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Resumo

Resumo

Portugal, Velho Mundo, e Brasil, Novo Mundo, sdo paises endémicos de
Leishmaniose humana e canina, transmitida por flebotomineos vetores, sendo o agente
patogénico, desta zoonose, 0 protozoario Leishmania infantum, e o cdo o principal
reservatorio.

Em Portugal, as espécies flebotominicas comprovadamente vetoras de L.
infantum sdo Phlebotomus perniciosus e P. ariasi. Contudo, existem varias regiées que
ainda ndo foram estudadas em termos entomolégicos, ou ndo foram monitorizadas ha
mais de uma década, como ¢é o caso do Alentejo. J& no que diz respeito ao Brasil, no
Municipio de Volta Redonda, casos autoctones de Leishmaniose, humana e canina,
foram somente reportados, pela primeira vez, em 2014, e nunca tinham sido realizadas
prospecdes flebotominicas.

Com este trabalho, pretendeu-se determinar aspetos bioecol6gicos e vetoriais,
quer no Alentejo, quer em Volta Redonda, tendo como objetivo contribuir para o
esclarecimento da ocorréncia de espécies vetoras de Leishmaniose nas referidas regifes
do Velho e Novo Mundo.

Em ambos os paises, determinaram-se: a abundéncia relativa das espécies
capturadas por armadilha CDC, a razéo dos sexos, as densidades, a varia¢do sazonal, as
infecdes naturais das fémeas por Leishmania sp., e as refei¢cfes sanguineas das fémeas
ingurgitadas, por técnicas moleculares.

Em 2016/2017 (14 meses), nos Distritos de Evora e Beja, capturaram-se 431
exemplares, correspondentes as cinco espécies assinaladas em Portugal. A abundancia
relativa foi (ordem decrescente): 47,80% P. perniciosus, 35,96% Sergentomyia minuta,
12,76% P. sergenti, 2,55% P. ariasi, e 0,93% P. papatasi. P. perniciosus foi capturado
em todas as localidades positivas para a presenca de flebotomineos, sendo a espécie
com maior distribuicdo geogréfica. A densidade total mais elevada foi 6,78, em julho.
Em Volta Redonda as capturas realizaram-se entre outubro de 2016 e abril de 2018, (18
meses). Dos 165 exemplares capturados, por ordem decrescente de abundancia, foram
assinaladas as espécies: 86,06% Lutzomyia longipalpis, 10,91% Evandromyia sallesi,
2,42% Nyssomyia whitmani, e 0,60% Ev. lenti. A densidade total mais elevada foi 5,72,

em abril.



Resumo

Pela primeira vez, no Alentejo, foram assinaladas espécies naturalmente
infetadas por L. infantum: uma P. perniciosus e quatro S. minuta. A ocorréncia de S.
minuta infetada por esta espécie de Leishmania foi, com este trabalho, assinalada pela
primeira vez na Europa. Verificou-se que P. perniciosus e S. minuta se alimentaram em
seres humanos, também igualmente demonstrado, pela primeira, vez nesta regiéo.

Relativamente aos exemplares capturados em Volta Redonda, Brasil, uma Lu.
longipalpis e duas Ev. sallesi foram capturadas naturalmente infetadas por L. infantum.
Este facto é de especial interesse, uma vez que Lu. longipalpis € o principal vetor de
Leishmaniose visceral no Novo Mundo.

Ainda que varios aspetos de risco e vetoriais tenham sido observados, pela
primeira vez, nas duas regides dos dois paises, a monitorizacdo flebotominica devera ser
continuada, ndo so6 devido as alteragfes climaticas e ambientais, que cada vez mais se
manifestam, mas também para que medidas de controlo possam ser implementadas de
forma eficaz ao conhecer-se, em tempo real, os parametros vetoriais, 0s reservatorios

locais e a doenca, humana e canina.

Palavras-chave: Flebotomineos, infecdo-Leishmania infantum, refei¢des sanguineas,

Alentejo-Portugal, Volta Redonda-Brasil.



Abstract

Abstract

Portugal-Old World and Brazil-New World are endemics countries for human
and canine Leishmaniosis, transmitted by phlebotomine sand flies. The pathogenic
agent of this zoonosis is the protozoa Leishmania infantum, and dog the main reservoir.

The proven vectors of L. infantum are Phlebotomus perniciosus and P. ariasi in
Portugal. However, several areas have not been entomologically studied, or haven't
been monitored for more than a decade, such as Alentejo region. Concerning Brazil, in
Volta Redonda Municipality, autochthonous human and canine cases were only
reported for the first time in 2014, and there had never been phlebotomine surveys.

With this work, it was intended to determine biological and vectorial aspects,
both in Alentejo and Volta Redonda, with the goal of contributing for the clarification,
of the occurrence of vector species of Leishmaniosis, in said regions of the Old and
New World.

In both countries, it was determined the following entomological parameters: the
relative abundance of the captured species by CDC light trap, sex ratio, densities,
seasonal variation, natural infection of the females by Leishmania sp. and blood meals
(by molecular techniques).

In 2016/2017 (14 months), in Evora and Beja Districts, 431 specimens were
captured, corresponding to the five species reported in Portugal. The relative abundance
was (in descending order): 47,80% P. perniciosus, 35,96% Sergentomyia minuta,
12,76% P. sergenti, 2,55% P. ariasi, and 0,93% P. papatasi. P. perniciosus was
captured in all positive localities for sand fly presence and the species with the highest
geographical distribution. The highest density was 6,78, in july. In Volta Redonda
captures were performed from october 2016 until april 2018 (18 months). From 165
specimens captured, the following species were pointed out (in descending order):
86,06% Lutzomyia longipalpis, 10,91% Evandromyia sallesi, 2,42% Nyssomyia
whitmani, and 0,60% Ev. lenti. The highest density was 5,72, in april.

For the first time in Alentejo, naturally infected species by L. infantum were
found: one P. perniciosus and four S. minuta. With this study, the occurrence of
infected S. minuta by L. infantum was recorded for the first time in Europe. It was also
verified that P. perniciosus and S. minuta fed on humans, also equally demonstrated for

the first time in this region.
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Abstract

In what concerns to the sand fly species in Volta Redonda, Brazil, one Lu.
longipalpis and two Ev. sallesi, were captured being naturally infected by L. infantum.
This is an especially interesting fact, given that Lu. longipalpis is the main vector of
visceral Leishmaniosis in the New World.

Even though, several risk and vectorial aspects were observed and reported for
the first time in the two regions of both countries, the phlebotomine monitoring should
continue, not only due to climate and environmental changes, which manifest evermore
frequently nowadays, but also so that control measures may be implemented efficiently
by knowing, in real time, the vectorial parameters, reservoirs locations and the disease

itself (human and canine).

Key-words: Phlebotomine sand flies, Leishmania infantum infection, blood meals, Alentejo-

Portugal, Volta Redonda-Brazil.
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1 Introducéo

1.1 Flebotomineos (Diptera, Psychodidae): aspetos historicos e posi¢do
sistematica

Os registos paleontolégicos mais antigos relativos a flebotomineos, mostram que
estes existem, pelo menos, desde o Cretaceo Inferior, ha cerca de 130 milhGes de anos
(Azar & Nel, 2003). Contudo, a primeira referéncia cientifica, no que diz respeito ao
estudo destes insetos, surgiu em 1691, em Roma, com uma ilustracdo de Philippo
Bonanni. Mais tarde, em 1786, Giovaanni Scopoli descreveu a primeira espécie
flebotominica, que denominou Bibio papatasi, posteriormente alterada para
Phlebotomus papatasi. As fémeas flebotominicas sdo reconhecidas como insetos
hematdfagos, sendo a sua designacdo proveniente do grego fleb + tomo, que significa
“cortador de veias” (Dedet, 2005). Em relacdo a posi¢do sistematica, os referidos
insetos pertencem ao filo Arthropoda, classe Insecta, superodem Exopterygota, ordem
Diptera, subordem Nematocera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae
(Maroli et al., 2013).

Desde o inicio dos estudos taxonémicos dos flebotomineos, e dos que tém vindo,
presentemente, a ser realizados, ndo € consensual, entre o0s Investigadores, a
classificacdo que deve ser adotada, mesmo a nivel de género e subgénero (Akhoundi et
al., 2016).

Numa primeira fase, a classificagdo dos flebotomineos, do Velho e do Novo
Mundo, baseou-se nas caracteristicas morfoldgicas externas das estruturas da genitalia e
das nervuras alares, o que levou a uma subdivisdo destes insetos. Assim, em 1843,
Rondani & Berté criaram o género Phlebotomus e propuseram a primeira diviséo,
utilizando como caracteres diferenciais as sedas que revestem o abdémen. Em 1914, os
mesmos autores, sugeriram uma nova divisdo, baseada nas caracteristicas da genitalia
masculina, além das nervuras alares e da formula relativa aos palpos e antenas. Em
1919, o Investigador Portugués Carlos Franca, com base nas caracteristicas
morfologicas da genitalia masculina, separou as espécies do Velho Mundo das do Novo
Mundo e dividiu o género Phlebotomus nos subgéneros Phlebotomus s.str. e

Newsteadia. Em 1921, conjuntamente com Parrot, os dois Investigadores, substituiram
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Newsteadia por Sergentomyia e definiram o0s subgéneros Brumptomyia,
Prophlebotomus e Lutzomyia, para 0 Novo Mundo (Afonso et al., 2007a). Entre 1948 e
1958, Theodor passou a adotar a categoria de subfamilia Phlebotominae, baseando-se,
fundamentalmente, na armadura bucal, e elevou os subgéneros anteriormente propostos
para géneros, com exce¢do de Prophlebotomus. Em 1955, Fairchild introduziu os
géneros Warileya e Hertigia, defendendo que apenas estes, e 0 género Phlebotomus,
deveriam ser aceites. Theodor, em 1965, refuta a proposta de Fairchild e propde uma
nova classificacdo, sustentada nas caracteristicas do cibario e nas genitalias masculina e
feminina, mantendo os géneros Lutzomyia, Brumptomyia, Warileya e Hertigia, para o
Novo Mundo. Em 1977, Abonnec definiu os géneros Spelaeophlebotomus e
Idiophlebotomus. Entre 1977 e 1982, Lewis reformulou a classificacdo de Abonnec, e
manteve a atribuicdo de género aos flebotomineos Phlebotomus, Sergentomyia,
Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya. (Rispail & Léger, 1998; Depaquit & Léger, 2017).
Posteriormente, Leng (1987) descreveu o género Chinius, para fleb6tomos com uma
distribuicdo mais restrita, nomeadamente na China.

Até ao inicio dos anos 90, do século XX, a classificacdo taxonomica dos géneros
manteve-se estavel, tendo sido, entdo, introduzidas novas alteracGes a partir de um
conjunto de caracteristicas da morfologia interna da espermateca das fémeas, cibario e
faringe. Em 1991, Artemiev separou a familia Phlebotominae em duas tribos:
Phlebotomini e Idiophlebotomini, com 17 e 5 géneros respetivamente. Em relacdo ao
Novo Mundo, a classificacdo proposta por Lewis e colaboradores (1977), e revista por
Young & Duncan (1994), considera-se a mais estavel (Akhoundi et al., 2016). No
entanto, Galati (1995) ao realizar estudos morfolégicos e filogenéticos, reorganizou a
subfamilia Phlebotominae e dividiu-a nas tribos Phlebotomini e Hertigiini. A mesma
Investigadora, até 2013 (Galati, 2013), elevou varios subgéneros do género Lutzomyia a
géneros e, apesar de ainda em debate, fez uma revisdo da sua inicial proposta e definiu
que na tribo Phlebotomini devem ser incluidas cerca de 930 espécies e na tribo
Hertigiini cerca de 30, independentemente da sua distribuicdo no Velho ou no Novo
Mundo. Assim, de acordo com esta classificacdo, os flebotomineos com implicagcdes na
transmisséo das leishmanioses no Novo Mundo, ndo séo apenas exclusivos do género
Lutzomyia, o0 que alterou este paradigma, mas distribuem-se também por outros 13

géneros. Presentemente, no Novo Mundo, ambas as classificacdes propostas, ou seja,
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por Young & Duncan (1994) e Galati (2013) sdo reconhecidas e referidas na literatura
cientifica. No entanto, a classificacdo de Galati (2013) comeca a ser mais aceite e
valorizada (Rispail & Léger, 1998; Galati, 2003; Depaquit & Léger, 2017; Dvorak, et
al., 2018). Pelo acima exposto, a classificacdo taxondémica dos flebotomineos, até a

presente data, ndo se pode considerar definitiva.

1.2 Distribuigéo geogréfica dos flebotomineos

Os flebotomineos apresentam uma vasta distribuicdo e ocorrem numa grande
variedade de bidtopos das regibes tropicais, subtropicais e temperadas, em climas do
tipo tropical hiumido ou seco, mediterranico e desértico, entre 50° latitude N e 4Q°
latitude S (Lane, 1993; Killick-Kendric, 1999; Naucke et al., 2008; Depaquit & Léger,
2017). A sua distribuicdo pode, ou ndo, ser coincidente com a distribuicdo do
protozoario do género Leishmania. Na regido australiana, apesar de diversas espécies
flebotominicas serem conhecidas, ndo ha registo de casos autdctones de leishmaniose
humana ou canina (Afonso & Alves-Pires 2008).

Em relagdo a altitude, os flebdtomos podem ser encontrados abaixo do nivel do
mar, em areas circundantes do Mar Morto, e até aos 3000 metros, nos Andes e no
Afeganistdo. As barreiras fisicas podem também ser condicionantes na distribuicdo dos
flebotomineos, tal como o coberto vegetal, tipo, e uso dos solos (Afonso &Alves-Pires
2008). De acordo com Killick-Kendric (1999), ndo existem flebotomineos na Nova
Zeléandia e nas ilhas do Pacifico. Na figura 1, encontra-se a distribuicdo dos géneros

flebotominicos do Velho e do Novo Mundo.
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Fig. 1 - Mapa em que estdo mencionados géneros de fleb6tomos do Velho e do Novo Mundo. A
esquerda e a direita, encontram-se também os géneros flebotominicos, existentes nas referidas
regides, de acordo com a classificacdo de Galati (2003; 2013) (Adaptado de Depaquit & Léger,
2017)

1.3 Importéncia Médica e Veterinaria dos fleb6tomos como agentes de Harara e
vetores de Leishmania spp., Bartonella sp., e arbovirus

Sendo as fémeas flebotominicas hematdfagas, a prépria picada, devido ao tipo
da mesma e/ou a inoculacdo da saliva, pode provocar reacdes alérgicas uma vez que as
fémeas sdo telmofégicas (pool feeding) e os componentes da saliva contém substancias
alergénicas, que variam de espécie para espécie. Os seres humanos podem desenvolver
reacOes alérgicas graves, apresentando prurido, nduseas, febre, edemas, mais ou menos
generalizados, e ainda alteraces do ritmo cardiaco, ao que o conjunto destes sintomas e
sinais se denomina Harara. A reacdo alérgica grave a picada, ou Harara, € normalmente
associada a presenca/picada de Phlebotomus papatasi, P. neglectus e P. alexandri
(Depaquit & Léger, 2017).

Apesar das referidas reacdes a picada dos flebotomineos, o interesse major dos
flebotomos, em Medicina humana e veterinaria, deve-se, essencialmente, aos agentes
patogénicos que transmitem aos hospedeiros vertebrados, quer se tratem de humanos,

quer de animais.
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No que que diz respeito a leishmaniose, causada, pelo menos, por 20 espécies do
género Leishmania, estima-se que 0,7 a 1 milhdo de novos casos humanos
(leishmaniose visceral e cutanea) séo reportados, por ano, em aproximadamente 100
paises endémicos (Burza et al., 2018). Algumas destas doencas parasitarias estdo
associadas exclusivamente aos seres humanos sendo, portanto, consideradas
antroponoses. Como exemplo deste tipo de leishmaniose, considera-se a leishmaniose
cutanea urbana, ou Botdo do Oriente, em que 0 agente patogénico € a espécie
Leishmania tropica e o vetor é uma espécie fortemente antropofilica e endofilica,
nomeadamente Phlebotomus sergenti. Contudo, L. tropica foi j& isolada a partir de
roedores e canideos, mas, até a presente data, tudo leva a crer que os focos humanos
desta parasitose ndo necessitam da intervencdo de um reservatorio animal, com exce¢édo
de alguns focos zoonoéticos na Africa Oriental e no Proximo Oriente, onde aqueles s&o
reservatorios.

No que diz respeito a leishmaniose cuténea zoonotica, ou rural, de zonas aridas e
quentes, ou deseérticas, que se encontram nas regides mediterranicas e no Proximo e
Médio Oriente, esta é causada por L. major, cujo vetor é P. papatasi que, tal como P.
sergenti, é principalmente antropofilico. A referida espécie de Leishmania tem como
reservatorios roedores silvaticos (gerbilos, Psammomys obesus). Assim, esta variedade
de leishmaniose ndo necessita de um animal doméstico, como reservatorio, sendo,
portanto, os seus focos habituais localizados na periferia das cidades e nas aldeias
isoladas (Fig. 2).

Fig. 2 - Bidtopo correspondente a uma zona arida e quente do Irdo, onde existem véarios abrigos
para pequenos roedores, que atuam como reservatorios, favorecendo o ciclo zoonético de
leishmaniose cutanea (Adaptado de Alvar et al., 2017)
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Presentemente, a tendéncia dos ciclos silvaticos é para a domesticagdo, ainda
gue no continente americano, por outros vetores e outras espécies de leishmanias, ainda
se mantenham numerosos focos estritamente silvaticos.

Como exemplo de leishmaniose humana, de tipo zoondtico, considera-se a
leishmaniose visceral por L. infantum, que se encontra no Velho e no Novo Mundo.
Trata-se assim, de uma zoonose em que 0s cdes Sa0 0S principais reservatorios e em que
a leishmaniose canina constitui um verdadeiro flagelo no ambito da satde animal. Os
vetores tém uma grande plasticidade trofica, sendo estes, no Velho Mundo, o0s
seguintes: P. perniciosus, P. ariasi, P. neglectus e ainda outros do subgénero
Larroussius. No Novo Mundo, Lutzomyia longipalpis é o principal vetor (Depaquit &
Léger, 2017).

No que diz respeito as formas clinicas humanas, a leishmaniose visceral, causada
por L. donovani na Asia e em Africa, e por L. infantum na Bacia Mediterranica, Médio
Oriente, Asia Central e Américas Central e do Sul, sdo as formas sistémicas mais
severas que causam, normalmente, a morte quando ndo tratadas. A Leishmaniose
cutanea pos Kalazar é a manifestacdo cutanea que ocorre, vulgarmente, em pessoas,
saudaveis, depois de terem sofrido o tratamento para a leishmaniose visceral. A
leishmaniose cutanea provoca, na maior parte das vezes, uma ulcera, que cura
espontaneamente, mas que pode dar origem a cicatrizes desfigurantes. Dependendo das
espécies dos parasitas, mais de 10% das leishmanioses cutaneas progridem para
manifestacdes cutaneas severas, tais como a leishmaniose mucocutanea, cutanea difusa,
cuténea disseminada e leishmaniose recidivante (Bursa et al., 2018).

A bartonelose humana, também conhecida por Febre de Oroya, ou Verruga
Peruana, é uma infecdo bacteriana, por Bartonella bacilliformis, endémica na regido dos
Andes (Peru, Colémbia e Equador) e transmitida por flebotomineos do género
Lutzomyia (segundo a classificacdo classica). Na fase aguda da Febre de Oroya, 0
paciente apresenta uma anemia hemolitica e temperaturas elevadas. Sem tratamento, a
infecdo pode conduzir a morte. A forma cronica, ou Verruga Peruana, da origem a uma
erupcdo cutdnea benigna e o0s vetores sdo Lutzomyia verrucarum (Pintomyia
verrucarum, segundo Galati, 2013), no Peru, e Lu. columbiana na Colémbia (Pintomyia

columbiana).
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Os arbovirus, transmitidos por flebdtomos, pertencem aos géneros Phlebovirus,
Orbivirus, Vesiculovirus e Flavivirus (Lane, 1993; Killick-Kendrick, 1999; Moureau et
al., 2010). Tanto os machos como as fémeas podem encontrar-se infetados e infetantes,
estando demonstrado que a infecdo ocorre transovaricamente, sexualmente e através de
refeicdes sanguineas (Depaquit, & Léger, 2017; Iriso et al., 20179).

Os flebovirus s&o os agentes causais da Febre dos trés dias, ou Febre de papataci,
e incluem o virus Toscana, Napoles e Sicilia. Estes virus circulam na Bacia do
Mediterraneo e no Médio Oriente, através de varias espécies de fleb6tomos, sendo o
namero de casos febris largamente subestimado, uma vez que os sintomas podem ser
facilmente confundidos com sindromes gripais, quando néo é afetado o sistema nervoso
central (Depaquit, & Léger, 2017).

O virus Toscana é o mais importante dos virus anteriormente referidos, dado o seu
neurotropismo no ser humano, atingindo o sistema nervoso central. E o principal
responsavel por meningites viricas nos meses de verdo, na Bacia do Mediterraneo,
especialmente em Italia, Espanha, Chipre e Portugal. Tem como vetores as espécies
Phlebotomus perniciosus e P. perfiliewi. Sergentomyia minuta, por técnicas
moleculares, foi detetada infetada em Franca (Bichaud et al., 2014).

Em Portugal, o primeiro caso registado foi num turista Sueco, que desenvolveu
uma meningoencefalite contraida no Algarve, em 1985. Tambeém um turista alemé&o, em
1996, desenvolveu meningite apds ter regressado de Coimbra. Mais recentemente, no
Porto, entre 2002 e 2005, este virus foi identificado como agente causal de 5,6% dos
doentes estudados com meningite asséptica (Santos, et al., 2007). Num outro estudo,
entre 2004 e 2008, foi detetada uma seroprevaléncia de 4,2% em doentes com doenca
neuroldgica, verificando-se quatro casos de meningite e dois de meningoencefalite
(Amaro et al., 2011).

Os virus Napoles e Sicilia, ndo atingem o sistema nervoso central, mas podem ser
muito debilitantes. A doenca causada por estes virus ja foi identificada em varios paises
da Bacia do Mediterraneo e do Médio Oriente. Durante a Il Guerra Mundial, a febre por
fleb6tomos foi uma das mais sérias ameagas a capacidade das tropas, no terreno,
chegando a taxa de infecdo, em algumas unidades, aos 50% (Hilborne & Golomb, 2001;
Hyams et al., 2001). Nos anos 80 (século XX), tropas russas ficaram infetadas com

estes virus, quando entraram num foco ndo conhecido no Afeganistdo, e 0 mesmo
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aconteceu com tropas das Nag¢Ges Unidas, no Chipre (Service, 2001). Apesar disso, até a
data, ndo sdo conhecidas quais as principais espécies flebotominicas vetoras destes
arbovirus (Afonso & Alves-Pires, 2008). Em Portugal, foi ainda identificada um novo
virus deste grupo, provisoriamente, denominado de Virus da Arrabida, o que esta de
acordo com outros estudos realizados, que mostram que uma grande diversidade de
arbovirus pode coexistir na mesma regido, dificultando assim, a sua correta
identificacdo (Amaro et. al., 2016). Estes virus tém uma elevada taxa de mutacao, o que
facilmente podera levar a identificacdo de uma nova geracdo de virus, como ja
aconteceu em Italia (Moriconi et al., 2017; Calzolari et al., 2018).

Os orbivirus transmitidos por fleb6tomos restringem-se a um serogrupo
denominado Changuicola. A transmissdo aos seres humanos é considerada excecional e
SO ocorre a partir de espécies vetoras do Novo Mundo (Depaquit & Léger, 2017).

Os vesiculovirus, ou virus da estomatite vesicular, s&o conhecidos em diversos
animais ligados a agropecuédria. As pessoas podem também ser infetadas,
acidentalmente, ndo havendo registos de graves danos para a saide humana, ainda que
na América do Sul se verifiquem casos esporadicos de encefalites. Em Italia e na
Sérvia, ja foram isolados vesiculovirus em P. perfiliewi. Na India, onde os vesiculovirus
sdo endémicos, suspeita-se que as espécies dos géneros Phlebotomus e Sergentomyia
sejam responsaveis pela transmissdo a humanos (Maroli, et al., 2013; Depaquit, &
Léger, 2017).

1.4 Espécies flebotominicas comprovadamente vetoras de Leishmania spp. no
Velho e Novo Mundo: critérios de incriminacéo

Segundo Killick-Kendrick (1990), para que uma espécie flebotominica seja

considerada comprovadamente vetora de Leishmania sp., terd que apresentar:

a) Tendéncia antropofilica ou zooantropofilica,
b) Distribuicdo coincidente do flebotomo, do parasita e do vertebrado (vetor /
Leishmania / Homem e/ou animal) - forte associacdo ecolodgica, incluindo

sazonalidade,



c)

d)
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Fémea encontrada na Natureza com formas infetantes de Leishmania sp. na
valvula estemodeal e da mesma espécie/zimodeme que a encontrada nos seres
humanos e/ou animal,

Desenvolvimento completo de Leishmania sp. no fleb6tomo (ciclo intravetorial) e
capacidade de transmisséo,

Longevidade da fémea flebotominica superior ao periodo de incubagdo extrinseca

do parasita.

Mais recentemente, novos critérios foram acrescentados por Ready (2013),

nomeadamente:

f) Transmissdo experimental (xenodiagnostico),

g) Abundancia da espécie flebotominica,

h) Uso de dados retrospetivos - modelos matematicos - demonstrarem que o vetor é
essencial para a manutencdo da transmisséo, com ou sem o envolvimento de
outros vetores,

i) Modelos matematicos, baseados em programas de controlo planeado,

demonstrarem que a incidéncia da doenca decresce significativamente a seguir ao

decréscimo, significativo, da “biting density”” do vetor especifico.

Maroli e colaboradores (2013), por considerarem que o preenchimento de todos os

critérios acima definidos, poderiam ser demasiadamente restritivos, ou mesmo omitir

espécies com importancia para a transmissao das leishmanioses, consideraram que sdo

suficientes a coexisténcia dos seguintes aspetos:

)

K)

A sobreposicdo geografica de flebotomineos infetados com Leishmania e casos
humanos de leishmaniose,

O comportamento antropofilico/zooantropofilico da espécie em causa.

De acordo com Maroli et al., (2013), verificam-se varias espécies flebotominicas

comprovadamente vetoras, ou suspeitas, de espécies de leishmanias, em paises do Velho
(Quadro 1) e do Novo Mundo (Quadro 2).
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Quadro 1 - Espécies flebotominicas vetoras, ou suspeitas, de leishmanioses no Velho Mundo, e as
formas clinicas, comuns e raras, em humanos, das mesmas regides

Espécie
flebotominica Leishmania
comprovadamente sp.
vetora ou suspeita
Phlebotomus
argentipes
P.celiae
P. longiductus
P. martini
P. orientalis

L. donovani

P. vansonerenae
P. alexandri L. donovani
s.l./L.infantum
P.ariasi L. infantum
P. balcanucus
P. chinensis
P. galileus
P. halapensis
P. kandelakii
P. langeroni
P. longicuspis
P. longiductus

P. neglectus

P. perfiliewi

P, perniciosus

P. sichuanensis
P. smirnovi
P. syriacus

P. tobbi

P. transcaucasicus
P. turanicus
P. wui
P. aculeatus L.tropica
P. arabicus
P. shabaidi
P. guggisbergi
P. rossi
P. saevus

Pais*

Bangladeche, india*, Nepal*, Sri Lanca

Etidpia*, Quénia

China

Etiopia*, Quénia*, Somalia, Uganda
Chade, Etidpia, Quénia, Arabia Saudita,
Iémen, Sudao*

Quénia

China*, Irdo, Iraque, Oma

Argélia, Franca*, Italia, Portugal*,
Espanha*, Marrocos

Arménia, Georgia*

China*

Siria

Azerbaijdo, Gedrgia, Siria
Arménia, Azerbaijao Gedrgia*, Irdo
Egipto*, Espanha, Tunisia*
Argélia, Marrocos, Tunisia
Cazaquistdo*, Quirguistdo, Ucrania e
Uzbequistdo, Irdo*

Albéania* Chipre, Croacia, Grécia*,

Kosovo, Italia, Republica da Maceddnia,

Monte Negro, Roménia, Eslovénia,
Turquia, Ucrénia

Albania, Argélia*, Croécia, Grécia,
Israel, Italia* Malta, Marrocos,
Palestina, Republica da Macedodnia,
Roménia, Tunisia, Turquia
Argélia*, Franca*, Italia*, Malta*

Maénaco, Marrocos, Portugal*, Espanha,

Tunisia

China*

China*, Cazaquistao

Grécia, Israel, Libano, Palestina, Siria,
Turquia, Albania*, Croacia, Chipre*,
Grécia, Israel, Siria, Turquia*
Albania*, Croacia, Chipre*, Grécia,
Israel, Siria, Turquia™

Azerbaijdo, Irdo*, Turquia
Turquemenistao*

China*

Quénia

Israel*, Etiopia
Marrocos, Tunisia
Quénia *
Namibia*
Etidpia*

Forma clinica em
humanos

Comum @ Rara

LV, LCL
LCPK
LV LCL,
LCD*
LV LCL,
LCD*
LCL, Lv*
LR
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P. sergenti

P. ansarii
P.caucasicus
P. duboscqi

P. mongolensis
P. papatasi

P. salehi
P. bergeroti

P. longipes
P. pedifer
P. sergenti

L. major

L. aethiopica

Introdugdo

Afeganistdo*, Argélia*, Azerbaijdo,
Etiopia*, Grécia, Irdo*, Iraque, Israel*,
Jordania, Libia, Marrocos*, Paquistao,
Palestina, Arébia Saudita*, Siria,
Tunisia*, Turquia, Turquemenistdo
Uzbequistdo, 1émen

Irdo

Afeganistéo, Irdo*

Burquina-Faso, Camardes, Chade,
Etiopia*, Gambia, Gana, Guiné, Guiné
Bissau, Quénia*, Mali*, Mauritania,
Niger, Nigéria, Senegal*, Sudao, Iémen
Cazaquistéo

Afeganistdo*, Argélia*, Azerbaijdo,
Egipto*, Irdo*, Iraque*, Israel*
Jordania*, Cazaquistao, Libia,
Marrocos*, Oma, Paquistdo, Palestina,
Arébia Saudita*, Suddo, Siria, Tunisia*,
Turquemenistdo™, Uzbequistdo*, I1émen
India*, Irdo*, Paquist&o
Burquina-Faso, Chade, Egipto, Irdo,
Mauritania, Oma, 1émen

Etiopia*

Quénia*, Etiépia*

Etiopia*

LCL LCD*

LCL LCD

* Paises na qual a espécie flebotominica é comprovadamente vetora, ou suspeita na evidéncia de
aspetos epidemiolégicos, ou, ainda, comprovadamente vetor em outro local. * Em casos de severa
imunossupressdo (isto & VIH coinfecgdo); LCD - Leishmaniose cutanea disseminada ou difusa;
LCL - Leishmaniose cutanea localizada; LR - Leishmaniose recidivante; LCPK - Leishmaniose
cutanea pos kala-azar; LV - Leishmaniose visceral (Adaptado de Maroli et al., 2013)

Quadro 2 - Espécies flebotominicas vetoras, ou suspeitas, de leishmanioses no Novo Mundo, e as
formas clinicas, comuns e raras, em humanos das mesmas regides

Espécie
flebotominica
comprovadamente
vetora ou suspeita

Lutzomyia almerioi

Lu. cruzi
Pintomyia evansi

Lu. foratinii
Lu. longipalpis

Migonemyia
migonei

Lu.
pseudolongipalpis
Evandromyia

Leishmania sp.

L. infantum

Forma clinica em

Pais* humanos
Comum Rara
Brasil* LV LCL,
LCD*

Brasil*
Coldmbia *, Costa Rica, México,
Nicaragua, Venezuela*

Argentina*, Bolivia*, Brasil*, Costa
Rica, El Salvador, Guatemala,
Honduras*, México, Nicaragua,
Paraguai, Venezuela*

Argentina, Brasil

Venezuela

Brasil
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sallesi
Psychodopygus
ayrozai

P. carrerai
Pintomyia
colombiana
Psychodopygus
complexus

Lu. criciata

Ev. edwardsi
Pintomyia shicheri
Lu. gomezi

Ny. intermedia
Psychodopygus
Ilanosmartinzi
Migonemyia
migonei

Ny. neivai
Pintomyia
nuneztovari
Pintomyia ovallesi

Psychodopygus
panamensis
Psychodopygus
paraensis

Lu. pescei
Pintomyia pessoai
Pintomyia pia
Ny. shawi
Pintomyia
spinicrassa

Lu. tejadai
Pintomya
townsendi
Micropygomyia
trinidadensis
Ny. ylephiletor
Pintomyia youngi
Psychodopygus
yucumensis
Psychodopygus
wellcomei

Ny. whitmani
Ny. anduzei

Lu. ayacuchensis
Pintomyia
longiflocosa
Mygonemia
migonei

Ny. shawi

Ny. umbratilis

Ny. whitmani

L. braziliensis

L.guianensis

Bolivia LCL

Bolivia*
Colémbia

Brasil *

México

Brasil

Brasil *

Venezuela*

Brasil, Guiana Francesa, Paraguai
Bolivia*

Argentina, Brasil*, Paraguai

Argentina, Brasil*
Bolivia*

Belize, Colombia, Guatemala*,
Honduras, México, Nicaragua, Panama,
Venezuela*

Guatemala*, Honduras, Nicaragua
Panama, Venezuela*

Brasil

Pert

Brasil

Colémbia

Bolivia*

Colémbia*, Venezuela*

Perl
Colémbia

Venezuela

Guatemala *, Honduras
Costa Rica, Venezuela, Colémbia
Bolivia*

Brasil*, Guiana Francesa

Argentina, Brasil*, Paraguai

Brasil*,Guiana Francesa, Guiana, LCL
Suriname, Venezuela

Peru*

Coldmbia

Venezuela

Bolivia*

Brasil*, Coldmbia*, Guiana Francesa,
Guiana, Venezuela, Suriname

Brasil*

Introdugdo

LMC,
LCD*

LMC
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Danpgomya
anthophora

Lu. ayacuchensis
Pintomya
colombiana

Lu. cruciata
Lu. diabolica
Mygonemia
migonei
Bichromomyia
olmeca
Pintomya ovallesi
Psychodopygus
panamensis
Psathyromyia
shannoni

Ny. ylephiletor
Bichromomya
faviscutellata
Lu. longipalpis
Pintomyia
nuneztovari
Bichromomya
olmecta reducta
Bichromomya
olmecta nociva
Lu. cruciata

Lu. gomezi

Lu. artmanni
Psychodopygus
panamensis

Lu. sanguinaria

Ny. trapidoi
Ny. ylephiletor

Ny. yuilli

Lu ayacuchensis
Pyntomyia
verrucarum
Pyntomyia
nunestovari
Trichophoromyia
ubiquitalis

Ny. whitamani
Psychodopygus
amazonensis
Psychodopygus
ayrozai
Psychodopygus
squamiventri

Ny. antonesi
Pyntomyia youngi
Bichromomya
flaviscutellata

L. mexicana

L. amazonensis

L. panamensis

L peruviana

L. lainsoni

L. shawi
L. naiffi

L. lindenbergi
L. garnhani
L. piganoi

E.UA. LCL

Equador*
Colémbia

Meéxico, Nicaragua
E.UA.
Venezuela

Belize, Guatemala, México*

Venezuela *
México

México

Guatemala, México

Brasil*, Bolivia, Colémbia, Equador, LCL
Guiana Francesa, Suriname, Venezuela

Brasil*

Bolivia*

Brasil*, Venezuela
Brasil*

Nicardgua, Panaméa LCL
Col6mbia*, Equador, Panama

Equador*

Col6mbia*, Honduras, Panama*

Panama

Coldmbia*, Costa Rica, Equador,
Honduras, Nicaragua, Panama*
Costa Rica, Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Panama

Colémbia *

Pera* LCL
Pera*

Bolivia* LCL

Brasil*, Per(

Brasil* LCL
Brasil LCL
Brasil*

Brasil*

Brasil LCL
Venezuela LCL
Venezuela LCD

Introdugdo

LMC,
LCD*

LCD

LMC

LMC

LMC

13



Introducéo

Bichromomya L. venuzuelensis = Venezuela LCL LCD
ollmeca biculor

Lu. hartemanni L. venuzuelensis = Colémbia* LCL LCD
Lu gomezi Panama

Psychodopygus Panama

panamensis

* Paises na qual a espécie flebotominica é comprovadamente vetora, ou suspeita na evidéncia de
aspetos epidemiolégicos, ou, ainda, comprovadamente vetor em outro local. * Em casos de severa
imunossupressdo (isto é, VIH coinfecgdo). LCD - Leishmaniose cutanea disseminada ou difusa;
LCL - Leishmaniose cutanea localizada; LR - Leishmaniose recidivante; LCPK - Leishmaniose
cuténea pds kala-azar; LV - Leishmaniose visceral (Adaptado de Maroli et al., 2013). Paras as
espécies flebotominicas do Novo Mundo, foi adotada, neste Quadro, a classificagdo de Galati
(2003, 2013, 2016).

1.5 Principais caracteristicas morfologicas dos flebotomineos: adultos e imaturos

Os flebotomineos adultos sdo insetos de reduzidas dimensdes, apresentando 2 a
3 mm de comprimento (Fig. 3), com sedas distribuidas pelas diferentes areas do corpo, e
em que a cor/tonalidade varia entre o cinzento e o castanho, claro ou escuro. O corpo é
constituido pela cabeca, torax e abdomen, e na cabeca, encontram-se antenas longas, do
tipo 2+x, idénticas em ambos 0s sexos, e 0s palpos igualmente longos (Fig. 4). O térax é
arqueado, e, neste, inserem-se trés pares de patas longas, e um par de asas lanceoladas
em que a segunda nervura longitudinal é bifurcada duas vezes. Esta caracteristica é
especifica da subfamilia Phlebotominae (Fig. 5). Os flebotomineos apresentam

dimorfismo sexual acentuado (Figs. 6 e 7).

Macho

Fémea
ingurgitada

Fig. 3 - Flebotomineos de ambos o0s sexos (em etanol e capturados no Alentejo, Portugal, 2017).
Fotografia de S. Pereira
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1° segmento antenar

2° segmento antenar

Antena
com 16
segmentos

Fig. 4 - Aspeto geral da cabeca de um flebotomineo
(Adaptado de https://zenodo.org/record/277086#. WwGhX-4vzIU) (Acedido a 9 de julho de

2018)

Fig. 5 - Esquema da asa de um flebotomineo. Observa-se a segunda nervura longitudinal

bifurcada duas vezes (setas vermelhas). (Adaptado de Andrade Filho et al., 2004)
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Fig. 6 - Extremidade posterior do abdémen de um fleb6tomo macho e principais estruturas da
genitalia externa (Adaptado de Lane, 1993).

Espermateca

| Canal condutor |
Furca

Fig. 7 - Extremidade posterior do abdémen de um fleb6étomo fémea e principais estruturas da
genitalia externa e interna (Adaptado de Lane, 1993)

Relativamente a morfologia externa dos flebotomineos imaturos, 0s ovos tém uma
forma elipsoide, séo de cor castanha e tém cerca de 0,4 mm de comprimento. As larvas
tém um aspeto vermiforme, de cor branca/nacarada, e apresentam quatro estados (L1, L2,

L3 e L4). No ultimo estado de desenvolvimento, podem atingir 8 mm de comprimento
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(Antoine, 1994). O corpo esta dividido em cabeca quitinizada, térax e abdomen. O

tegumento apresenta sedas espinhosas e no Ultimo segmento abdominal inserem-se duas
sedas caudais no 1° estado e quatro nos restantes (Fig. 8).
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Fig. 8 - Larvas de flebotomineos, do primeiro (L1) ao ultimo estado (L4) (Adaptado de
http://www.raywilsonbirdphotography.co.uk/Galleries/Invertebrates/vectors/sand fly.html)
(Acedido a 9 de julho de 2018)

As pupas sao ligeiramente globosas, de cor branca/amarela, com cerca de 3 mm

de comprimento e o corpo esta dividido em cefalotérax e abddémen. Nos ultimos
segmentos abdominais encontra-se a extvia larvar (Fig. 9).

Cefalotérax

2 / Exuvia larvar
Fig. 9 - Pupa de flebotomineo (Adaptado de Halada et al., 2018)

1.6 Ciclo de vida e aspetos bioecoldgicos de flebotomineos: Velho e Novo Mundo

Os flebotomineos sdo insetos holometabolicos, apresentando metamorfoses
completas: ovos, larvas, pupas e adultos. Tanto os machos como as fémeas sdo

fitéfagos, alimentando-se de agucares de plantas, ou produzidos por afideos. No entanto,
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as fémeas, para que se realize a maturagdo ovarica, necessitam de efetuar refeigdes
sanguineas. Apesar disso, algumas espécies flebotominicas podem ser autogénicas (P.
papatasi), isto é, capazes de efetuarem uma postura sem realizarem uma refeicéo
sanguinea (Lucientes et al., 2005; Chelbi & Zhioua, 2007). Também a partenogénese,
isto é, ndo ser necessaria a copula para que se efetue posturas, apesar de rara, ja foi
reportada, nomeadamente em espécies do Novo Mundo (Brazil & Oliveira, 1999; Alves
et al., 2008). Anomalias morfologicas, externas e internas, nos machos e nas fémeas,
foram observadas em fleb6tomos, capturados no terreno, em que apresentavam
ginandromorfismo, ou seja, fleb6tomos com a genitalia externa correspondente a um
macho e que, internamente, apresentava a espermateca de uma fémea e vice-versa.
Contudo, segundo os autores, o numero de exemplares capturados nestas circunstancias
foi reduzido (Gallego et al., 1991).

O ciclo de vida dos fleb6tomos apresenta, contrariamente a outros insetos com
importancia médica, uma fase terrestre (formas imaturas) e uma fase aérea (adultos ou
imagos). As posturas, em agregados de 30 a 70 ovos, de acordo com a espécie e
condi¢des ambientais, sdo realizadas em locais ndo expostos ao sol, com humidade e em
substratos ricos em matéria organica. As larvas apresentam mobilidade, através das
sedas ventrais, sdo fitofagas e saprofagas, e possuem um aparelho bucal mastigador
desenvolvido que lhes permite alimentarem-se da matéria organica disponivel (Brazil &
Brazil, 2003). As pupas sdo imdveis e fixas ao substrato através da extvia larvar. Estas,
ndo se alimentam e sofrem uma reorganizacao dos tecidos e érgdos até a eclosdo dos
adultos.

Na Natureza, a duragdo do ciclo de vida, de ovo a eclosdo do adulto, varia entre
45 a 60 dias (Fig. 10), dependendo da espécie, e de fatores bidticos e abidticos.
Contrariamente ao que se verifica no Novo Mundo, no Velho Mundo, os flebotomineos
tém uma marcada sazonalidade cessando a sua atividade abaixo dos 12°C, e entram em
diapausa no estado larvar. Em Portugal, Espanha e outros paises da Bacia
Mediterranica, os adultos eclodem na primavera, nos meses de abril/maio e entram em
diapausa em outubro/novembro, dependendo das espécies, regides e condigdes
climaticas e ambientais (Alves-Pires & Ribeiro, 1991; Pires 2000; Alten, et al., 2016).
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Fig. 10 - Ciclo de vida dos fleb6tomos: ovos, larvas, pupa, adultos, e duracdo aproximada de um
estado a outro (Adaptado de Afonso &  Alves-Pires, 2008 e de
http://pcwww.liv.ac.uk/leishmania/life_cycle _habitats.htm) (Acedido a 9 de julho de 2018)

Consoante as especies, regides, condi¢es climaticas e ambientais, e até o ano
em que se realiza o estudo da densidade flebotominica, a atividade sazonal pode
apresentar uma tendéncia monofésica ou difasica, o que corresponde a um ou dois picos
de eclosdo de imagos, por ano, respetivamente. J& nos climas subtropicais e tropicais, o
namero de geracBes anuais pode variar entre cinco a sete, ou seja, em determinadas
regibes do Novo Mundo podera verificar-se a existéncia de adultos durante todo o ano.
Contudo, excecionalmente, Lutzomyia olmeca pode entrar em diapausa na fase de ovo
(Meira & Ferreira, 1944; Rés, 1957; Pires, 2000; Afonso et al., 2005).

Segundo Depaquit & Léger (2017), na Natureza, os adultos, fémeas, apresentam
uma longevidade entre duas semanas a dois meses, em contraste com 0s machos que
tém uma longevidade mais reduzida. Foi comprovado, com exemplares da mesma
espécie, criados laboratorialmente e capturados no terreno, que os machos quando
eclodem, necessitam de um periodo de pelo menos 24h para que se dé a rotacdo
completa da genitalia externa (180°), facto este, essencial para a copula. Assim, quando
se fazem capturas no terreno, através de armadilhas luminosas tipo CDC, e se observam
machos com a genitalia ndo rodada ou parcialmente rodada, poder-se-a admitir que as
armadilhas foram colocadas proximas, ou muito proximas, dos locais de eclosdo. Este

aspeto tem importancia uma vez que € extremamente dificil localizar os criadouros
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larvares e consequentes adultos recém eclodidos (Ferrolho et al., 2015). Na Natureza, 0s
flebotomineos machos, resultantes da mesma postura, geralmente eclodem antes das
fémeas para que se possa dar a rotacdo da genitalia externa e a consequente copula entre
0s imagos da mesma espécie. A copula acontece imediatamente antes ou apos a
realizacdo da refeicdo sanguinea, com uma duracgdo variavel entre 30s a 5 min, e durante
o periodo crepuscular e/ou noturno (Depaquit & Léger, 2017). Este comportamento esta
relacionado com a vibracdo das asas e a libertacdo de feromonas de glandulas
abdominais dos flebotomineos machos (Brazil & Brazil, 2003).

Os flebotomineos apresentam atividade crepuscular e/ou noturna, com uma fraca
dispersdo, voo irregular e a uma altitude de 1,5 metros. No entanto, as distancias variam
de acordo com as espécies (Afonso & Alves-Pires, 2008). As fémeas realizam as
refeicbes sanguineas de acordo com as suas preferéncias troficas, embora haja espécies
com grande plasticidade tréfica como € o caso de P. perniciosus e Lutzomyia
longipalpis. Normalmente, as refei¢des sanguineas ocorrem 24 horas apds a eclosdo das
fémeas. Contudo, laboratorialmente, verificou-se que varias espécies do género
Lutzomyia alimentavam-se, preferencialmente, nos seus hospedeiros vertebrados, 48
horas ap6s a eclosdo. Segundo Brazil & Brazil (2003), este periodo, mais alargado,
poderd estar relacionado com a maturacdo das glandulas salivares e a quitinizacdo das
pecas bucais de algumas espécies flebotominicas.

Os adultos tém como locais de repouso, e postura, varios tipos de biotopos,
nomeadamente tocas de roedores, habitacbes humanas, caves, buracos e fendas nas
paredes e/ou muros, grutas, termiteiras, galinheiros, coelheiras, estabulos, lixeiras entre
outros (Fig. 11). Nestes locais, na suspeita da existéncia ou na monitorizacdo/vigilancia
de flebotomineos, devem ser colocadas armadilhas e/ou papéis impregnados com 6leo
de ricino, ou outros, para capturas e estudos no terreno, numa determinada regido

endémica, ou eventualmente endémica (Afonso & Alves-Pires, 2008).
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Fig. 11 - Bi6tipos utilizados por flebotomineos para repouso (adultos), postura (fémeas), e
desenvolvimento larvar e pupal: A - Buracos em muros, Marrocos; B - Termiteiras, onde se
pode encontrar Phlebotomus martini, junto a habita¢cGes humanas (ex. Sudéo, Etiopia, Uganda e
Quénia) (Adaptado de Alvar et al., 2017)

1.7 Espécies flebotominicas conhecidas em Portugal: aspetos histdricos,
bioecoldgicos e vetoriais

Até a presente data, em Portugal, foram assinalados dois géneros flebotominicos
(Phlebotomus e Sergentomyia), quatro subgéneros (Phlebotomus, Larroussius,

Paraphlebotomus e Sergentomyia) e cinco espécies (Quadro 3).

Quadro 3 Géneros, subgéneros e espécies flebotominicas assinalados em Portugal

Género Phlebotomus (Rondani & Berté, 1840)

Phlebotomus (Phlebotomus) papatasi (Scopoli, 1786)
Phlebotomus (Larroussius) perniciosus Newstead, 1911
Phlebotomus (Larroussius) ariasi Tonnoir, 1921

Phlebotomus (Paraphlebotomus) sergenti Parrot, 1917

Geénero Sergentomyia (Franca & Parrot, 1920)

Sergentomyia (Sergentomyia) minuta (Rondani, 1843)
(Adaptado Afonso & Alves-Pires, 2008)
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O estudo dos fleb6tomos, no Pais, teve inicio com o Doutor Carlos Franga, em
1912, onde assinalou Phlebotomus papatasi, durante um surto de febre de papatacci.
Posteriormente, o0 mesmo Investigador assinalou, pela primeira vez, Phlebotomus
perniciosus, a que chamou P. lusitanicus, e ainda a espécie P. sergenti (Franca, 1913;
1918; Afonso et al., 2007a). Lamentavelmente, dada a morte prematura do Investigador
Carlos Franca (Afonso et al., 2007a), os estudos sobre estes insetos s6 recomegaram
apos 30 anos, onde foram assinaladas, pela primeira vez, as espécies P. ariasi e
Sergentomyia minuta, na regido centro do Pais, pelos Investigadores Meira & Ferreira
(1944), Ferreira & Ferreira (1944), Ferreira (1945), Fraga de Azevedo (1946) e Fraga de
Azevedo & Teixeira (1946) que, entre outros aspetos, estudaram a distribuigéo, a
fenologia, a ecologia das espécies capturadas e as preferéncias hematicas, através de
técnicas da reacdo das precipitinas e morfologia dos globulos vermelhos. As formas
metaciclicas de leishmanias foram observadas no aparelho digestivo das fémeas, mas
ndo foi possivel, a data, realizar a cultura dos protozoarios.

Quanto ao norte e sul do Pais, e ja nos anos cinquenta do século XX, o
Investigador Rés (1957), assinalou a presenca de flebotomineos nas Bacias dos rios
Douro e Guadiana. Cerca de 20 anos ap6s o0s estudos acima mencionados, 0
Investigador Carlos Alves Pires, com o apoio do Professor Doutor Pedro Abranches
(Abranches & Pires, 1980), ambos do IHMT, reiniciou os estudos dos fleb4tomos de
Portugal, de norte a sul, e ainda da llha da Madeira e Selvagens, tendo realizado,
posteriormente, trabalhos, neste ambito, durante mais de trinta anos, quer com
Investigadores nacionais, como por exemplo as Professoras Doutoras Lenea Campino,
Gabriela Santos Gomes, Sofia Cortes, Maria Odete Afonso e Carla Maia do IHMT, quer
internacionais (Pires, 1979; 1984; 1985; 2000; Pires et al., 1997; Alves-Pires & Ribeiro,
1991; Alves-Pires & Capela, 1996; Alves-Pires et al., 1991, 1992, 1997, 2001, 2004;
2008; Semido-Santos et al., 1995; Afonso et al., 2005; 2007a,b, Calheiros et al., 2006;
Campino et al., 2006; Cortes et al., 2007; Afonso & Alves-Pires, 2008; Branco et al.,
2013; Ferrolho et al., 2015; Schrey et al., 1989; Franco et al., 2010; 2011; Depaquit et
al., 2015).

Ha ainda a salientar que o referido Investigador, demonstrou, definitivamente,
que P. perniciosus e P. ariasi, capturados no terreno, sdo, em Portugal,

comprovadamente vetores de Leishmania infantum. Assim, foram isoladas formas
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metaciclicas de Leishmania a partir da valvula estemodeal, de ambas as espécies,
seguida de cultura dos parasitas, no IHMT, com a colaboracdo da Professora Doutora
Lenea Campino, e a identificacdo da espéecie de Leishmania. Os zimodemes foram
determinados em Montpellier, Franca (Centro de referéncia). O zimodeme MON-1 foi
isolado das duas espécies do subgénero Larroussius e o MON-24 foi isolado, pela
primeira vez na Europa, a partir de fémeas de P. ariasi (Alto Douro) (Pires, 1984;
Alves-Pires et al., 1991; 2001).

Mais recentemente, e com a aplicacdo de técnicas moleculares, as Professoras
Carla Maia, Lenea Campino e Maria Odete Afonso tém determinado as taxas de infegao
por Leishmania sp. e as refeicGes sanguineas de fleb6tomos capturados no terreno,
particularmente na Regido Algarvia (Sotavento e Barlavento) (Maia et al., 2009; 2011;
2013; 2015; Campino et al., 2013). Nos ultimos anos, varios estudos flebotominicos, em
diferentes distritos do Pais, tém sido realizados no decorrer de Teses de Mestrado do
IHMT, como Mendonca (2011), Branco (2011), Miguel (2017) e Gouveia (2017), assim
como a realizacdo de trabalhos praticos de Alunos de Doutoramento (Ferrolho et al.,
2015), orientados pelas Professoras Maria Odete Afonso e Carla Maia, IHMT, UNL.

No que diz respeito a distribuicdo das espécies flebotominicas, em Portugal,
tendo em conta o perfil bioclimético, verifica-se, de acordo com Rioux, 1986, fide
Afonso, 2015, e com os estudos mencionados anteriormente, que P. perniciosus tem
uma ampla distribuicdo de norte a sul do Pais, uma vez que se desenvolve em regides
hamidas, subhdmidas, semiaridas e aridas. No entanto, no sul, nomeadamente na
Regido Algarvia é a espécie dominante (Alves-Pires et al., 2008; Maia et al., 2013).

Em Trés-0s-Montes e Alto Douro, ainda que P. perniciosus e P. ariasi tenham
sido capturados infetados e infetantes com L. infantum, P. ariasi, nesta Regido quente e
himida, é a espécie dominante, o que esta de acordo com o seu perfil bioclimatico. Em
2001, no concelho de Alij6, no ultimo estudo realizado nesta Regido, onde a
leishmaniose humana e canina é endémica, capturaram-se 4828 flebotomineos, dos
quais 73,1% (3530/4828) P. ariasi, 19% (917/4828) P. perniciosus e 7,9% (381/4828)
Sergentomyia minuta (Afonso et al., 2007b).

De acordo com Franco et al. (2010), P. ariasi, incluindo exemplares capturados
na Arrabida, apresentam, uma diversidade intraespecifica elevada, com 45 haplétipos,

diferentes entre si, por um a 26 bases, e sdo distribuidos por duas linhagens
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mitocondriais: uma limitada geograficamente & Argélia e outra dispersa por diversas
localidades e regides de outros quatro paises. A linhagem Europeia/Marrocos, a qual
pertence P. ariasi de Portugal, é caracterizada pela grande diversidade de haplotipos
(44). Este facto pode ser um dos fatores responsaveis pela heterogeneidade
epidemioldgica dos focos de leishmaniose onde esta espécie é vetora.

Na Regido centro do Pais, como no caso do Concelho de Torres Novas, ainda
que P. ariasi tenha sido a espécie capturada infetada por L. infantum, no que diz
respeito a abundancia relativa, a referida espécie flebotominica foi menos abundante
que P. perniciosus. Em relagdo a abundéancia relativa das quatro espécies capturadas em
2010, num total de 1262 exemplares, e por ordem decrescente, P. perniciosus foi a mais
abundante (73,69 %), seguida de S. minuta (11,57%), P. ariasi (8,16%) e P. sergenti
(6,58%) (Branco, 2013). Na Regido urbana de Lisboa (Alcantara), durante uma
prospecdo flebotominica, realizada em 2015, na época de atividade sazonal, em que se
capturaram 459 exemplares, P. perniciosus foi igualmente a espécie mais abundante
(51,179%), seguida P. ariasi (32,87%), P. sergenti (14,94%) e S. minuta (0,4%)
(Gouveia, 2017).

Em relagdo a espécie P. sergenti, que prefere regides quentes, aridas e
semiaridas, num estudo realizado em 2002 e 2003, na Arrédbida, confirmou-se a
colonizagdo desta espécie que, até aquela data, era considerada apenas uma presenca
esporadica (Afonso et al., 2005). Também em Coimbra, em 2008, e pela primeira vez,
confirmou-se a colonizacdo de referida espécie (Pereira et al., 2010). No Alentejo, no
distrito de Evora, em 1992, 79 biGtopos foram prospetados e capturaram-se 159
flebotomineos, dos quais a espécie mais abundante foi P. sergenti (42,1%), seguida de
P. perniciosus (36,5%), S. minuta (12%) e P. ariasi (9,4%) (Semido-Santos et al.,
1995). Contudo, também em Evora, P. papatasi foi capturado numa lixeira por Alves-
Pires (2000). E de realcar que P. papatasi, espécie com preferéncia por climas aridos e
hiperéridos, foi igualmente capturada no Algarve, num estudo realizado entre 1993 e
1996, e em que a abundancia relativa, em funcdo dos 3093 exemplares capturados, foi
de 0,03%, sendo P. perniciosus a espécie mais abundante (51,50%) das cinco

capturadas (Alves Pires et al., 2008).
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As abundancias relativas das espécies flebotominicas capturadas em diferentes
distritos de Portugal continental, estdo apresentadas na figura 12, em que séo reportados

dados dos estudos flebotominicos mais recentes.
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Fig. 12 - Numero total (N) e Abundancia relativa (%) das espécies flebotominicas capturadas
em distritos de Portugal, estando numerados, de 1 a 10, os estudos mais recentemente
realizados: 1 - Afonso et al., 2007b; 2- Vilela et al., 2016a; b; 3- Branco, 2011; 4- Alves Pires et
al., 2004; 5- Maia et al., 2010% 6- Alves-Pires et al., 2008; 7- Maia et al., 2015; 8- Miguel,
2016; 9- Gouveia, 2016; 10- Pereira et al., 2008

1.8 Especies flebotominicas conhecidas no Brasil: aspetos historicos,
bioecoldgicos e vetoriais

No Brasil, a primeira referéncia a flebotomineos foi realizada por Lutz e Neiva,

que, em 1912, descreveram Lutzomyia longipalpis, a espécie mais importante como
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vetora de Leishmania infantum nas Américas. O Investigador Evandro Chagas, apos
uma expedicdo a Amazonia, em 1912-1913, coordenada pelo Doutor Oswaldo Cruz, e
em que se verificou um elevado nimero de trabalhadores “seringueiros” com grandes
ulceracdes nas fossas nasais e nasofaringe, foi o grande impulsionador dos estudos
flebotominicos. Apesar dos fleb6tomos ja serem indiciados como os transmissores da
doenca (leishmaniose mucocutanea), ndo foram, a data, encontrados onde havia o maior
indice de ocorréncia desse tipo de patologia, nomeadamente em Rio Acre (Chagas,
1936).

Em 1927, o Investigador Henrique Aragdo confirmou a participacdo dos
flebotomineos na transmissdo da leishmaniose no Novo Mundo, dada a constante
presenca destes insetos nos focos de leishmaniose na Cidade do Rio de Janeiro, e a
identificacdo das formas infetantes de leishmanias no aparelho digestivo dos mesmos
(Aragdo, 1927). Assim, no Brasil, regido altamente endémica de leishmanioses
humanas, desde a visceral & mucocuténea, os estudos flebotominicos estiveram sempre
associados a estas entidades nosoldgicas (Rangel & Lainson, 2003).

O estudo da leishmaniose visceral foi iniciado pelo Investigador Henrigque Penna
que diagnosticou, laboratorialmente, a doenca, pela primeira vez, em 1934, ao analisar
fragmentos de figado colhidos num estudo sobre a febre amarela. Em 1936, Evandro
Chagas, filho de Carlos Chagas, coordenou a primeira Comiss@o sobre a leishmaniose
visceral, organizada pelo Instituto Oswaldo Cruz. Lamentavelmente, o Investigador
faleceu num acidente aéreo, em 1940, o que tornou impossivel que 0s seus
colaboradores recuperassem 0s trabalhos ja iniciados. Devido a este facto, os estudos
sobre as leishmanioses, e 0s seus vetores, abrandaram temporariamente.

Em 1953, dado o crescente nimero de casos de leishmaniose visceral, registados
no nordeste Brasileiro, particularmente em Sobral, Estado do Ceard, um grupo de
Investigadores, entre os quais se incluiam Lebnidas Deane e a Maria José von
Paumgartten, posteriormente conhecidos, pelos Cientistas que se dedicam a esta
tematica, pelo “Casal Deane”, mudaram-se para a regido, de forma a aprofundar os
conhecimentos sobre a doenga e os vetores. Durante estes estudos, em 1956, foram
identificadas formas promastigotas de L. infantum em flebotomos da espécie Lu.
longipalpis capturados em habitagcdes nas quais, pelo menos, um dos seus habitantes

tinha leishmaniose visceral. Assim, a espécie Lu. longipalpis foi incriminada como a
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responsavel pela transmissdo da doenga/agente patogénico. A procura incessante pelo
mecanismo de transmissdo da doenca levou a que Leonidas Deane inoculasse,
voluntariamente, o parasita no seu braco. No Estado do Para, no Nordeste, em 1977,
Laison e colaboradores observaram uma taxa de infecdo dos vetores entre 7 a 14%, o
que corresponde a uma elevada infecéo flebotominica (Laison et. al., 1977).

Presentemente, no Pais, cerca de 20 espécies flebotominicas estdo relacionadas
com a transmissdo das leishmanioses a seres humanos (Pimenta et al., 2003; Rangel &
Lainson, 2003). A leishmaniose visceral € transmitida essencialmente pela espécie Lu.
longipalpis, enquanto a leishmaniose cutanea esta associada a uma panoplia de espécies
vetoras, com forte tendéncia antropofilica, que variam de acordo com a regido
geografica e hospedeiros vertebrados disponiveis (Fig. 13) (Costa, et al., 2007; Brazil &
Brazil, 2014).

@ Nyssomyia intermedia
. Ny. whitmani
A Bichromomyia flaviscutellata
|:: :| Psychodopygus wellcomei
It Ny. umbratilis
@ Migonemyia migonei
Ps. complexus

@ Ny. neivai

Fig.13 - Distribuicdo, conhecida, das principais espécies flebotominicas, vetoras da
leishmaniose cutanea, no Brasil, por Estado. Manual da Secretaria de Vigilancia da Saude -
Ministério da Saude, 2010. 1- Acre; 2- Amazonas; 3- Roraima; 4- Para; 5- Amapd; 6-
Maranhdo; 7- Piaui; 8- Ceard; 9- Rio Grande do Norte; 10- Paraiba; 11- Pernambuco; 12-
Alagoas; 13- Sergipe: 14- Baia; 15- Minas Gerais; 16- Espirito Santo; 17- Rio de Janeiro; 18-
Sao Paulo; 19-Parana; 20- Sta. Catarina; 21- Rio Grande do Sul; 22- Mato Grosso do Sul; 23-
Goiana; 24-Tocantins; 25- Mato Grosso; 26- Rondénia

A espécie Lu. longipalpis tem uma ampla distribuicdo geografica, sendo
encontrada em todas as cinco regides geograficas brasileiras: Nordeste, Norte, Sudeste,
Centro-Oeste e Sul, e s6 ndo foi registada em dois estados do Brasil: Amazonas e Santa
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Catarina (Afonso, 2013; Vilela et al., 2014) (Fig.14). A capacidade de se alimentar em
animais domésticos e sinantropicos (Fig.15), assim como a sua notavel antropofilia,

favorece a adaptacédo a diversos ambientes periurbanos e urbanos.

Fig. 14 - Distribuicdo geografica de Lutzomyia longipalpis em diferentes Estados do Brasil. 1-
Acre; 2- Amazonas; 3- Roraima; 4- Para; 5- Amap4; 6- Maranhdo; 7- Piaui; 8- Ceard; 9- Rio
Grande do Norte; 10- Paraiba; 11- Pernambuco; 12- Alagoas; 13- Sergipe: 14- Baia; 15- Minas
Gerais; 16- Espirito Santo; 17- Rio de Janeiro; 18- Sdo Paulo; 19- Parand; 20- Sta. Catarina; 21-
Rio Grande do Sul; 22- Mato Grosso do Sul; 23- Goiana; 24-Tocantins; 25- Mato Grosso; 26-
Ronddnia (Adaptado de Manual da Secretaria de Vigilancia da Satde - Ministério da Saude,
2010).

/

Fig. 15 - No Brasil, a raposa da espécie Lycalopex veulus é um reservatorio de L. infantum. As
setas indicam os locais de maior probabilidade de picada por flebotomineos (Adaptado de Alvar
etal., 2017)

Lu cruzi é uma espécie suspeita de ser a responsavel pelos casos de leishmaniose
visceral reportados no Estado de Mato Grosso do Sul, devido ao nimero significativo
de exemplares capturados infetados com L. infantum. Segundo Lainson (2010), uma vez
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que as fémeas desta espécie sdo morfologicamente idénticas as de Lu. longipalpis, e
somente a presenca de exemplares machos permite fazer a diferenciagdo entre ambas,
como ndo foram capturados exemplares machos de Lu. longipalpis, na referida regiéo,
as fémeas capturadas foram consideradas Lu. cruzi.

O mais importante vetor de leishmaniose cuténea, por L. braziliensis, é a espécie
Nyssomyia withmani, assinalada em todos os Estados do Brasil, com excegédo de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. E também transmissora de L. shawi e L. guyanensis em
florestas primarias, no norte do pais, como no Estado do Para, onde o ciclo ocorre entre
animais silvestres (Souza et al., 2017; Costa, et al., 2018;). Esta espécie apresenta,
igualmente, habitos alimentares antropofilicos, exceto nas é&reas onde ocorre
leishmaniose cutanea por L. shawi, onde se verifica pouca atratividade por seres
humanos (Lainson et al., 1989). Assim, considera-se que 0 habitat natural desta espécie

sdo regides silvaticas e matas primarias (Fig. 16).

Fig. 16 - Introducdo humana em bidtopos silvestres, com adaptacao de algumas espécies
flebotominicas aos ambientes humanos, Guatemala (adaptado de Alvar et al., 2017)

Contudo, a grande capacidade de se adaptar a novos ambientes, nomeadamente a
diferentes tipos de vegetacdo, levou a que a espécie se expandisse, chegando a ser
detetada nos mais variados bidtopos peridomésticos (Rangel & Lainson, 2009).
Suspeita-se, ainda, que esta espécie, conjuntamente com Lu. intermedia, partilhe a

transmissao de L. braziliensis no Estado do Rio de Janeiro (Souza et al., 2002).
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No Estado do Rio de Janeiro, Nyssomya intermedia é a espécie vetora de
leishmaniose cuténea, tendo j& sido comprovada a sua infecdo natural, e laboratorial,
por L. braziliensis (Rangel et al., 1984; 1992; Pita-Pereira et al., 2005). E uma espécie
antropofilica, predomina em ambientes modificados pelos seres humanos, em areas
peridomésticas, mas pode alimentar-se em cées, galinhas e pequenos roedores. No Rio
de Janeiro é mais abundante nos meses mais frios, nomeadamente junho, julho e agosto
(Gouveia, et al., 2012).

A principal espécie vetora de L. guyanensis ¢ Nyssomyia umbratilis e ocorre
maioritariamente na regido Amazonica. E uma espécie tipica de ambientes silvestres,
ocupando a copa das arvores e alimenta-se preferencialmente em preguicas (Bradypus
Variegatus) (Christensen et al., 1982; Ready et al., 1986). No inicio do século XX, esta
espécie foi identificada no Estado de Pernambuco, 0 que suscitou alguma surpresa entre
os Investigadores dada a considervel distancia entre este Estado e a regido amazonica
(Balbino et al., 2001).

Migonemyia migonei estd amplamente distribuida pelo Pais e pode ser
encontrada em bidtopos domésticos e peridomesticos, dada a sua adaptacdo a ambientes
modificados pelo ser humano, e alimenta-se preferencialmente em cées domésticos. No
Estado do Rio de Janeiro, Mi. migonei foi associada a casos autoctones de leishmaniose
visceral numa regido onde ndo tinha sido assinalado espécimes de Lu. longipalpis
(Souza et al., 2003). Recentemente, varios estudos tém demonstrado que Mi. migonei
permite o desenvolvimento intravetorial de L. infantum, tendo sido registado, pela
primeira vez, a sua infecdo natural na regido norte do Estado de Pernambuco, onde Lu.

longipalpis apresenta densidades baixas (Carvalho et al., 2010).

1.9 Desenvolvimento intravetorial de Leishmania spp.

As leishmanias sdo parasitas digenéticos, ou seja, apresentam duas formas
morfoldgicas ao longo do seu ciclo de vida, a forma flagelada extracelular, presente no
hospedeiro invertebrado (amastigotas prociclicas), e a forma sem flagelo, intracelular,
gue se encontra no hospedeiro vertebrado infetado (formas amastigotas). Para além das
formas, ao longo do ciclo de vida, as leishmanias adquirem diferentes capacidades

motoras, expressam distintas moléculas de superficie e apresentam propriedades
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bioguimicas especificas. Todas estas transformacgdes sdo consideradas adaptacGes aos
diferentes micro-habitats e barreiras bioquimicas, que os parasitas tém que ultrapassar,
nomeadamente quando se encontram no aparelho digestivo do vetor (Santos et al.,
1998; Dvorak, 2018). Esta capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo das diferentes
espécies de leishmanias é um dos principais fatores condicionantes da competéncia
vetorial de varias espécies flebotominicas.

O ciclo de vida, no vetor, inicia-se quando um flebotomineo fémea efetua uma
refeicdo sanguinea infetada e ingere formas amastigotas presentes num hospedeiro
vertebrado, previamente infetado, como o cdo domeéstico/silvatico, a raposa, diferentes
roedores e outros vertebrados. Posteriormente, caso seja suscetivel a espécie de
leishmania ingerida, pode transmitir leishmaniose ao ser humano e/ou a outros animais
(Fig. 17).

Ciclo doméstico ou peridoméstico

Ciclo silvatico

roedares
silvgstres

A
cans
silvestres
e

Fig. 17 - Ciclos de transmissao, flebotomineos vetores, reservatorios e hospedeliro acidental, do
protozoario Leishmania spp. Adaptado de:
http://blogs.diariodonordeste.com.br/bemestarpet/geral/ciclo-de-palestras-debate-liberacao-do-
tratamento-da-leishmaniose-visceral-canina/ (Acedido a 6 de agosto de 2018)

No vetor, as formas amastigotas ingeridas, das espécies de Leishmania que
conseguem sobreviver, inclusivamente a formacdo da membrana peritrofica,
transformam-se em promastigotas (Dvorak et al., 2018). Com o avancar da digestéo,
entre 0 segundo e o quinto dia, os promastigotas sofrem varias divisdes e transformam-se
em formas de maiores dimensfes, as nectomonas, a0 mesmo tempo que a membrana
peritrofica comega a desintegrar-se. Estas formas, nectomonas, multiplicam-se

rapidamente e comecam a migrar para a parte anterior do intestino médio onde se fixam
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as microvilosidades do epitélio, através do flagelo. Esta ligacdo s6 é possivel dada a
complementaridade que existe entre as moléculas de lipofosfoglicanos (LPG), presentes
nas membranas de superficie dos promastigotas, e 0s seus recetores nas células epiteliais
do intestino médio do vetor. A estrutura molecular do LPG apresenta polimorfismos intra
e interespecificos que influenciam a competéncia vetorial das espécies. Existem espécies
flebotominicas que, para além da combinacdo acima descrita, parecem usar outro tipo de
moléculas facilitadoras da fixacdo (Kamhawi, 2002; Myskova, et al., 2007). Do mesmo
modo que a secrecdo de LPG ¢é essencial para a fixacdo dos protozoarios no intestino do
vetor, também tem que existir a capacidade de perda da ligacdo para que as formas
metaciclicas migrem para a regido mais anterior (Sacks et al., 1985).

As nectomonas colonizam diferentes regides do intestino. No entanto, a sua
distribuicéo € realizada de acordo com as preferéncias de cada subgénero do parasita. As
espécies do subgénero Viannia tém uma preferéncia pelo intestino posterior,
contrariamente ao subgénero Leishmania que prefere o intestino médio e anterior. Esta
diferenca levou a que Lainson & Shaw (1987) separassem as espécies do género
Leishmania em trés categorias: suprapilaria, peripilaria e hipopilaria, sendo que a grande
maioria de espécies de Leishmania, as que causam doencas em humanos, sao
suprapilarias, isto €, o seu desenvolvimento é restrito a porcdo do aparelho digestivo
anterior ao piloro, sobretudo nas regifes abdominal e torécica do intestino médio. Os
parasitas com comportamento peripilarico pertencem ao subgénero Viannia, encontrados
exclusivamente no Novo Mundo (Lainson & Shaw, 1987). O desenvolvimento do tipo
hipopilérico é restrito, desenvolvendo-se unicamente no genero Sauroleishmania (Bates,
2007).

Entre as nectomonas e as formas metaciclicas infetantes, desenvolvem-se as
formas transitorias denominadas haptomonas. As haptomonas sdo formas especificas
que se posicionam na regido da valvula estemodeal e séo responsaveis pela producéao de
um gel denominado promastigote secretory gel (PSG). Este gel, ao depositar-se na
valvula estemodeal, na regido mais anterior do aparelho digestivo, provoca a disfuncédo
da mesma, impedindo o correto bombeamento do sangue que a fémea pretende ingerir e
estimula a regurgitacdo das formas metaciclicas infetantes quando a fémea se encontra

ja infetante. Este facto obriga a um maior nimero de picadas por parte da fémea, na
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tentativa de se alimentar e, por consequéncia, a um aumento da transmissao vetorial
(Kamhawi, 2002; Bates, 2007).

Recentemente, varios estudos tém vindo a ser realizados com o objetivo de
melhor compreender a influéncia de uma segunda refeicdo sanguinea, na epidemiologia
da transmissdo das leishmanioses. Sobre esta matéria, em 1928, Shortt & Swaminath
afirmaram que uma segunda refeicdo ndo tinha influéncia sobre a populacdo de
leishmanias no intestino do vetor e, em 1964, Adler afirmou que a taxa de infecdo,
nestas circunstancias, ndo variava. Mais tarde, Nieves & Pimenta (2002) descreveram a
influéncia das fontes sanguineas no desenvolvimento de L. braziliensis e L.
amazonensis na espécie vetora Lu. migonei. Neste estudo, verificou-se, para ambas as
espécies de Leishmania, que a populacdo de parasitas aumentava, quando a fonte
sanguinea (ndo infetante) era de roedores silvaticos, seguida de gambas, seres humanos
e cavalos. Verificaram ainda, que o numero intravetorial de parasitas diminuia quando a
segunda refeicdo sanguinea se realizava em suinos. O interesse sobre este assunto pelo
Investigador Pimenta manteve-se, 0 que o levou a realizar um estudo sobre a presenca
de animais domésticos, como fontes de alimentacdo disponiveis, e a transmissdo de L.
braziliensis por Nissomya intermedia. Assim, apesar da quantidade de sangue, ingerida
na segunda refeicdo, tenha sido semelhante a primeira, observou-se que o padrdo da
infecéo vetorial alterava-se, de acordo com a fonte de alimentagdo, sendo que um maior
namero de parasitas se observava em flebotomineos alimentados em burros e cavalos.
Pelo contrério, a realimentacdo em ovelhas e porcos levou a que a taxa de infecdo
diminuisse (Miranda et al., 2008).

Recentemente, Serafim e colaboradores (2018) verificaram, experimentalmente,
gue uma segunda refeicdo sanguinea sem leishmanias, ou seja, ndo infetada, em fémeas
que fizeram, anteriormente, uma refeicdo sanguinea infetante, promove a diferenciacédo
de novas formas replicativas denominadas retroleptomonas, que amplificam e

contribuem para a metaciclogenese (Fig. 18).

33



Introducéo

& ¢ & 9 & \
- O @ O
) Formas
Nectomonas A > Retroleptomonas o
&< Prociclicas. .=, Leptomonas " », Leptomonas ) & P metamc}l@s
A .{-—"‘lﬁ — Y B g4 » — —
, SN » .

1% Refeicdo sanguinea: 22 Refeigdo sanguinea ndo infetada 3 Refeicdo sanguinea: maior
ingestdo de formas amastigotas Diferenciacéo e amplificacéo das leishmanias ntmero de formas metaciclicas

infetantes

Fig. 18 - Aumento da probabilidade de transmissdo de Leishmania na sequéncia de uma
segunda refeicdo sanguinea, ndo infetada, de uma espécie flebotominica vetora, antes da
existéncia de formas metaciclicas. As setas circulares, a negro, indicam a multiplicacdo de
leptomonas e de retroleptomonas. Os circulos azuis indicam o aumento das formas haptomonas
nos trés eventuais cenarios (Adaptado de Serafim et al., 2018)

Estes resultados demonstram a importancia ndo s6 da presenca de diferentes
hospedeiros vertebrados, para a continuidade do ciclo de transmissdo, mas também a
relevancia de uma segunda refeicdo sanguinea do vetor, na transmissao dos parasitas.

Também a saliva, inoculada pela fémea, durante a picada no hospedeiro, tem um
papel importante na transmissdo de leishmanias. No momento da picada, a saliva
apresenta substancias quimiotaticas vasodilatadoras que facilitam a ingestdo sanguinea,
ao mesmo tempo que suprimem temporariamente a resposta imunitaria do hospedeiro
vertebrado. Em particular, na espécie Lu. longipalpis a saliva é constituida
maioritariamente por um péptido vasodilatador, maxidilan, que inibe a acdo dos
macrofagos, para além de aumentar o fluxo sanguineo.

Pelos resultados acima apresentados, poder-se-a referir que varios estudos tém
sido desenvolvidos no @mbito da infecdo e transmissdo, mas 0s numerosos aspetos da
inter-relacdo vetor-parasita-hospedeiro, tal como noutras doencas transmitidas por
vetores, ainda requerem mais conhecimentos uma vez que estas relagcdes sao milenares e
tém permitido a evolugéo e coevolugdo das mesmas. Para que, de algum modo, se possa
mitigar estas premissas, estudos laboratoriais € no terreno terdo que continuar a ser
efetuados para se esclarecer, controlar e diminuir uma das mais graves

zoonoses/antroponoses do Velho e Novo Mundo.
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1.9.1 Mecanismo e tipo de transmissao

A transmissdo vetorial das leishmanioses ocorre atraves de um mecanismo ativo,
do tipo bioldgico, ciclico, evolutivo, multiplicativo, ou seja, o vetor infeta-se ao
procurar ativamente o hospedeiro vertebrado onde realiza uma refeicdo sanguinea, que
pode ser infetante, e € no interior do aparelho digestivo que ocorre a evolucdo e
multiplicacdo das formas parasitarias de Leishmania. O vetor, uma vez infetado,
permanece infetado e infetante ao longo da vida.

No Velho Mundo, como por exemplo nos paises do sul da Europa, o céo
doméstico é o reservatorio mais comum de Leishmania, no que diz respeito a
transmissdo zoonotica de leishmaniose visceral, e o ser humano constitui um hospedeiro
acidental. Contudo, o ser humano pode atuar como reservatdrio na transmissao
antropondtica, ou seja, de pessoa a pessoa, como € o caso da leishmaniose cutanea, por
L. tropica, em areas onde o vetor P. sergenti apresenta densidades elevadas (Maroli et
al., 2013). Ja na India, P. argentipes é vetor de L. donovani dando origem, no ser
humano, as leishmanioses visceral, cutanea pdés Kalazar e cutanea localizada. No
mesmo pais, P. salehi, vetor de L. major, origina, igualmente no ser humano,
leishmaniose cutanea localizada e difusa. Nesta regido, a transmissdao de leishmaniose
visceral ocorre, maioritariamente, em populacfes de fracos recursos econdémicos, em
ambientes propicios ao desenvolvimento vetorial. Em Africa, como no Sud&o, P.
dubosqui e P. papatasi transmitem, ao ser humano, L. major, com a ocorréncia de

leishmanioses, cutanea localizada e difusa (Fig. 19).

Fig. 19 A - Na India, bi6topo rico em matéria organica, junto de habitacBes humanas, propicio a
transmissdo de leishmaniose; B - No Suddo, bidtopo propicio ao desenvolvimento do ciclo
antroponético de leishmaniose (Adaptado de Alvar, 2018)
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Além da transmissdo vetorial de leishmaniose, outros tipos de transmisséo
também ocorrem como a congénita, venérea, por transfusdo sanguinea, através de
transplantes e por partilha de seringas infetadas, estando todas elas descritas, na
literatura, tanto no Velho como no Novo Mundo (Kilick-Kendrick 1999; Filho, et al.,
2005; Singh, 2006; Basset et. al., 2005). No sul da Europa, a transmissao por seringas
infetadas assume uma grande importancia epidemioldgica devido aos utilizadores de
drogas intravenosas, que sdo um grupo de risco de coinfeccdo leishmaniose/VIH
(Desjeux & Alvar, 2003; Campino & Maia, 2010). J4 no Novo Mundo, principalmente
no Brasil, os utilizadores de drogas por via intravenosa ndo constituem um grupo de
risco para a coinfeccdo leishmaniose/VIH (Rabello et al., 2003).

Mais recentemente, uma vez que o cdo € o principal reservatorio de leishmaniose
visceral, alguns estudos apontam para a eventual transmissdo, entre cées, atraves da
mordedura. Contudo, este tipo de transmissdo, de cdes infetados diretamente a humanos,
até a data, nunca foi reportado (Naucke et al., 2016).

1.10 Leishmanioses no Velho e no Novo Mundo: Portugal e Brasil

No Velho Mundo, a leishmaniose visceral é causada por protozoarios do
complexo Leishmania donovani, nomeadamente L. infantum, na Bacia Mediterranica e
Africa Ocidental, e por L. donovani na India, China e Africa Oriental. Contudo, esta
ultima espécie, antroponotica, foi recentemente introduzida no Chipre, dando origem a
leishmaniose visceral e cutanea (Antoniou et al., 2013). As espécies acima mencionadas
sdo, na sua maioria, responsaveis pela manifestacdo clinica da doenca sob a forma de
leishmaniose visceral, ou Kala-azar, quando invadem as células do sistema fagocitico
mononuclear, como o baco, figado, medula e ganglios linfaticos. Na Bacia do
Mediterraneo, coexistem as espécies Leishmania infantum, L. donovani L. major e L.
tropica. (Iriso et al.,, 2017a). L. infantum € a Unica espécie presente na Europa, e
responsavel em Portugal pelos casos de leishmaniose humana (visceral e cuténea) e
canina. Contudo, na Grécia e Turquia também existe L. tropica (Campino 1998; Campino
et. al., 2006; Antoniou et al., 2013).

O primeiro caso de leishmaniose visceral, em Portugal, foi diagnosticado numa

crianga com nove anos de idade, em Lisboa, em 1910 e, um ano depois, foi registado, por
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Alvares & Silva, o primeiro caso de leishmaniose canina. Em 1945, o Professor Doutor
Fraga de Azevedo e colaboradores iniciaram os estudos sobre a leishmaniose em Portugal
(Cardoso et al., 2006) e, em 1948, a leishmaniose visceral humana tornou-se uma doenca
de declaracdo obrigatoria. Segundo os dados da Direcdo Geral de Saude (DGS), Portugal
apresentava uma elevada incidéncia de leishmaniose visceral entre 1942 e 1951. Em
1970, apenas 20 casos foram notificados, data apds a qual se registou um aumento
progressivo até 1983, tendo sido notificados, nesse ano, 51 novos casos (DGS, 2016).

E de salientar, que durante o periodo de prospecdo flebotominica, realizado por
Semido Santos, no Distrito de Evora, em 1991, trés casos infantis de leishmaniose
visceral foram registados no hospital central (Semido-Santos, et. al., 1995). De 2000 a
2007, a DGS notificou 133 casos (58 criancas e 75 adultos) dos quais, 68 pertenciam a
Regido Metropolitana de Lisboa. No entanto, durante quase o mesmo periodo (2000 a
2009), foram diagnosticados na Unidade de Leishmanioses do IHMT, 173 novos casos de
leishmaniose visceral humana, 66 dos quais em individuos imunocompetentes (46
criancas e 20 adultos) e 107 adultos imunodeprimidos (Campino et al., 2006; Campino &
Maia, 2010). Apesar da prevaléncia aparentemente baixa em Portugal, pouco se sabe
sobre a prevaléncia de infetados assintomaticos, cujo conhecimento é importante, quer
em termos clinicos, quer em termos epidemioldgicos. Estima-se que por cada doente
registado, existirdo entre 30 a 100 casos assintomaticos (Dujardin et al., 2008). Também
a atribuicdo da designacao de uma doenca maioritariamente infantil, tem vindo a alterar-
se, uma vez que se tem registado um maior numero de casos em adultos, nomeadamente
em coinfetados com VIH/SIDA (Campino & Maia, 2010). A forma cutanea por L.
infantum, considerada benigna e de cura espontanea, contribui para que um grande
namero de casos seja subnotificado (Dujardin, et al., 2008).

A manifestacdo da leishmaniose cutdnea por L. tropica, como em Marrocos,
surge através de lesBes na superficie da pele, exposta as picadas de flebotomineos, como
a face, bracos e méos, formando nédulos que podem provocar cicatrizes desfigurantes e
a despigmentacéo da pele (Dedet & Pratlong, 2003).

Em 2012, em Portugal verificou-se um caso ndo autoctone de leishmaniose
cutanea, numa crianca de seis anos, que tinha viajado para a Tunisia nos meses
anteriores. A analise molecular realizada a pele de uma das lesdes cuténeas, revelou
DNA de L. major (Faleiro et al., 2012).
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No Norte de Africa, onde L. major e L. tropica sdo responsaveis por
leishmaniose cutanea, L. infantum foi, igualmente, identificada em lesfes cutaneas
(Gramiccia et al., 1991). Os diferentes tipos de manifestacdo clinica associados a
infecdes por L. infantum, estdo relacionados com a resposta imunitaria do hospedeiro.
Individuos imunocomprometidos infetados por L. infantum podem apresentar lesGes
cutaneas, contrariamente aos doentes imunocompetentes que apresentam lesdes
viscerais (Campino, et al., 1997; 2006).

Segundo o Observatorio Nacional das Leishmanioses (OnLeish), criado em 2008,
estima-se que em Portugal todos os anos sejam reportados entre 10 a 15 novos casos de
leishmaniose humana o que levard a que a doenga deixe de ser considerada rara
(Campino & Maia, 2010).

Segundo a DGS, entre 2012 e 2015, a faixa etaria mais afetada no que diz respeito
ao numero de casos notificados de leishmaniose visceral, foi a dos 35 aos 54 anos (18
casos), 0 que nao estd de acordo com as anteriores informacGes em que as criangas com
idades inferiores a cinco tendiam a ser a camada populacional mais afetada. Este facto
pode estar relacionado com os imunodeprimidos, por varias causas.

Segundo Campino et al. (2006), das estirpes de L. infantum isoladas em Portugal,
e analisadas por tipagem isoenzimatica, verificou-se que a semelhanca do que se observa
na restante Bacia Mediterranica, MON-1 é o zimodeme mais frequente de norte a sul do
Pais e 0 que esta presente nas leishmanioses humana e canina. J& MON-24, MON-29 e
MON-80 foram isolados a partir de seres humanos coinfetados com VIH/SIDA. Cardoso
et al. (2002) descreveram um caso de leishmaniose canina, no Alto Douro, em que foi
isolado MON-98. No que diz respeito aos flebotomineos vetores, até a data, foram
isolados os zimodemes MOM-1, em P. perniciosus capturado no Algarve (Alves-Pires et
al., 2001) e MON-24, em P. ariasi capturado no Alto Douro (Alves-Pires et al., 1991).

No Novo Mundo a epidemiologia das leishmanioses é mais complexa. E
considerada uma doenga com uma grande diversidade de vetores e reservatorios,
associada a diferentes padrdes de transmissdo e de formas clinicas. No Brasil, as
leishmanioses fazem parte da lista das grandes endemias do Sistema Nacional de
Informacdo de doencas de notificagdo obrigatoria do Ministério da Saude e, em 2015,
este Pais, juntamente com a Etiopia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sudio,

reportaram mais de 90% dos casos de leishmaniose visceral que ocorreram em todo o
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Mundo (Burza et al., 2018). Tal como no Velho Mundo, o principal agente responsavel
pela leishmaniose visceral é L. infantum, introduzida, no Brasil, durante o periodo de
colonizacdo, portuguesa, através de cdes infetados. Este parasita, durante um longo
periodo de tempo foi designado por L. chagasi em memoria dos seus descobridores e de
forma a diferenciar-se de L. infantum do Velho Mundo e, posteriormente, por L. chagasi
infantum. No entanto, robustos estudos moleculares, coadjuvados por infegOes
laboratoriais do vetor Lu. longipalpis por L. infantum do Velho Mundo, suportam a
sinonimia. Presentemente, a maioria dos Investigadores ja referem L. infantum, ou L.
infantum (chagasi) (Momen & Cupollilo 2000; Akhoudi et al., 2016; Mauricio, 2018).

No Brasil, oito espécies de Leishmania sdo patogénicas para 0s seres humanos,
sendo sete do subgénero Viannia (Fig. 20) e L. infantum do subgénero Leishmania. O
subgénero Viannia esta relacionado a leishmaniose cutanea
(localizada/difusa/mucocuténea), sendo as espécies L. amazonensis, L. guyanensis e L
brasiliensis as responsaveis pela maioria dos casos, e 0 subgénero Leishmania a casos
de leishmaniose visceral (mais raramente a leishmaniose cutanea localizada e difusa)
(Shaw, 1993; Maroli et al., 2013).

L. (V) braziliensis
L. (V) laisoni
L. (V) naiffi

L. (V) shawi

L. (V) guyanensis
L. (L) amazonensis
L. (V) linderberg

Fig. 20 - Distribuicdo de espécies de Leishmania (Subgénero Viannia) responsaveis pela
manifestacdo de leishmanioses cutaneas nos diferentes Estados do Brasil (Fonte: Secretaria de
Vigilancia em Salde - Ministério da Saude, Brasil)

No Novo Mundo, verificaram-se hibridos de L. braziliensis e L. peruviana e nos

estudos realizados in vitro, os clones hibridos apresentaram fendtipos heterogéneos.
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Laboratorialmente, os hamsters infetados com as estirpes hibridas, apresentaram
maiores densidades de parasitas e recidivas agressivas numa fase avangada da infegéo.
Observou-se também, que os hibridos mostraram maior plasticidade e diversidade
fenotipica que as espécies putativas parentais, com potenciais implicacdes eco-
epidemioldgicas, incluindo impacto no sucesso do controlo da doenca (Cortes et al.,
2012b).

Inicialmente, a leishmaniose visceral parecia estar circunscrita a ambientes
silvestres, atingindo apenas a populacdo humana em ambientes rurais e nos estados mais
a norte do Brasil. No entanto, com as profundas e rapidas modificacbes
socioecondémicas que se deram no Pais, devido a industrializacdo na segunda metade do
século XX, verificou-se uma alteracdo no padrdo de transmissdo da leishmaniose
visceral. Atualmente, verifica-se que a epidemiologia da doenca se alterou de uma
zoonose rural para uma zoonose/antroponose periurbana e urbana, e cerca de 3000 casos
sdo reportados anualmente. O nimero de casos confirmados da doenga, nas cinco
regides do pais, em 2014, e de acordo com o Ministério da Saude, esta representado no
Quadro 4 (Rangel & Vilela, 2008; Marzochi, et al., 2009; Vilela, et al., 2013; Costa et
al., 2018).

Quadro 4 Numero de casos reportados de leishmaniose visceral humana nas cinco Regibes
administrativas do Brasil, em 2014, salientando-se 0 maior nimero no Nordeste

Regido Norte Nordeste Centro Sudeste Sul

N° casos 404 2022 184 456 4

O primeiro registo de leishmaniose visceral, no Pais, deu-se em 1913 nos
Estados do Norte e Nordeste, mantendo-se a doenca circunscrita a estas regides. No
inicio da década de 80, do século XX, verificou-se um periodo de extrema seca, levando
a que as populacbes procurassem melhores condi¢es de vida nas grandes cidades,
como o Rio de Janeiro. A ida de populacGes humanas de areas endémicas, assim como
0S seus cdes, para areas em que havia vetores, levou a expansdo geografica da
leishmaniose visceral nessas areas (Marzochi et al., 2009; Sangenis, et al.,2014).

Presentemente, no Brasil, ainda se verificam regides em que a leishmaniose

visceral aparece pela primeira vez, como é o caso do Municipio de Volta Redonda,
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situado no Estado do Rio de Janeiro, em que o primeiro caso reportado foi em 2014, e
que se diagnosticou como sendo autdctone (Sangenis, et al.,2014).

A leishmaniose cutdnea tem uma ampla distribuicdo no Novo Mundo e, tal como
a leishmaniose visceral, o Brasil € um dos paises que regista, anualmente, maior nimero
de casos devido a presenca de espécies vetoras com fortes tendéncias antropofilicas e
densidades elevadas. E uma doenca conhecida desde 1884, e a sua expansdo coincide
com movimentos migratérios dos Estados do Nordeste para a Amazoénia, aquando da
exploracdo da borracha e, posteriormente, para os Estados localizados a sudeste, devido
a expansdo da cultura do café. Na década de 50 (século XX), registou-se um decréscimo
no nimero de casos da doenca, o que foi inicialmente associado a diminuicdo de a¢des
de desmatamento no sul do Pais. Contudo, tal facto, deveu-se ao uso de inseticidas,
como o DDT, para controlo da malaria e da doenca de Chagas. Na década de 1970-80,
verificou-se um aumento acentuado de casos, coincidentes com a instalagdo de uma
rede hidroelétrica, que originou a deslocacdo, em massa, de populacdes da Amazdnia
para outras regides. Assim, a leishmaniose cutanea esta, muitas vezes, associada as
atividades humanas em ambientes silvaticos, e a grandes modificacbes ambientais como
a desflorestacdo e a construcdo de grandes infraestruturas (Marzochi, et al., 2014;
Gradoni, 2018). Segundo o Ministério da Sadde, em 2016, o nimero de casos
reportados superou os 8.000 (Quadro 5).

Quadro 5 - NOmero de casos reportados de leishmaniose cutdnea nas cinco Regifes
Administrativas do Brasil, em 2016 (N/A- ndo assinalados)

Regido Norte Nordeste Centro Sudeste Sul

N° casos 5075 3166 N/A 1221 212

No Estado do Rio de Janeiro, a leishmaniose cutéanea é conhecida desde o inicio
do século XX, tendo o numero de casos aumentado a partir da década de 80, em
particular na zona oeste da cidade do Rio de Janeiro. Em 2003, foi o principal problema
de saude publica com padrdo de transmissdo peri e intradomiciliar (Gouveia, 2008).
Contudo, a grande maioria dos casos concentram-se em areas proximas de matas.

Tanto no Velho como no Novo Mundo, a rela¢do do cdo doméstico com 0s seres

humanos e a proximidade entre ambos, faz com que o céo seja considerado o principal
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reservatorio do parasita (L. infantum), e o responsavel pela infecdo em humanos. A
leishmaniose canina adquire uma extrema importancia para a medicina veterinaria e
humana, ja que também os cdes assintomaticos podem ser bons reservatorios, o que
promove 0 risco de transmissdo e a manutencdo da doenca (Campino & Maia, 2012;
Dujardin et al., 2008). Estima-se, que no sudoeste europeu, cerca de 2,5 milhdes de cées
estejam infetados, nimero que poderd aumentar dado o habito que, presentemente, se
verifica em adotar animais de areas endémicas e transportad-los para areas nao
endémicas, como por exemplo a Alemanha (Cortes et al., 2012a). Um outro fator a
considerar, para 0 aumento do nimero de cées infetados, e em particular em regides
onde os vetores ndo estdo assinalados, poderd ser a transmissdo por vias que nao
necessitem de um vetor como a transmissdo vertical, sexual, e de cdo para cdo pela
mordedura entre eles (Maia & Cardoso, 2015; Naucke & Lorentz, 2012).

A prevaléncia da leishmaniose canina em Portugal ndo é uniforme, mas estima-se
que 6% dos cées estejam infetados, chegando algumas regibes a atingir uma
seroprevaléncia superior a 15%, tal como pode ocorrer em paises da Europa
mediterranica (Cardoso et al., 2004; OnLeish, 2010, Franco et al., 2011). Outros
animais tém sido apontados como reservatdrios, ou hospedeiros acidentais uma vez que
ja foram detetados infetados, por L. infantum, como é o caso do gato. Estes felinos séo
infetantes para os flebotomineos podendo, entdo, atuar como reservatdrios secundarios,
enguanto que os caes sdo considerados os reservatorios naturais, primarios (Maia et al.,
2008; Maia et al., 2010; Maia & Campino, 2011; Pennisi et al., 2015). Inclusivamente,
na Turquia, foram detetados gatos abandonados infetados com L. infantum e L. tropica
(Can et al., 2016). Em Portugal, o cavalo (Equus caballus) e a raposa (Vulpes) foram
encontrados infetados por L. infantum, sendo esta Gltima considerada um reservatério
silvatico (Abranches, 1984; Roldo et al., 2005). No que diz respeito a outros animais,
também o urso (Garnham, 1965), o gamba (Didelphis marsupialis) e a preguica
(Choloepus didactylus) sdo considerados hospedeiros acidentais, ou reservatérios como
no caso destes dois ultimos. Mais recentemente, em Madrid, foi detetado o primeiro
caso em primatas ndo humanos (orangotango, em jardim zool6gico) (Mir6 et al., 2018),
assim como lebres infetadas em area urbana da cidade (Jiménez et al., 2013).

Ao protozoario Leishmania sp. ndo lhe era reconhecida a capacidade de trocas

genéticas, sendo a sua divisdo considerada exclusivamente binaria (Nolder et al., 2007).
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No entanto, verificou-se que, em condigdes de “stress”, as trocas genéticas poderdo ser
fundamentais para a sua sobrevivéncia e expansédo (Ravel et al., 2006; Volf, et al., 2007;
Cortes, 2012b), e que a proximidade genética ndo é condicdo fundamental para que tal
aconteca (Mariconi, et al., 2017).

Tanto no Velho como no Novo Mundo, ja foi descrita a presenca de hibridos de
espécies de Leishmania em vérios Paises (Albuquerque, 2013). Em Portugal, foram
descritos hibridos de espécies filogeneticamente distantes como L. infantum/L. major,
patogénicas para humanos, que sdo transmitidas por diferentes vetores, e que foram
isolados de um individuo imunocomprometido (Ravel et al., 2006; Volf et al., 2007;
Moriconi, et al., 2017). No Brasil, foram recentemente caracterizadas estirpes hibridas de
Leishmania guyanensis e L. shawi isoladas de doentes com leishmaniose cutanea (Lima,
2016).

A hibridacdo pode, assim, permitir a adaptacdo dos parasitas a novos vetores, e/ou
hospedeiros, e a um aumento da capacidade de dispersdo e transmissdo das
leishmanioses. Este facto, podera ter implicacGes na epidemiologia, e consequentemente

no controlo da(s) doenca(s).

1.11 Influéncia das alteragdes climaticas e ambientais nos vetores, e na
epidemiologia das leishmanioses

A distribuicdo mundial das leishmanioses é limitada pela existéncia de espécies
flebotominicas vetoras

, elou vetoras permissivas, ou seja, em que uma determinada espécie de
Leishmania se desenvolve em mais do que uma espécie flebotominica vetora, do agente
patogénico Leishmania spp., dos hospedeiros vertebrados preferenciais, dos
reservatorios e de outros aspetos bidticos e abidticos, condicionando esta parasitose,
ainda negligenciada, as regides tropicais, subtropicais e temperadas (Antoniou et al.,
2013; Trajer et al., 2013).

Contudo, segundo Ready (2010) e Medlock et al., (2014), a presenca de
flebotomineos vetores, nas regides temperadas, € suficiente para ser considerada um
fator de risco para a emergéncia de leishmanioses em regides ainda ndo endémicas ou

para 0 aumento da parasitose em areas onde ja se verifica a transmissdo vetorial. As
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alteracOes climaticas, decorrentes do aquecimento global, que ddo origem ao aumento
da temperatura média anual, poderdo ter como consequéncia 0 aumento do periodo de
atividade e densidade flebotominicas, o0 aumento do nimero de geracdes anuais, € a
diminuicdo do numero de dias do ciclo extrinseco do parasita. O conjunto destes fatores
pode determinar o aumento das leishmanioses, numa ou mais regides do mesmo pais,
consoante a distribuicdo das espécies vetoras. Os referidos fatores, quer climéticos, quer
ambientais, podem, ainda, conduzir a dispersdo dos vetores e a consequente expansao
da doenca por areas e/ou paises anteriormente ndo afetados (Ashford, 2000; Dujardin
2006; OMS 2010; Poeppl et al., 2013; Alten et al., 2016).

Alguns dos efeitos mencionados, como a expansdo vetorial, j& se verificam, por
exemplo, no norte de Itdlia com casos de leishmaniose canina, e a presenca de P.
perniciosus, e casos autdctones de leishmaniose canina na Alemanha (Bogdan et al.,
2001; Ferroglio et al., 2010; Naucke et al., 2008; Maroli et al., 2008; Koch et al.,2017).

Relativamente a Portugal, tendo inicio, em 2002, os Projetos Climate Change in
Portugal - Scenarios, Impacts and Adaptation Measures (SIAM | e SIAM II),
realizaram-se modelos climaticos preditivos sobre P. perniciosus e o aumento da
leishmaniose no Pais, tendo em conta dados de 30 anos de estudos vetoriais e
bioecoldgicos (Casimiro & Calheiros, 2002; Calheiros et al., 2006; Casimiro et al.,
2006). Prevé-se, assim, um aumento da temperatura média anual de 3,3°C até 2040 e 5,8
até 2090 e, por consequéncia, 0 aumento do nimero de meses, por ano, durante 0s quais
os flebotomineos irdo aumentar de densidade e capacidade de transmissdo vetorial.
Segundo Baptista et al. (2007), as regifes do nordeste de Portugal serdo as mais
propicias ao aumento de P. ariasi e a regido Algarvia a mais propicia para o0 aumento de
P. perniciosus. No Pais, varios projetos de investigacdo, nacionais e internacionais,
como a Rede Europeia de Vigilancia de Artropodes Vetores para a Saude Humana
(VBORNET), Emerging diseases in a changing European environment (EDEN e
EDENext), e o Programa Nacional Rede Vigilancia de Vetores 2017 (REVIVE), tém
surgido para conjugar as previsoes climaticas e ambientais, nos proximos anos, tendo
em vista as doengas transmitidas por vetores e, neste caso, as leishmanioses.

Vaérios estudos tém sido realizados e, por exemplo, Trajer e colaboradores (2013)
realizaram um modelo preditivo da distribuicdo de espécies flebotominicas presentes na

Europa até 2070, nomeadamente P. ariasi, P. neglectus, P. papatasi, P. perfiliewi, P.
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perniciosus, P. sergenti, P. similis e P. tobbi. Na figura 21, esti representada a
distribuicdo atual das espécies P. perniciosus e P. ariasi, na Europa, a distribuicdo
prevista para o periodo compreendido entre 2011 a 2040 e, ainda, de 2041 a 2070.

Fig. 21 A- mapa da Europa com a distribuicdo atual de P. perniciosus (a verde escuro),
potencial distribuicdo modelada (a verde claro), potencial distribui¢do preditiva para o periodo
de 2011-2040 (a laranja), e potencial distribuicdo preditiva para o periodo 2041-2070 (a
amarelo); B- legenda idéntica, mas para a espécie P. ariasi (Adaptado de Trajer et al, 2013)

O referido modelo mostra que as espécies comprovadamente vetoras de
leishmaniose, como P. perniciosus e P. ariasi, poderdo expandir-se para latitudes
correspondentes ao Reino Unido, Alemanha e Hungria, chegando P. ariasi a atingir, no
periodo de 2041-2070, os paises escandinavos, ou apresentar maior densidade nas
regides onde ja se estabeleceram. Como esperado, devido ao perfil bioclimatico destas
duas espécies vetoras, P. perniciosus tera densidades mais elevadas no sul/centro da
Europa e P. ariasi terd uma maior expansao quer para norte, quer para leste, da Europa
(Tréjer et al., 2013).

Com o0 aumento da temperatura média anual, a expansdo de P. ariasi surge
associada a expensdo ou reemergéncia de leishmaniose canina, como aconteceu em
varias regiGes espanholas e, mais recentemente, em Andorra (Ballart et al., 2012). A
identificacdo de P. ariasi nesta regido, localizada entre os 800 e 2.200 m, acima do nivel
do mar, mostra que a altitude podera deixar de ser um fator limitativo na distribuicéo
desta espécie. A expansdo de P. perniciosus, presentemente, esta mais associada a

prépria migragdo populacional para areas vizinhas (Ferroglio et al., 2010).
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P. perfiliewi e P. neglectus distribuem-se por paises da Europa do centro/leste,
com temperaturas mais amenas do que as registadas no sul da Europa. S&o espécies
comprovadamente vetoras de leishmaniose visceral pelo que se prevé que haja um
maior risco de expansao da doenca.

Assim, através dos diversos trabalhos ja mencionados, verifica-se que, cada vez
mais, existem regides com um risco acrescido para a presenca de flebotomineos vetores
ou propensas ao estabelecimento de populacbes flebotominicas, como na Alemanha,
Suica e Austria (Medlock et al., 2014).

Ja no que diz respeito ao Novo Mundo, nomeadamente no Brasil, por ser um Pais
de dimensdes continentais, as especificidades climaticas e ambientais, de cada regido,
condicionam, em grande escala, a distribuicdo das espécies vetoras de leishmanioses
(Rangel et al., 2018). Em 2017, Peterson e colaboradores, apresentaram um modelo
preditivo da distribuicdo de leishmaniose visceral, com base nas altera¢fes climaticas,
mostrando que o género Lutzomyia poderd, num futuro proximo, instalar-se nos Estados
Unidos da América do Norte. O mesmo modelo indica que, espécies responsaveis por
leishmaniose cutanea, no Brasil, nomeadamente Ny. whitmani, Ny. intermedia e Mg.
migonei, e que apresentam capacidade de adaptacdo a ambientes modificados, poderdo
apresentar uma expansao no que diz respeito a sua distribuicdo geogréafica. Este modelo,
esta de acordo com o anterior modelo preditivo de 1975), no qual, em meados do século
XXI, no norte do Brasil, havera condi¢des ainda mais propicias ao desenvolvimento de
Ny. whitmani e que havera, também, condi¢des ambientais para a presenca desta espécie
no sul do Pais (Fig. 22).
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Regido néo propicia a presenca da
espécie Ny. whitmani

Regido com baixa probabilidade para a
presenca da espécie

Regido com média probabilidade para a
presenca da espécie

Regido com elevada probabilidade para a
presenca da espécie

Regido com total probabilidade para a
presenca da espécie

BEOOO

Fig. 22 - Mapa do Brasil onde estdo assinaladas as regifes propicias a espécie Ny. intermedia,
nos anos 2041-2060 (Adaptado de Rangel et al., 2018)
Através de estudos sobre a avaliacdo de modelos climaticos (alteracdes

climéticas), anteriormente realizados, Carvalho e colaboradores (2017), mostraram que
as doencas transmitidas por vetores sofrem alteracdes na sua distribuigdo. Segundo
Rangel et al. (2018), os programas de vigilancia e controlo devem ser, entdo,
implementados tendo como base modelos preditivos da influéncia das alteracfes
climaticas nos vetores em causa.

As condicdes socioecondmicas, a disponibilidade e qualidade dos servicos de
salide, a educacdo, e a precariedade, em geral, sdo fatores prejudiciais a saude humana
(Neves et al., 1997). As alteracdes ambientais, por acdo humana, como por exemplo,
migraces populacionais por questdes sociais, ou conflitos bélicos, podem promover o
aumento das leishmanioses, quer nas regibes de origem dessas populagdes, quer nas
regides para onde migram. Desde 2008 que se tem registado um aumento do namero de
migrantes, provenientes maioritariamente da Siria e da Eritreia, entre 0s quais a doenca
mais comum é a leishmaniose, e L. tropica a espécie mais frequente (Isenring, et al.,
2018). A reemergéncia da leishmaniose cutanea no Velho Mundo tem sido observada,
mais recentemente, na Siria devido ao colapso do sistema de salude publica e a
exposicao de pessoas ndo imunes aos vetores. Este facto, deve-se a ocorréncia da guerra
que graca em todo o Pais. Entre 2000 e 2012, o Libano reportou seis casos de
leishmaniose cutanea, em libaneses, e 1033, em 2013, dos quais 97% eram refugiados
sirios (Burza et al., 2018).
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As alteracfes ambientais por catastrofes naturais podem, também, levar a que uma
determinada regido se torne favoravel, ou mais propicia, ao desenvolvimento de

flebotomineos vetores (Fig. 23).

Fig. 23 - Irdo, bidtopo modificado por catastrofe natural (terramoto), formando abrigos naturais
favoraveis ao desenvolvimento flebotominico e reemergéncia de leishmaniose cutdnea. O
circulo reforca a imagem no que diz respeito a habitagdo humana destruida, com buracos,
matéria organica em volta, e pessoas nas imediacdes (Adaptado de Alvar et al., 2017)

1.12 Controlo dos vetores na luta integrada contra as leishmanioses

Tal como foi referido nos pontos anteriores, as leishmanioses, no Velho e no
Novo Mundo, s&o doencas de grande complexidade, o que dificulta a implementacéo de
quaisquer medidas de controlo, nomeadamente no que diz respeito aos vetores (Iriso et
al., 2017b; Moriconi et al., 2017). No Brasil, por exemplo, a urbanizacdo de Lu.
longipalpis tem sido o fator decisivo no insucesso dos programas de controlo vetorial.
Este facto, aliado a elevada densidade de espécies, potencialmente vetoras, e 0 seu
comportamento antropofilico nas principais areas de transmissdo, tem dificultado a
aplicacdo de medidas de controlo (Salomén, et al., 2015).

Para o desenvolvimento de um controlo vetorial integrado, e eficaz, torna-se
imprescindivel o conhecimento da epidemiologia da doenca, da distribuicdo, da
bioecologia das espécies vetoras, do registo da presenca humana e de reservatorios
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animais (Lane, 1991; Afonso & Alves-Pires, 2008). Neste ambito, uma das acOes
desenvolvidas é o plano estratégico para o controlo da leishmaniose na Europa 2014-
2020. Este plano tem como objetivo, até 2020, eliminar a mortalidade por leishmaniose
visceral, reduzir significativamente a morbilidade causada por leishmanioses e contribuir
para melhorar o estado de satde das populaces em risco (Ejov & Dagne, 2014).

Existem varios tipos de medidas que visam o controlo, mediante a reducdo do
contato reservatorio/hospedeiro - vetor, nomeadamente o controlo quimico, com a
utilizacdo de inseticidas, o controlo ambiental, através de luta biologica ou impedindo a
reproducdo dos vetores, e ainda através da diminuicdo de criadouros domésticos e
peridomésticos. Segundo a Organizagdo Mundial de Salde, o tratamento dos doentes é
imprescindivel. No que diz respeito ao reservatorio canino, o tratamento da leishmaniose
deve ser efetuado, ainda que em termos vetoriais ndo tenha sucesso.

A utilizacdo de métodos de controlo de flebotomineos adultos, como a utilizagéo
de inseticidas (organofosfatos, carbamatos, piretréides sintéticos), quer através de
pulverizacdes intradomiciliares, quer de redes mosquiteiras impregnadas, sdo 0s que mais
tém resultado comparativamente a tentativa de identificar e destruir os bidtopos larvares,
uma vez que sao pouco conhecidos, ou encontrados, na Natureza, devido ao tipo de ciclo
de vida que estes insetos apresentam. A utilizacdo de inseticidas requer a formacgéo de
pessoal especializado, de modo a que as pulveriza¢fes ocorram em seguranca, e de forma
a diminuir a possibilidade de resisténcias aos diferentes produtos utilizados.

Medidas de controlo bioldgico, através da utilizacdo de bactérias como Bacillus
thuringensis, mais especificas para os estados larvares, ou através de &caros, poderdo
contribuir para a diminuicdo da densidade vetorial, ainda que, como se mencionou
anteriormente, sejam de dificil aplicacdo (Pires et al., 1997). E também possivel o cultivo
de plantas autoctones nocivas/repelentes para os flebdtomos (Schlein et al., 2001) e a
utilizacdo de feromonas sintéticas para atrair os flebotomineos para locais com inseticidas
(Bray et al., 2009).

Para que as medidas de controlo possam, de alguma forma, ter sucesso, a
populacdo local deve ser envolvida e esclarecida através de agBes de sensibilizacao.
Assim, mais facilmente poderdo compreender e aderir ao que se pretende (Fig. 24). Uma
das medidas que podera ser implementada € a limpeza de terrenos com matéria organica,

de modo a evitar a formacdo de criadouros e a atracdo de eventuais reservatorios
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silvaticos. A limpeza dos galinheiros, coelheiras e outros abrigos animais &
imprescindivel, por exemplo, nos Paises mediterranicos. A pintura de muros e paredes
das habitagdes humanas e de abrigos animais é também aconselhada. Comportamentos
defensivos, das populacdes humanas, devem ser promovidos e adotados, em particular
em zonas de leishmaniose cutanea (Depaquit & Léger 2017; Iriso et al., 2017b). Nos
meses de maior densidade e no periodo de atividade flebotominica, deve ser evitado o

contacto com os vetores, utilizando repelentes e vestuario apropriado.

Fig. 24 - Envolvimento das comunidades locais de areas endémicas de leishmaniose. Educacéo
sanitaria transmitida por trabalhadores qualificados e cartazes explicativos, fundamentais para
que a mensagem sobre a doenca e 0s vetores possa ser atingida. A - India; B - Bolivia; C -
Bangladesh (Adaptado de Alvar et al., 2017)

Os cdes, como principais reservatorios de leishmaniose visceral, ttm também sido
alvo de medidas preventivas, no que diz respeito a esta zoonose. Nas zonas risco, devem
ser usadas coleiras impregnadas com inseticidas, que reduzem a picada das fémeas e
conduzem a morte destas aquando do contacto. A utilizagdo de coleiras tem apresentado
grande eficacia nas regibes da Bacia do Mediterraneo, onde a transmissao ocorre
particularmente nos meses de verdo e P. perniciosus, uma das principais espécies vetoras,
ainda que tenha uma grande plasticidade tréfica, tem preferéncias cinéfilas (Marzochi, et
al., 2014). Em é&reas endémicas, ou suspeitas, de leishmaniose canina, estudos sobre a
reagdo imunologica dos cées a saliva de P. perniciosus tém sido realizados, tendo em

vista a avaliacdo dos programas de controlo vetorial. Contudo, segundo Willen et al.

50



Introducéo

(2018), poderdo verificar-se reagdes cruzadas entre as proteinas salivares de
flebotomineos do subgénero Larroussius. Para confirmagao, seriam necessarias colonias
laboratoriais de outras espécies de flebotomineos da mesma area de P. perniciosus.

A utilizacdo de vacinas em cées, tem vindo a ser desenvolvida e introduzida nédo
s6 em Portugal, mas também no Brasil (Regina-Silva et al., 2016). No entanto, dado o
elevado custo, para a grande maioria dos proprietarios, a utilizagdo das mesmas nédo é
ainda uma pratica comum. Lamentavelmente, em paises como Portugal, os animais de
companhia, nomeadamente cdes e gatos, tém sido, cada vez mais, abandonados,
particularmente no periodo de férias de verdo, o que conduz a um maior risco do aumento
da leishmaniose. Assim, logo nas escolas primarias, as criancas deveriam aprender que 0s
animais de companhia, ou outros, “ndo sdo bonecos, nem meros caprichos” e que os
devemos respeitar e tratar como membros da nossa casa e que devem ir ao veterinario e
ser tratados quando doentes.

Numa diferente perspetiva, no Irdo, com a existéncia de roedores como
reservatorios de leishmaniose, a identificacdo e a eliminacdo destes, tem sido introduzida

como medida de controlo (Fig. 25).

Fig. 25 - Irdo, contribuicdo para o controlo da leishmaniose através do envenenamento de
roedores, reservatdrios do parasita. Os produtos toxicos sdo colocados nas tocas (Adaptado de
Alvar et al., 2017)

Em é&reas endémicas, e no caso da migracdo de pessoas vindas de areas
igualmente endémicas de leishmaniose, os servigos de salde devem realizar anélises

especificas a dadores de sangue e de orgdos (Marzochi, et al., 2014).
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As leishmanioses continuam a ser classificadas como doengas negligenciadas néo
atraindo financiamentos suficientes para a sua monitorizacdo, vigilancia e controlo, para
que, efetivamente, o seu estudo faca parte do conceito “One Health - Uma s6 saude”
aliando sinergismos entre médicos, veterinarios, investigadores e autoridades de salde.
Todas as acOes deverdo ser implementadas no sentido de interromper o ciclo
epidemioldgico ou, pelo menos, reduzir a capacidade de transmissdo. O controlo das
leishmanioses depende de estudos epidemiologos que venham a ser efetuados e, como tal,
¢ essencial que areas endémicas e de risco sejam monitorizadas para que medidas
preventivas possam ser corretamente aplicadas e planeadas de acordo com cada local,
regido e Pais.

1.12.1 Importéancia da monitorizacdo vetorial em areas endémicas e/ou em risco

Os estudos epidemioldgicos e a monitorizacdo sdo fundamentais para que
medidas efetivas de controlo possam ser implementadas. Atendendo a que as
leishmanioses sdo consideradas das doencas mais relevantes para a salde publica e
animal, causadas por protozoarios e, simultaneamente, das mais negligenciadas, torna-
se essencial perceber quais as reais causas de um surto epidemiologico, suas
consequéncias, e a permanéncia de focos e expansdo dos mesmos. Somente conhecendo
indicadores entomoldgicos como a densidade e a abundancia flebotominica, entre outros
parametros, € possivel verificar as alteracdes no comportamento dos vetores, em relacdo
a diferentes bidtopos, e assim prever padrées epidemioldgicos.

A vigiléncia deverd incluir estudos de monitorizacdo flebotominica, como a
realizacdo de capturas regulares em ambientes domésticos, peridomésticos e silvaticos, e
em diversos biotopos propicios a presenca flebotominica. As espécies capturadas devem
ser identificadas, bem como as suas fontes alimentares e taxas de infecdo por Leishmania,
e todos os parametros bioecoldgicos devem ser determinados e interpretados. Assim, sera
possivel conhecer as espécies existentes, a sua distribui¢do sazonal e abundancia relativa,
bem como 0s meses de maior risco de transmissdo. Com estes dados, deverdo, entéo, ser
planeadas e implementadas medidas de controlo.

Durante os trabalhos de campo, mesmo que espécies flebotominicas, atualmente,

ndo associadas a transmissao de leishmaniose sejam capturadas, a sua identificagcdo ndo é
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menos importante, pois podem ser transmissoras de outras doencas, como arboviroses,
ou, por eventuais alteragdes climaticas, ambientais, ou aumento da densidade dessa(s)
especie(s) podem, eventualmente, estarem infetadas, ou tornarem-se infetantes. Uma area
em risco pode ser uma regido sem casos autoctones de leishmaniose humana e/ou canina,
mas que € contigua a uma regido com casos registados e que reine condic¢Ges propicias ao
estabelecimento de espécies flebotominicas.

O conhecimento dos ciclos bioecologicos e o registo de casos humanos foi
essencial para controlar o surto de leishmaniose visceral que, recentemente, ocorreu em
Madrid devido a alteracGes ambientais produzidas pelos seres humanos (Jiménez et al.,
2013). Um novo ciclo, no limite entre uma area silvética e periurbana, surgiu num parque
urbano devido a introducéo de lebres, que foram, posteriormente, detetadas infetadas com
L. infantum (Fig. 26).

Fig. 26 A - Parque numa zona urbana de Madrid, Espanha, em que surgiram mais de 600 casos
de leishmaniose visceral; B - Lebres, reservatorios de L. infantum, juntamente com os cées
existentes na area (Adaptado de Alvar et al., 2017)

No ambito desta tematica, um exemplo de estudos integrados, foi o que se
realizou em algumas areas da ilha de Creta, onde se registou uma elevada densidade de P.
neglettus associada a um aumento do nimero de casos de leishmaniose canina. Através
do estudo epidemioldgico, global, foi possivel verificar que a causa desta ocorréncia
deveu-se a que varios cdes tinham sido trazidos de uma zona endémica, do continente,
levando a dispersdo e a reemergéncia da doenca, uma vez que a espécie vetora estava
presente e com condic¢des para maior dispersao (Christodoulou et al., 2012).

Apesar da introducdo de L. major, com casos autoctones, ser pouco provavel na

Europa, uma vez que 0s seus reservatdrios naturais ndo existem no territério, 0 mesmo
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ndo acontece com L. tropica e L. donovani, j& que os seus vetores, P. sergenti e P. tobbi
respetivamente, estdo bem difundidos por vérios paises europeus, € 0 ser humano é o
reservatorio (Iriso et al., 2017a). Contudo, ha que nédo descuidar aquela hipdtese.

A detecdo de espécies de Leishmania nos vetores e nos hospedeiros vertebrados,
mostram a importancia do conhecimento mais aprofundado da diversidade genética e
fenotipica dos parasitas circulantes, tal como aconteceu em Portugal, com as espécies
hibridas isoladas a partir de doentes imunocomprometidos (Ravel et al., 2006) e, em
Espanha, com a identificacdo de uma fémea de S. minuta infetada com L. tarentula
(Bravo-Barriga, 2016).

Sdo de extrema importancia as espécies flebotominicas vetoras permissivas, assim
como as especies de Leishmania que nelas se desenvolvem, como é o caso de L. infantum
e L. braziliensis (Volf & Myskova, 2007; Antoniou et al., 2013; Iriso et al., 2017a). Nas
areas onde estas existem/coexistem, a monitorizacdo anual € imprescindivel, pois, pelas
diferentes causas ja referidas, num determinado ano a espécie vetora permissiva pode ser
uma e no ano seguinte, de acordo com as capturas realizadas nas mesmas areas, pode ser
outra, o que para a realizacdo de modelos matematicos, no que diz respeito a dispersao de

espécies vetoras, pode ser de extrema importancia, tendo reflexos no controlo vetorial.

1.13 Objetivo geral

Caracterizar a fauna flebotominica do Alentejo, Distritos de Evora e Beja, Portugal,
ndo monitorizado ha mais de 10 anos, e da Mesorregido Sul Fluminense, Municipio de
Volta Redonda, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, nunca estudada de forma
sistematizada, e determinar os fatores de risco para a presenca de espécies vetoras de
Leishmania spp. em ambas as regides dos dois paises, cuja ocorréncia autéctone de

leishmaniose visceral neste Gltimo, apenas se verificou em 2014.

1.13.1 Objetivos especificos

i.)  Identificar as espécies flebotominicas capturadas e caracterizar a distribuicao
geogréfica das mesmas, em funcdo dos distritos, freguesias, localidades, bairros

e biotopos prospetados.
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Determinar a razdo dos sexos, a proporcdo de fémeas alimentadas e gravidas e
relacionar o grau de rotacdo da genitalia externa dos flebotomineos machos com
os locais de captura/ecloséo.

Determinar a taxa de infestacdo por ectoparasitas dos flebotomineos capturados
e determinar a taxa de infecdo, por endoparasitas ndo Leishmania, nas fémeas
capturadas.

Determinar a abundéncia relativa das espécies flebotominicas.

Determinar as densidades flebotominicas mensais por espécie e totais e
determinar as densidades flebotominicas em funcdo do tipo e variedade de
biotopos prospetados.

Determinar a variacdo sazonal das espécies flebotominicas, de ambos 0s sexos.
Determinar as taxas de infe¢do por Leishmania spp. das fémeas capturadas.
Identificar as refei¢fes sanguineas das fémeas flebotominicas ingurgitadas.
Avaliar a(s) época(s) de maior risco de transmissdo vetorial de Leishmania spp.,
determinar os fatores de risco para a presenca de espécies flebotominicas
vetoras, nas regides prospetadas, e relacionar com os aspetos bioecoldgicos
presentes.

Contribuir para o conhecimento bioecoldgico e vetorial das regides prospetadas,
tendo em vista a monitorizacdo e a vigilancia das leishmanioses em ambos 0s
paises e reportar os resultados obtidos as Entidades e aos Servicos de Salude de

Portugal e do Brasil.

55



Material e Métodos

2 Material e Métodos

2.1 Caracterizacio das areas de estudo: Distritos de Evora e Beja, Alentejo,
Portugal, e Municipio de Volta Redonda, Estado do Rio de Janeiro, Brasil

As éareas de estudo compreendem duas regides, uma do Velho e outra do Novo
Mundo, nomeadamente os Distritos de Evora e Beja, Alentejo, Portugal, e 0 Municipio
de Volta Redonda, Estado do Rio de Janeiro, Brasil.

O Distrito de Evora situa-se na regido do alto Alentejo e é limitado a norte pelos
Distritos de Santarém e Portalegre, a leste por Espanha (provincia da Estremadura), a
sul pelo Distrito de Beja e a oeste pelo Distrito de Settbal. O Distrito é constituido por
14 concelhos: Alandroal, Arraiolos, Borba, Estremoz, Evora, Montemor-0-Novo, Mora,
Mourdo, Olivenca, Portel, Redondo, Reguengos de Monsaraz, Vendas Novas, Viana do
Alentejo e Vila Vigosa, ocupando uma area de 7.393 kmz, sendo a cidade de Evora (38°
34'14" N; 7° 54'48" W) a capital (Fig. 27).

O Distrito de Beja situa-se no litoral e baixo Alentejo, sendo limitado a norte
pelo Distrito de Evora, a este por Espanha, a sul pela regido do Algarve e a oeste, pelo
Distrito de Setubal e Oceano Atlantico. A este Distrito, pertencem 14 concelhos,
nomeadamente Aljustrel, Almodovar, Alvito, Barrancos, Beja, Castro Verde, Cuba,
Ferreira do Alentejo, Mértola, Moura, Odemira, Ourique, Serpa e Vidigueira que
ocupam uma éarea de 10.225 km?. Este é o maior distrito de Portugal e representa 11,5%
da area continental portuguesa A cidade de Beja (38°00'55"N; 7° 51'45"W) é a capital
(Fig. 27).
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Fig. 27 - Mapa de Portugal continental em que estdo assinalados os Distritos de Evora e Beja e
0s respetivos concelhos. As capitais dos dois Distritos estdo igualmente assinaladas

O Municipio de Volta Redonda (22°31'23" S; 44°06'15" W), situado no Estado

do Rio de Janeiro, na regido sudeste do Brasil, estende-se por uma area de 180 km?, a

390 m acima do nivel do mar e numa planicie ao longo das margens do rio Paraiba do

Sul. E considerada a maior cidade da regido Sul Fluminense e dista 130 km da cidade
do Rio de Janeiro. A cidade de Volta Redonda é limitada a norte e nordeste pelo

Municipio de Barra do Pirai, e Pinheiral, a oeste por Barra Mansa e a sul por Rio Claro

(Fig. 28).
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Barra do Pi

Fig. 28 - Mapa do Brasil com a localizacdo do Estado do Rio de Janeiro e do Municipio de
Volta Redonda (Adaptado de https://pt.wikipedia.org/wiki/VVolta Redonda acedido a 11 de
julho de 2018)

2.1.1 Demografia: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (INE, 2016), a populagdo do
Distrito de Evora, apresentou um decréscimo que se verificou desde os anos 60 do
século XX. Contudo, a industrializacdo, sobretudo no concelho de Vendas Novas, dada
a proximidade a zona industrial da Peninsula de Settbal, onde esta localizada a empresa
AutoEuropa - consércio WW e Ford, e & Area Metropolitana de Lisboa, tém sido um
fator de localizacdo de algumas empresas e, portanto, do crescimento populacional.
Ainda assim, a maioria dos concelhos, em 2015, ndo eram habitados por mais de 10.000
habitantes, sendo o concelho de Evora o que apresenta maior densidade populacional
(Fig. 29).
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Fig. 29 - Ntimero de habitantes dos 14 concelhos do Distrito de Evora, em 2015. (Adaptado de
INE, 2015)

O Distrito de Beja registou um crescimento populacional entre 1864 e 1950, data
a partir da qual se verificou um decréscimo, levando a que o nimero de habitantes,
presentemente, seja semelhante ao que era ha 150 anos. Os concelhos de Beja e

Odemira sdo o0s que, atualmente, possuem o maior nimero de habitantes (Fig. 30).
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Fig. 30 -NUmero de habitantes dos 14 concelhos do Distrito de Beja, em 2015. (Adaptado de
INE, 2015)

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), a
populacdo no Municipio de Volta Redonda é de 265.201 habitantes. Até a década de 40

(século XX), o Municipio era fracamente povoado, contudo, com a instalacdo da
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Companhia Siderurgica Nacional, a populagdo cresceu exponencialmente até aos anos
80, quando se instalou a crise econdmica, ndo tendo a populacdo aumentado,

significativamente, desde entdo (Fig. 31).
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Fig. 31 - Evolugdo demogréafica do Municipio de Volta Redonda, Brasil, desde 1940 a 2010.
(Adaptado de IBGE, 2017)

2.1.2 Hidrologia: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

A regido alentejana apresenta trés grandes bacias hidrogréficas: Tejo, Sado e
Guadiana, sendo esta Gltima de grande importancia na regido. Na extremidade sudeste
do Distrito de Evora, o rio Guadiana destaca-se por ser bastante profundo, em particular
na regido de Alqueva, onde o seu vale chega a ter mais de 100 m de profundidade.
Dadas estas caracteristicas, foi aqui construida a barragem do Alqueva, considerado o
maior reservatorio artificial de agua da Europa, e que tem como objetivo o regadio para
toda a regido e producdo de energia elétrica para varios concelhos. A hidrologia do
Distrito de Beja é também marcada pelo rio Guadiana e afluentes, sendo o sistema
aquifero de Beja um dos mais importantes reservatérios de aguas subterréneas da
regido.

No que diz respeito ao Municipio de Volta Redonda, Brasil, o rio Paraiba do
Sul domina a paisagem urbana, sendo a principal fonte de abastecimento de agua. A
estrutura hidrografica caracteriza-se também pela grande quantidade de riachos, que

formam pequenas bacias ao longo do curso do referido rio.
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2.1.3 Geologia: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

A nivel geoldgico, o Distrito de Evora, apresenta recursos minerais nao
metalicos, de elevada importancia econémica, como marmore, granito e gabros, que
predominam nos concelhos de Estremoz, Borba e Vila Vigosa (marmores), Arraiolos e
Evora (granito). Relativamente ao Distrito de Beja, é notavel a riqueza em cobre, nas
minas de Algares, Moinho e S&o Jodo do Deserto, em Aljustrel, e ainda as minas de
Neves Corvo, em Castro Verde.

Em relacdo ao Municipio de Volta Redonda, a diversidade geologica esta

representada na fig. 32.
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Fig. 32 - Geomorfologia do Municipio de Volta Redonda (Adaptado de Dias et al., 2005)
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2.1.4 Clima - temperatura, precipitacdo, humidade relativa e ventos dominantes:
Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

O clima dos Distritos de Evora e Beja, édo tipo mediterranico, segundo
a Classificacdo climética de Képpen-Geiger, com chuvas distribuidas de forma desigual
ao longo do ano. A pluviosidade méaxima regista-se no inverno.

Em Evora, a temperatura média anual é de 15,8°C, mas, as variacdes mensais de
temperatura sdo grandes. A média mensal mais alta verifica-se em agosto (23,3°C) e a
mais baixa em janeiro (9,3°C). Os invernos sdo pouco chuvosos e frios e os verdes,
muito secos e com temperaturas elevadas. No verdo, o nimero de horas de sol, por dia,
pode chegar as 14h. Em 2016, a temperatura média anual, no Distrito de Evora, foi de
15,9°C e a pluviosidade de 629 mm.

No Distrito de Beja, a temperatura média foi de 17,4°C e 728 mm de
pluviosidade. Assim, o periodo seco é, em regra, de trés a quatro meses sendo a
ocorréncia de anos secos e chuvosos aleatéria. De um modo geral, 0s ventos ndo sao
muito expressivos na regido, registando-se ventos predominantes de noroeste em Evora,
e de sudoeste e oeste em Beja (Camara Municipal de Evora, 2014; Camara Municipal
de Serpa, 2007).

O clima de Volta Redonda, Brasil, é tropical de altitude, mesotérmico,
com verdes quentes e chuvosos, e invernos secos. A humidade relativa do ar é alta
(77%), mesmo nos meses frios (71% e 72%). A temperatura média é de 20°C, a média
minima anual de 16,5 °C e média maxima anual de 27,8 °C. A precipitagdo média anual
é de 1400mm, sendo janeiro e fevereiro os meses com maior incidéncia de chuvas
(https://pt.climate-data.org/america-do-sul/brasil/rio-de-janeiro/volta-redonda-4043/
acedido a 17 de agosto de 2018).

2.1.5 Coberto vegetal: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

Em relacdo aos Distritos de Evora e Beja, as planicies de montado, com uma
altitude média de 240m, fazem parte da paisagem de toda a regido alentejana, onde
predominam os sobreiros, as azinheiras e as oliveiras. A unica excecdo, a planicie, é a

Serra d"Ossa localizada no alto Alentejo, entre Estremoz e Redondo, que atinge os 650m.
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O cultivo de cereais, em regime extensivo, é uma pratica comum, tal como o
arroz. As vinhas sdo, cada vez mais, desenvolvidas nesta regido. Os espargos, as
beldroegas, 0s poejos, e 0s coentros sdo especies que abundam e que séo aproveitadas na
gastronomia. As praticas agricolas ajustaram-se ao maior dividendo econdémico da regido,
a cortica, hoje em dia com projecdo mundial. Em algumas zonas é possivel observar areas
de matagal mediterraneo, encontrando-se ainda espagos de montado de azinho com sub-
bosque mediterranico de esteva, murta e carrasco. Nos limites de Ferreira do Alentejo,
Beja, Cuba e Serpa (concelhos de Beja), verifica-se endemismo de linaria (Linaria
ricardoi), Unica no Mundo (http://www.quercus.pt/o-tejo-internacional/415-flora-e-

vegetacao).
Relativamente ao Municipio de Volta Redonda, Brasil, a paisagem é composta

essencialmente por matas e plantaces de eucaliptos. No entanto, uma pequena
percentagem do terreno (20%), faz parte da Floresta de Cicuta, considerada Reserva
Natural de Mata Atlantica, fazendo fronteira com &reas urbanas. Por se encontrar numa
planicie aluvial, formada por uma bacia sedimentar, ao longo do rio Paraiba do Sul,
tem-se verificado o0 uso excessivo dos solos para monoculturas de café e pastoreio
extensivo, 0 que tem contribuido para a eroséo dos terrenos. A zona norte do Municipio
tem um declive mais acentuado com encostas ingremes e de maiores altitudes. Na
Floresta de Cicuta é comum a presenca de arvores imponentes de Mata Atlantica, como
0 jequitiba, (Cariniana legalis) o pau-ferro (Astronium graveolens), o chicha (Sterculia
chicha) e a figueira branca (Ficus guaranitica), muitas delas chegando a atingir mais de

35m de altura.

2.1.6 Fauna: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

O Alentejo apresenta carateristicas unicas, que permitem que uma grande
diversidade de espécies de aves, mamiferos e répteis se fixem nesta regido. Assim, mais
de duas centenas de espécies de aves podem ser observadas, algumas consideradas
exoticas, como o caiméo (Porphyrio) e a cegonha negra (Ciconia nigra), e outras aves
com estatuto de raras ou ameacadas. A existéncia de diversas grutas € de grande
importancia para quirépteros, morcego-rato-grande (Myotis myotis) e morcego-de-

ferradura-mourisco (Rhinolophus mehelyi). As grandes areas de montado tém um papel
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relevante para a manutencdo da fauna de pequenos mamiferos, como o rato de Cabrera
(Microtus cabrerae), o gato-bravo (Felis silvestris), e as lebres (Lepus europaeus).
Dadas as caracteristicas climaticas da regido, existe uma grande diversidade de insetos
durante praticamente todo o ano, como borboletas e libélulas. As abelhas sdo
fundamentais para a manutencéo da flora alentejana.

Os poucos fragmentos de Mata Atlantica que ainda se verificam no Municipio
de Volta Redonda, Brasil, permitem a formacdo de refigios para algumas espécies
ameacadas como a ave jacutinga (Aburria jacutinga), a preguica (Bradypus sp.), o tatu
(Dasypus novemcintus) e alguns quirdpteros. A floresta de Cicuta, nos limites da cidade,
é considerada um patriménio ambiental e classificada como uma é&rea de relevante
interesse ecologico. Em termos faunisticos, destaca-se a presenca de varios mamiferos,
entre eles a paca (Cuniculus paca), a cutia (Dasyprocta sp.), o caxinguelé (Sciurus
aestuans), a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris), o bugio (Alouatta fusca) e a
jaguatirica (Leopardus pardalis), estando estas duas Ultimas espécies ameagadas de

extincao.

2.2 Capturas flebotominicas nos Distritos de Beja e Evora, Alentejo, Portugal, e
Volta Redonda, Brasil: concelhos, freguesias e localidades prospetadas

Na regido alentejana, previamente ao inicio da prospecao flebotominica, foram
realizadas duas saidas de campo, nos Distritos de Evora e Beja, tendo como objetivos
estabelecer contatos com a comunidade e verificar, em varias localidades, as variedades
de bidtipos propicias a presenca de flebotomineos.

No total, e no que diz respeito ao Distrito de Evora, efetuaram-se prospecdes
flebotominicas em 6 concelhos, 9 freguesias e 9 localidades, e no Distrito de Beja, no
total, em 7 concelhos, 10 freguesias e 10 localidades, que serdo apresentadas no capitulo
de Resultados. As prospecOes foram realizadas de maio a novembro de 2016 e de maio
a novembro de 2017. Em 2016, durante o0 més de setembro, ndo se efetuaram capturas
devido a uma estadia de trabalho no Brasil.

No Municipio de Volta Redonda, Brasil, devido a ocorréncia de casos autoctones
de leishmaniose canina e humana, pela primeira vez reportados em 2014, Técnicos da

Secretaria Municipal de Saude, do Servi¢o de Vigilancia Ambiental e do Centro de
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Controle de Zoonoses de Volta Redonda, que colaboraram neste projeto, efetuaram
prospecdes flebotominicas, no total, em 15 localidades, correspondentes a 21 bairros
deste Municipio. Em 2016, as prospec¢des foram realizadas de outubro a dezembro, em
2017, de fevereiro a dezembro, e em 2018, de janeiro a abril. Tal como para o Alentejo,

estas localidades serdo apresentadas no capitulo de Resultados.

2.2.1 Consentimento dos proprietérios para a realizacdo de capturas nas areas
estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

Na regido alentejana, tendo em vista a necessidade de serem colocadas
armadilhas luminosas, tipo CDC, para capturas flebotominicas, em diferentes bidtopos
domeésticos e peridomésticos, foi necessario, em primeiro lugar, dar conhecimento a
populacédo das diferentes localidades, sobre o trabalho que se pretendia desenvolver.
Numa primeira fase, contataram-se Presidentes das juntas de freguesia, dos concelhos,
apresentando a importancia do trabalho a realizar, e as vantagens do mesmo quer para a
regido, quer para o Pais, em geral. Solicitou-se o apoio dos mesmos, em relacdo ao
contacto com os proprietarios de casas, terrenos, quintas, armazéns, abrigos de animais,
como canis e outros, que fossem considerados propicios a captura de fleb6tomos.
Simultaneamente, através de pessoas ja conhecidas, nos dois Distritos, pode-se também
ter pontos de contacto e grande colaboracéo logistica.

Apds a apresentacdo do tipo de trabalho que se iria realizar, qual o interesse do
mesmo, inclusivamente mostrando as armadilhas, como funcionavam e a que horas
seriam postas e retiradas das suas propriedades, perguntava-se, aos proprietérios, se
estavam disponiveis em colaborar neste trabalho. O consentimento foi verbal, e todas as
pessoas contadas disponibilizaram-se para que o mesmo pudesse ser concretizado. Ha
que referir, que todas as armadilhas foram colocadas no exterior das habitagdes
humanas, desde paredes, muros, jardins, arvores de fruto, abrigos de animais, hortas e
quintais. N&o se colocaram armadilhas intradomiciliares, uma vez que as pessoas
tinham animais de companhia e/ou criangas, e como as armadilhas sdo colocadas até
1,50metros do solo, neste caso, 0s proprietarios ndo podiam garantir que as armadilhas
ndo fossem mexidas ou danificadas. Assim, optou-se para que todas fossem

extradomiciliares, tal como outros estudos realizados em Portugal (Branco, 2011).
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2.2.2 Caracterizacdo do tipo e variedades de bidtopos prospetados das areas
estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

Neste estudo flebotominico, os bidtopos foram classificados em dois tipos:
doméstico e peridoméstico. Caracterizou-se como bioétopo, uma éarea de condigdes
ambientais uniformes e considerou-se biétopo doméstico, o que dista a menos de 10 m
da habitacdo humana, como por exemplo alpendres, muros junto as casas, armazéns
contiguos as habitacdes, paredes exteriores da casa, churrasqueiras e outros, e biétopo
peridoméstico, o que dista a mais de 10 m da habitacdo humana, incluindo-se, entre
outros, abrigos animais (canis, pocilgas, cavalaricas), jardim-arvores de fruto, jardim-

flores, hortas, pocos, Mée de agua. (Fig. 33).

Fig. 33 - Tipos e variedades de biotopos prospetados: A - bidtopo peridomestico, variedade
curral veados, B - biétopo peridoméstico, variedade capoeira, C - biétopo domeéstico, variedade
muro de pedras, junto a habitagdo humana, D - biotopo doméstico, variedade armazém,
contiguo a habitacdo humana. Assinalado a vermelho: tipo e variedade de biétopo; assinalado a
azul: armadilha luminosa miniaturizada, tipo CDC (Fotografia - S. Pereira, Alentejo, 2016 e
2017)
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2.2.3 Periodos de prospecdo, determinacdo das coordenadas, temperatura,
humidade relativa e velocidade do vento, e fichas de campo: Alentejo,
Portugal, e Volta Redonda, Brasil

No Alentejo, o periodo de prospecdo flebotominica ocorreu durante dois anos
seguidos, 2016 e 2017, de maio a novembro, durante duas noites consecutivas, duas
vezes por més, tendo-se, no total, utilizado 178 armadilhas. Em 2016, colocaram-se, no
total, 65 armadilhas, e em 2017, 113.

Para a determinagéo das coordenadas, nomeadamente latitude, longitude e altitude
do local onde se colocava uma determinada armadilha, utilizou-se uma aplicagéo digital
de GPS Meo Drive e Digital Altimeter. A determinacdo da temperatura e humidade
relativa, da exata localizacdo de cada armadilha (quer ao colocar, quer ao retirar), foram
determinadas com recurso a um termohigrometro (Incoterm, Industria de Termometros,
Brasil Cotronic Technology Ltd). Para a determinacéo da velocidade do vento, usou-se
um anemometro (Xplorer 1 Skywatch JDC Switzerland Electronic SA).

Todos estes parametros foram registados, por armadilha, numa ficha de campo,
(Anexo 1) previamente realizada, e em que estes e outros dados foram anotados.
Caracteristicas, tais como a flora predominante, tipo de solo, presenca de animais
domeésticos e /ou silvestres e, ainda, as fases da Lua e pluviosidade, foram igualmente
anotados (Fig. 34). Caso se verificassem caes domésticos, o proprietario foi questionado

sobre a utilizacdo de coleiras impregnadas com inseticida.

Fig. 34 A - Registo de dados, apds a coloca¢do de uma armadilha luminosa. B- Caderno de
campo com as respetivas fichas, e duas armadilhas e uma gaiola (Fotografia: S. Pereira, 2017,
Alentejo)
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Em Volta Redonda, Brasil, a prospecao flebotominica foi realizada durante trés
anos (2016, 2017 e 2018). No ano de 2016, as capturas realizaram-se de outubro a
dezembro (trés meses), no ano de 2017, realizaram-se todos 0s meses a exce¢do de
janeiro (onze meses), e em 2018, de janeiro a abril (quatro meses). As capturas foram
realizadas em dois dias consecutivos, por més. Para cada captura foi, igualmente,

preenchida uma ficha de campo (Anexo I1).

2.2.4 Meétodo de captura e conservacdo dos exemplares capturados nas areas
estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

As capturas flebotominicas, no Alentejo, foram realizadas atraves de armadilhas
luminosas miniaturizadas do tipo CDC maodificadas (Hausherr's Machine Works, Old
Freehold Road, Toms River, NJ08753, USA), e colocadas, desde o entardecer até ao
amanhecer, nos diferentes biétopos, domésticos e peridomésticos, em ambiente rural e
urbano. Este método de captura é utilizado, ja que permite capturar exemplares adultos
em plena atividade e em bom estado de conservacdo, nao requerendo cuidados especiais
de manuseamento. Também, devido ao seu tamanho, torna-se mais facil o transporte
(Branco, 2011; Depaquit & Léger 2017).

As armadilhas utilizadas sdo compostas por uma estrutura metalica, onde se insere
um sistema elétrico ligado a uma fonte luminosa (lampada). Sempre que necessario, as
pilhas, inseridas na referida estrutura, foram carregadas através de carregadores do tipo
Duracell Accu Recharger. Os flebotomineos, por apresentarem fototropismo positivo,
sdo atraidos pela fonte luminosa e aspirados por uma ventoinha para a gaiola de

retencdo (Fig. 35).

Pilhas recarregaveis

Gaiola de retencéo

Fig. 35 - Aspeto geral da armadilha luminosa CDC (Fotografia S. Pereira, 2017, Alentejo)
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Durante todo o periodo de capturas, as armadilhas foram sempre colocadas entre
as 19 e as 20 horas, nos bi6topos selecionados, tendo havido o cuidado de n&o ficarem
em locais onde houvesse vento. Estas armadilhas sdo eficazes na atracdo de
flebotomineos num raio de 2 metros e foram colocadas no maximo até 1,5 metros do
solo (Killick-Kendrick,1985).

Na manh& seguinte a colocagdo das armadilhas, estas eram retiradas entre as 7 e
as 8 horas, e as gaiolas, onde se encontravam 0s insetos, eram colocadas em caixas
isotérmicas, em cima de acumuladores (4°C), para diminuir a atividade dos insetos
capturados. Antes destes serem manipulados, as gaiolas eram postas no frio (-20°C) até
estarem mortos.

Apbs este periodo, todos os insetos foram aspirados com um aspirador manual
(Hausherr’s Machine Works) e acondicionados em tubos de plastico, em etanol 90%,
devidamente etiquetados e identificados com o nimero do respetivo biétopo. Durante os
dias de captura, e j& com o0s insetos nos tubos de plastico, o material era, posteriormente,
transportado em caixas de cartdo, a temperatura ambiente, para o Laboratério de
Entomologia Médica do IHMT, onde ficavam a temperatura ambiente, € no escuro, até

o material ser processado para a identificacdo morfoldgica das espécies (Fig. 36).

Fig. 36 A- Aspirador elétrico, gaiola de retencdo de flebotomineos, e tubos de plastico com
etanol 90%, Alentejo; B - Tubos de plastico, ja na bancada do Laboratério do IHMT, para
serem separados os flebotomineos de outros eventuais insetos (Fotografia S. Pereira, 2016)

Em Volta Redonda, Brasil, as capturas flebotominicas foram realizadas por
armadilhas luminosas CDC, modelo HP, munidas de pilhas (Fig. 37). Todo o processo,
para se realizar as capturas flebotominicas, foi idéntico ao que se efetuou no Alentejo.
As armadilhas utilizadas apenas continham uma fonte luminosa como fator atrativo, ndo

contendo quaisquer outros tipos de isco, nomeadamente gelo seco. A diferenca mais
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acentuada das armadilhas colocadas em Volta Redonda, é que estas apresentavam uma

estrutura no topo que evitava a chuva ou grande humidade (Pugedo et al., 2005).

Luz de atragdo
Estrutura protetora

Gaiola de captura

Fig. 37 - Armadilha utilizada para capturas no Municipio de Volta, Brasil (Fotografia M. Vilela,
2017, Volta Redonda)

Os insetos capturados, no terreno, eram transportados para o Laboratorio do
Centro de Controle de Zoonoses de Volta Redonda e postos a -6°C. Seguidamente, eram
colocados em tubos, tipo Falcon, em etanol, devidamente etiquetados de acordo com o
numero da ficha de campo/bidtopo, e transportados para o Laboratorio Interdisciplinar
em Vigilancia Entomolodgica de Diptera e Hemiptera (LIVEDIH) do Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, para identificacdo morfoldgica das espécies flebotominicas

capturadas.

2.3 ldentificacdo morfoldgica das espécies flebotominicas capturadas no
Alentejo, Portugal, e em Volta Redonda, Brasil

A identificacdo morfoldgica de todos os exemplares adultos, capturados no
Alentejo, foi efetuada no Laboratério de Entomologia Médica do IHMT. Antes de
qualquer outro procedimento, realizava-se uma triagem para separar os flebotomineos
de outros pequenos insetos, e, em seguida, separavam-se os fleb6tomos machos das
fémeas, ao estereomicroscopio (Wild Heerbrugg, M-8), a uma ampliacdo de 12x (Fig.
38). Os machos e as fémeas, ja separados, eram acondicionados em diferentes tubos de
plastico, também contendo etanol 90%, etiquetados com o respetivo numero da

armadilha utilizada, e marcagdo do sexo.
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Fig. 38 - Placa de Petri com flebotomineos, de ambos o0s sexos, para serem separados e
colocados em diferentes tubos, devidamente etiquetados (Fotografia S. Pereira, 2017, Alentejo)

A triagem de insetos, capturados em Volta Redonda, foi igualmente realizada em
placas de Petri, com etanol 90%, seguindo o procedimento atrds mencionado.

2.3.1 Metodologia aplicada para identificacdo das fémeas capturadas nas areas
estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

A identificacdo morfoldgica das espécies flebotominicas fémeas, capturadas no
Alentejo, foi realizada pela observacdo morfologica das espermatecas, ao microscopio
otico (Leitz-Dialux 22), e a utilizagdo de uma chave dicotomica, aplicada a exemplares
da Peninsula Ibérica (Branco, 2011).

As fémeas foram retiradas do respetivo tubo de pléstico, com uma pipeta de
plastico, para uma placa de Petri com etanol 90%. Com uma pinga entomologica
colocou-se, individualmente, cada fémea no centro de uma lamina, em posicédo lateral.
Numa das extremidades da lamina, colocou-se uma gota de soluto de Marc-André
(soluto esclarecedor — Branco, 2011). De imediato, procedeu-se a dissecdo dos trés
Gltimos segmentos abdominais de cada fémea, fazendo-se um corte transversal com dois
estiletes, esterilizados (chama de uma lamparina). Seguidamente, e com uma pinca
esterilizada, colocou-se a restante parte da fémea num tubo Eppendorf de 1,5 ml,
contendo etanol 90%, e devidamente etiquetado, para posterior procedimento

molecular.

71



Material e Métodos

Na gota de soluto de Marc-André, onde se encontravam os trés ultimos
segmentos abdominais, colocou-se uma microlamela e observou-se a preparagédo ao

microscopio Otico, com ampliacBes de 125x, 312x e 500x (Fig. 39).

Fig. 39 - Microscopio 6tico para identificagdo morfoldgica das espécies flebotominicas fémeas e
folha com a representagdo esquematica das diferentes espermatecas (Fotografia S. Pereira,
2017)

Foi realizado o registo fotografico das espermatecas, através de microscopio
6tico (Olympus BX51), com camara fotografica incorporada, que serdo apresentadas no
Capitulo dos Resultados. Somente a observacdo das caracteristicas das espermatecas
(figuras 40 a 43), nomeadamente anéis do corpo, canais condutores, extremidade basal,
presenca/auséncia de bolbo na regido basal, espermateca tubular de paredes lisas e
outras, permitem a identificacdo das espécies, tendo sido utilizada a chave de Branco
(2011). Todos os exemplares foram numerados no caderno de Laboratério, fazendo-se a
correspondéncia de cada numero com cada espécie identificada. Cada tubo de
Eppendorf, contendo o corpo de uma fémea, minus genitalia, foi também registado com

0 respetivo numero.
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\
\ \: 9 Espermateca tubular
\ \ de paredes lisas

Fig. 40 - Esquema de espermateca de Sergentomyia minuta. Caracteristicas morfoldgicas da
mesma (Adaptado de Branco, 2011)

Corpo da

espermateca
com cerca de 3
anéis em que o
tltimo é séssil

Fig. 41- Esquema de espermateca de Phlebotomus sergenti. Caracteristicas morfolégicas da
mesma (Adaptado de Branco, 2011)
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Fig. 42 - Esquema de espermateca de Phlebotomus perniciosus. Caracteristicas morfoldgicas da
mesma (Adaptado de Branco, 2011)

Fig. 43 - Esquema de espermateca de P. papatasi. Caracteristicas morfoldgicas da mesma
(Adaptado de Branco, 2011)

O referido procedimento foi realizado para todas as fémeas capturadas,
esterilizando-se o material utilizado, entre cada disse¢do, de forma a evitar
contaminagdes. Também ao longo do processo foi registado se a fémea se encontrava
gravida, parcialmente ou totalmente alimentada (ingurgitada - alimentacdo sanguinea),

g, ainda, se estavam presentes ectoparasitas.

Para a identificacdo dos exemplares fémeas, capturadas em Volta Redonda,
Brasil, as asas e patas de cada exemplar foram removidas e colocadas numa gota de
etanol numa lamina de vidro. De seguida, a cabeca e 0s Ultimos trés segmentos
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abdominais foram seccionados e colocados numa gota de hidroxido de potéssio a 10%
(KOH). Estas estruturas foram observadas ao microscopio 6tico para identificacdo da
morfologia do cibario e das espermatecas e as fotografias, das espécies capturadas,
serdo apresentadas no capitulo dos Resultados. Os esquemas estdo apresentados nas
figuras 44 a 47.

Fig. 44 - Lutzomyia longipalpis fémea. Esquema das caracteristicas morfoldgicas do cibario
(Adaptado de Shaimabuku et al., 2011)

Fig. 45 - Lutzomyia longipalpis fémea. Esquema das caracteristicas morfolégicas da
espermateca (Adaptado de Shaimabuku et al., 2011)
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Fig. 46 - Evandromyia sallesi fémea. Esquema das caracteristicas morfoldgicas do cibario
(Adaptado de Shaimabuku et al., 2011)

Fig. 47 - Evandromyia sallesi fémea. Esquema das caracteristicas morfol6gicas das
espermatecas (Adaptado de Shaimabuku et al., 2011)

2.3.2 Preparacdo das fémeas, Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil, apos
identificagdo morfoldgica, para posterior analise molecular

Os restantes corpos das fémeas (minus genitalia) foram colocados,
individualmente, em tubos Eppendorf, com etanol 90%, devidamente etiquetados, de
acordo com o numero da armadilha onde foram capturadas, mantidas no escuro e a
temperatura ambiente do Laboratorio, IHMT (22°C), até serem enviadas para analise

molecular.
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As técnicas de biologia molecular, aplicadas, a todos os exemplares, fémeas,
capturados quer em Portugal, quer no Brasil, foram realizadas com a supervisdo da
Investigadora Doutora Daniela Pita-Pereira, do Laboratorio de Biologia Molecular e
Doencas Endémicas do IOC/FIOCRUZ/Rio de Janeiro, Brasil. Cada fémea foi
processada individualmente e o0 DNA foi extraido de acordo com a metodologia descrita
em Pita-Pereira et al., 2008.

2.3.3 Metodologia aplicada para identificacdo dos machos capturados nas areas
estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

A identificacdo morfoldgica dos fleb6tomos machos, a nivel de espécie, baseou-se
nas caracteristicas da genitalia externa, recorrendo-se a uma chave dicotomica para as
espécies assinaladas em Portugal, de acordo com Branco (2011).

Os exemplares, de cada armadilha utilizada, foram dispostos, individualmente, em
posicdo lateral, ou posterior, com a ajuda de uma pin¢a entomoldgica, hum godé de
vidro, contendo etanol 90%, de modo a que a genitalia ficasse na posicdo correta para a
observacdo e identificacdo da espécie ao estereomicroscopio. As caracteristicas
morfolégicas do gonocoxito, gondstilo, espinhas a diferentes niveis e espessuras,
edeago ou penis, pardmeros, lobos laterais e basais foram observadas (Fig. 48). Tal
como se efetuou para as fémeas, registou-se no caderno de laboratério as identificacdes
realizadas, por biétopo. O grau de rotacdo da genitdlia externa dos machos (total,

parcial, ou ndo rodado) foi também anotado, por exemplar e por espécie.
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Fig. 48 - Identificagdo morfologica de flebotomineos machos, ao estereomicroscopio
(Fotografia S. Pereira, 2016)

Nas figuras 49 a 53 estdo representados esquemas das genitalias externas de
machos das espécies existentes em Portugal, até a data, e que foram capturadas durante
o trabalho de campo. As fotografias tiradas ao estereomicroscopio serdo apresentadas

no capitulo dos Resultados.

Fig. 49 - Phlebotomus sergenti macho. Desenho da genitélia, adaptado de Dantas-Torres et al.,
2014 e esquema das estruturas da genitéalia, adaptado de Branco, 2011. A seta azul mostra o
lobo basal pedunculado, caracteristico desta espécie
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Fig. 50 - Phlebotomus papatasi macho. Desenho da genitélia, adaptado de Dantas-Torres et al.,
2014 e esquema das estruturas da genitalia, adaptado de Branco, 2011. A seta azul mostra 0
gondstilo delgado e comprido com espinhas curtas, caracteristicas desta espécie.

Fig. 51- Sergentomyia minuta macho. Desenho da genitélia, adaptado de Dantas-Torres et al.,
2014 e esquema das estruturas da genitalia, adaptado de Branco, 2011. A seta azul mostra o
gondstilo com 4 espinhas apicais fortes e uma seda ndo caduca, caracteristicas desta espécie
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Fig. 52 - Phlebotomus ariasi macho. Desenho da genitalia, adaptado de Dantas-Torres et al.,
2014 e esquema das estruturas da genitalia, adaptado de Branco, 2011. A seta azul mostra o
edeago, ou pénis, em forma de clava, com dilatagdo subapical moderada, caracteristicas desta
espécie

Até 17 sedas
10 gonocoxito

Edeago afiladoe
e —7 bifido nodpex

Fig. 53 - Phlebotomus perniciosus macho. Desenho da genitélia, adaptado de Dantas-Torres et
al., 2014 e esquema das estruturas da genitalia, adaptado de Branco, 2011. A seta azul mostra o
edeago, ou pénis, afilado e bifido no apex, caracteristicas desta espécie

Para a identificacdo morfologica dos flebotomineos machos, capturados em Volta
Redonda, Brasil, foi necessario realizar-se um processo de clarificacdo e diafanizacdo
das estruturas de acordo com o descrito por Vilela et al. (2003). Este processo consiste
em mergulhar os exemplares em potassa (KOH) a 10%, durante 2 a 3 horas, seguido de
acido acético (CH3COOH) durante 20 min. Os exemplares sdo lavados em agua Tipo Il
durante 20 min e mantidos em lactofenol durante 24 horas. Apos a realizacdo deste

procedimento, os exemplares foram montados, entre lamina e lamela, em liquido de
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Berlese, com recurso a uma lupa binocular Stemi DV4 Zeiss, e transferidos para o
microscopio Opticam Microscopy Techinology.

Para o diagnostico das espécies, no que diz respeito aos exemplares machos,
foram observadas as seguintes estruturas da genitalia externa: gondstilo, espinhos do
gondstilo e gonocoxito, pardmeros, tamanho e porcdo terminal dos ductos (canais)
edeagais, bomba espermética, lobo epandrial e cercos (Fig. 54). Em paralelo com a
identificacdo morfologica dos machos foi avaliado o grau de rotacdo da genitalia

externa.

Gonocoxito com tufo basal formado
por 4 sedas filiformes

Gondstilo com 4 espinhos
bem desenvolvidos e com
seda espiniforme pré-apical

Fig. 54 A - Esquema da cabeca de Lutzomyia longipalpis; B - gentitélia externa de um macho
da mesma espécie (Adaptado de Young, 1979)

Gonocoxito com o tufo
basal formado por 4
sedas longas

Fig. 55 - Esquema da genitalia externa de Evandromyia (Barrettomyia) sallesi macho
(Adaptado de Young, 1979)
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Gondstilo com o espinho
interno implantado a meio
ou mais préximo do apex

Apex dos canais
do edeago dilatado
e bifurcado

Fig. 56 A - Esquema da extemidade distal dos canais, ou espiculos ejaculadores, bifurcada; B-
genitalia de Nyssomyia whitmani macho (Adaptado de Young, 1979)

2.4 Parametros bioecoldgicos e vetoriais determinados a partir de espécimes

capturados no Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

Tendo em vista 0s objetivos deste trabalho, determinaram-se varios parametros

que sdo descriminados nos pontos a segulir.

2.4.1 Numero de espécies flebotominicas capturadas nas &reas estudadas:
Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

Apo6s a identificacdo morfoldgica das espécies flebotominicas, determinou-se,
em relacdo a regido alentejana, e aos dois Distritos estudados, se as cinco espécies
existentes em Portugal, estavam ou nao presentes durante os anos 2016 e 2017.

No que diz respeito a Volta Redonda, Brasil, uma vez que ndo tinham sido
realizados estudos entomoldgicos, dirigidos a presenca de espécies flebotominicas, com
as capturas realizadas durante trés anos consecutivos, 18 meses, e através da
identificacdo de todos os exemplares capturados, determinou-se 0 nimero de espécies

presentes naquela regido, em particular no que diz respeito as localidades e bairros.

82



Material e Métodos

2.4.2 Abundéancia relativa de espécies flebotominicas capturadas nas &reas
estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

A abundancia relativa das espécies flebotominicas, capturadas nos dois paises,
foi determinada a partir do niumero de exemplares capturados de uma determinada
espécie, sobre o numero total de exemplares capturados das varias espécies, a
multiplicar por cem (%).

2.4.3 Densidade flebotominica por espécie e por més, variacdo sazonal, e més (ou
meses) de maior risco de transmissdo nas &reas estudadas: Alentejo,
Portugal, e Volta Redonda, Brasil

A densidade flebotominica por espécie corresponde ao numero de exemplares
capturados de uma determinada espécie por armadilna CDC, noite. A densidade
flebotominica por més/variacao sazonal corresponde ao numero total de flebotomineos,
capturados durante um determinado més de atividade flebotominica, por armadilha,
noite. Em relacdo ao més/meses de maior risco de transmissdo, este(s) corresponde(m)
ao més/meses cuja densidade de uma ou mais espécies comprovadamente vetoras, ou

suspeitas, é mais elevado.

2.4.4 Densidade flebotominica total e por espécie, por tipo e variedade de
bidtopos nas areas estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

Corresponde ao numero total de exemplares, de todas as espécies, ou de uma
determinada espécie, capturados num tipo, e/ou variedade de biétopo, por armadilha

noite.

2.45 Razdo dos sexos dos flebotomineos capturados nas areas estudadas:
Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

Esta razdo traduz o namero de machos existentes para cada fémea, e é calculada
pelo numero total de machos a dividir pelo nimero total de fémeas. Este parametro

pode ser calculado por espécie ou pelo conjunto de todos os exemplares capturados.
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2.4.6 Proporcdo de fémeas ingurgitadas e gravidas capturadas nas areas
estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

Durante a identificacdo morfolégica das fémeas, registou-se o numero de
exemplares que tinham realizado uma refei¢do sanguinea (total ou parcialmente) ou que
estavam gréavidas (com ovos no abdomen). A propor¢do € calculada pelo numero de
exemplares, total ou por espécie, sobre o numero total de fémeas capturadas, a

multiplicar por cem (%).

2.4.7 Grau de rotacdo da genitalia dos machos, total e por espécie, capturados
nas areas estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

O grau de rotacdo € uma classificacdo atribuida a genitalia externa dos machos, e
ao tipo de rotacdo que sofreu ou ndo. Esta pode ser total, parcial ou sem rotacéo, e é
determinada ao estereomicroscopio. A determinacdo deste pardmetro permite relacionar
o local de captura com o local de eclosdo dos machos, ou seja, as armadilhas terem sido

colocadas mais proximas ou mais distantes do local de postura e ecloséo.

2.4.8 Taxa de infestacdo de flebotomineos, por ectoparasitas, capturados nas
areas estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

A taxa de infestacdo corresponde ao nimero de flebotomineos infestados por
ectoparasitas, sobre o numero total de flebdtomos capturados, a multiplicar por cem
(%). A presenca de ectoparasitas verifica-se quando se realiza a identificacdo das

espécies flebotominicas.

2.4.9 Influéncia das fases lunares nas densidades flebotominicas: Alentejo,
Portugal, e Volta Redonda, Brasil

A influéncia das fases lunares é determinada a partir dos registos das fases
lunares existentes nos dias/meses de captura, relacionando estas, com as densidades
totais flebotominicas. Neste trabalho determinou-se a influéncia da Lua Nova e da Lua
Cheia na densidade total de flebotomineos capturados durante o periodo de estudo.
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2.4.10 Taxa de infecdo por Leishmania sp. das espécies flebotominicas capturadas
nas areas estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

A taxa de infecdo corresponde ao nimero de fémeas flebotominicas infetadas
por Leishmania sobre o nimero total de fémeas, analisadas por técnicas de biologia

molecular, a multiplicar por cem (%).

2.4.11 Proporcao das diferentes fontes sanguineas das fémeas flebotominicas
capturadas nas areas estudadas: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda,
Brasil

Apos identificacdo das refeicfes sanguineas, por técnicas moleculares, é
calculado numero de fémeas (de uma determinada espécie, ou de todas as espécies
capturadas) que se alimentou num determinado hospedeiro vertebrado, sobre o numero

total de fémeas alimentadas, a multiplicar por cem (%).

2.5 Analise molecular das fémeas flebotominicas capturadas nos dois paises:
detecdo de DNA de Leishmania sp. e determinacao das refei¢cGes sanguineas

2.5.1 Lise e extracdo de DNA a partir de flebotomineos

Para a realizacdo da técnica de PCR, o DNA foi extraido a partir do extrato
individual de flebotomineos machos e fémeas, em 100 pL de tampao de lise: TE - 10
mM Tris-HCI pH 9,2 constituido por 10 mM de acido etileno diamina tetra acético
(EDTA) e 100 pg/mL de proteinase K (US Biolog).

Os lisados foram mantidos em tubos eppendorf e incubados, entre duas a trés
horas a 56°C, com agitacbes periddicas. No final da incubacdo, o material foi
centrifugado a 9800x%g durante 15 min, e o sobrenadante extraido e aquecido durante 15
min a 95 °C. As amostras foram centrifugadas novamente a 9800xg durante 40s a 4°C
(Miranda et al., 2002). Posteriormente, os volumes das preparacfes foram ajustados
para 200 pL adicionando TE 1:10 e armazenadas a - 20 °C até 0 momento da extragédo
do DNA total.
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Para a extracdo de DNA, a partir dos lisados individuais de flebotomineos, foi
utilizado o kit comercial Wizard SV Genomic DNA Purification System (PROMEGA),
seguindo as especificacdes do fabricante. O DNA foi eluido em 50 puL de TE 1:10 e
posteriormente armazenado a - 20 °C até o momento da sua utilizacdo. Exemplares
machos foram utilizados como controlo negativo, uma vez que ndo podem apresentar
DNA de Leishmania spp. Os fluxos laminares préprios para extracdo de DNA, assim
como todo o material utilizado nesta etapa, foram devidamente descontaminados com a

utilizacdo de cloro diluido (1:100) e exposicéo a raios UV.

2.5.2 Detecdo de DNA de Leishmania spp. em flebotomineos pela amplificacédo da
regido conservada do minicirculo de KDNA em Leishmania spp. e gene
cacophony em flebotomineos capturados nas areas estudadas: Alentejo,
Portugal, e Volta Redonda, Brasil

Para a reacdo de PCR foram utilizados dois pares de iniciadores (primers) que
amplificam simultaneamente na mesma reacdo, um produto de 120 pb referente ao
DNA de Leishmania (para amostras de fémeas positivas) e outro de 220 pb
correspondente ao DNA de flebotomineo (todas as amostras de machos e fémeas). O
primeiro par amplifica a regido conservada dos minicirculos do kKDNA; primer A [5’
GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC 3’] e primer B [5 GGG GTA GGG GCG
TTC TGC GAA 3°] (Passos et al., 1996). O segundo par amplifica um gene constitutivo
especifico de flebotomineos (cacophony) de 220pb: 5LIcac [5°"GTG GCC GAA CAT
AAT GTT AG 37] e 3LIcac [5"CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 37]. Este ultimo
par confere eficiéncia a extracdo (controlo interno) uma vez que todas as amostras
(machos e fémeas) devem amplificar o produto referente a esse alvo.

A sensibilidade da técnica de PCR para detecdo de leishmanias é independente
do nimero, estadio ou localizacdo dos parasitas no aparelho digestivo, 0 que aumenta a
sensibilidade da técnica quando comparada com outras (Pita-Pereira et al., 2009).

As reacdes ocorreram num volume final de 100 pL, constituido por solugédo
tampéo da PCR 1X (10mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM de KCI, Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), 4,5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP (Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia, EUA), 0,2 uM de cada primer, 1,25 U Taq Gold DNA polimerase (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), 10 pL de DNA e H,O (ultrapura e estéril) para
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completar o volume. A ciclagem térmica consistiu em 36 ciclos e foi realizada no
aparelho modelo Gene Amp® PCR System 9700, com a seguinte programagéo por cada
ciclo: desnaturacdo durante 30s a 94°C, anelamento durante 30s a 55°C, e extensdo
durante 30s a 72°C. Este programa foi precedido de uma etapa (12 min, 94 °C) para
ativacdo da enzima (Hot Start) e ap6s os 36 ciclos foi incluido um passo de extenséo
final (10 min, 72 °C).

2.5.3 Determinacao das refeigdes sanguineas pela amplificacdo de um segmento
do citocromo b de exemplares capturados nas areas estudadas: Alentejo,
Portugal, e Volta Redonda, Brasil

O marcador cyt b para detecdo de fontes alimentares tem vantagens em relagéo a
outros pois, dada a sua localizagdo no genoma mitocondrial, ndo sofre recombinacéo.
Para avaliacdo das fontes alimentares dos flebotomineos provenientes da regido do
Alentejo e do Municipio de Volta Redonda, 0 DNA extraido a partir do lisado de
fémeas ingurgitadas, foi submetido & tecnica de PCR utilizando os primers que
amplificam o gene citocromo b (cyt b): 5> CCC CTC AGA ATG ATA TTT GTC CTC
A3 e5 CCATCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA 3’ (Pefa et al., 2012). Estas
reacOes ocorreram num volume final de 50 pL, de acordo com as condigcdes de

preparacdo da reacdo e programa de ciclagem anteriormente descritas.

2.5.4 Verificacdo dos produtos amplificados por electroforese em gel de agarose e
hibridizacédo por Dot Blot

Os ensaios de eletroforese foram realizados numa cuba horizontal, em géis de
agarose (Seakem & NuSieve, FMC Bioproducts, Rockland, USA) a 2,0%, com
dimensdes de 12,5 x 20 cm, e preparados em TBE (0,89 M Tris-HCI; 0,89 M é&cido
borico; 0,024M EDTA, pH 8,3 - TBE 10X). Apds a imersdo do gel solidificado em
tampédo TBE, as aliquotas, com 10 uL do produto da PCR, foram misturadas com 1 pL
do tampdo de aplicacdo de amostra (30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol, 0,25%
xileno cianol) e aplicadas no gel. A eletroforese correu durante 2h a 70V.

O peso molecular dos amplicons foi determinado atraves do marcador de peso
molecular de 100 pb (DNA Ladder — Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA). O gel foi
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corado com Nancy-520 DNA Gel Stain (Sigma®) e os resultados registados através de
um sistema fotografico de documentacdo em gel — UVP Bioimaging Systems (Upland,
CA, USA).

Os produtos amplificados através de PCR para o alvo de Leishmania (kDNA),
foram adicionalmente analisados por hibridizacdo em fase sélida (Dot Blot). Assim,
para cada amostra, 0s produtos foram submetidos a um processo de desnaturagcdo que
consistiu no aquecimento dos amplicons a 100°C durante 3 min de 10 uL, diluidos em
90 pL de agua destilada, seguindo-se um rapido arrefecimento com gelo e juncédo de 13
uL de solucgéo desnaturante (4 N NaOH contendo 25mM EDTA pH 8.0).

O material desnaturado foi adsorvido por vacuo moderado & membrana de nylon
(Boehringer Mannheim, Germany), previamente humedecida em agua destilada e
acondicionada no aparelho Bio-DotTM (BioRad, Hercules, CA, EUA). Apds a adsorcédo
dos amplicons, as areas de aplicagdo da membrana foram tratadas com 100 pL de &gua
destilada/poco, seguida de 100 pL de solugdo desnaturante/poco. Posteriormente, a
membrana foi removida do Bio-DotTM, lavada 5 vezes durante 5 min em solucéo salina
contendo citrato de sddio - SSC 2X e posteriormente seca a temperatura ambiente. Por
ultimo, o DNA foi fixado covalentemente a membrana por irradiacdo com luz UV num
aparelho StratalinkerTM, durante 2 min.

Para a reacdo de hibridizacdo, as membranas contendo os DNAs foram tratadas
durante 3 h, a 60 °C em solucdo de bovino, BLOTTO - Bovine lacto transfer tecnique
optimizer (SSC 1,5X, 1% SDS, 0,5% de leite desnatado Mollico®), em forno de
hibridizagdo (Techne Inc, Princeton N.J./EUA). Posteriormente, as membranas foram
incubadas em solucdo BLOTTO durante 16 h, a 56 °C com 25 pmol/uL de sonda
especifica para Leishmania infantum: 5> AAA AAT GGG TGC AGA AAT 3 (Francino
et al., 2006), marcada com biotina na extremidade 5°. Ap6s o periodo de hibridizacéo,
as membranas foram lavadas 5 vezes durante 5 min com tampdo de lavagem (tampé&o
salina ou Phosphate buffered saline PBS contendo 0,05% de Tween-20) a temperatura
ambiente. De seguida, as membranas foram incubadas durante 1 h, a 25 °C) com o
conjugado Streptavidina-Peroxidase (Sigma) diluido (1/1000) em tampéo de lavagem.
Apdbs um novo ciclo de lavagem das membranas, a reacdo de hibridizacdo foi revelada
com kit de quimioluminescéncia (Santa Cruz, EUA) que aumenta a sensibilidade do

ensaio em dez vezes, seguindo as especificactes do fabricante.
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2.5.5 Sequenciac¢ao dos segmentos de DNA

Os produtos amplificados, foram purificados utilizando o kit comercial illustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE, Fairfield, Connecticut, EUA).

A sequenciacdo dos produtos amplificados, foi realizada pelo método de Sanger &
Coulson (1975), na plataforma de sequenciamento RPTO1A- PDTIS/Fiocruz (ABI
3730XL Applied Biosystem). Para a reacéo foi utilizado o kit de extracdo BigDyeTM
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, California,
EUA), utilizando a rea¢do adaptada com 2 pl. de DNA molde (5-20 ng), 1,88 uL de
Tampao 5% (Applied Biosystems, California, EUA), 0,25 uL de BigDye e agua Milli-Q
gsp 5,37 uL. A ciclagem da reagdo consiste em 35 ciclos de 15s a 96°C seguido de 10s a
50 °C e por tltimo 60°C durante 4 min. As amostras foram processadas na plataforma
de sequenciamento e submetidas aos processos de precipitacdo e desnaturacao da reacdo
de sequenciacdo.

Apos estes procedimentos, foi realizada uma pesquisa na base de dados Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), utilizando o algoritmo Blast N na base de dados
de nucleotideos NT. O genbank permite uma comparacdo extensa entre as sequéncias

completas das espécies.

2.6 Analise de dados: Alentejo, Portugal, e Volta Redonda, Brasil

A andlise estatistica foi realizada recorrendo ao programa SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences), versao 25. Numa primeira analise foram utilizados 0s
testes de KolmogorovSmirnov e Shapiro-Wilk por forma a avaliar a normalidade dos
dados. Dado que o pressuposto da normalidade dos dados ndo foi validado, isto €, ndo
se verificou uma distribuicdo normal dos mesmos, foram utilizados testes néo
paramétricos, Mann-Whitney (MW) e Kruskal-Wallis (KW), para comparacdo dos
valores das densidades das espécies flebotominicas, entre 0s anos de captura, distritos,

tipo e variedade de bi6topos, e de acordo com 0s animais presentes.
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3 Resultados

3.1 Numero de exemplares capturados no Alentejo, Portugal, em 2016 e 2017, e
espécies flebotominicas identificadas morfologicamente

Nos dois Distritos estudados, nomeadamente Evora e Beja, Alentejo, no total
dos dois anos consecutivos de prospecédo, entre maio e novembro, e durante duas noites
consecutivas por més, capturaram-se 431 flebotomineos, em bi6topos domeésticos e
peridomésticos, dos quais, 35,03% (151/431) fémeas e 64,97% (280/431) machos.
Foram identificadas, para ambos 0s sexos, as cinco espécies assinaladas em Portugal,
nomeadamente Phlebotomus perniciosus, P. ariasi, P. sergenti, P. papatasi e
Sergentomyia minuta. Em ambos os anos de captura, o numero de machos foi superior
ao namero de fémeas. O Quadro 6 apresenta o nUmero total de exemplares capturados,
por espécie e por sexo.

Quadro 6 - NUmero total de flebotomineos, por espécie e por sexo, capturados nos Distritos de
Evora e Beja, Alentejo, Portugal, 2016 e 2017

Espécie NJ N©Q Total
Phlebotomus perniciosus 148 58 206
Phlebotomus ariasi 7 4 11
Phlebotomus sergenti 49 6 55
Phlebotomus papatasi 3 1 4
Sergentomyia minuta 73 82 155
Total 280 151 431

N = numero de exemplares capturados

3.2 Abundancia relativa das espécies flebotominicas capturadas no Alentejo,
2016 e 2017

No conjunto dos dois anos de capturas, nos Distritos de Evora e Beja, a
abundancia relativa das espécies flebotominicas, de ambos os sexos, foi, por ordem
decrescente, a seguinte: 47,80% (206/431) P. perniciosus, 35,96% (155/431) S. minuta,
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12,76% (55/431) P. sergenti, 2,55% (11/431) P. ariasi €, por ultimo, P. papatasi 0,93%
(4/431) (Fig. 57).
m Phlebotomus
perniciosus
m P, ariasi

= P. sergenti

m P. papatasi

m Sergentomyia
minuta

Fig. 57 - Abundancia relativa (%) das espécies flebotominicas capturadas, de maio a novembro
de 2016 e 2017, nos Distritos de Evora e Beja, Alentejo, Portugal e fotografias, ao microscpio
Otico, das espermatecas e das genitalias externas das espécies Phlebotomus perniciosus (PN), P.
ariasi (PA), P. sergenti (PS), P. papatasi (PP) e Sergentomyia minuta (SM)

Relativamente a abundancia relativa das espécies, em cada ano de captura, em
2016, as especies mais abundantes foram P. perniciosus 34,23% (51/149) e P. sergenti
33,56% (50/149), e a menos abundante P. ariasi 1,34% (2/149). Em 2017, a espécie
mais abundante foi P. perniciosus 55,32% (156/282), seguida de S. minuta 38,30%
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(108/282), e a menos abundante P. papatasi. Sem contar com P. papatasi, P. sergenti
foi menos abundante (1,77%) em relacdo a 2016 (Fig. 58). O numero total de
flebotomineos capturados em 2016 foi 149 e em 2017, 282.

A B

m Phiebotomuis
perniciosus

u P, ariasi

wP. sergenti

B P. papatasi

1.34% u Sergentomyia minuta
1.42%

L77% /3 190,

Figura 58 - Abundancia relativa (%) das espécies flebotominicas capturadas, de maio a
novembro, nos Distritos de Evora e Beja, Alentejo, Portugal, em 2016 (A) e em 2017 (B)

Em relacdo a abundancia relativa das espécies, por sexo (Fig. 59), S. minuta foi a
mais abundante para fémeas 54, 30% (82/151), sequida de P. perniciosus 38,41%
(58/151). Para os machos, a espécie mais abundante foi P. perniciosus 52,86%
(148/280), sequida de S. minuta 26,07% (73/280).

A B

B Phlebotonius
perniciosus

B P. ariasi

u P. sergenti

1.07%
B P. papatasi
B Sergentomyia
2.65% minuta
0.66% “-3-97%

2.50%
Fig. 59 - Abundancia relativa das espécies flebotominicas, capturadas em 2016 e 2017 nos
Distritos de Evora e Beja, Alentejo, Portugal, para fémeas (A) e para machos (B)
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3.2.1 Abundancia relativa das espécies flebotominicas capturadas, por Distrito,
no Alentejo, 2016 e 2017

A espécie P. perniciosus foi a mais abundante, nos dois anos de captura, em
ambos os Distritos. No entanto, em Beja a abundéncia relativa desta espécie foi
superior, quando comparada com o Distrito de Evora: 62,66% (99/158) Vs. 39,19%
(107/273). Tal como se pode verificar na figura 60, a espécie P. sergenti foi mais
abundante no Distrito de Evora, sendo o valor da abundancia neste Distrito, cerca de
seis vezes mais do que se observou no Distrito de Beja. A espécie P. papatasi sO foi

capturada no Distrito Evora (Fig. 60).

® Phlebotomus perniciosus
m P, ariasi

u P, sergenti

m P, papatasi

m Sergentomyia mimita

Y0 3,16%
3,16%

Fig. 60 - Abundancia relativa das espécies flebotominicas capturadas nos Distritos de Evora (A)
e Beja (B), em 2016 e 2017

3.3 Concelhos, freguesias, localidades, tipos e variedades de bidtopos
prospetados, nos Distritos de Evora e Beja, Alentejo, 2016 e 2017

Através de 178 armadilhas colocadas nos Distritos de Evora e Beja, foram
realizadas capturas em 13 dos 28 concelhos (46,43%), abrangendo 19 freguesias e 19
localidades (Fig. 61).

No Distrito de Evora foram colocadas 51,12% (91/178) das armadilhas
utilizadas e 48,88% (87/178) no Distrito de Beja. Verificou-se a presenga de pelo menos
uma espécie flebotominica em 14 das localidades prospetadas, ou seja, 83,68% (14/19)
das localidades foram positivas para a presenca de flebotomineos (Figs. 61, 62 e 63).
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Fig. 61 - Concelhos prospetados, positivos e negativos, para a presenca de flebotomineos nos
Distritos de Evora e Beja, 2016 e 2017
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Fig. 62 - Localidades prospetadas, numeradas, por concelho, no Distrito de Evora, 2016 e 2017
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Fig. 63 - Localidades prospetadas, numeradas, por concelho, no Distrito de Beja, 2016 e 2017

A presenga de P. perniciosus foi assinalada em todas as localidades positivas
(14/19), sendo a espécie com maior abundancia relativa e maior distribuicdo geografica.
A espécie P. ariasi foi assinalada em 35,71% (5/14) das localidades positivas. Na
localidade de S. Pedro, concelho de Alandroal, Distrito de Evora, foram assinaladas as
cinco espécies flebotominicas conhecidas em Portugal, sendo esta a unica localidade

onde se assinalou a espécie P. papatasi, ainda rara em Portugal (Fig. 64 e 65).
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Fig. 64 - Espécies flebotominicas capturadas, por localidade (nimero), no Distrito de Evora,
2016 e 2017. Assinalado, com um circulo, o concelho do Alandroal: capturadas as cinco
espécies flebotominicas
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Fig. 65 - Espécies flebotominicas capturadas, por localidade (nimero), no Distrito de Beja, 2016
e 2017

Nas vaérias localidades e bidtopos prospetados, o numero de flebétomos e
especies capturados variou. O niumero maximo de fleb6tomos capturados foi 66, num

bidtopo peridoméstico do Distrito de Evora. A maior diversidade de espécies observada
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foi num bidtopo peridomestico, variedade muro, onde foram assinaladas as espécies P.
perniciosus, P. ariasi, P. papatasi e S. minuta (Quadro 7).

Quadro 7 - Concelhos, freguesias, coordenadas das localidades prospetadas e espécies
flebotominicas capturadas nos Distritos de Evora e Beja, 2016 e 2017

Altitu Espécies flebotominicas
D Concelho Freguesia N Localidade Latitude Longitude de
(m) PN | PA | PS | PP SM
Evora N. Sra. Saide | 1 | Canaviais 38°36'50" 7°54'03" 236 + - - - +
Horta das 2 | Torregela 8°32'42" 7°54' 20" 295 + - - - db
Figueiras
N. Sra. Graga | 3 | Monte da 38027'53" 7°30'51" 250 + - - - +
Divor Oliveirinha
Tapada da 4 | Malagueira | 38°33'09" 7°58'11" 303 - - - -
Mata
@ | Montemor S. Tiago 5 | Escoural 38°32' 23" 8°09' 56" 326 + + + - +
S| Escoural
w %ndroal Terena 6 | S.Pedro 38°63'23" | 7°40'65" | 231 ¥+ | + | + | + D;
Arraiolos Arraiolos 7 | Couto do 380 72' 23" 7°98' 55" 337 + - = = e
Cagador
V. Novas Landeira 8 | Jardimda 38°59' 45" 8° 64'65" 172 + - - - b
Landeira
Viana do S. 9 |S. 38°19'56" 8°00'05" 215 - - - -
Alentejo Bartolomeu Bartolomeu
do Outeiro do Outeiro
Beja S. Jodo 1 | Monte das 37°59'28" 7°49'40" 170 + - - -
Baptista Beatas
S. Tiago 2 | Falcbes 38°00'18" 7°31'16" 265 - - - -
Maior
N. Sra. das 3 | Monte dos 37°59'15" T°47'44" 254 + - b - b
Neves Qurives
Sta. Clara 4 | Monte Rei 37°98'77" 7°79' 56" 258 + - + - +
Lordelo Cid
Ferreira Odivelas 5 | Forno Cal 38°10'14" 8°8'51" 132 - - - -
-% Alentejo
o | Cuba Vila Ruiva 6 | Albergaria 39° 28" 46" 8°93' 38" 278 + + - -
dos Fusos
Aljustrel Carregueiro 7 | Monte dos 37°48'48" 8°06' 04" 247 + - - - b
Pocos
Ourique Sta. Luzia 8 | Monte dos 37°72'23" 8°41'55" 250 + a0 - - b
Bastos
Serpa Salvador 9 | Monte da 37°93'82" 7°61'97" 243 + a0 - - b
Morena
Almodovar Almodovar 1 | Monte do 35°55'29" 8°06'09" 343 - - - -
0 | Beato

D - Distrito; N - namero de freguesias/localidades prospetadas, por concelho (PN - P. perniciosus
PS - P. sergenti; PA - P. ariasi; PP - P. papatasi; SM - S. minuta)

3.4 Fémeas flebotominicas capturadas, por armadilha CDC, gravidas ou
ingurgitadas, nos Distritos de Evora e Beja, 2016 e 2017

Das 151 fémeas capturadas, 6,62% (10/151) estavam gravidas e pertenciam a
duas espécies. P. perniciosus foi a espécie que apresentou maior numero de fémeas

gravidas, 8 exemplares (5,30%), seguida de S. minuta, com 2 exemplares (1,32%).
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Em 2016, foi capturada uma fémea gravida da espécie P. perniciosus, no més de
julho, na localidade de Escoural, Evora, e no més de agosto, foram capturadas duas
fémeas, uma P. perniciosus e outra S. minuta, na localidade de Canaviais, Evora. Em
2017, trés fémeas P. perniciosus e uma fémea S. minuta foram capturadas gravidas,
durante 0 més de julho, na localidade de S. Pedro, Evora. Durante 0 més de agosto, na
localidade Monte da Morena, Beja, foram capturadas trés fémeas gravidas P.
perniciosus. As capturas de fémeas gravidas decorreram em bidtopos domésticos e
peridomésticos, nomeadamente armazéns exteriores, muros, abrigos animais e arvores
de fruto (figueira) (Fig. 66). Nos dois anos, a captura da primeira fémea gravida deu-se
no més de julho, no Distrito de Evora.

Fig. 66 - A - Bidtopo peridoméstico, variedade muro, onde foi capturada uma fémea P.
perniciosus gravida, 2016, Evora. Assinalada, com uma seta, uma armadilha CDC; B - Bitopo
domeéstico, variedade armazém, onde foram capturadas trés fémeas gravidas P. perniciosus,
2017, Beja (Fotografias S. Pereira, 2016, 2017)

Em relacdo ao total de fémeas capturadas em 2016 e 2017, 13,25% (21/151)
estavam ingurgitadas, total ou parcialmente, pertencendo a quatro espécies. A espécie
com maior percentagem de fémeas alimentadas foi P. perniciosus 85,71% (18/21) e
uma alimentada (4,76%) de cada uma das seguintes espécies: P. ariasi, P. papatasi e S.
minuta.

Em 2016, das 41 fémeas capturadas nos dois Distritos, seis (14,63%) estavam
ingurgitadas, total ou parcialmente e com sangue vermelho “vivo”, ou vermelho escuro,
aquando da observacdo ao estereomicroscopio e ao microscopio Otico para a
identificacdo da espécie. Destas seis fémeas, quatro pertencem a espécie P. perniciosus
(9,76%), uma a espécie P. ariasi, e outra S. minuta (2,49%). A primeira fémea
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alimentada, P. perniciosus, foi capturada no més de junho, na localidade Monte das
Beatas, Beja, num bidtopo peridoméstico. Em julho, foram capturadas trés fémeas
ingurgitadas, duas P. perniciosus e uma P. ariasi, na localidade de Escoural, Evora,
num bidtopo doméstico, variedade armazém. Durante 0 més de agosto, foi capturada
uma fémea P. perniciosus e uma S. minuta, num canil (Quadro 8).

Em 2017, das 110 fémeas capturadas, nos dois Distritos, 15 (13,64%) estavam
ingurgitadas. Destes exemplares, 14 eram P. perniciosus (12,73%) e uma P. papatasi
(0,91%), tendo sido capturadas durante os meses de junho, julho e agosto. Tal como no
ano de 2016, foram capturadas em biotopos domésticos e peridomésticos, em ambos o0s
Distritos. Na localidade Monte dos Bastos, Beja, trés fémeas ingurgitadas foram
capturadas num biotopo peridoméstico, variedade poco. Na localidade Couto do
Cacador, Evora, uma fémea ingurgitada foi capturada num bidtopo peridoméstico,
variedade armazém. Na localidade de S. Pedro, Evora, trés fémeas foram capturadas
num bidtopo peridoméstico, variedade armazém e outra também num bidtopo
peridoméstico, variedade abrigo de lenha. Na mesma localidade, mas num abrigo
animal, foi capturada a Unica fémea ingurgitada da espécie P. papatasi (Fig. 67). Na
localidade Monte da Morena, Beja, foram capturadas mais seis fémeas alimentadas em
bidtopos domésticos, duas na variedade parede da habitacdo humana e quatro em

armazens (Quadro 8).
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Quadro 8 - Fémeas flebotominicas capturadas ingurgitadas, por més, ano, Distrito, localidade,
tipo e variedade de bi6topo. As cores assinalam as diferentes variedades de bidtopos

Espécie . S . . L Variedade de
flebotominica Més/ano Distrito Localidade Tipo de bidtopo bi6topo
P. perniciosus | Junho/2016 Beja M;g;etaias Peridoméstico Quintal
P. ariasi Julho/2016 Evora Escoural Doméstico Armazém
P. perniciosus Julho/2016 Evora Escoural Domeéstico Armazém
P. perniciosus Julho/2016 Evora Escoural Domeéstico Armazém
P. perniciosus | Agosto/2016 | Evora Canaviais Peridoméstico Canil
S. minuta Agosto/2016 | Evora Canaviais Peridoméstico Canil
P. perniciosus | Junho/2017 Beja Mo oo Peridoméstico Poco
Bastos
P. perniciosus | Junho/2017 Beja i oo Peridoméstico Poco
Bastos
P. perniciosus | Junho/2017 Beja it oleg Peridoméstico Poco
Bastos
P. perniciosus Junho/2017 Evora S Peridomeéstico Armazém
Cacador
P. perniciosus Junho/2017 Evora S Peridomeéstico Armazém
Cacador
P. perniciosus Julho/2017 Evora S. Pedro Peridoméstico Armazém
P. perniciosus Julho/2017 Evora S. Pedro Peridoméstico Armazém
P. perniciosus Julho/2017 Evora S. Pedro Peridoméstico Armazém
P. perniciosus Julho/2017 Evora S. Pedro Peridoméstico Abrigo de lenha
P. papatasi Julho/2017 | Evora S. Pedro Peridoméstico Curral de veados
P. perniciosus | Agosto/2017 Beja Yotz e Doméstico FEVEES MELDTEE
Morena humana
. . Monte da - Parede habitacéo
P. perniciosus | Agosto/2017 Beja Morena Doméstico humana
P. perniciosus | Agosto/2017 Beja Mo et Doméstico PETELG EDEEHD
Morena humana
P. perniciosus | Agosto/2017 Beja ST EE Doméstico PFEES [ 91T
Morena humana
P. perniciosus | Agosto/2017 Beja ST EE Doméstico PFEES [ 91T
Morena humana

Fig. 67 - Dois aspetos da variedade de bidtopo onde foi ca

b 4

pturada uma fémea P.

papatasi ingurgitada. A - Curral de veados; B - Palha para os mesmos (Fotografia S.

Pereira, 2017)
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As fémeas alimentadas foram capturadas em variados bi6topos domesticos e
peridomésticos. As fémeas totalmente alimentadas (abdémen repleto de sangue) foram
capturadas em biotopos mais abrigados, como armazens. Tanto em 2016, como em
2017, a primeira fémea capturada ingurgitada foi P. perniciosus, e ocorreu no més de
junho no Distrito de Beja. Todas as fémeas ingurgitadas, apos identificacdo morfoldgica
da especie, foram conservadas, em etanol, individualmente, para analise molecular da

fonte alimentar (hospedeiro em que tinham realizado a refeicdo sanguinea) (ponto 3.10).

3.5 Grau da rotacdo da genitalia externa dos flebotomineos machos, capturados
nos Distritos de Evora e Beja, 2016 e 2017

Durante a identificacdo morfologica das espécies de flebotomineos machos,
verificou-se que, no total, 7,86% (22/280) apresentaram a genitalia externa parcialmente
rodada, ou ndo rodada. Com a gentitalia parcialmente rodada, foram observados sete P.
perniciosus, sete S. minuta e seis P. sergenti. Os bidtopos, onde estes flebotomineos
foram capturados, eram do tipo doméstico e peridoméstico, de diferentes variedades,
nomeadamente muros com fendas, armazéns, e troncos e folhas de arvores, que poderdo
ter funcionado como abrigo e/ou local de eclosdo. Um P. ariasi, capturado em 2017, no
Distrito de Beja, num bidtopo peridoméstico, variedade muro, foi observado com a
genitalia ndo rodada (Fig. 68).

Em todos os exemplares observados, machos e fémeas, ndo se identificaram

anomalias quer nas genitélias externas dos machos, quer nas espermatecas das fémeas.

B
A

Fig. 68 A - P. papatasi macho com a genitalia externa com rotacdo completa; B - P. ariasi
macho, com a genitalia externa ndo rodada (observacdo ao estereomicroscépio) (Fotografia S.
Pereira, 2017)
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3.6 Razdo dos sexos, por espécie flebotominica, dos exemplares capturados nos
Distritos de Evora e Beja, 2016 e 2017

A razdo dos sexos, para o total das espécies capturadas, foi de 1,85:1 (280/151),
ou seja 1,85 machos para cada fémea. Para cada espécie, a razdo entre machos e fémeas,
por ordem decrescente foi a seguinte: P. sergenti 8,17:1, P. papatasi 3:1, P. perniciosus
2,55:1, P. ariasi 1,75:1, e S. minuta 0,89:1. Verificou-se uma predominancia dos
machos sobre as fémeas, em particular para P. sergenti, e uma inversdo desta razdo para
S. minuta. Em 2016, no total, verificou-se uma razéo de 2,63:1 (108/41), superior ao
ano de 2017, onde esta razdo foi de 1,56:1 (172/110).

3.7 Infestacdo por ectoparasitas e por endoparasitas ndo Leishmania sp.

Durante a identificagdo morfoldgica das espécies flebotominicas, foi detetado
um macho da espécie P. sergenti com ectoparasitas (acaros) na regido da genitalia
externa (Fig. 69). Este exemplar foi capturado em julho de 2016, num bidtopo
domeéstico, variedade armazém. A taxa de infestacdo para esta espécie foi de 2,04%
(1/49) e a taxa de infestacdo para o total de fleb6tomos capturados foi de 0,65% (1/280).

Fig. 69 - Exemplar macho de Phlebotomus sergenti com um 4&caro na genitalia externa,
assinalado por uma seta preta (Fotografia A. Pereira, 2016).

N&o foram identificadas fémeas parasitadas por endoparasitas ndo Leishmania
sp., nomeadamente nemétodos, durante a observagdo das espermatecas ao microscopio

otico.
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3.8 Densidade flebotominica, variacao sazonal das espécies, e tipos e variedades
de bidtopos prospetados nos Distritos de Evora e Beja, Alentejo, 2016 e 2017

A densidade flebotominica, por espécie e por meses de captura, comuns aos dois
anos, esta representada na figura 70/Quadro 9. A densidade total mais elevada foi
registada no més de julho, com 6,78 flebétomos/armadilha CDC, noite. Tendo em conta
a densidade flebotominica nos restantes meses, considera-se que ha uma tendéncia
monofésica, com um pico no referido més. A espécie com densidade mais elevada, ao
longo dos meses, foi P. perniciosus, sendo a densidade média desta espécie de 0,94
flebdtomos/armadilha CDC, noite. O valor minimo observado para esta espécie foi 0,04,
em outubro, e o valor maximo 2,73 em julho. A espécie com a segunda maior densidade
foi S. minuta que atingiu 2,46, no més de julho. A temperatura média mais elevada foi
registada no més de julho (27,55°C), seguida do més de junho (27,45°C), enquanto a
humidade relativa foi mais elevada nos meses de novembro (55,98%) e maio (51,38%).
A velocidade do vento foi nula, exceto para os meses de junho e julho, onde se registou

uma velocidade muito baixa de 0,3m/s e 0,2m/s respetivamente.
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Fig. 70 - Densidade flebotominica, por espécie e total, durante os meses de captura, comuns nos
anos de 2016 e 2017. Temperatura média, humidade relativa média e velocidade do vento média
no Distrito de Evora e Beja (PN - P. perniciosus; PS - P. sergenti; PA - P. ariasi; PP - P. papatasi; SM
- S. minuta; D - Densidade)

Quadro 9 - Densidade flebotominica, por espécie, total, e por més, nos Distritos de Evora e
Beja, em 2016 e 2017

Maio Junho Julho  Agosto Outubro Novembro

P. perniciosus 022 0,69 2,73 1,97 0,04 0

P. ariasi 0,04 0,08 0,15 0,03 0 0

P. sergenti 0 0,03 1,34 0 0 0

P. papatasi 0 0 0,1 0 0 0
S.minuta 0,04 0,49 2,46 0,72 0,08 0
Densidade Total ~ 03 1,28 2,72 012 [0 |
Temperatura média 22,1 27,55 27,45 27,1 22,35 18,1
Humidade média 51,38 47,76 42,02 40,71 46,62 55,98
relativa

Velocidade do vento 0 0,3 0,2 0 0 0

Relativamente as densidades flebotominicas, por cada ano de captura, em 2016, a
densidade total mais elevada foi de 5,80, no més de julho. S. minuta foi a espécie com
densidade mais elevada (3), no més de agosto, seguida de P. sergenti (2,45), no més de
julho. Neste ano, capturaram-se flebotomineos, por armadilha CDC, a partir de junho

até outubro. Em relagcdo a temperatura média, de maio a novembro, observou-se um
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pico no més de junho (29,3°C) e outro no més de agosto (29,6 °C). Para a humidade

relativa, o valor méaximo foi registado no més de novembro (60,3%) e o valor minimo

no més de agosto (37,4%) (Fig. 71; Quadro 10).
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Fig. 71- Densidade flebotominica, por espécie e total, durante os meses de captura em 2016, nos
Distritos de Evora e Beja. Temperatura média, humidade relativa média e velocidade do vento
média (PN - P. perniciosus; PS - P. sergenti; PA - P. ariasi; PP - P. papatasi; SM - S. minuta; D -
Densidade; *N&o se efetuaram capturas — estagio na FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil)

Quadro 10 - Densidade flebotominica, por espécie, total, e por més, nos Distritos de Evora e

Beja, em 2016

Maio Junho  Julho Agosto  Setembro  Outubro Novembro
P. perniciosus 0 0,12 2 1,17 0 0,07 0
P. ariasi 0 0 0,1 0 0 0 0
P. sergenti 0 0,06 2,45 0 0 0 0
S.minuta 0 0,06 1,25 3 0 0,13 0
Densidade Total 0 0,24 0 0,2 (|
Temperatura média 21,9 29,3 27,2 29,6 23,7 24,1 19,9
Humidade media 494 49,3 44 378 40 48,6 60,3
Velocidade do vento 0 0,3 0,2 0 0 0 0,01

Em relacdo a 2017, a densidade total mais elevada foi igualmente no més de julho

com o valor de 7,67, ainda que superior a de 2016. S. minuta foi a espécie que
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apresentou a densidade mais elevada, atingindo 3,62 no més de julho superior ao valor
atingido em 2016, seguida de P. perniciosus, com 3,43. Esta foi a espécie com
densidades mais elevadas nos meses de junho e agosto. No més de julho de 2017, foram
capturadas as cinco espécies flebotominicas conhecidas em Portugal. Verificou-se a
ocorréncia de espécies flebotominicas de maio a setembro. A densidade flebotominica
total, em 2017, foi superior & de 2016, e as densidades das espécies P. perniciosus e P.
ariasi também. A temperatura média mais elevada foi registada no més de julho
(27,7°C), seguida de junho (25,8°C). A humidade média relativa mais elevada foi
registada em maio (53,36%) e a mais baixa em julho (40,05%) (Fig. 72; Quadro 11).
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Fig. 72 - Densidade flebotominica, por espécie e total, durante os meses de captura, em 2017,
nos Distritos de Evora e Beja. Temperatura média, humidade relativa média e velocidade do
vento média (PN - P. perniciosus; PS - P. sergenti; PA - P. ariasi; PP- P. papatasi; SM - S. minuta; D -
Densidade)
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Quadro 11 - Densidade flebotominica, por espécie, total, e por més, nos Distritos de Evora e
Beja, em 2017

Maio Junho Julho Agosto Setembro  Outubro  Novembro

P. perniciosus 0,27 1,67 3,43 2,13 0,2 0 0

P. ariasi 0,045 0,2 0,19 0,04 0 0 0
P.sergenti 0 0 0,24 0 0 0 0

P. papatasi 0 0 0,19 0 0 0 0
S.minuta 0,045 1,2 3,62 0,57 0 0 0
Densidade Total 0,36  [NS07 7671 274 0.2 O] T
Temperatura média 22,3 258 21,7 24,6 20,2 20,6 16,3
Humidade % 53,36 46,22 40,05 43,62 43 44,65 51,67
Velocidade vento 0 0,3 0,2 0 0 0 0,01

3.8.1 Densidade flebotominica por bidtopo, doméstico e peridoméstico, das
espécies capturadas em 2016 e 2017, Distritos de Evora e Beja, Alentejo,
Portugal

Foram prospetadas 10 variedades de bidtopos domesticos, tendo o nimero de
flebotomineos capturados variado entre 0 e 80. Das 10 variedades, 7 (70%) foram
positivas para a presenca de flebotomineos. A densidade total, em bidtopos domeésticos,
foi de 2,45, isto é, 2,45 flebotomineos por armadilha CDC, noite. Os armazéns junto a
habitacdo humana foram os biétopos com densidade mais elevada (8,00), seguidos das
paredes das habitacbes humanas (5,00). As churrasqueiras, abrigos de botijas de gas e
patios foram os bidtopos domésticos onde ndo se capturou nenhum flebotomineo, sendo
por isso a densidade 0 (Fig. 73; Quadro 12).

Total
Patio [0
Arvores fruto 0,40
Armazém botijasgas [0___| Densidade
Jardim 0,60
Muro ladeia casa 2,50
Churrasqueira [0___]
Alpendre 0,17
Chuveiro 1
Armazem junto a habitacdo humana 8,00
Parede habitacdo humana

Fig. 73 - Densidade flebotominica total e por variedade de biétopos domeésticos, prospetados em
2016 e 2017, Alentejo, Portugal
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Quadro 12 - Numero de flebotomineos capturados, nimero de CDC colocadas, densidade
flebotominica total e por variedade de bidtopos domésticos, prospetados em 2016 e 2017,

Alentejo
Variedade de bidtopos domésticos Ne° flebotomineos N° CDC Densidade
colocadas

Armazém junto a habitacdo 80 10 8,00
humana

Parede habita¢cdo humana 20 4 5,00
Chuveiro/piscina 3 3 1,00
Muro da casa 20 8 2,50
Arvores fruto 2 5 0,40
Jardim 3 5 0,60
Alpendre 2 12 0,17
Churrasqueira 0 4 0,00
Armazém botijas gas 0 0,00
Patio 0 0,00
Total 130 53 2,45

Relativamente aos bidtopos peridomésticos, foram prospetadas 24 variedades,
das quais 83,33% (20/24) foram positivas para a presenca de flebotomineos. O nimero
de flebotomineos capturados variou entre 0 e 120. O curral de veados foi o biétopo que
apresentou maior densidade flebotominica (12,00), seguido das caixas de gravilha
(8,00) e poco (7,25). Entre os bidtopos com menor densidade, encontram-se as vinhas
(0,50), os cercados (0,25), e as Maes de agua (0,25). A densidade total dos bidtopos
peridomésticos foi de 2,45. Os bidtopos peridomésticos com densidade nula foram as
casas abandonadas, cavalaricas, muros de madeira e caixas de estacas (Fig. 74; Quadro
13).

Dos dois tipos de bidtopos (domésticos e peridomésticos) prospetados,
verificou-se que as maiores densidades flebotominicas foram observadas nos bidtopos
peridomésticos. A  densidade flebotominica total, por tipo de bidtopo
(domeéstico/peridoméstico), foi igual nos dois anos de captura, ou seja, 2,45
flebotomineos capturados por armadilha, noite.

A densidade flebotominica total foi mais elevada nas seguintes variedades de
bidtopos: “armazém junto a habitagdo humana” - tipo domestico: D = 8, e “curral de

veados” - tipo peridoméstico: D =12
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Total

Quintal

Muro

Cercado

Muro pau

Caixas de estacas

Caixas de gravilha

Guarda lenha

Abrigo palha

Méae de &gua
Poco

Cavalarica

Pacilga

Curral veados
Coelheira
Armazém
Curral ovelhas
Gatil

Canil

Galinheiro
Arvores de fruto
Figueira

Vinha

Casa abandonada
Horta

» Densidade

Fig. 74 - Densidade flebotominica total e por variedade de bidtopos peridomésticos, prospetados

em 2016 e 2017, Alentejo, Portugal
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Quadro 13 - Namero de flebotomineos capturados, nimero de CDC colocadas, e densidade
flebotominica total e por variedade de bi6topos peridomésticos, prospetados em 2016 e 2017,
Alentejo, Portugal

Variedade de biétopos N° flebotomineos N° CDC colocadas Densidade
peridomésticos

Curral veados 12 1 12,00
Caixas de gravilha 8 1 8,00
Poco 29 4 7,25
Armazém (a > 10m da habitaciio) 104 17 6,12
Coelheira 5 1 5,00
Guarda lenha 16 3 5,33
Muro (a > 10m da habitagio) 41 12 3,42
Abrigo palha 5 2 2,50
Canil 12 7 1,71
Galinheiro 28 17 1,65
Pocilga 8 6 1,30
Horta 6 3 1,50
Gatil 1 1 1,00
Curral ovelhas 3 3 1,00
Arvores de fruto (a>10m da 1 1 1,00
habitacéo)

Figueira 3 4 0,75
Quintal 16 23 0,70
Vinha 1 2 0,50
Cercado 1 4 0,25
Mée de 4gua 1 4 0,25
Casa abandonada 0 2 0,00
Cavalarica 0 2 0,00
Caixas de estacas 0 1 0,00
Muro madeira 0 2 0,00
Total 301 123 2,45

No que diz respeito a analise estatistica dos resultados apresentados nos pontos
anteriores, e relativamente a densidade flebotominica, das diferentes espécies, e entre 0s
dois anos de captura, Alentejo, Portugal, apenas se verificou uma diferenca
estatisticamente significativa para a espécie P. sergenti, p <0,05 (0,001), mais
especificamente para os machos, tal como se pode verificar (Hypothesis Test

Summary):

110



Resultados

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
q Independent- Retain the
1 Themediane ol PS fare the same Samiice
9 . Median Test hypothesis
et : Independent- Retain the
2 i Tmegenel Crahe, "° *3™®  Samplss Manns08 nul
g . Whitney U Test hypothesis.
: N Independent- Reject the
3 DTSl ARSNAe Samides 024 s 2
g Median Test hypothesis.
. Independent- Reject the
4 Same 3eross fategorias of Ano - Samples Mann 010 pull
g Whitney U Test hypothesis

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05,

N&o se verificaram diferengas estatisticamente significativas em relagdo as
densidades flebotominicas entre os Distritos de Evora e Beja, exceto para P. sergenti: p

<0,05 (0,036), que aparenta ter uma densidade superior no Distrito de Evora:

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
R " Independent- Retain the
1 Iorots entngerias of Distte ~o " Samples 989 null
9 Median Test hypothesis.
. Independent- Retain the
2 Imdrmbuendtese e SHE. o 0
9 : Whitney U Test hypothesis.
Independent- Retain the
3 e trass eotaguiint of Dieire,  Samples 073 null
9 Median Test hypothesis.
[UT— . Independent- Reject the
4 Dome Stross Lategorice of Distite.  Samples Mann- 036 pull
9 Whitney U Test hypothesis
Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05,
Independent-Samples Mann-Whitney U Test
Distrito
Beja Evora
a0 o
N=87 N=81
30  Mean Rank= 86,04 Mean Rank= 82,81 30
g =] =
£ 10 o 2
2 o L &
EL 10
20 k20

T T T T T T T T T T
1000 800 600 400 200 08 200 400 600 800 1000

Frequency Frequency
Total N 178
Mann Whitney U 4.250,500
Wilcoxon W 8.445,500
Test Statistic 4250500
Standard Error 143,408
Standardized Test Statistic 2,088
Asymptotic Sig. (2-sided test) 036

A andlise estatistica, quanto ao tipo de bidtopos (doméstico e peridoméstico),
mostrou que ndo existe uma diferenca estatisticamente significativa. No entanto, ao
analisar-se a densidade das fémeas alimentadas (numero de fémeas alimentadas
capturadas por armadilha, noite), verificou-se uma diferenca significativa relativamente

aos bidtopos do tipo peridoméstico p <0,05 (0,027):
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Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
The medians of Gravida are the Independent- Retain the
1 same across categories of Samples 451 null
variedade Bictopo 2. Median Test hypothesis.
The distribution of Gravida is the ~ {nd=pendent- Retain the
. i ples
2 same across categories of Kruskal-Walli 441 null
variedade Biotopo 2. T'US arvvallis hypothesis.
est
The medians of Alimentada are the  Independent- Reﬁ%t the
3 same across categories of Samples 029 nu
variedade Bictopo 2. Median Test hypothesis.
The distribution of Alimentada is the Ldependent- Reject the
. i Samples
4 same across categories of KruskalWallis 027 “null
variedade Biotopo 2. Test hypothesis.

Asymptatic significances are displayed. The significance level is 05,

Ao realizar-se a andlise por variedade de biotopo, ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas para as espécies flebotominicas, exceto para S. minuta,
quer para as fémeas p <0,05 (0,019), quer para o total de exemplares capturados desta
espécie p <0,05 (0,025). Aplicando o teste para amostras emparelhadas (Pairwise
comparisons), os jardins/pomares e armazéns, foram as variedades de bidtopos que

aparentam ter maior diferencga:

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
The medians of SM_f are the same  Independent- Reject the
1 across categories of variedade Samples 016 null
Biotopo 2. Median Test hypothesis.
The distribution of SM_f is the same Independent- Reject the
- . i Samples H'
2 across categories of variedade Kruskalwalli 018 " nu
Biotopo 2. T'US a-vvallis hypothesis.
est
The medians of SM (F+M) are the Independent- Reﬂlect the
3 same across categories of Samples 026 nu
variedade Bictopo 2. Median Test hypothesis.
The distribution of SM (F+\) is the  [ndependent- Reject the
. i Samples
4 same across categories of Kruskal-Wallis 025 null
variedade Bictopo 2. Test hypothesis.

Asymptatic significances are displayed. The significance level is 05.

No que diz respeito a presenca de animais, até 20 metros da armadilha colocada,
pela analise através do teste de KW verificou-se que existem diferencas estatisticamente
significativas em relacdo a densidade das diferentes espécies flebotominicas p <0,05
(0,012):
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Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
The medians of Total FLEBS are  Independent- Reject the
1 the same across categories of Samples 037 null
fauna_code. Median Test hypothesis.
The distribution of Total FLEBS is  (hachendent- Reject the
. h ples H'
2 the same across categories of Kruskal-walli 012 " nu
fauna_code. fuskal-vvallis hypothesis.

Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

No entanto, a analise para as amostras emparelhadas ndo revelou diferencas

significativas entre as variedades de bi6topos:

Pairwise Comparisons of fauna_code

sem animais domésticos
81,26

=)

ados e coelhos
.00
1-3 caes
91,62
gado bovino 4 caprin
79,25
lave poeira
o

gédo bovino
670 @

do syj
3 > 20 caes / gatos|
105,64

gado caprino
67,56

3.9 Infecdo flebotominica por Leishmania infantum, em exemplares capturados
nos Distritos de Evora e Beja, Alentejo, Portugal, 2016 e 2017

Todas as fémeas flebotominicas que ndo estavam ingurgitadas (124), e para
identificacdo da infecdo por Leishmania, foram submetidas a técnicas de biologia
molecular (PCR multiplex) para amplificacdo da regido conservada do KDNA de
Leishmania sp. (120 pb) e do gene cacophony de flebotomineos (220 pb). Apds esta
analise, verificou-se que 4,03% (5/124) das fémeas capturadas apresentaram uma banda
referente a 120 pb, resultante da amplificacdo do DNA cinetoplastideal de Leishmania
infantum, o que corresponde a uma infecdo natural pela referida espécie de Leishmania,
e sendo, entdo, a taxa de infecdo flebotominica total, para fémeas ndo ingurgitadas, de
4,03%. (Figs. 75 e 76; Quadro 14). Para as restantes amostras de DNA, ndo se

obtiveram amplificacdo, ou seja, os resultados foram considerados negativos.
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Quadro 14 - Espécies flebotominicas, naturalmente infetadas por L. infantum, capturadas nos
Distritos de Evora e Beja, 2016 e 2017, por més, concelho, freguesia, localidade, tipo e
variedade de bidtopo. As diferentes cores, por linha, assinalam as localidades onde as fémeas
foram capturadas infetadas

Més/ano de Distrito e . . Tipo de Variedade Espécie
captura Concelho Freguesia Localidade biétopo de bidtopo | flebotominica
- . N. Sra. das | Monte dos . - ] .
Julho/2016 Beja - Beja Neves ourives Peridoméstico | Armazém S. minuta
Evora- o ) )
Julho/2017 Alandroal Terena S. Pedro Peridoméstico | Armazém S. minuta
. N. Sra. das Monte do . - ] .
Julho/2017 Beja Neves Rei Cid Peridoméstico | Armazém S. minuta
Agosto/2017 | Beja- Serpa | Salvador I\/I\I/(I)grt:n(:la Doméstico Armazém S. minuta
Agosto/2017 | Beja- Serpa | Salvador Lilefits ol Domeéstico Armazém P .
Morena perniciosus
-« 220 bp
<« 120 bp

B .o

Fig. 75 - 11 - S. minuta positiva para L. infantum, infecdo natural, Beja, 2016; C*- controlo
positivo, formado por DNA de pool de insetos e promastigotas de L. infantum. Dot Blot PCR
multiplex, tendo como alvo o fragmento de 220 pb referente ao gene cacophany (fleb6tomos) e
120 pb a partir do KDNA (Leishmania spp.); A - gel de agarose (2%); M - maracador 100 pb; C
- Controlo negativo da reagdo; 1 e 2 - DNA de flebotomineos machos; 3 a 10 - DNA de fémeas;
B - Hibridizag&o por Dot blot com sonda biotinilada especifica para L. infantum.

BN . 220 pb
—> 120 pb

Fig. 76 - 6, 7, 8 ¢ 9 amostras de S. minuta, e 10 amostra de P. perniciosus, positivas para
infecdo natural por L. infantum: diagndstico molecular por Dot Blot PCR multiplex, tendo como
alvo o fragmento de 220 pb referente ao gene cacophany (fleb6tomos) e 120 pb a partir do
KDNA (Leishmania spp.); A - gel de agarose (2%); M - marcador 100 pb; C - Controlo
negativo da reagdo; 1 e 2 - DNA de machos; 3 a 9- DNA de fémeas; B - Hibridiza¢do por Dot
blot com sonda biotinilada especifica para L. infantum.
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Das cinco fémeas com resultados positivos para infe¢do por L. infantum, quatro
pertencem a espécie S. minuta e uma a espécie P. perniciosus, todas elas capturadas em
biotopos da variedade armazém. Uma das fémeas de S. minuta foi capturada no Distrito
de Evora, concelho do Alandroal, num biétopo peridoméstico, variedade armazém, no
ano de 2017. Duas outras fémeas de S. minuta foram capturadas no Distrito de Beja,
freguesia de N. Sra. das Neves, num armazém peridoméstico, do concelho de Beja, uma
na localidade de Monte dos Ourives, capturada em 2016, e outra na localidade Monte
do Rei Cid, capturada em 2017 (Fig. 77 A). Outra fémea de S. minuta foi capturada,
juntamente com uma fémea de P. perniciosus, no concelho de Serpa, num bidtopo
domeéstico, variedade armazém exterior, proximo a um canil, durante 0 més de agosto
do ano de 2017 (Fig. 77 B; Quadro 14).

Fig. 77 - Bidtopos onde foram capturadas fémeas naturalmente infetadas com L. infantum: A -
biétopo peridoméstico, variedade armazém (Beja, 2017) B - biétopo doméstico, variedade
armazém (neste bidtopo, foram também capturadas trés fémeas gravidas - P. perniciosus) (Beja,
2017) (Fotografia S. Pereira, 2017)

3.10 Refei¢cdes sanguineas das espécies flebotominicas capturadas ingurgitadas,
nos Distritos de Evora e Beja, Alentejo, Portugal, 2016 e 2017

Foram capturadas fémeas ingurgitadas de P. perniciosus, P. ariasi, S. minuta e
P. papatasi, totalizando 27 exemplares. Em 2016, seis fémeas estavam ingurgitadas,
sendo 4 P. perniciosus, 1 S. minuta e 1 P. ariasi. Em 2017, 21 fémeas estavam
ingurgitadas, nomeadamente 19 P. perniciosus, 1 S. minuta e 1 P. papatasi.

Das fémeas ingurgitadas, submetidas a analise de PCR para identificacdo das
alimentagfes sanguineas, apenas foi possivel obter resultados da amplificacdo do
segmento do citocromo b para oito fémeas (40%), sete da especie P. perniciosus e uma
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de S. minuta. Contudo, s6 foram considerados positivos 0s resultados de cinco amostras
de P. perniciosus, uma vez que duas apresentaram homologias e/ou taxa de cobertura
muito baixas (Quadro 15).

Por analise comparativa das sequéncias do Genbank, com as sequéncias
nucleotidicas do segmento do gene cyt b amplificadas, verificou-se que uma das fémeas
de P. perniciosus ingeriu sangue de uma perdiz Bambusicola thoracicus (n° acesso
KMO055786.1; 85% de homologia), duas alimentaram-se em roedores marsupiais
Marmosa murina (n° acesso KT437773.1 e JF281067. 1 com 85% e 95% de homologia
respetivamente e outra alimentou-se em sangue humano (Homo sapiens) (n° acesso.
KX697544.1 homologia de 97%). Relativamente a fémea S. minuta, verificou-se que
esta se tinha alimentado em sangue humano (Homo sapiens) (n° acesso. KY509039.1;
99% homologia). Os tipos e variedades de bidtopos onde estas fémeas foram capturadas

séo apresentados no Quadro 15.

Quadro 15 - Identificacdo da fonte das refeicGes sanguineas das fémeas flebotominicas
capturadas ingurgitadas nos Distritos de Evora e Beja, 2016 e 2017. As cores, por linhas,
assinalam o tipo de fonte alimentar

Animais
Espécie Fonte Homo N° de acesso Compleme Distrito/ Tipo e variedade p:g?(e)ndteesiggumm
flebotominica alimentar logia ntaridade Concelho de biétopo (s .
(domésticos/sil
vaticos)
. - - Caes, aves,
2 Bambusicola | ggor | M055786.1 98% ST 2l pequenos
perniciosus thoracicus Montemor Armazém
roedores
. . - Caes, aves,
erniPc.iosus Mn?J:;r?;a 2 SIETATES E2 ME\r:?grz/or Pendl?/lr?ﬁts)tlco - pequenos
P roedores
P Marn_wsa 95% JF281067.1 77% Beja/ Serpa Domestlc_o - lyluro Galinhas, cées,
perniciosus murina de habitacdo aves
P. . o KX697544.1 o Beja/Ouriq Peridoméstico - Caes, gatos,
perniciosus A e 98% ue Poco ovelhas
. . Evora/ Peridoméstico - Caes, gatos
0 0, > ) )
S. minuta Homo sapiens 99% KY509039.1 98% Evora Canil aves

Em todos os bi6étopos onde foram capturadas fémeas ingurgitadas, exceto num,
estavam presentes cdes, num raio de 30m. Mesmo tendo sido efetuadas capturas em

canis, ndo foram capturadas fémeas alimentadas nestes animais.
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3.11 Influéncia das fases lunares nas densidades flebotominicas totais, de
exemplares capturados nos Distritos de Evora e Beja, 2016 e 2017

Nos meses de maio a novembro de 2016 e 2017, foram realizadas capturas em
34 noites de lua cheia e 67 em noites de lua nova. Verificou-se uma maior densidade
flebotominica total na fase de lua nova, sendo esta de 2,75. Na fase de lua cheia, a
densidade flebotominica total foi de 1,20.

3.12 Numero de exemplares capturados no Municipio de Volta Redonda, Estado
do Rio de Janeiro, Brasil, em 2016, 2017 e 2018, e espécies flebotominicas
identificadas morfologicamente

No Municipio de Volta Redonda, nos trés anos de prospecoes, e nos dezoito
meses em que se realizaram capturas, no total, capturaram-se 165 flebotomineos, de
quatro espécies, nomeadamente Lutzomyia longipalpis, Evandromyia sallesi, Nyssomyia
whitmani e Evandromyia lenti. Dos exemplares capturados, 14,55% (24/165) foram
fémeas e 85,45% (141/165) machos. Durante os meses de capturas, 0 nimero total de
machos foi superior ao nimero total de fémeas. Em 2016, realizaram-se trés meses de

capturas, em 2017, onze meses, e em 2018, quatro meses (Quadro 16).
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Quadro 16 - Numero total de flebotomineos capturados por espécie, sexo, ano € més, no
Municipio de Volta Redonda, Brasil, 2016, 2017 e 2018

\e Lutzomyia Evandromyia Nyssomyia Evandromyia

Ano/Més longipalpis sallesi whitmani lenti

flebdtomos

3 ? 3 ? 3 ? 3 ?

Out 13 5 1 0 7 0 0 0 0
2016 | Nov. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dez 3 0 0 1 1 1 0 0 0

Fev. 23 20 2 0 0 0 1 0 0

Mar 31 28 3 0 0 0 0 0 0

Abr. 4 3 1 0 0 0 0 0 0

Mai. 6 4 0 1 0 1 0 0 0

Jun. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2017 | Jul. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ago 1 1 0 0 0 0 0 0 0

Set 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Out 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Nov. 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Dez 7 4 1 0 1 1 0 0 0

Jan 17 14 0 0 2 0 0 1 0

Fev. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2018 Mar 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Abr. 59 53 1 2 3 0 0 0 0
Total 133 9 4 14 3 1 1 0

3.13 Abundancia relativa das espécies flebotominicas, de ambos 0s sexos,
capturadas em Volta Redonda, Brasil, nos trés anos de capturas, 2016, 2017 e
2018

A abundéancia relativa das espécies flebotominicas capturadas em Volta
Redonda, durante os 18 meses foi, por ordem decrescente, a seguinte: 86,06% (142/165)
Lu. longipalpis, 10,91% (18/165) Ev. sallesi, 2,42% (4/165) Ny. whitmani e 0,60%
(1/165) Ev. lenti (Fig. 78).
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Evandromyia (Barrettomyia) sallesi (Galvio & Coutinho, 1939)

Cibario

Evandromyia (Barrettomyia) sallesi (Galvio & Coutinho, 1939)

Espermateca

Duto individual
da espermateca

Corpo da
espermateca

Cabega da
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Fig. 78 - Abundancia relativa (%) das especies flebotominicas capturadas no Municipio de
Volta Redonda, Brasil, nos trés anos de capturas; 2016, 2017 e 2018. Lu. - Lutzomyia; Ev. —
Evandromyia; Ny. — Nyssomyia. Fotografias dos cibarios e espermatecas das referidas espécies
(Fotografias de M. Vilela, 2017)

3.13.1 Abundéancia relativa das espécies flebotominicas, capturadas em Volta
Redonda, Brasil, por ano de captura, 2016, 2017 e 2018

Em relagdo & abundéncia relativa, em cada ano de capturas, verificou-se o
seguinte: em 2016, a espécie mais abundante foi Ev. sallesi 53,33% (8/15), sequida de
Lu. longipalpis 40% (6/15) e por tltimo Ny. whitmani 6,67% (1/15). Em 2017, a espécie
mais abundante foi Lu. longipalpis 91,78%, (67/73) e as menos abundantes foram Ny.
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whitmani e Ev. sallesi 4,11% (3/73). Também em 2018, a espécie mais abundante foi
Lu. longipalpis 89,61% (69/77) (Fig. 79).

A B c

6.67% 4110 +11% 1.30%

9,09%
Lu longipalpis

40,00% Ev. sallesi
B Ev. [onti

B Ny, whitmari
53.33%

91,78%
89.61%

Fig. 79 - Abundéancia relativa (%) das espécies flebotominicas capturadas no Municipio de
Volta Redonda, Brasil, em 2016 - A, em 2017- B e em 2018 - C

3.14 Localidades, bairros, tipos e variedades de bidtopos prospetados em Volta
Redonda, Brasil, 2016, 2017 e 2018

No total dos trés anos de capturas, no Municipio de Volta Redonda, foram
prospetados 52 bidtopos e realizadas capturas em 15 localidades, pertencentes a 21
bairros (Fig. 80). 10 localidades (66,67%) foram positivas para a presenca de
flebotomineos, sendo que destas, a espécie Lutzomyia longipalpis foi capturada em 9
(Fig. 80; Quadro 17).

121



Resultados

Fig. 80 - Localidades prospetadas no Municipio de Volta Redonda, Estado do Rio de Janeiro,
Brasil, em 2016 (A), 2017 (B), 2018 (C), e no conjunto dos trés anos (D). Em quadrados verdes
e azuis estdo assinaladas as localidades onde se registaram casos de leishmaniose visceral
humana e canina respetivamente. Os nimeros entre paréntesis () correspondem ao namero de
CDC colocadas. Os circulos vermelhos e amarelos, correspondem, respetivamente, a capturas
positivas e negativas para flebotomineos

As armadilhas CDC foram colocadas no exterior de habitagdes humanas, de
construcdo de alvenaria (casa com paredes e alicerces feitos de tijolos, pedras ou ainda
blocos de cimento). As localidades, os bairros e as respetivas coordenadas, onde foram
capturadas as espécies flebotominicas naturalmente infetadas por L. infantum, estdo

representadas no Quadro 17.
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Quadro 17 - Localidades, bairros prospetados e coordenadas, em Volta Redonda, Brasil, e
espécies flebotominicas capturadas em 2016, 2017 e 2018. Assinaladas, a vermelho e com um
circulo azul, estdo representadas as localidades e as espécies flebotominicas infetadas por
Leishmania infantum

Espécies flebotominicas
) ) . . Alt.
Localidade Bairro Latitude Longitude Lu. Ny. Ev. Ev.sallesi
(m) longipalpis | whitmani | lenti
Eucaliptal | 2O 205591 | 441188 | 433 @ - - @
Bosco
S. Jodo Aralilaia 2205591” 4401188 432 - - - -
Machado | 22050917 | 4401188 433 - - - -
Assis
Padre Bela Vista | 2207275 44014°31” - - + - @
Josimo
Gumercind | 22051748 | 4401417 - + + - +
0 Rozendo
RUstico Rua 80 44011° 8~ 44014177 412 + + - -
Laranjal Rua 157 2205158 | 44009"49” | 423 - - - -
Rua 156 2205189 | 44°09°99” | 423 + + - +
Santo o A0 N 07 RE 431 + - - -
Agostinho Esperanca 22°49°20 440 07" 65
Alvorada 2204932 44°06” 94” - - - - -
Trés Pogos | Erica Bebet | 22050702 | 44°03 72” 388 - - - -
Vila Mury Braganca | 22°49'67 | 44°10° 19" 390 - - - -
Vila e A
: 22049°7 44007 47 - - = - -
Americana Venezuela 976 0
Nova . 0 NQrTE” 0117 g - + - + +
Esperanca Primavera 22°48°75 44°11° 98
Minerelandi | Pequebi 22053477 | 440127377 - - - - -
Pocos 22053°44” | 4401255 - + = = =
Calda
S3o Carlos Encosta 22°53'19” | 44°12°56” - + - - +
Agua Limpa | Rua4 22050627 | 44°06°07" - + - - -
Ponte Alta Vereador 22°53'16” 44°12°84” - - - - -
Retiro Timor 22°49°68” 44°11°09” - - - - -
Arnoldo 22°49°95” 44° 117507 - - - - -

3.15 Fémeas flebotominicas capturadas, por armadilha CDC, gravidas ou
ingurgitadas, em Volta Redonda, Brasil, 2016, 2017 e 2018

Do total das 24 fémeas capturadas, nenhuma se encontrava gravida. Quatro
exemplares (16,67%) apresentaram apenas vestigios de sangue no abdomen, ndo tendo
sido consideradas como estando com o abdomem com sangue, “vivo” ou escuro, ou
seja, total ou parcialmente ingurgitadas. Destas quatro fémeas, trés sdo da espécie Ev.

sallesi e uma da espécie Lu. longipalpis. Todos estes exemplares foram capturados em
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biotopos de diferentes variedades e em trés localidades distintas. A fémea Lu.
longipalpis foi capturada no més de margo em 2017, na localidade de Santo Agostinho.
As outras trés fémeas da espécie Ev. sallesi foram capturadas em 2018, duas em janeiro,
na localidade Nova Esperanca, e uma em abril, na localidade de Sdo Carlos. Em

nenhuma das fémeas foram observadas anomalias nas espermatecas.

3.16 Razdo dos sexos, por espécie flebotominica, dos exemplares capturados em
Volta Redonda, Brasil, 2016, 2017 e 2018

A razdo dos sexos, para 0 total das espécies capturadas, foi de 5,86:1,
correspondente a 5,86 machos para cada fémea (141/24). Para as espécies capturadas,
verificou-se predominancia dos machos sobre as fémeas, exceto para a espécie
Evandromyia sallesi, na qual a razdo foi de 0,29:1 (4/14). Para as restantes espécies, Lu.
longipalpis apresentou uma razéo de 14,78:1 (133/9), Ny. whitmani 3:1 (3/1) e Ev. lenti
0 (2/0).

3.17 Infestacdo por ectoparasitas e por endoparasitas ndo Leishmania sp.

Durante a identificacdo morfoldgica das espécies flebotominicas capturadas em
Volta Redonda, Brasil, ndo foram observados exemplares infestados por ecto ou

endoparasitas.

3.18 Densidade flebotominica das espécies capturadas nos meses comuns, dos
anos 2016, 2017 e 2018, Volta Redonda, Brasil

A densidade flebotominica, por espécie e por meses de captura, comuns nos trés
anos de prospecao, esta representada na figura 81 e no Quadro 18.

Para 0os meses de prospecdes comuns, dos anos de 2016 e 2017, nomeadamente
outubro, novembro e dezembro, verificou-se que a densidade total mais elevada ocorreu
no més de outubro (1,3), seguida do més de dezembro (1,25). No més de novembro, a
densidade foi nula em ambos os anos pelo que se podera verificar um ciclo bifésico.
Neste més, observou-se uma ligeira diminuicdo da temperatura média e um aumento da

humidade relativa média quando comparada com 0s outros meses.
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Temperatura média(°C) humidade relativa (%) e velocidade do
vento (m/s)

out 2016 e 2017 nov 2016 e 2017 dez 2016 e 2017

D
1,4 Lutzomyia
longipalpis
12
Evandromyia
1 sallesi
mmmm Nyssomyia
- 08 . .
whitmani
06 Densidade Total
- 04
e Temperatura
02 média

© 0 e Humidade %

Fig. 81 - Densidade flebotominica, por espécie e total, durante os meses de captura comuns nos
anos de 2016 e 2017, no Municipio de Volta Redonda, Brasil. Temperatura média e humidade
relativa média (D - Densidade)

Quadro 18 - Densidade flebotominica, por espécie e total, durante os meses de captura comuns
nos anos de 2016 e 2017, no Municipio de Volta Redonda, Brasil. Temperatura média e
humidade relativa média

Espécie flebotominica D; out 2016 | D; nov 2016 | D; dez 2016
e 2017 e 2017 e 2017
Lu. longipalpis 0,6 0 0,625
Ev. sallesi 0,7 0 0,375
Ny. whitmani 0 0 0,25
Densidade Total 1,3 0 1,25
Temperatura média 25,6 23,8 27,5
Humidade % 60,44 67 57,5

Nos

especie,

D = Densidade (n° de fleb4tomos / armadilha CDC, noite)

meses em comum, dos anos de 2017 e 2018, a densidade total, e por

estd apresentada na figura 82 e Quadro 19. Em abiril, a densidade total foi

mais elevada e Lu. longipalpis a espécie com maior densidade.
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Fig. 82 - Densidade flebotominica, por espécie e total, durante os meses de captura comuns nos
anos de 2017 e 2018, no Municipio de Volta Redonda, Brasil. Temperatura média e humidade
relativa média (D - Densidade)

Quadro 19 - Densidade flebotominica, por espécie e total, durante 0s meses de captura comuns
nos anos de 2017 e 2018 no Municipio de Volta Redonda, Brasil. Temperatura média e
humidade relativa média

Espécie D; fev. 2017 D; mar. D; abr.
flebotominica e 2018 2017 e 2018 | 2017 e 2018
Lu. longipalpis 3,14 2,66 5,27
Ev.sallesi 0 0 0,45
Ny.whitmani 0,14 0 0
Densidade Total 2,29 2,66 5,72
Temperatura média 24,05 30,85 24,45
Humidade % 70 53 64,5

D = Densidade (n° de fleb4tomos / armadilha CDC, noite)

Em relacdo aos trés anos de captura e respetivos meses, a densidade
flebotominica, por espécie e total, esta representada na figura 83.
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Fig. 83 - Densidade flebotominica, por espécie e total, dos anos 2016, 2017 e 2018, e respetivos
meses de captura no Municipio de Volta Redonda, Brasil. Temperatura média e humidade
relativa média ( D - Densidade)

Tal como se verifica na figura 83, Lu. longipalpis apresenta maiores densidades
nos meses de fevereiro e marco de 2017, e janeiro e abril de 2018. Como referido
anteriormente, a densidade total desta espécie foi superior em abril de 2018,
inclusivamente quando comparada com a de abril de 2017.

3.19 Infecdo flebotominica por Leishmania infantum, em exemplares capturados
no Municipio de Volta Redonda, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, 2016, 2017
e 2018

Tal como para os flebotomineos fémeas capturadas no Alentejo, Portugal, as
fémeas capturadas em outubro e dezembro de 2016, fevereiro, marco e abril de 2017, e
ainda em 2018 (janeiro a abril), foram submetidas a analise molecular para identificacdo
de uma eventual infecdo por Leishmania sp., através de técnicas de PCR multiplex.

Em relagdo as fémeas capturadas, trés encontravam-se naturalmente infetadas
por Leishmania infantum, nomeadamente uma fémea da espécie Lutzomyia longipalpis,
capturada na localidade de Eucaliptal, no més de outubro de 2016. Também duas
fémeas da espécie Evandromyia sallesi foram encontradas infetadas, uma delas,
também capturada na localidade Eucaliptal, durante o0 més de outubro de 2016 e outra

na localidade de Padre J6simo, em dezembro de 2016 (Fig. 84 e 85). As fémeas
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capturadas em 2017 e 2018, ndo foram detetadas como positivas para a presenga do
DNA de Leishmania.

Fig. 84 - Biotopos peridomésticos prospetados no Municipio de Volta Redonda, Brasil, na
localidade de Eucaliptal, onde foi capurada uma fémea de Lu. longipalpis naturalmente infetada
por L. infantum. A - armazém, B - galinheiro (Fotografia M. Vilela, 2016)

—> 220bp
> 120bp

Fig. 85 - Fémeas flebotominicas positivas, para Leishmania sp., por Dot Blot, PCR multiplex,
através da amplificacdo da regido conservada do kDNA de Leishmania sp. (120 pb) e gene
cacophony de flebotomineos (220 pb). A: gel de agarose 2%, onde a coluna 8 corresponde a
espécie Lu. longipalpis e as colunas 9 e 10 a espécie Evandromyia sallesi. M- Peso Molecular
de 100 pb; C- Controlo negativo (sem DNA adicionado); colunas 1 e 2: Controlo negativo -
flebotomineos machos) e B: Hibridizacdo por Dot blot com sonda biotinilada especifica para L.
infantum. 8 a 10: 1 Amostra de Lu. longipalpis (slot 8) e 2 amostras Evandromyia sallesi (slots
9 e 10) positivas para infe¢do por L. infantum. C+: controle positivo.
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4 Discussao e Conclusoes

Com o trabalho realizado, identificou-se a fauna flebotominica e determinaram-
se 0s aspetos bioecoldgicos e vetoriais, de duas regibes endémicas de Leishmaniose
humana e canina: uma, no Velho Mundo, em que a fauna flebotominica nao era
estudada ha mais de uma década (Alves-Pires et al., 2004), e assim, retomaram-se 0sS
estudos flebotominicos e a monitoriza¢do na regido do Alentejo, Portugal, e outra no
Novo Mundo, nomeadamente na Mesoregido Sul Fluminense, Municipio de Volta
Redonda, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, em que 0s casos autoctones de
Leishmaniose humana e canina, somente foram reportados, pela primeira vez, em 2014,
com registo de 6bitos, mas onde nunca tinham sido realizados estudos flebotominicos,
de forma sistematizada, desconhecendo-se, entdo, ndo sO as espécies existentes na
regido, como as que, eventualmente, pudessem ser vetoras (Sangenis et al., 2014).

Ainda que nas duas grandes regides estudadas, e em continentes distantes, 0s
vetores sejam diferentes, ha a considerar os outros aspetos comuns deste sistema
biolégico/bioecoldgico, que fazem parte da mesma zoonose negligenciada,
nomeadamente o agente patogenico (Leishmania infantum), o principal reservatorio
(cdo), os hospedeiros vertebrados acidentais (seres humanos) e o0s bidtopos
preferenciais. Contudo, o foco, ou seja, a charneira deste trabalho, € o que est4d menos,
ou ndo esclarecido, nomeadamente a presenca de espécies flebotominicas suspeitas,
potenciais, ou vetoras, quer numa regifo, quer noutra. E de referir, por exemplo, que até
a realizacdo deste trabalho (2016-2017), nenhum exemplar, de qualquer espécie
flebotominica do Alentejo, tenha sido capturado infetado com Leishmania.

A referida abordagem € o grande desafio, ou seja, tentar atualizar e determinar
parametros vetoriais, num estudo por conveniéncia, que possam conduzir ao
esclarecimento vetorial do sistema bioecoldgico em duas regides de “dois Mundos”,
ligados pelo Atlantico que permitiu, ndo a existéncia das mesmas espécies
flebotominicas mas que espécies vetoras diferentes pudessem transmitir a mesma
doencga (Leishmaniose), quer aos seres humanos, quer a animais (caes), e que, estes sim,
deslocaram-se para regiGes em que insetos, de géneros e espécies diferentes, mas
pertencentes a mesma subfamilia, causaram e causam esta zoonose que, quando nao
tratada, pode conduzir a morte e que apresenta graves repercussdes na saude publica e

animal. Assim, tal como referem Lana et al. (2018), € necessario conhecer, no que diz
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respeito aos vetores, o perfil epidemioldgico local, para se poder contribuir para a
diminuicdo do risco de transmissao da(s) doenga(s).

No Alentejo, Distritos de Evora e Beja, Portugal, durante o periodo de prospecéo
flebotominica, em dois anos consecutivos, 2016-2017, foram assinaladas as cinco
espécies conhecidas no pais. E de salientar que Phlebotomus papatasi, de ambos 0s
sexos, que em estudos anteriores nunca tinha sido capturado no Distrito de Evora
(Semido Santos et al., 1995; Alves-Pires et al., 2004) foi capturado neste Distrito, em
2017, no concelho de Alandroal, na freguesia de Terena, na localidade de S. Pedro, e
que nesta mesma localidade foram capturadas, por ordem decrescente de abundancia
relativa, cinco espécies, nomeadamente P. perniciosus, Sergentomyia minuta, P.
sergenti, P. ariasi e P. papatasi. Este facto, ou seja, na mesma localidade serem
assinaladas as cinco espécies mencionadas, foi Unico, uma vez que nas nove
localidades, pertencentes a nove freguesias e a seis concelhos prospetados, do Distrito
de Evora, esta ocorréncia ndo se tornou a verificar. P. papatasi tem preferéncia por
climas quentes e aridos e, no més de julho, més em que os flebotomineos desta espécie
foram capturados, foi o0 més em que se verificou uma temperatura média mais elevada
(27,7°C) e uma humidade relativa mais baixa (40,05%). Estes fatores podem ter
influenciado a captura destes insetos, ainda que a densidade ndo tenha sido elevada
(D=0,19).

O tipo e variedade de bidtopos, onde a referida espécie foi capturada (muro de
pedras e abrigo animal - curral de veados), ndo parece ter sido um fator determinante da
ocorréncia, uma vez que outras espécies, e em maior densidade, foram capturadas
nesses bidtopos tais como P. perniciosus, P. ariasi e S. minuta. No entanto, comum as
duas variedades de biotopos referidos, para além de P. papatasi, foi a presenca da
espécie P. perniciosus que apresenta uma maior plasticidade em termos bioclimaticos.
Também, num estudo realizado em 2012-2013, na regido da Extremadura, Sudoeste de
Espanha, e limitrofe ao concelho de Alandroal, as mesmas cinco espécies foram
assinaladas e P. papatasi, P. ariasi e P. sergenti, assinaladas, pela primeira vez, na
regido de Badajoz (Bravo-Barriga et al., 2016). Contudo, tal como referem estes
Investigadores, ndo é de estranhar que a densidade tenha sido baixa, uma vez que é
ainda uma espécie considerada rara na Peninsula Ibérica. No entanto, alteragdes

climéticas e ambientais que possam vir a ocorrer, no sentido de uma aridizacao, poderao
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contribuir para o aumento da densidade e dispersdo desta espécie, que é um importante
vetor de L. major em varios paises de Bacia mediterranica, Suddo, medio oriente e
Paquistdo (Maroli et al., 2013).

Tal como foi observado em estudos anteriores, mas noutras regides de Portugal,
nomeadamente nos Distritos de Coimbra (Pereira et al., 2010), Castelo Branco (Vilela
et al., 2016), Santarém (Branco et al., 2013), Lisboa (Gouveia, 2016), Setubal (Afonso
et al., 2005) e Faro (Alves-Pires et al., 2008; Maia et al., 2009, 2013), e utilizando-se 0
mesmo método de captura (armadilha luminosa CDC), P. perniciosus foi a espécie que
apresentou maior abundancia relativa (47,80% - 206/431) e maior densidade [més de
julho (D=2,73)], nos dois anos de capturas, nos dois Distritos do Alentejo. Pela primeira
vez, no Alentejo, no Distrito de Beja, concelho de Serpa, freguesia de Salvador,
localidade Monte da Morena, foi capturada uma fémea de P. perniciosus, infetada por
L. infantum, detetada por técnicas moleculares. No entanto, e h4 mais de uma década,
fémeas desta espécie foram dissecadas e observadas ao microscopio 6tico, para eventual
observacao e posterior cultura de Leishmania e nenhuma, a data, se encontrava infetada
(Semido-Santos et al., 1995; Alves-Pires, 2000; Alves-Pires et al., 2004).

Tendo em conta que P. perniciosus é uma espécie comprovadamente vetora da
referida leishmania, em Portugal (Alves-Pires, 2000; Alves-Pires et al., 2001; Campino
et al., 2006; Maia et al., 2009), e que apresentou, neste trabalho, durante dois anos
consecutivos, a maior distribuicdo, a maior densidade e, ainda, ter sido capturada
infetada por L. infantum, num bidtopo doméstico, variedade armazém, e uma fémea ter
sido capturada alimentada em ser humano, é bem provavel que seja a espécie vetora, no
Alentejo, quer no Distrito de Evora, quer no Distrito de Beja, sendo capaz de transmitir
Leishmaniose humana e canina. Contudo, seria importante que outros estudos fossem
continuados, nesta regido, para confirmacdo que esta espécie € a que mantem o ciclo
desta zoonose, sendo, portanto, o Unico, ou o principal, vetor de L. infantum. Com este
novo achado, nesta regido, poder-se-a ter contribuido para o esclarecimento da
transmissdo vetorial da Leishmaniose (humana e canina) no Alentejo e, assim, colmatar
a lacuna que até a presente data se verificava. E de referir que Cortes et al. (2012a)
demonstraram, num estudo realizado em 2009, que o Distrito de Beja era um novo foco
de leishmaniose canina, dada a seroprevaléncia observada em 80 céaes (12,12%),

diagnosticados em clinicas veterinarias. No mesmo estudo, é referido que a auséncia de
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estudos entomoldgicos, em Beja, ndo permitia correlacionar a elevada seroprevaléncia
canina com a atividade flebotominica, o que, presentemente, ja se tornou possivel.
Também os Investigadores acima mencionados, chamam a atencéo que, entre 2004 e
2008, em 79 casos de Leishmaniose visceral humana, reportados pela Direcdo Geral de
Saude, sete casos foram registados em Beja. Segundo Risuefio et al. (2018), em &reas
endémicas de Leishmaniose, quer na Peninsula Ibérica, em particular, quer na Bacia
mediterranica, em geral, a monitorizacéo de espécies flebotominicas, e especialmente P.
perniciosus, € um util indicador do risco de infecdo, quer do reservatorio habitual (céo),
quer de animais silvaticos que cada vez mais se aproximam e adaptam a ambiente
antrépicos, devido a procura de alimentos e alteracdo dos seus habitats naturais,
nomeadamente raposas, coelhos, ginetas, fuinhas e gatos silvaticos que foram ja
capturados infetados no Sudeste de Espanha. Assim, em areas particularmente rurais, ha
que ter em conta os ciclos domésticos habituais e os silvaticos que, pelas razdes
mencionadas, cada vez mais, se podem interligar. Nos Distritos de Evora e Beja, para
além de uma fémea estar alimentada em ser humano, outras trés fémeas, desta mesma
espécie, estavam alimentadas em Bambusicola thoracicus (1) e Marmosa murina (2).
Este Gltimo animal ndo esta descrito na Europa e, associado a homologia obtida ndo ter
sido muito elevada, poder-se-a sugerir que estes flebotomineos se alimentaram em outra
fonte animal muito proxima a marsupiais, € que as suas sequéncias ndo foram ainda
depositadas no Gene Bank. Este tipo de situacdo pode ocorrer quando se realiza
pesquisa de fontes alimentares de insetos hemat6fagos. Sendo o cyt b um dos alvos que
mais possuem sequéncias de diferentes provaveis fontes alimentares, o Gene Bank
ainda ndo cobre a totalidade da fauna presente. Assim, assume-se, neste estudo, que
estas duas fémeas de P. perniciosus se alimentaram em ‘“roedores”. A alimentagao
nestes “marsupiais” deverd ser confirmada com estudos posteriores de modo a
determinar se estes pequenos roedores tém influéncia, ou ndo, na manutencdo de um
ciclo silvatico. Ha que referir, e apresentando também uma grande importancia, que no
Concelho de Torres Novas, num estudo flebotominico realizado em 2010, capturaram-
se 4 fémeas de P. perniciosus alimentadas, igualmente, em Marmosa murina Branco
(2011). Sabe-se, desde ha varios anos, que este vetor apresenta uma grande plasticidade
trofica, o que, na falta de hospedeiros vertebrados considerados preferenciais, mantem

as fémeas alimentadas e por consequéncia, uma populagdo ativa e densidades elevadas
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em relacdo a outras espécies que ndao apresentam este comportamento trofico. Ora, uma
espécie naturalmente suscetivel ao parasita L. infantum, que apresenta uma elevada
plasticidade trofica e um perfil bioclimatico que vai desde areas himidas a periaridas, é
sem duvida um excelente vetor e, provavelmente, de acordo com os estudos de Baptista
et al., (2007), ser4, num futuro relativamente proximo, o principal vetor de
Leishmaniose humana e canina, para ndo dizer o Unico, a nivel do pais, no que diz
respeito a esta zoonose.

A espécie P. sergenti, em 2016, apresentou uma abundancia relativa de 33,56%
(50/149), semelhante a espécie P. perniciosus (51/149), o que estd de acordo com
estudos anteriores (Semido-Santos et al., 1995; Afonso, et al., 2005). No entanto, no
ano seguinte (2017), a abundancia relativa de P. sergenti foi de 1,77% (5/282),
chegando mesmo a ter um valor inferior a espécie P. ariasi 3,19 % (9/282), que € uma
espécie com preferéncia por climas quentes, mas mais humidos, como o que se verifica
na regido do Alto Douro (Alves-Pires & Ribeiro, 1991; Afonso et al., 2007). E de referir
que em 1994, 1999-2000 e 2007, durante prospecdes realizadas em diferentes zonas do
Alentejo, P. sergenti foi a espécie mais abundante (Semido Santos et al., 1995; Alves
Pires et al.,, 2004; Maia et al., 2010a). No entanto, também no sul de Espanha,
verificou-se que P. sergenti coloniza ndo s6 zonas aridas, mas também zonas mais
hamidas (Martinez-Hortega, 1988), o que esta de acordo com os resultados obtidos, pela
primeira vez, na Arrabida, Portugal, em 2002-2003 (Afonso et al., 2005). E de salientar
que sO se teve a oportunidade de verificar a ocorréncia acima referida, ou seja, a
diferenca entre as abundancias relativas nos dois anos de prospecdo, por se terem
efetuado prospegdes em dois anos consecutivos (2016-2017). A abundancia e densidade
de P. sergenti, em 2016, quase tdo elevada quanto P. perniciosus, p<0,05 (0,001),
mostra que aquela espécie poderd ser um fator facilitador para a instalacdo de casos
autoctones de Leishmaniose cutanea antropondtica, por L. tropica, devido a vinda de
pessoas infetadas, quer se tratem de turistas, militares e particularmente de migrantes
oriundos do norte de Africa e Médio Oriente. Lamentavelmente, situacdes de conflitos
bélicos prolongados, como as que se verificam presentemente, fazem com que haja
deslocacGes em massa, de pessoas em condicOes precarias. Por exemplo, segundo Baron
et al. (2013), 51.235 migrantes do norte de Africa e médio oriente entraram em

Espanha, sem contar com os migrantes ilegais. Se eventualmente, algumas destas
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pessoas estiverem infetadas, e tendo em conta que, na maior parte das vezes, ficam
instaladas em parcas condi¢Bes, nos paises de acolhimento, e que estas facilitam o
contacto com os vetores, poder-se-a instalar um ou mais focos na Peninsula Ibérica. Ao
se considerar as alteracGes climaticas e ambientais como fatores agravantes, nao s da
dispersdo como da densidade, a elaboracdo de mapas de risco para esta e para as outras
espécies vetoras, ou potenciais vetoras, torna-se extremamente necessaria (Chalghaf et
al., 2018). Em estudos realizados recentemente, em 2015, no Distrito de Setubal,
Palmela, (Miguel, 2016), e em Lisboa (Freguesia de Alcantara) (Gouveia, 2016), P.
sergenti foi capturado em bidtopos domésticos, o que pode corroborar a hipdtese acima
preconizada.

No que diz respeito a espécie P. ariasi, esta foi capturada nos dois anos de
prospecao, ou seja, em 2016 e 2017, quer no Distrito de Evora, quer no Distrito de Beja,
facto extremamente importante uma vez que é, tal como P. perniciosus, uma espécie
comprovadamente vetora de L. infantum em Portugal, mesmo quando as densidades s&o
inferiores a espécie P. perniciosus, como se verificou num estudo realizado em Torres
Novas, em 2010 (Branco et al., 2013). Contudo, devido ao seu perfil bioclimatico é
provavel que a densidade de P. ariasi diminua ainda mais no sul de Portugal, devido ao
aumento da temperatura média anual, tornando P. perniciosus o vetor de exceléncia.
Segundo um estudo realizado por Baptista et al., (2007), em que se utilizaram modelos
matematicos, esta tendéncia foi manifestamente observada.

Em relacdo a espécie S. minuta, uma vez que o método de captura utilizado foi
exclusivamente armadilha luminosa CDC, o valor da abundancia relativa foi, de certa
forma, inesperado ao ser semelhante ao da espécie mais abundante, P. perniciosus, uma
vez que S. minuta apresenta baixa atratividade pela luz. Na maioria dos estudos, esta
espécie tem tendéncia a ser mais abundante quando se utilizam, como método de
captura, papéis impregnados com oOleo de ricino ou de castor (Rioux et al., 2013;
Prudhomme et al., 2015; Alten et al., 2016). No entanto, em Palmela, e num estudo
recentemente efetuado numa area rural, em 2015, por Miguel (2016), em que sé se
utilizaram armadilhas luminosas CDC, S. minuta apresentou maior abundancia e
densidade, em relagcdo as outras trés especies capturadas. Assim, parece haver uma
tendéncia atual de S. minuta ser capturada por ambos os tipos de armadilha,

independentemente dos tipos e variedades de bidtopos. No entanto, no presente estudo,
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a analise estatistica, dirigida a esta espécie, por amostras emparelhadas, parece indicar
que a mesma apresenta densidades diferentes para as diferentes variedades de biotopos,
ainda gue néo se tenha conseguido determinar exatamente quais. Seria muito importante
fazer estudos direcionados para esta espécie, outrora considerada exclusivamente como
herpetofilica e vetora de Sauroleishmania, uma vez que os perfis bioecoldgicos e
vetoriais parecem estar a modificar-se. Em Portugal, em Albufeira, Algarve, e pela
primeira vez na Europa, foi detetada, por analise molecular, um exemplar de S. minuta
infetada por L. major (Campino et al., 2013). Surpreendentemente, no Alentejo, e
através do trabalho realizado, também pela primeira vez na Europa, S. minuta foi
detetada naturalmente infetada por L. infantum, inclusivamente nos dois anos de captura
(2016 e 2017) (Pereira et al., 2017). Este resultado, ainda que ndo haja evidéncia
cientifica do papel de S. minuta como espécie vetora de L. infantum, vem suportar a
hipotese apresentada por Maia & Depaquit (2016) que defendem o importante papel
desta espécie na eventual transmissdo da parasitose a mamiferos hospedeiros,
nomeadamente, entre a populacdo canina, ainda que refiram que mais estudos devam
ser realizados no que diz respeito a este “paradigma”. Em Itdlia, na Provincia de Bari,
Latrofaa et al., (2018), verificaram, por técnicas moleculares, 9 exemplares de S. minuta
naturalmente infetados pela referida espécie

de Leishmania. Contudo, também estes Investigadores ndo confirmam, em
absoluto, que S. minuta seja uma espécie vetora, chamando a atencdo para o0 que se
referiu anteriormente. O que presentemente é igualmente importante, € ter-se verificado
que no Distrito de Beja (2017), uma S. minuta alimentou-se em ser humano, o que esta
de acordo com um estudo realizado no Algarve, no qual, se chama atengdo para o
comportamento antropofilico oportunista desta espécie flebotominica (Maia et al.,
2015). Em Espanha, na regido da Extremadura, num estudo realizado em 2012-2013,
capturou-se uma S. minuta alimentada em ser humano (Bravo-Barriga et al., 2016).
Assim, tendo em conta as espécies vetoras de L. infantum, é provavel que, num futuro
préximo, na Europa, outro género que nao apenas Phlebotomus, possa ter importancia
na epidemiologia desta zoonose.

Em Volta Redonda, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, que é um novo foco de
Leishmaniose, humana e canina, desde 2014, como ja mencionado anteriormente,

realizou-se um estudo flebotominico, durantel8 meses, de outubro de 2016 a abril de
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2018 e, tal como no Alentejo, Portugal, procurou-se identificar e determinar ndo sé as
espécies flebotominicas existentes, ou seja, determinar a fauna flebotominica da regido,
como assinalar a ou as espécies vetoras de L. infantum. Desta forma, poder-se-ia
contribuir para o conhecimento da ecoepidemiologia da Leishmaniose na Mesoregido
Sul Fluminense. Durante o periodo referido, prospetaram-se 15 localidades, das quais
66,67% foram positivas para a presenca de flebotomineos.

O Brasil é o pais que apresenta a mais elevada incidéncia de Leishmaniose
visceral humana americana e esta, a par da Leishmaniose cutdnea americana, esta cada
vez mais em franca dispersdo, o que revela uma alteracdo dos perfis epidemioldgicos,
quer em 4&reas rurais, quer em areas urbanas, como € o caso de Campo Grande, Estado
de Belo Horizonte, e o Estado de Rio de Janeiro (Carvalho et al., 2014). As alteractes
do modelo de transmissdo vetorial de Leishmaniose no Rio de Janeiro podem ser
atribuidas a vérios fatores desde as insuficientes medidas adotadas para o controlo,
tendo em vista os custos financeiros, a adaptacdo do principal vetor, que é a espécie Lu.
longipalpis, a ambientes modificados pelo ser humano, e além de ser antropofilica,
apresenta uma elevada plasticidade tréfica que lhe permite ter elevadas densidades na
auséncia de hospedeiros preferenciais (Silva et al., 2015)

A presenca de Lu. longipalpis em ambientes urbanos provem de um processo de
dispersédo continua, pelos motivos acima mencionados. Em meios periurbanos, a
existéncia de galinheiros pode favorecer o aparecimento e a colonizacdo da area pela
referida espécie. No entanto, ha que referir que além de Lu. longipalpis outras espécies
flebotominicas podem estar infetadas com L. infantum como é o caso de Nyssomyia
whitmani (Ferreira et al., 2018).

Através dos estudos flebotominicos realizados em Volta Redonda, e agora de
forma sistematizada, assinalaram-se pela primeira vez, quatro espécies: Lu. longipalpis,
Evandromyia sallesi, Ny. whitmani e, no ultimo ano de capturas (2018), Ev. lenti.
Destas espécies capturadas, Lu. longipalpis e Ev. sallesi, por técnicas moleculares,
foram detetadas infetadas por L. infantum. Ainda que Lu. longipalpis deva ser o grande
vetor na regido estudada, uma vez que é o principal vetor do Novo Mundo, ndo se pode
descurar a importancia das outras espécies.

Ao realizar-se estes estudos flebotominicos no Velho e no Novo Mundo, em

duas areas, uma ndo estudada h& mais de dez anos e outra ainda ndo monitorizada,
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através dos resultados obtidos, acreditamos ter contribuido, em parte, para o
esclarecimento ecoepidemiolégco da(s) Leishmaniose(s) zoondtica (s) nas referidas

regides. Contudo, este é apenas o inicio...
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6. Anexos

Anexo |

Ficha de Campo

Flebétomos — Ficha de Campo

1. Data: Hora: Colocacéo
2. Distrito: Concelho: Freguesia:
Latitude:
Longitude:
Altitude:
3. Caracteristicas Atmosféricas:
Temperatura:
Humidade:
Humidade aparente:
[J Seco 0
[1  Semi himido O
Velocidade vento:
Chuva:
4. Tipo de formacao superficial
] Solo calcario 0
O Solo argiloso 0
0 Solo arenoso
5. Caracteristicas fitogeograficas
[0 Videira [0  Carvalho 0
(1 Azinheira [J  Figueira O
(1 Alfarrobeira [0 Pinheiro (]
(1 Sobreiro [1  Eucalipto
[1  Oliveira [1  Frutiferas

Anexos

Retirada

Localizacéo:

Humido
Muito hiimido

Solo terroso

Outro

Horta familiar
Cultura de cereais

Outro
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6. Local de captura

[1  Casa— interior/exterior
"1 Abrigo animal —
interior/exterior

"1 Abrigo artificial

Animais existentes/quantidade
Cao/n°

Gato/n°

Aves de capoeiras/n®

Coelhos/n°®

e O I

Gado bovino

©

Anexos

[1  Buraco nas rochas/muro
[J  Troncos de arvores

(1 Pétio/Terraco

[l Outro

] Gado ovino

] Outros animais domésticos/n®
1 Animais silvéaticos:

visiveis/comunicados

Presenca/Auséncia de coleira inseticida nos animais domésticos

[1  Com coleira/ marca

9. Observacdes:

Sara Pereira Doutoramento em Ciéncias
Biomédicas, especialidade de Parasitologia
(adaptado de Branco, 2011)

1 Sem coleira
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Anexo 11

Ficha de Campo Volta Redonda

BOLETIM DE CAPTURA DIARIA

N° da ficha:

Anexos

Municipio:L I Instrumento de Captura:
1. Armadilha Shannon com luz
localidadei 2. Armadilha Shannon com isca
D D 3. CDC (luminosa)
g 4. Tubo de succao
Enderego: I D 5. Exposico humana (invol)
Q idade de armadilhas:
Morador: L l Intra Peri Extra
N S T <
1. Abrigo de galindceo —
Dia: D Més: D At [__—l 2 Dentro de casa —
3. Paredes internas de casa Ry —
5 4. Paredes externas . Sa
Categoria: Area: 5. Abrigo de suinos SHiC
1. Bairro 1. Urbana 6. Abrigo de caprinos —_—
2 Fazenda 2. Periurbana 7. Margem de mata S = e
3.Vila 3. Rural 8. Interior de mata CE=F
4. Povoado 4. Rural-urbana 9. Abrigo de ciio s
5.Sitio 10. Abrigo de muar/equino
6.Cidade 11. Margem de rio/corrego =X
Vegetacao: Casa: 12. Margem de lago/lagoa pm v s
1. Mata esparsa 1. Alvenaria 13. Ocos de drvores L e
. Campo/ pasto 2. Madeira 14. Fendas em pedras — . —
3.Area de cultivo 3. Bambii 15. Outros ——
3. Mata densa 4. Estuque
4.Cidade arborizada Namero de capturadores: D
5.Cidade ndo arborizada
Ambiente: Tempo de procura ou exposicio: |:'
Coleta de Lixo: Descricio Distancia da
1.Regular Casa N° Tubito Local de captura
2Queima  |(")galinheiro
3.Enterra
ol [ )curr'il
( Jpocilga
( )canil

Presenca de arvores (frutiferas): SD N D
Qual(is):

Modalidade de captura
1. Monitoromento 2. Pesquisa em foco
3. Levantamento 4. Investigacao
Tempo meteorol6gico:
1.Chuva fraca 2.Semchuva 3. Tempo instivel

Umidade relativa do ar:

D Final :}
Temperatura:
Final :]

Concentragio de nuvens:

Inicial

Inicial

1. Céu limpo 2, Parcialmente nublado
3. Nublado 4. Instavel
Vento: Lua:
1. Nulo 1, Nova 2. Crescente
D 2 Fraco D 3,Cheia 4. Minguante
3. Forte

4. Muito forte
Horério:  Inicial D Final ':
Distincia da mata: l:

Aplicagio de inmicida:D 1Sim  2Nao

Data da dltima aplicagao: l:

Inseticida: D 1. Carbamatos 2. Clorados
3. Piretroides 4. Fosforados
Outras observagoes:

158



