 1S. Este quimiotipo ja foi anteriormente identificado em machos
de Lu. longipalpis de outras areas da regido sudeste do Brasil, como na regido
oeste do estado de Séo Paulo, Lapinha-MG, Barra de Guaratiba-RJ, Montes
Claros-MG e Aracatuba-SP (65, 90, 133-135). Em S&o Paulo, a identificacdo do
feromdnio em diferentes municipios contribuiu para entender a distribuicdo e
dispersdo das populacdes de Lu. longipalpis bem como os diferentes padrdes
epidemioldgicos da LV observados no estado. Em Governador Valadares (MG),
a identificacdo preliminar e periddica do feroménio (S)-9-metilgermacreno-B foi

essencial para a aplicacdo apropriada do feromonio sintético e monitoramento
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deste quimiotipo, evitando que outras populacdes interferissem nos resultados,
caso fossem identificadas.

Alguns estudos no laboratério e no campo ja comprovaram a eficicia do
dispensador de feromonio sintético na atracdo de machos e fémeas de Lu.
longipalpis (90-92). A partir desses resultados, abordou-se uma nova
perspectiva para o controle de flebotomineos associando esta estratégia a
borrifagdo para aumentar sua eficicia, atraindo mais insetos para locais
tratados com inseticida e consequentemente aumentando o nimero de insetos
mortos (91,92).

O presente estudo ndo teve com um objetivo especifico avaliar a eficacia
do feromdnio sintético, mas utilizamos essa estratégia como uma ferramenta
para aprimorar a acdo do mosquiteiro impregnado, uma vez que sabemos de
sua capacidade de aumentar a captura de Lu. longipalpis, resultando em uma
maior quantidade de flebotomineos mortos pelo contato com o inseticida.

Lu longipalpis s.l. é a espécie predominante em Governador Valadares,
como demonstrado em trabalhos anteriores (120, 124). Considerando que no
nosso estudo realizamos poucos experimentos de campo em uma pequena
area, podemos sugerir que a grande quantidade de exemplares capturados (n=
3337), possivelmente sofreu influéncia da acdo do dispensador de feromonio
sintético. Nos trabalhos anteriores, os autores identificaram 2.284 espécimes
de Lu. longipalpis em um periodo de 9 meses de captura; e 649 exemplares em

um periodo de 12 meses, respectivamente (120, 124).
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5.1 Experimentos de campo dafase 1

Durante os experimentos de campo da primeira fase, um maior nimero de
espécimes de Lu. longipalpis foi capturado nos galinheiros experimentais
tratados com mosquiteiro associado ao feromdnio sintético comparado nos
galinheiros tratados com a borrifacdo, também associados ao feromdnio
sintético. No total, apenas 35% dos flebotomineos estavam nas armadilhas das
caixas borrifadas, enquanto que a nas caixas tratadas com mosquiteiro esse
valor foi de 65% (Figura 4.1).

Os piretréides possuem modelos Unicos de acdo como a rapidez do efeito
letal nos insetos, além do poder de repeléncia (136).

Pouco se sabe sobre o efeito da acdo dos diferentes piretréides nos
flebotomineos, e a escolha do inseticida mais adequado € de grande
importancia, pois sera o indicativo da efetividade dessa estratégia na reducéo
da populacdo de insetos. Neste estudo, a borrifacdo e o mosquiteiro eram
compostos de inseticidas distintos. Apesar de as duas estratégias
apresentarem eficacia semelhante na mortalidade de Lu. longipalpis (discutido
na proxima subsecdo), a concentracdo do inseticida recomendada para
borrifacdo € maior do que nos mosquiteiros impregnados, e este pode ser um
fator que pode causar a morte dos insetos mais rapidamente, antes mesmo de
eles entrarem nas armadilhas, podendo ser uma das justificativas para o
resultado encontrado, uma vez que sOG consideramos aqueles insetos que
estavam dentro das gaiolas.

A dose aplicada nos tratamentos também pode ser um fator que influencie
no efeito repelente dos piretréides. Devido a baixa dosagem de inseticida
utilizada na aplicagdo nos mosquiteiros, a borrifacdo pode ter um efeito
repelente suficiente para deslocamento dos insetos. A repeléncia pode ser uma
vantagem do uso de piretroides, pois oferece protecédo individual contra as
picadas reduzindo o contato do inseto com o individuo (137). Porém, no
controle das Leishmanioses, a borrifacdo em todos os locais de agregacao €

inviavel, e assim, o efeito repelente passar a ser danoso, pois pode influenciar
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no deslocamento dos insetos para areas nao tratadas e consequentemente
estar levando a doenca para novas areas.

Dessa forma, outros ensaios Sa0 nhecessarios para determinar o
mecanismo de acado e os possiveis efeitos dos piretroides em flebotomineos.

Mosquiteiros impregnados de longa duracdo pode ser uma alternativa de
controle para protegéo individual mais adequada a fim de reduzir a transmisséo
intradomiciliar, mas seu uso descontinuo pode interferir na populacdo do vetor
dentro de casa. Ainda, os habitos das pessoas que vivem em focos de
Leishmaniose e as caracteristicas epidemioldgicas de cada localidade também
podem limitar o uso dessa estratégia (117, 130).

Com isso, outros estudos com mosquiteiro impregnado comecaram a ser
desenvolvidos para conhecer sua acédo sobre os flebotomineos e avaliar sua
possibilidade como uma estratégia para substituir a borrifacdo em paredes. Em
2013 foi realizado o primeiro estudo em laboratério que sugere o mosquiteiro
impregnado como uma alternativa de controle de longa duracdo para Lu.
longipalpis em abrigos de animais (galinheiros). Foi comparada a eficacia do
mosquiteiro impregnado com permetrina com a borrifacdo de inseticida de acao
residual (lambda-cialotrina) em superficies de madeira. Os autores observaram
uma mortalidade de 98,1% dos flebotomineos expostos ao mosquiteiro e
97,2% na borrifacdo em um periodo de 24 horas (118). Em nosso estudo,
primeiro a fazer essa mesma comparacdo em galinheiros experimentais em
campo com a associacdo do uso de feromonio sintético obtivemos resultados
semelhantes.

Para avaliacdo da eficacia dos tratamentos, analisamos a mortalidade de
Lu. longipalpis em dois periodos: a cada manha de experimento - 14 horas e
com 24 horas ap6s inicio de exposicdo. Podemos observar que a taxa de
mortalidade dos espécimes expostos ao mosquiteiro subiu de 92,8% (Figura
4.2) para 96,7% (Figura 4.3) entre 14 horas e 24 horas, e aqueles expostos a
borrifagdo morreram em 100% a cada manha apos exposi¢ao (Figura 4.2). Este
resultado também sugere que o efeito do inseticida da borrifacdo ocorre mais
rapidamente no inseto como discutido anteriormente. Porém, o uso do
mosquiteiro associado ao feromoénio sintético pode ser uma alternativa de longa

duracdo (para ser usado, por exemplo, como cortinas em galinheiros),
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oferecendo um efeito inseticida por mais tempo do que a borrifagédo, reduzindo
o numero de Lu. longipalpis nas paredes destes locais de agregacdo e
consequentemente minimizar a possibilidade de picadas em humanos durante
um longo periodo.

Outros estudos realizados anteriormente demonstraram a eficacia do
mosquiteiro impregnado contra espécies de flebotomineos endofilicas (131,
132). Porém a utilizacdo desta estratégia para os vetores que sao mais
abundantes em ambientes peridomésticos, assim como Lu. longipalpis ainda é
pouco conhecido. O presente trabalho mostrou a eficacia do mosquiteiro
impregnado em matar Lu. longipalpis em galinheiros experimentais no
ambiente peridoméstico em aproximadamente 100% assim como a borrifacéo
(Figura 4.4), corroborando com o0s resultados encontrados nos testes em
laboratorios (118).

Além da avaliacdo dos tratamentos em galinheiros experimentais
realizada nesse estudo, em cada casa foi adicionada uma armadilha HP livre
de qualquer influéncia inseticida que serviu de monitoramento da sobrevivéncia
dos espécimes de Lu. longipalpis que ndo sofreram interferéncia dos
tratamentos utilizados no estudo. Podemos observar que ocorreu uma
diferenca significativa (p<0,001) entre o total de coletados e mortos e que a
maioria dos espécimes sobreviveu em 24 horas de cada experimento (Figura
4.5).
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5.2 Experimentos de campo da fase 2

Ja na fase 2 dos experimentos de campo, foram capturados um total de
1429 de espécimes de Lu. longipalpis. Deste total, 54,6% foram capturados nos
galinheiros experimentais com mosquiteiro, e 45,3% capturados nos galinheiros
experimentais borrifados. Essa comparacéo foi realizada ao longo dos 4 meses
de exposicdo da borrifacdo e mosquiteiro, e diferente do resultado obtido na
fase 1, ndo foi encontrada uma diferenca estatistica significativa (p>0.05), o
que reforca a hipétese de que essa diferenca no total de espécimes capturados
possa estar relacionado a dose letal ou a repeléncia dos tratamentos, uma vez
que na fase 1, os tratamentos foram preservados de qualquer tipo de
exposicao, e aqui, a exposicdo pode ter causado alguma perda do efeito
residual da borrifacdo. Porém, sdo necessarias outras analises que verifiguem
0 impacto do efeito residual de ambos os tratamentos na letalidade dos
flebotomineos.

Ainda néo esta claro que a borrifacdo de inseticida residual contribui na
reducdo da transmissédo da leishmaniose visceral. Em uma revisao realizada
por Salomén e colaboradores em 2015 (125), foi apresentado alguns estudos
mostrando que apesar de uma boa eficicia imediata, o efeito residual da
borrifacdo de diferentes inseticidas ndo ultrapassa 4 meses (125). Em um
estudo realizado na llha Margarita na Venezuela, os autores observaram uma
reducdo na densidade de Lu. longipalpis no interior das casas apés aplicacao
de lambdacialotrina. Porém, bioensaios em parede mostraram que o efeito
residual do inseticida durou por cerca de 3 meses (100).

Nos experimentos de campo da fase 2 comparamos o efeito da borrifacéo
e mosquiteiro ao longo de 24 horas do inicio de exposi¢cdo em até 4 meses
apos o tratamento. Diferente dos resultados encontrados no trabalho citado
anteriormente, a taxa de mortalidade de espécimes de Lu. longipalpis
capturados nos galinheiros experimentais tratados com a borrifagdo de
lambdacialotrina se manteve proximo a 100% (Figura 4.7) durante todos os
intervalos (0, 2 e 4 meses). Porém, a diferenca encontrada na taxa de
mortalidade entre os dois estudos pode estar relacionada a superficie borrifada.

Na llha Margarita, as paredes dos interiores das casas eram pintadas a 6leos
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(100), podendo interferir na residualidade do inseticida. No nosso estudo, os
galinheiros experimentais foram desenvolvidos com madeira de compensado
sem nenhum tipo de pintura. Porém, mais estudos devem ser elaborados para
avaliar o efeito da residualidade na taxa de mortalidade de flebotomineos em
diferentes superficies borrifadas. Nos testes em laboratério com o mesmo
inseticida, a letalidade foi de 97,2% no intervalo O caindo para 74% em 6
meses e 87,2% em 12 meses apos o tratamento (118). A diferenca da
eficiéncia da borrifacdo entre os estudos de laboratorio e de campo pode estar
relacionada com os intervalos analisados, visto que em até 4 meses apés
tratamentos, nossos experimentos mostraram que o efeito se manteve
aproximadamente em 100%. J& nos experimentos de laboratério, o intervalo
entre as analises foi maior, podendo ser observada uma queda no efeito letal
desse inseticida.

Nos insetos expostos ao mosquiteiro impregnado com alfa-cipermetrina a
taxa de mortalidade se manteve préximo a 100% até dois meses apds o
tratamento, porém caiu para 68,5% em 4 meses apos o tratamento (Figura
4.7). Em laboratorio, os autores observaram gue a letalidade dos flebotomineos
expostos ao mosquiteiro impregnado com permetrina se manteve proximo a
100% em até 12 meses apos o tratamento (118). Entretanto, além do nosso
trabalho de campo ser um estudo experimental, vale ressaltar que os painéis
tratados que formavam nossos galinheiros experimentais foram expostos a
condi¢cbes extremas (Figura 3.5), como sol, chuva e variadas temperaturas, o
que pode ter influenciado na queda da efetividade do mosquiteiro impregnado.

Na fase 2 dos experimentos de campo, dos espécimes capturados nas
armadilhas de Monitoramento da sobrevivéncia dos espécimes de Lu.
longipalpis, 17,3% morreram observando uma diferenca significativa ( p<0,005)
entre o total de coletados e mortos e que a maioria dos espécimes
sobreviveram em 24 horas de cada experimento (Figura 4.8).

A partir dos resultados aqui apresentados e discutidos, podemos
considerar que o mosquiteiro impregnado tem uma eficacia semelhante a
borrifacdo na mortalidade do Lu. longipalpis.

Sugerimos 0 mosquiteiro impregnado como uma nova ferramenta para ser

uma alternativa direta para borrifagdo em locais de agregacdo de Lu.

45



longipalpis, por ser uma estratégia de baixo custo, facil manuseio, além de ser
menos toxico para o homem e o ambiente, e com possivel efeito de longa
duracdo contra os flebotomineos.

O presente estudo apresentou 0s primeiros testes em campo do uso do
mosquiteiro impregnado como uma nova estratégia de controle direcionada no
combate a reducdo de populacdo de flebotomineos em potenciais locais de
agregacdo. Uma vez que variados piretroides em diferentes concentracfes sao
utilizados para tratar o mosquiteiro e borrifacdo e conhecimento desses efeitos
sobre os flebotomineos ainda é desconhecido, estudos mais detalhados
envolvendo bioensaios e testes de suscetibilidade comparando os mesmos
inseticidas na borrifagdo e mosquiteiro em diferentes concentragbes, bem
como, testes de longa duracdo em galinheiros reais, sdo essenciais no

entendimento da efetividade dessas estratégias no combate as leishmanioses.

46



6 CONCLUSOES

e Prevaléncia de Lutzomyia longipalpis com quimiotipo (S)-9-

metilgermacreno-B no municipio de Governador Valadares MG;

e Os dois tipos de teste “Feroménio sintético associado ao Mosquiteiro
impregnado e Feromonio sintético associado a Borrifacdo residual” sdo
capazes de “atrair e matar” Lutzomyia longipalpis em galinheiros

experimentais no campo;

e Mosquiteiro impregnado e Borrifacdo residual tiveram efeito semelhante
em matar Lu. longipalpis (eficacia de aproximadamente 100%) em até

24 horas apés inicio de exposicao;
e Mosquiteiro impregnado tem efeito de aproximadamente 100% na
letalidade de flebotomineos em até 2 meses, decrescendo apos esse

periodo;

e O efeito da borrifacdo residual na letalidade de flebotomineos se

manteve proximo a 100% em até os 4 meses de exposicao.
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7/ PERSPECTIVAS

A partir dos resultados encontrados no desenvolvimento deste projeto,
novos estudos serdo realizados para avaliar detalhadamente a efetividade do
efeito de “atrair e matar” do feroménio sintético associado ao mosquiteiro
impregnado. Dependendo da comprovacdo de sua eficacia essa estratégia
podera ser incorporada aos programas de controle das Leishmanioses — MS
contra flebotomineos. Cortinas impregnadas e o dispensador de feromonio
sintético poderiam ser disponibilizados para populacdo em forma de um kit para
ser fixado nas paredes de galinheiros ou outros abrigos de animais, onde esses

insetos se agregam em grande quantidade.
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