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RESUMO

No Brasil, as leishmanioses estdo presentes em todo o territério sendo o estado de
Pernambuco endémico para ambas as formas da doenca. Os sistemas de
informagdes geograficas sédo eficazes na detecgcdo e reconhecimento de areas de
risco para doencas transmitidas por vetores e permitem obter informagdes que
podem auxiliar nas medidas de controle. Desta forma, buscou-se determinar as
especies de flebotomineos, sua dispersdo espacial e sua taxa de infecgdo por
Leishmania braziliensis, no municipio de Timbauba-PE e analisar espacialmente a
incidéncia de LV e LTA em uma série historica de 2009 a 2018 em Pernambuco.
Amostras de sangue dos individuos com LTA em Timbauba foram coletadas.
Armadilhas luminosas tipo CDC foram instaladas nas residéncias para captura de
flebotomineos. Em laboratério, estes foram identificados e as fémeas separadas
para deteccao de DNA de Leishmania spp por PCR. As residéncias de todos os
individuos suspeitos de terem LTA foram marcados por GPS. Para a série histérica
de LV e LTA em Pernambuco, utilizou-se dados provenientes das fichas de
notificacdo no Sistema de Informagdes de Agravos de Notificagdo. Utilizou-se
variaveis sociodemograficas, e as analises foram realizadas com auxilio do software
TerraView 4.2°. Utilizou-se o indice de Moran Global como parametro de
identificacdo de aglomerados. Foram capturados 3.744 flebétomos no municipio de
Timbauba-PE, e identificadas as espécies Nyssomyia whitmani, Migonemyia
migonei, Evandromyia evandroi, Psychodopygus wellcomei e Micropygomyia
quinquefer, com a predominancia de Ny. whitmani (84,59%). Identificou-se um pool
de Ny. whitmani infectado com Leishmania braziliensis. Com o0s mapas
georreferenciados observou-se uma maior concentragdo de casos de LTA tendo os
hotspots do mapa de Kernel localizados em proximidade de locais com alto indice
NDVI. Foram também analisados dois bancos de dados compostos por 1.224 casos
de LV e 3.675 casos de LTA. Observou-se para a LV como caracteristicas principais
a predominéancia de individuos do sexo masculino (64.22%), das faixas etarias de
criangas (43.71%) e de adultos (41.18%), com predominancia da escolaridade
ensino fundamental (68.09%), sem coinfecgéo por HIV (63.56%) e tendo o desfecho
cura (87.51%) como a caracteristica predominante final. Para a LTA observou-se
como predominantes as variaveis sexo masculino (60.16%), adultos (57.90%),
ensino fundamental (74.87%), forma cutanea (96.68%) e desfecho de cura (97.99%).



Na série histoérica, foi observado um aumento linear dos casos LV e uma diminuicéo
linear dos casos de LTA em Pernambuco. O indice global de Moran obtido para LV
foide | = 0,35 (p < 0,01) e paraa LTAde | = 0,26 (p < 0,01). Houve formacéo de
clusters para a LV no Sertdo e Agreste do estado e para a LTA nas Matas Norte e
Sul. Sendo assim, conclui-se que o municipio de Timbauba, evidencia uma relagao
ambiente-vetor-hospedeiro favoravel a transmissdo da LTA, devido a presenca de
flebétomos infectados, alta incidéncia de individuos infectados e habitat ideal para os
flebotomineos. Enquanto no Estado de Pernambuco, foi possivel identificar os
pontos de maior prioridade para agdes de vigilancia epidemioldgica, podendo facilitar

o planejamento de agdes mais eficazes na prevencéao e controle da LV e LTA.

Palavras-chave: Leishmaniose. Leishmania braziliensis. Flebotomos. Distribuicdo

Espacial. Moranmap.



ABSTRACT

In Brazil, leishmaniasis is present throughout the territory and the state of
Pernambuco is endemic for both forms of the disease. Geographic information
systems are effective in detecting and recognizing risk areas for vector-borne
diseases and provide information that can assist in control measures. Thus, we
sought to determine the species of sandflies, their spatial dispersion and their
infection rate by Leishmania braziliensis, in the municipality of Timbauba-PE and to
spatially analyze the incidence of VL and ATL in a historical series from 2009 to 2018
in Pernambuco. Blood samples from individuals with ATL in Timbauba were
collected. CDC light traps were installed in homes to capture sandflies. In the
laboratory, these were identified and the females separated for the detection of
Leishmania spp DNA by PCR. The homes of all individuals suspected of having ATL
were marked by GPS. For the historical series of VL and ATL in Pernambuco, data
from the notification forms in the Notifiable Diseases Information System were used.
Sociodemographic variables were used, and the analyzes were performed using the
TerraView 4.2® software. The Moran Global index was used as a parameter for
identifying clusters. 3,744 sandflies were captured in the municipality of Timbauba-
PE, and the species Nyssomyia whitmani, Migonemyia migonei, Evandromyia
evandroi, Psychodopygus wellcomei and Micropygomyia quinquefer were identified,
with the predominance of Ny. whitmani (84.59%). A Ny pool was identified. whitmani
infected with Leishmania braziliensis. With the georeferenced maps, a greater
concentration of cases of ATL was observed, with the kernel map hotspots located
close to places with a high NDVI Index. Two databases comprising 1,224 cases of
VL and 3,675 cases of ATL were also analyzed. It was observed for VL as main
characteristics the predominance of male individuals (64.22%), of the age groups of
children (43.71%) and adults (41.18%), with predominance of elementary school
education (68.09%), without HIV co-infection (63.56%) and with the outcome cure
(87.51%) as the final predominant characteristic. For ATL, the male gender (60.16%),
adults (57.90%), elementary education (74.87%), cutaneous form (96.68%) and
healing outcome (97.99%) variables were predominant. In the historical series, there
was a linear increase in cases of VL and a linear decrease in cases of ATL in
Pernambuco. The global Moran index obtained for VL was | = 0.35 (p <0.01) and for
ATL |1 =0.26 (p <0.01). Clusters were formed for the VL in the Sertdo and Agreste of



the state and for the ATL in the North and South forests. Thus, it is concluded that
the municipality of Timbauba, shows a favorable environment-vector-host
relationship to the transmission of the ATL, due to the presence of infected sandflies,
high incidence of infected individuals and an ideal habitat for sandflies. While in the
State of Pernambuco, it was possible to identify the points of highest priority for
epidemiological surveillance actions, which could facilitate the planning of more

effective actions in the prevention and control of VL and ATL.

Keywords: Leishmaniasis. Leishmania braziliensis. Phlebotomes. Spatial distribution.

Moranmap.
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1 INTRODUGAO

As Doencas Negligenciadas sdo de acordo com a Organizagao Mundial de
Saude (OMS) (RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN, 2020) um conjunto de doengas de
origem infecciosa que atualmente persistem exclusivamente entre as comunidades
mais pobres e negligenciadas do mundo. Dentre as doengas negligenciadas, tém-se
as leishmanioses que sao antropozoonoses de transmisséo vetorial e que atingem
regides de clima tropical e subtropical, e sdo causadas por protozoarios da familia
Trypanosomatidae, do género Leishmania (Bl et al., 2018). E estimado que 350
milhdes de pessoas estao sob risco de contrair a leishmaniose e que ha 2 milhdes
de novos casos por ano (PAHO, 2019).

As leishmanioses representam um grave problema de saude publica, indo de
uma doenga que pode levar ao obito, como a leishmaniose visceral (LV) (Bl et al.,
2018), a uma doenga que causa deformidades incapacitantes, como a leishmaniose
tegumentar americana (LTA) (LABOUDI et al., 2018). A LV esta presente em todas
as regides do Brasil, tendo uma incidéncia média nacional de 1,8 casos/100.000
habitantes e uma incidéncia média de 3,2 casos/100.000 habitantes na regido
nordeste (BRASIL, 2014). Outro agravante da LV é a coinfecgao com o HIV, onde no
Brasil a incidéncia desta coinfec¢gao aumentou de 0,7% em 2001 para 8,5% em 2012
(LINDOSO et al., 2016). Este fato torna-se importante devido a associagdo desta
coinfeccdo com altas falhas iniciais no tratamento, recidivas, efeitos toxicos dos
medicamentos e mortalidade (LINDOSO et al., 2016).

O Brasil esta entre os cinco paises com maior numero de casos de
leishmaniose tegumentar nas Américas, destacando-se as regides Norte e Nordeste
do pais (BRASIL, 2017; PAHO, 2019). Entre 1990 e 2011, o Ministério da Saude
(BRASIL, 2017) notificou taxas de LTA incidéncia nos estados variando entre 3,8 a
22,9 casos/100.000 habitantes e na regiao nordeste uma incidéncia média de 18,8
casos/100.000 habitantes.

O Estado de Pernambuco, localizado na regido Nordeste do Brasil, é
endémico para ambas as leishmanioses. S&o notificados casos e capturas de
vetores por todas as regides do Estado (ARAUJO et al., 2016; BRITO et al., 2009;
DANTAS-TORRES et al., 2017; DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006;
SILVA; BRAGA, 2008).
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A LTA em Pernambuco esta ligada principalmente a regiao das Matas Norte e
Sul, tendo municipios com endemias bem estabelecidas (ARAUJO et al., 2016;
BRITO et al., 2012). Em Timbauba, municipio da Mata Norte, a LTA se estabelece
com caracteristicas tipicas da doenga, como a maior parte dos casos sendo ligados
ao carater rural, a profissionais do campo, a proximidade de florestas e plantacbes e
a presenga de criagdo de galinheiros e rebanhos proximos das residéncias
(ARAUJO et al, 2016). Essa tipicidade torna Timbauba ideal no estudo do
comportamento da LTA, sobretudo na dindmica de seus vetores.

Portanto, sabendo que a manutencdo da LTA depende dos vetores e da
populagado de risco, e que o efetivo controle dos flebotomineos pode levar ha uma
reducao da incidéncia de casos. Torna-se importante a identificagdo das espécies de
flebétomos envolvidas e da determinagao de sua distribuicdo espacial associando a
presenca de casos visando um melhor controle da LTA nessas areas endémicas.

Concernente a leishmaniose visceral em Pernambuco, ela esta presente em
municipios considerados urbanos como Petrolina, no sertdo do Sao Francisco
(ARAUJO, A. C. et al., 2016), e Goiana, na regido metropolitana do Recife (SILVA et
al., 2019). Sendo considerado o fluxo urbano e as migragcbes como fatores
determinantes para a expans&o da LV no Estado (DANTAS-TORRES; BRANDAO-
FILHO, 2006; FURLAN, 2010).

Em relacdo a expansédo da LV no estado e também da LTA, as analises
baseadas em tendéncia temporal podem ser uteis na avaliagdo de estratégias e
agdes de vigilancia e controle em doengas endémicas, pois permitem enxergar a
dindmica da doenga ao longo do tempo em termos de incidéncia, mortalidade e
letalidade (BEZERRA et al., 2018; CAVALCANTE et al., 2020). Outra importante
ferramenta de vigilancia é o Sistema de Informagdo Geografica (SIG), baseado em
geoprocessamento, usado para analisar padrbes espaciais de distribuicdo de
doencgas, como dengue, febre amarela, malaria e leishmaniose, onde podem ser
identificadas areas de risco, fatores associados e indicando areas prioritarias para o
desenvolvimento de ag¢des de controle (CAVALCANTE et al., 2020; GUEDES et al.,
2017).

A utilizacao dessas ferramentas permite estratificar o risco da doencga, que é
uma importante ferramenta de vigilancia, e proporciona um melhor conhecimento
sobre o problema de saude, apoiando os gestores e profissionais na adogdo de

acdes e priorizando areas a serem trabalhadas (PAHO, 2019). Desta maneira,
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estudos regionais, voltados para problemas locais tendem a ser necessarios para o
efetivo controle da leishmaniose.

Assim, objetivou-se utilizar a analise espacial para o0 mapeamento dos casos
humanos de LTA com sua caracterizagdo bioldgica e aumentar o conhecimento
sobre a ecologia dos flebotomineos, a saber: a diversidade de flebotomineos, a taxa
de infeccdo natural e sua distribuicdo espacial em uma area endémica rural no
Estado de Pernambuco e ainda, analisar a tendéncia temporal e espacial, em um
periodo de 10 anos (2009 a 2018), das leishmanioses no estado de Pernambuco,

Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agentes etiologicos das leishmanioses e ciclo biologico

As leishmanias pertencem ao filo Kinetoplastea, ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (LEVINE et al., 1980), que se caracterizam
por apresentarem duas formas principais em seu ciclo vital, amastigota e
promastigota (com diferencia¢gdes no vetor). Enquanto parasito intracelular de
hospedeiros vertebrados sua forma é arredondada e sem flagelo externalizado
denominando-se amastigota. Quando se desenvolve no tubo digestivo de
hospedeiros invertebrados bem como em meios de cultura, sua forma é a
promastigota e outras diferenciagbes, que possuem corpo alongado e flagelo na
extremidade posterior (DAWIT; GIRMA; SIMENEW, 2013).

A classificagdo e a nomenclatura das leishmanias apresentam dificuldades
em decorréncia da baixa taxa de modificagbes genéticas, devido ao tipo de
reproducgao, divisdo binaria, tornando as espécies morfologicamente parecidas. No
entanto, apesar das semelhangas morfolégicas, as diversas espécies causam
diferentes e peculiares manifestagdes da doenga no hospedeiro (KAYE; SCOTT,
2011).

Algumas técnicas sado utilizadas para diferenciar as espécies, como as
baseadas em eletroforese de isoenzimas, restricdo de fragmentos polimorficos,
anticorpos monoclonais e polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD)
(KAYE; SCOTT, 2011).

No Brasil foram identificadas sete espécies de leishmanias causadoras da
LTA, sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As
principais espécies sao L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, e L. (L.) amazonensis,
e desde 2004 as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) nalffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.)
shawi foram identificadas em estados do Norte e Nordeste. Como agente etioldgico
da LV apenas a Leishmania (L.) infantum (BRASIL, 2017; KAYE; SCOTT, 2011).

Os parasitos do género Leishmania tem um complexo ciclo de vida com
varias etapas de desenvolvimento. Por possuir dois hospedeiros em seu ciclo, a
leishmania necessita se adaptar as condi¢cdes diferentes dos ambientes oferecidos,
de forma a ter sucesso na reprodugdo (PIMENTA; FREITAS; SECUNDINO, 2012).
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O ciclo de vida da leishmania de inicia com a ingestdo dos parasitos pelo
fleb6tomo logo apdés a hematofagia, os parasitos ingeridos estdo na forma
amastigota que nesta ocasido medem cerca de 2.5 a 3.5 ym (ARENAS et al., 2017).

Uma vez dentro do vetor, os parasitos, apresentam as seguintes formas de
desenvolvimento no intestino dos insetos: promastigotas prociclicas, promastigotas
nectomonas, promastigotas paramastigotas, promastigotas haptomonas e
promastigotas metaciclicas, sendo esta ultima com capacidade infectante (ARENAS
etal., 2017).

O processo de transformacdao das amastigotas ingeridas em promastigotas
inicia-se entre 6 e 12 horas apds o repasto, enquanto o sangue é envolvido por uma
matriz de proteinas, glicoproteinas e quitina denominada matriz peritrofica. O
desenvolvimento de formas promastigotas ocorre no flebétomo, na parte posterior do
intestino para o complexo Vianna e na parte anterior e mediana para o complexo
Leishmania, Essa diferenca de desenvolvimento no intestino pode classificar as
especies de Leishmania como suprapilaricas ou peripilaricas (Figura 1) (ARENAS et
al., 2017; KAYE; SCOTT, 2011; PIMENTA; FREITAS; SECUNDINO, 2012).

A matriz peritréfica se degenera apdés 2 a 5 dias, nesse tempo se inicia a
excrecao do bolo fecal passando pelo piloro e pelo ileo. Nesse momento ja ha uma
intensa multiplicacdo das formas prociclicas e o inicio da diferenciacdo para as
formas nectomonas (ROGERS et al., 2004; SACKS; KAMHAWI, 2001).

No intestino anterior, os parasitos ancoram-se com o flagelo as
microvilosidades do epitélio intestinal para evitar a excregao junto com o bolo fecal.
Posteriormente, ja diferenciados para as formas metaciclicas, que nao possuem
capacidade de adesao, os parasitos se desprendem do epitélio e migram para o
intestino médio (PIMENTA; FREITAS; SECUNDINO, 2012).

As outras formas de leishmania aparecem nesse momento da colonizacéo do
fleb6tomo, e secretam uma substancia denominada promastigote secretory gel
(PSG). Este tem a fungdo de manter os parasitos embebidos e imobilizados
(ROGERS et al., 2004). As formas metaciclicas, apos 5 dias ou mais, migram para a
valvula de estomodeu, sendo parasitos altamente médveis e livres, podem migrar ao
longo do intestino anterior e alcangar a faringe, cibario e probdscide, possibilitando
assim a sua transmissdo via picada em hospedeiro vertebrado (ROGERS et al.,
2004).
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Quando ocorre um novo repasto, os parasitos presentes na parte anterior do
intestino limitam o fluxo do sangue ingerido e causam um retorno do fluxo que, por
consequéncia, transporta os parasitos até o aparelho bucal do inseto, podendo ficar
nesta situagdo de 5 a 25 dias, os quais s&o regurgitados pela proboscide para a
corrente sanguinea do hospedeiro, este podendo ser humanos, caes e outros
vertebrados (ARENAS et al., 2017; ROGERS et al., 2004; VOLF et al., 2004).

Figura 1 - Ciclo biolégico da Leishmania spp.
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Sucede-se a fagocitose por macréfagos e a perda do flagelo do parasito,
assumindo a forma amastigota. Esta sobrevive por meio de um mecanismo que inibe
a resposta do tipo Th1 do hospedeiro e favorece a resposta do tipo Th2. Essa
inversao de respostas impede a ativagdo dos macréfagos, permitindo a reprodugao
das formas amastigotas no meio acido dos fagolisossomos, até provocar a lise da
célula hospedeira e infectar outros macrofagos.

Neste momento ha a diferenciagdo entre os tipos de leishmanioses. na LTA,
os parasitos causadores sdo dermatrépicos, portanto tem preferéncia pela derme do

hospedeiro e isso é facilitado pelo tipo de resposta imune desses parasitos. Na LTA
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ha uma inducdo maior de IFNy e TNFa pela via Th1, que aumenta a disponibilidade
de células fagocitarias na derme e diminui a carga parasitaria, provocando as lesdes
ulcerosas (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017). Em outra via, a Th2, a
L. infantum, tendo um comportamento viscerotropico, induz a liberacédo de IL-4, IL-5,
IL-10 e IL-14, permitindo que haja menor producdo de oéxido nitrico e com isso
diminuindo a lise pelos fagossomos e aumentando consequentemente a carga
parasitaria. Isto permite que a L. infantum se estabelega nos 6rgados do sistema
fagocitario mononuclear, causando os sintomas da leishmaniose visceral
(GONGCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017).

Havendo novo repasto sanguineo pelo vetor, este ingere macrofagos
infectados com amastigotas reiniciando o ciclo (DAWIT; GIRMA; SIMENEW, 2013;
KAYE; SCOTT, 2011).

2.2 VVetor das leishmanioses

2.2.1 Morfologia de flebotomineos

Os flebotomineos pertencem a ordem Diptera, subordem Nematocera, familia
Psychodidae, e subfamilia Phlebotominae. Inicialmente, os estudos sobre a
taxonomia de flebétomos eram sobre os aspectos morfologicos de espécimes
mortos. Posteriormente, devido a utilizacdo de outros métodos, tais como analise
cromossémica, morfometria multivariada, colénias de laboratorio, isoenzima, analise
molecular, filogenética e espectrometria de massa, o conhecimento da sistematica
de flebotomineos tem aumentado (AKHOUNDI et al., 2016).

A taxonomia dos flebotomineos pode ser dividida em dois periodos diferentes.
No primeiro periodo, os caracteres sao distinguidos de acordo com a analise de
estruturas externas, como a estrutura dos 6érgdos genitais masculinos e as
ramificacbes venosas das asas. O segundo periodo promove a descrigdo de
estruturas internas como as espermatecas, o cibario e a faringe (AKHOUNDI et al.,
2016). Essas sao caracteristicas que podem definir género e espécie, principalmente
nos flebotomineos de interesse médico (READY, 2013).

Atualmente, a classificacdo de flebétomos na subfamilia Phlebotominae
segue a proposta por Galati (2014), que subdivide em duas tribos: Hertigiini
(subtribos Hertigiina e Idiophlebotomina) e Phlebotomini (subtribos Phlebotomina,
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Australophlebotomina, Brumptomyiina, Sergentomyiina, Lutzomyiina e
Psychodopygina). A tribo Phlebotomini possui 916 espécies validas e 15 espécies
com status taxonémico indefinido. Destas, mais de 229 ja foram registradas no
Brasil, representando cerca de 25% do total e 45% dos registros de espécies que
ocorrem na Regidao Neotropical (GALATI, 2014; READY, 2013).

Os fleb6tomos sao insetos delicados caracterizados por um corpo de pelugem
densa, e quando em repouso mantém as asas erguidas em forma de “V” (RANGEL;
LAINSON, 2009). Os adultos tém tamanho de 1.5 a 3.5 mm, indo de uma coloragao
mais clara como nas espécies de Phlebotomus no velho mundo a até a cor preta
como em espécies de Lutzomyia no novo mundo (RANGEL; LAINSON, 2009).

O aparelho bucal é curto, adaptando-se para o repasto sanguineo nas fémeas
e para sugar os sucos vegetais nos machos. Suas antenas possuem 16 segmentos
e sao semelhantes em ambos os sexos, sao longos, e com pequenos pelos na
extremidade livre. Os fleb6tomos possuem também olhos grandes e suas pernas
sdo longas e finas (Figura 2) (RANGEL; LAINSON, 2009).

Figura 2 - Phlebotomus papatasi (Scopoli, 1786).

Fonte: CDC/ Frank Collins, 2005. Foto: James Gathany.
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2.2.2 Comportamento de flebotomineos

A alimentacido dos flebétomos é distinta de acordo com o sexo. Ambos os
sexos se alimentam de sucos vegetais e agucares. Adicionalmente as fémeas dos
flebotomineos realizam o repasto sanguineo em uma variedade de vertebrados,
como os mamiferos, lagartos, anfibios e aves. Elas alimentam-se com sangue para a
maturagao dos ovos (BRAZIL, R. P.; BRAZIL, B. G., 2003; READY, 2013).

Os flebotomos adultos n&o sdo eximios voadores, na verdade eles sdo mais
saltadores, realizando os seus saltos para a locomogdo. Esse fato fica latente
quando percebemos a distancia que um flebétomo percorre no seu habitat, ndo
passando de 100m do local de origem. Além disso, fémeas de espécies como o
Phlebotomus argentipes nao ultrapassam 1,5m de altura para procurar alimento em
vertebrados (BRAZIL, R. P.; BRAZIL, B. G., 2003; READY, 2013).

No velho mundo, em regides temperadas, os fleb6tomos tém um
comportamento tipicamente sazonal, alcangando o pico de populacdo no verao. No
novo mundo, nos tropicos, a populacao de flebotomineos tem uma menor variacao
sazonal (BRAZIL, R. P.; BRAZIL, B. G., 2003; READY, 2013).

O comportamento desses insetos € crepuscular, onde suas atividades sao
influenciadas pela reducdo da luminosidade. Entretanto, os flebotomineos podem
realizar o repasto sanguineo durante o dia, em locais com pouca luminosidade como
cavernas, florestas ou cémodos escuros (BRASIL, 2017). Todavia, os fleb6tomos
adultos abrigam-se durante o dia em locais com auséncia de pogas de agua e com
pouca ou nenhuma luz. As condicdes ideais para esse inseto no seu habitat
envolvem a temperatura de + 26°C e alta umidade relativa do ar (+ 80%) (BRAZIL,
R. P.; BRAZIL, B. G., 2003; READY, 2013).

2.2.3 Ciclo biolégico de flebotomineos

Uma unica fémea de flebotomineo, em condi¢des ideais, pde cerca de 30 a
70 ovos por postura. Apds o repasto sanguineo, elas esperam de 2 a 3 dias para
realizar a postura dos ovos. Cerca de uma a duas semanas depois, havendo
condi¢des ideais que incluem temperatura, umidade e matéria organica, as larvas
eclodem dos ovos. Pouco se sabe da fase larval, por causa da dificuldade de

encontrar o habitat natural das larvas de flebétomos, restando apenas as col6nias de



26

laboratério como fonte de informagao. No seguimento do seu ciclo, os flebétomos
por serem holometabdlicos, tém quatro estadios larvais e formam pupa antes do
adulto emergir, esse periodo completo leva de 20 a 60 dias (BRAZIL, R. P.; BRAZIL,
B. G., 2003; READY, 2013; VOLF; VOLFOVA, 2011).

Os ovos de flebétomos sao compridos, ovais € muito diminutos, o que torna
improvavel seu encontro no ambiente natural. Apds a postura, os ovos sao
amarelados e frageis, depois de algumas horas eles tornam-se escuros e duros
(Figura 3) (BRAZIL, R. P.; BRAZIL, B. G., 2003; VOLF; VOLFOVA, 2011). As larvas
podem eclodir dos ovos em 2 a 10 dias em condicdes ideais do ambiente, mas em
condicbes nao favoraveis os ovos podem permanecer viaveis por até 30 dias
(YOUNG; DUNCAN, 1994).

Apos a eclosdo dos ovos, as larvas, passam a se alimentar da matéria
organica do ambiente. No seu primeiro estadio as larvas podem ser identificadas por
um par de longas cerdas caudais (Figura 4). Nos estadios consequentes as larvas
adquirem um tamanho maior, no quarto estadio larval elas possuem dois pares de
cerdas caudais (BRAZIL, R. P.; BRAZIL, B. G., 2003; YOUNG; DUNCAN, 1994).
Antes de virar pupa, as larvas param de se alimentar e procuram um local menos
umido para abrigo (YOUNG; DUNCAN, 1994).

Figura 3 - Ovos de Nyssomyia whitmani postos em meio artificial em laboratério.
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Fonte: acervo pessoal; Aumento 4x.
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As pupas tém forma de clava e tem cerca de 3 mm de comprimento. Seu
segmento posterior € coberto pela exuvia e a cabega e o térax sao curvados para
tras. As pupas se fixam ao substrato e passam cerca de 13 dias para se desenvolver
em adultos (BRAZIL, R. P.; BRAZIL, B. G., 2003; YOUNG; DUNCAN, 1994).

Os adultos tém um tempo de vida relativamente curto, de no maximo trés
semanas, durantes os quais eles tém que se acasalar, procurar um hospedeiro
vertebrado para se alimentar, e as fémeas ainda tém que localizar um substrato
adequado para a oviposigcdo (BRAZIL, R. P.; BRAZIL, B. G., 2003; READY, 2013;
YOUNG; DUNCAN, 1994).

2.2.4 Distribuigéo de flebotomineos

Os fleb6étomos estdo distribuidos em paises tropicais e subtropicais (RUIZ-
POSTIGO; GROUT; JAIN, 2020). No velho mundo esses insetos distribuem-se da
Europa central até o sul da Asia, passando pelo Oriente Médio. Nessas regides sdo
encontrados principalmente espécies do género Sergentomyia em florestas tropicais
da Africa, enquanto espécies do género Phlebotomus sdo mais populosos nas
outras areas. No novo mundo, principalmente na América Latina, as espécies do
género Lutzomyia sao predominantes (MOEMENBELLAH-FARD et al., 2015; RUIZ-
POSTIGO; GROUT; JAIN, 2020).

Figura 4 - Larva de Nyssomyia whitmani em estagio inicial em meio artificial em
laboratorio.
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Fonte: acervo pessoal. Aumento 4x.
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Das mais de 900 espécies descritas de flebotomineos (GALATI, 2014),
apenas 20 espécies sdo implicadas como vetores da leishmaniose humana (visceral
e tegumentar) (READY, 2013). No Brasil, existem duas espécies de vetores da
leishmaniose visceral. A espécie vetor que classicamente transmite o parasito L.
infantum é a Lutzomyia longipalpis e no estado do Mato Grosso do Sul, nos ultimos
anos, a Lu. cruzi também foi implicada como vetor da LV (BRASIL, 2014).

A Lu. longipalpis esta amplamente distribuida no territério brasileiro. Esta
presente em quatro regides geograficas, exceto no Sul. Nas regides Nordeste e
Norte, essa espécie de flebétomo habitava originalmente as matas, participando do
ciclo primario de transmissdo da doenca. Esse quadro mudou com a expansao
desse flebotomo para as areas urbanas dessas regides, além disso, as areas
urbanas do Sudeste do Brasil também tém registro da expansao do Lu. longipalpis
(BRASIL, 2014; CARDOSO, M. S. et al, 2019; CARRO et al., 2020; PIRAJA;
LUCHEIS, 2014).

Na leishmaniose tegumentar americana, seis espécies de flebotomineos s&o
vetores da doenga no Brasil: Nyssomyia whitmani, Ny. intermedia, Ny. umbratilis,
Bichromomyia flaviscutelata, Psychodopygus wellcomei e Migonemyia migonei.
Essas espécies de flebdtomos preenchem os critérios que atribuem a uma espécie a
competéncia vetorial. No entanto, a capacidade de cada uma esta atrelada a qual
espécie de Leishmania coloniza o intestino. Embora ainda nao tenha sido
comprovado o papel da Ny. neivai e Pintomyia fischeri como vetores da LTA, estas
espécies tém sido encontradas com frequéncia em ambientes domiciliares em areas
de transmiss&o da doenca (BRASIL, 2017; PIRAJA; LUCHEIS, 2014).

As diferentes espécies de flebotomineos que transmitem a LTA parecem
obedecer a caracteristicas regionais, sendo uma determinada espécie de
flebotomineo mais abundante em uma regido do que em outra. Essa implicagao
resulta em diversas espécies sendo vetores de um mesmo parasito, como no caso
da L. braziliensis que tem distribuicdo em todo o territério nacional e tem como
vetores as diferentes espécies acima mencionadas. Ps. wellcomei é o principal vetor
da L. braziliensis, em algumas areas de transmissao no ambiente florestal no estado
do Ceara. Nos estados da Bahia, Pernambuco, Ceara, Mato Grosso do Sul e Parana
o parasito foi isolado e caracterizado do vetor Ny. whitmani, e nos estados do Ceara
e Rio de Janeiro da espécie Mg. migonei. No sul do Brasil, Ny. neivai & sugerido
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como vetor. No Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais, Ny. intermedia é a
espécie incriminada como vetor (BRASIL, 2017; PIRAJA; LUCHEIS, 2014).

Saber a distribuicdo das espécies vetores é importante na vigilancia
epidemiologica da LTA. A L. (V.) braziliensis pode ser transmitida por varios
fleb6étomos de espécies diferentes no Brasil, € conhecer as espécies transmissoras
do parasito em determinada regido coopera nessa vigilancia. Se uma nova espécie
for implicada na transmissdo da LTA, pode-se inferir em uma mudanca futura de
comportamento e distribuicdo da doenca, bem como de adaptacdo do ciclo da
doenca em um dado momento. Por outro lado, saber que as mesmas espécies ainda
sao implicadas como vetores e ter a certeza de sua distribuicdo em uma regiao, por
meio de técnicas de geoprocessamento, possibilita o planejamento a médio prazo de
acdes de controle dos vetores e, consequentemente, da doenca.

2.2.5 Taxa de infeccdo natural por Leishmania spp.

A determinacdo das taxas de infecgdo natural de flebotomineos por
Leishmania constitui uma importante ferramenta para os estudos epidemioldgicos
das leishmanioses e de competéncia vetorial (SOARES et al, 2010).
Precursoramente, a técnica da dissecacao do trato digestivo do vetor e a pesquisa
direta do parasito eram empregadas com esta finalidade, o que consumia mais
tempo e pessoal treinado nas técnicas de dissecagcao (SOARES et al, 2010).
Entretanto, atualmente a dissecacdo para a determinagdo da taxa de infeccéo
natural esta em desuso, em decorréncia da maior utilizacdo reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), que tem maiores especificidade e sensibilidade (CASARIL et al.,
2017; SOARES et al., 2010).

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, como a PCR,
possibilitou a identificagdo de material genético de Leishmania, mesmo em
quantidades minimas como 50fg de DNA do parasita (CASARIL et al., 2017).
Trabalhos utilizando essa metodologia tém sido realizados no diagndstico de
leishmaniose bem como na identificagdo de reservatérios animais, detectando
parasitas independentemente da abundancia, estagio, local e transmissibilidade
(PEREIRA JUNIOR et al., 2019).

A determinacdo da taxa de infecgao natural de flebotomineos por Leishmania

spp., auxilia no mapeamento das areas de maior risco de transmissdo. Esta taxa
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varia entre 0,25 a 4,0%, o que mostra-se suficiente na manuteng¢do da endemia ou
como demonstrativo da implicagado de alguma espécie de flebétomo na transmisséo
(DANTAS-TORRES et al., 2017). E extremamente importante identificar as espécies
de Leishmania que circulam em um determinado foco de transmisséo,
principalmente quando o alvo é a epidemiologia da doenga (MICHALSKY et al.,
2011).

2.3 Reservatorio e hospedeiros das leishmanias

Os hospedeiros de Leishmania spp. sao vertebrados, que pertencem a classe
dos mamiferos, entre eles podem ser citados: roedores, edentados, marsupiais e
canideos (LIMA et al., 2013). Segundo Noyes et al. (1998), o homem & considerado
hospedeiro acidental (antropozoonose), enquanto o protozoario infecta cerca de
nove ordens de mamiferos e répteis em areas subtropicais e tropicais do mundo.

O cao é o mais importante reservatério da LV no ambiente urbano, enquanto
as raposas e marsupiais estdo ligados a zona rural (BRASIL, 2014). Embora ele
possa ser infectado por leishmanias responsaveis por lesdes cutaneas, entre as
quais, L. braziliensis, o cao é considerado o principal reservatorio da L. infantum em
areas endémicas (BRUNO et al., 2019).

Por serem animais domésticos os caes possuem acesso direto aos seres
humanos susceptiveis, por isso tornam-se importantes pontos de vista
epidemiologico. Os cades possuem um parasitismo cutédneo intenso que favorece
susceptibilidade aumentada a infeccdo (SILVA; WINCK, 2018). Além do fato de a
pele dos cées atrairem o fleb6tomo, € importante ressaltar que ha uma prevaléncia
maior de casos de LV em cées do que em humanos, e geralmente as infec¢gdes em
humanos sao precedidas de infecgbes caninas (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

Animais domésticos (caninos, felinos e equinos) podem apresentar lesdes
tegumentares causadas L. braziliensis, no entanto, por n&do serem capazes de
manter o ciclo epidemiolégico em um ecdétopo, sdo considerados hospedeiros
secundarios ou acidentais (BRILHANTE et al., 2016). Silva et al. (2005) associaram
o desenvolvimento de lesbes de pele nestes animais como a demonstracdo de nao
serem hospedeiros naturais do parasito. A LTA nesses animais pode apresentar-se

como uma doenga crénica com manifestagdes semelhantes as da doenga humana,
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ou seja, o parasitismo ocorre preferencialmente em mucosas das vias aerodigestivas
superiores (BRASIL, 2017).

Dessa forma, as alteragbes do meio ambiente decorrentes das acgdes
antropicas para a exploragdo de recursos naturais e agricultura, modificaram a
epidemiologia da doenga e, com isto, houve surgimento de novas areas endémicas
(LAINSON; SHAW, 1998).

2.4 Manifestagdes clinicas das leishmanioses

Dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro vertebrado e da espécie
de Leishmania envolvida, a leishmaniose tegumentar pode apresentar-se de formas
cutanea, mucocutanea e disseminada. A forma cutanea pode apresentar lesédo unica
ou multipla, podendo estas lesdes surgirem na forma classica ou em ndédulos néo
ulcerados. A forma classica da lesdao se inicia com uma papula eritematosa que
progride lentamente para um ndodulo que frequentemente evolui para a ulceragao
tipica da leishmaniose (Figura 5) (DESJEUX, 2004; RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN,
2020).

A Ulcera classica da LTA apresenta bordas elevadas e contornos bem
definidos sendo indolor, quando ndo contaminada com bactérias, e fundo granuloso
e pouco exsudativo. A lesdo aparece geralmente entre o 10° dia até trés meses apos
a picada do inseto vetor infectado. Em pacientes com recidivas da forma cuténea o
numero de lesbes pode ndo sofrer alteragcdo, mas as lesbes sao de tamanhos
menores, devido a acdo da imunidade adquirida na primeira infeccao (DAWIT,;
GIRMA; SIMENEW, 2013;  DESJEUX, 2004; RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN,
2020; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).
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Figura 5 - Lesbes caracteristicas de Leishmaniose Tegumentar Americana, com
bordas elevadas e fundo granuloso.

Fonte: acervo pessoal

A forma mucocutanea da LTA, também conhecida como “espundia”, causa
extensiva destruigdo oro-naso-faringea com lesdes que desfiguram e mutilam a face,
tornando-a um sério problema de saude publica. A forma disseminada, que se
assemelha a doenca lepromatosa com lesdes nodulares e papulas espalhadas pelo
corpo, ndo cura espontaneamente e mesmo apods o tratamento pode ocorrer o
aparecimento de recidivas. Sendo os pacientes imunocomprometidos os mais
acometidos com esta forma clinica (DAWIT; GIRMA; SIMENEW, 2013;
DESJEUX, 2004; RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN, 2020; VRIES; REEDIJK;
SCHALLIG, 2015).

A LV apresenta manifestag¢des clinicas que podem ser encontrados em outras
enfermidades, a exemplo da doenga de Chagas, Malaria e Esquistossomose, fato
que torna o diagndstico clinico complexo. Os sinais e sintomas da LV séo febre
prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia, leucopenia, anemia,
hipergamaglobulinemia, tosse, dor abdominal, diarreia, perda de peso e caquexia
(Figura 6) (ARENAS et al., 2017).

As manifestagbes clinicas da LV s&o organizadas em trés estagios: inicial,
estado e final. O periodo inicial € considerado a fase aguda da doencga, quando se
iniciam os sintomas e geralmente inclui febre com duragdo inferior a quatro
semanas, palidez cutaneomucosa e hepatoesplenomegalia em fase inicial.
Entretanto, o estado geral do paciente esta preservado, podendo apresentar tosse e

diarreia, e auséncia de respostas ao uso de antimicrobianos (BRASIL, 2014).
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Figura 6 - Hepatoesplenomegalia caracteristica da Leishmaniose Visceral em
estagio terminal

Fonte: WHO (2020).

O periodo de estado é aquele em que os pacientes desenvolvem os sinais
classicos da leishmaniose visceral. Eles podem apresentar comprometimento do
estado geral, que se caracteriza por presengca de febre, anemia,
hepatoesplenomegalia, manifestagbes hemorragicas, taquicardia, perda de peso,
linfadenomegalia, e, ocasionalmente, tosse seca e diarreia. Os sinais e sintomas de
desnutricdo se desenvolvem com a progressao da doenga, incluindo edema
periférico, queda de cabelos e alteragbes da pele e das unhas (ARENAS et al,
2017).

A fase final acontece quando o paciente nao foi diagnosticado e/ou néo fez o
tratamento para LV. Neste estagio, o paciente apresenta uma piora do estado geral,
com comprometimento e agravamento do quadro. Além disso, ocorre febre continua,
com cabelos quebradicos, cilios alongados e pele seca, caracterizando um estado
nutricional deprimido, com presenca de edema nos membros inferiores podendo
evoluir para anasarca e manifestagdes hemorragicas, ictericia e ascite. Por fim, o
paciente fica imunocomprometido e o Obito geralmente ocorre em decorréncia de

infeccdes bacterianas e/ou sangramentos (BRASIL, 2014).
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2.5 Diagndstico e tratamento das leishmanioses

O diagnéstico das leishmanioses envolve a compreensao dos aspectos
epidemiologicos, das caracteristicas clinicas e dos resultados laboratoriais. O
diagndstico clinico, para ser completo no ambito da leishmaniose, ndo pode se ater
apenas as caracteristicas dos sintomas, deve considerar também os dados
epidemiologicos da localidade para uma devida anamnese. Por conseguinte, na
anamnese, a observagao dos aspectos epidemiologicos e tipo de lesdo sé&o
importantes para o diagndstico laboratorial, pois esses dados podem guiar na
interpretacao dos resultados (DAWIT et al., 2013).

O diagnéstico laboratorial é dividido em parasitolégico, que € o padrao ouro, e
imunologico, que envolve as técnicas baseadas na pesquisa dos anticorpos, e o
molecular, baseado na PCR. No diagnéstico parasitolégico entende-se por aquele
que evidencia diretamente a presenca do parasito no material bioldgico. Desta
forma, pode-se realizar a pesquisa direta do parasito em lamina por meio de
escarificagao ou aspiracéo de lesdo com seringa e agulha fina e imprint de bidpsia
de lesao, ou no caso da LV, aspirado de linfonodo, baco ou medula. O material é
fixado com metanol e pode ser corado por Giemsa ou pelo método Romanowsky,
sendo observado em microscopio optico. A positividade se da pela visualizacdo de
formas amastigotas na lamina (RIiOS; YUIL DE RIOS, 2011; VRIES; REEDIJK;
SCHALLIG, 2015).

O cultivo da Leishmania spp. também é uma forma de diagnédstico
parasitolégico, onde o material obtido por bidpsia/aspiracédo pode ser inoculado em
meio de cultura bifasico como agar sangue e meio liquido (meio NNN). Este método
requer pessoal técnico bem treinado e 0 mesmo possui um periodo de incubagao de
aproximadamente 15 a 30 dias para confirmagao do diagnéstico (BRASIL, 2017).
Outros métodos parasitologicos sdo a inoculagdo em animais (BALB/c) ou o
xenodiagnéstico (BRASIL, 2017; RiOS; YUIL de RiOS, 2011).

O diagndstico imunologico € realizado por Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), Teste de Aglutinagao Direta (DAT) e Ensaio de imunoabsorgao por
ligacao enzimatica (ELISA), estando a Intradermorreacédo de Montenegro em desuso
(DAWIT et al., 2013).
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A Intradermorreacédo de Montenegro consiste na aplicagdo de antigenos
denominados Leishmanina por via subcutdnea no paciente, e visualizacdo de
formacgao de papula na area aplicada em 48 a 72h (ARENAS et al., 2017).

A RIFI identifica a infeccdo no estagio inicial da doenga, porém passa a ser
indetectavel em seis a nove meses apds a cura clinica. Se apds esse periodo, os
anticorpos anti-leishmania permanecerem detectaveis, mesmo que em titulos
baixos, pode ser um indicativo de futura recidiva. ELISA é uma técnica importante
para deteccdo de anticorpos anti-leishmania, mas sua sensibilidade depende do
antigeno utilizado, além de que oferece uma especificidade melhor para a detecgao
quando o individuo esta acometido pela LV (SZARGIKI et al., 2009).

Em comum, esses testes determinam os titulos de anticorpos anti-leishmania
presentes no soro, entretanto a sensibilidade e a especificidade variam muito
conforme o teste realizado. Quando os testes sorolégicos s&o preparados com
antigeno homologo a espécie de leishmania circulante, esses parametros tém
valores préximos a 100% (SZARGIKI et al., 2009).

O diagnodstico molecular tem sido frequentemente utilizado, no entanto, nos
paises em desenvolvimento, as técnicas moleculares ainda sdo onerosas para um
laboratdrio clinico. Dentre os procedimentos destacam-se: a PCR convencional, a
analise de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricao (RFLP), PCR
em tempo real e polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD), entre outros
(ARENAS et al., 2017; TALMI-FRANK et al., 2010; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG,
2015).

O diagnéstico diferencial da LTA deve ser sempre levado em consideracéo,
observando-se a forma clinica e as caracteristicas da lesdo (BRASIL, 2017). Na
diferenciacdo do diagnostico de LTA algumas doengas fungicas podem ser
confundidas com a lesdao classica da LTA como a paracoccidioidomicose,
histoplasmose cutanea, esporotricose e cromoblastomicose, além de infeccbes por
Balamuthia mandrillaris, que € uma ameba de vida livre, outras diferenciagdes
podem ser feitas a partir de neoplasias, infecgoes bacterianas, ulceras varicosas e
de lesbes provenientes de acidentes (BRASIL, 2017).

O tratamento das leishmanioses, de acordo com a OMS (RUIZ-POSTIGO;
GROUT; JAIN, 2020), é realizado com dose recomendada de antimoniato de N-
metilglucamina calculado em mg/Sb*®/Kg/dia. Os antimoniais interferem na oxidagéo

de acidos graxos e na glicélise das leishmanias, portanto uma droga leishmanicida.
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Nas lesbes cutdneas a dose recomendada € de 10 a 20mg/Sb*5/Kg/dia durante 20
dias seguidos, sem ultrapassar a quantidade de trés ampolas por dia para adultos.
Nas lesbes mucosas a dose recomendada é de 20mg/Sb*®/Kg/dia durante 30 dias
seguidos. Em pacientes com LV a dosagem recomendada € também de
20mg/Sb*S/Kg/dia por 20 a 40 dias (BRASIL, 2017; PAHO, 2019; ROMERO et al.,
2017; RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN, 2020).

Quando se administra por via endovenosa ou intramuscular, o antimoniato de
metilglucamina € rapidamente absorvido, sendo que até 90% desse farmaco é
excretado nas primeiras 48 h pelos rins. Por isso, faz-se necessario o uso de doses
elevadas, continuamente, para garantir uma taxa de antimoniato nos tecidos,
obtendo a eficacia do tratamento (ROMERO et al., 2017). O tratamento em
gestantes deve ser feito com drogas de segunda escolha, como a Anfotericina B,
pois 0s antimoniais atravessam a barreira transplacentaria e podem impregnar o
tecido nervoso do feto, levando a sindromes severas de retardo mental (BRASIL,
2017; PAHO, 2019; ROMERO et al., 2017; RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN, 2020).

A Anfotericina B e as pentamidinas s&o as drogas de segunda escolha para
tratamento de leishmanioses dos casos que nao tiveram efeito com os antimoniais
ou em gestantes. A Anfotericina B também ¢é leishmanicida, tendo agao nos ésteres
da membrana plasmatica das leishmanias. E formulada em suspens&o coloidal e
comercializada em frasco-ampolas com 50mg. Sua aplicagdo recomendada €& de
1mg/kg/dia diariamente ou em dias alternados sem que ultrapasse a dose de 50mg
por aplicagao, deve também ser administrada até alcancar as doses totais do final
do tratamento de 1,5 g para a forma cuténea e de 3,0 g para a forma mucosa. A
Anfotericina B € contra-indicada em pacientes cardiopatas, hepatopatas e,
especialmente, nefropatas (BRASIL, 2017; PAHO, 2019; ROMERO et al., 2017;
RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN, 2020).

As pentamidinas sdo diamidinas aromaticas, comercializadas para uso em
humanos nas formulagdes de Isotionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) e Mesilato (Di-
B-Hidroximetil-Sulfonato). Sua aplicagdo é de 4mg/kg/dia por via intramuscular
profunda, sendo administrada de dois em dois dias, e recomenda-se que nao
ultrapasse a dose total diaria de 2 g, pois agem no metabolismo da glicose, que
pode induzir a uma hipoglicemia seguido de hiperglicemia. E contra-indicada em
caso de gestacdo, diabetes mellitus, insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica,
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doencgas cardiacas e em criangas com peso inferior a 8 kg (BRASIL, 2017;
ROMERO et al., 2017).

2.6 Epidemiologia das leishmanioses

A leishmaniose continua sendo uma das doengas mais negligenciadas no
mundo e afeta predominantemente os mais pobres, especialmente nos paises em
desenvolvimento; estima-se que haja 350 milhées de pessoas em risco de contrai-la
e dois milhdes de novos casos ocorram a cada ano (RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN,
2020).

Essa doencga afeta principalmente a populagdo de baixa renda de varios
paises na Africa, Asia e na América Latina, sendo associada & desnutricgo,
migragdo, mas condicbes de moradia, sistema imunolégico deprimido e falta de
recursos (PAHO, 2019).

E estimada a ocorréncia de 50.000 a 90.000 novos casos de leishmaniose
visceral todos os anos no mundo. Bangladesh, india e Nepal sdo paises que tem
conseguido grande avango no controle e eliminacdo da LV. Apesar da india ainda
pertencer ao grupo de paises com maior concentragdo de casos de LV no mundo,
juntamente com Brasil, Somalia, Etiopia, Quénia, Suddo e Sudao do Sul,
concentram 90% dos casos notificados (Figura 7) (RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN,
2020). O Brasil é responsavel por aproximadamente 90% dos casos nas Ameéricas
(PAHO, 2019).

A LV é uma doenca de notificagcdo compulséria no Brasil por ser uma endemia
grave (BRASIL, 2014). A doenga foi confirmada em todas as regides do Brasil.
Somente nos anos de 2001 a 2017 foram confirmados 57.582 casos de LV, sendo
4.114 casos notificados somente em 2017, com uma incidéncia na populagao total
do pais de 1,98 casos/100 mil hab. (PAHO, 2019).
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Figura 7 - Representacao da leishmaniose visceral no mundo em 2018.

NUmero de casos de LV notificados em 2018 .

Il >1 000

I 500 - 999

B 100 - 499 Sem casos autéctonos notificados
<100 | Sem dados

[ ] Néo aplicavel

Fonte: WHO (2018a), com modificagdes.

A LTA é endémica em 87 paises de clima tropical e subtropical. Apresenta
uma incidéncia de 1,2 milhdes de casos, sendo 90% dos casos concentrados em
nove paises: Afeganistdo, Algéria, Brasil, Colombia, Ird, Paquistdo, Peru, Arabia
Saudita e Siria (Figura 8) (GUPTA, P. S.; SONI; GUPTA, A., 2016; PAHO, 2019;
RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN, 2020). Seu agente etioldégico € um protozoario do
género Leishmania spp., 0 qual é transmitida ao hospedeiro vertebrado por
flebotomineos dos géneros Phlebotomus spp. no velho mundo e Lutzomyia spp.,
Nyssomyia spp., Brumptomyia spp. € Migonemyia spp. ho novo mundo (GALATI,
2014).

A LTA é uma das afec¢des dermatoldgicas com ampla area de endemicidade
que merece maior atencao, devido ao risco das lesdes provocarem deformidades
incapacitantes, com reflexo psicossocial e econdmico (ARAUJO et al., 2016;
BRASIL, 2017).

O Brasil esta entre os cinco paises com maior numero de casos de LTA nas
Américas, com destaque para as regides Norte e Nordeste (BRASIL, 2017). Entre
1990 a 2011, o Ministério da Saude notificou uma média anual de 26.725 novos
casos de LTA com taxas de incidéncia nos estados brasileiros, variando entre 3.8 a
22.9 por 100.000 habitantes (BRASIL, 2017).
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Figura 8 - Representacao da leishmaniose cutdnea no mundo em 2018.

NUmero de casos de LTAnotificados em 2018

B -5 000

I 1000 - 4999

I 100 - 999 Sem casos autdctonos notificados
<100 | Sem dados

B o Néo aplicavel

Fonte: WHO (2018b), com modificagdes.

A LTA antes classificada como uma doenca rural, nos ultimos anos tem se
expandido para areas urbanas, estabelecendo um leque de trés perfis
epidemiologicos: silvestre, silvestre modificado e periurbano. Entende-se por perfil
silvestre aquele onde ocorre a transmissdo com focos naturais em ecossistemas
florestais, enquanto que o perfil silvestre modificado ocorre por focos naturais com
ciclos silvestres, mas em areas de produgao agricola e perfil periurbano aquele que
ocorre proximo a areas habitadas (CURTI et al., 2011; DETONI et al., 2019; TALBI et
al., 2020).

Mesmo a LTA com carater periurbano, ainda guarda caracteristicas de
doenga rural que acomete majoritariamente pessoas do sexo masculino como
profissdes ligadas ao trabalho no campo (ARAUJO et al., 2016; COELHO-NETO et
al., 2012; CURTI et al., 2009). Segundo Araujo et al. (2016), destacam-se como
fatores de risco para a LTA a falta de saneamento basico adequado nas residéncias,
principalmente de areas rurais; a criagdo de animais no domicilio e no peridomicilio e
a habitacdo em locais proximos a matas, florestas e bosques. Dessa forma, é
recomendado a utilizacdo e adogao de acdes baseadas nesses fatores de risco com

objetivo de minimizar a endemia.
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2.6.1 Geoprocessamento, série temporal e produgdo de mapa de risco das
leishmanioses

O geoprocessamento envolve diversas disciplinas, como computagéo,
estatistica, geografia e cartografia para formar um conjunto de técnicas de coleta,
tratamento, manipulagcdo e apresentacdo de dados espaciais (ANDRADE;
SANTANA; SACRAMENTO, 2014).

E um recurso utilizado na saude publica para auxiliar na identificacdo de
areas de risco para agravos de saude, pois € uma ferramenta tecnoldgica que auxilia
a incorporagao de dados espaciais na resolucdo de problemas concretos de saude,
permitindo entender os padrdes epidemiolégicos da doenga (BEZERRA et al., 2018;
CAVALCANTE et al, 2020). Segundo Barcellos e Bastos (1996), o
geoprocessamento é definido como “um conjunto de técnicas de coleta, exibicoes e
tratamentos de informagdes especializadas”, permitindo a analise conjunta de uma
série de variaveis socioambientais.

Os Sistemas de Informacdes Geograficas (SIG) permitem ao
geoprocessamento a identificacdo de areas prioritarias que demandam agdes de
controle, além de ajudar a compreender os problemas de uma determinada regiao
geografica (CAVALCANTE et al., 2020; GUEDES et al., 2017).

Os SIG séao tecnologias utilizadas para o processamento de informagdes
provenientes de varias fontes, possibilitando a visualizagdo socioambiental de
determinados espagos geograficos, permitindo sua descri¢do e analise. Constitui-se,
portanto, em instrumento valido para auxiliar a construgao de mapas, evidenciando
as desigualdades existentes em um dado territério, e auxiliar no planejamento,
monitoramento e avaliagdo das a¢cdes em saude (ZAIDAN, 2017).

Pesquisas epidemioldgicas sdo indispensaveis nos programas de controle
das Leishmanioses, uma vez que permitem as analises de problemas por pessoa,
tempo e espaco, permitindo aos pesquisadores modelar a ocorréncia e determinar a
extensdo da doenga (PAHO, 2019).

Segundo Antunes e Cardoso (2015), séries temporais sdo uma forma de
organizar no tempo as informacgdes quantitativas. No uso de séries temporais para
determinado agravo, pode-se observar associagao, sazonalidade, variagao ciclica ou
variagdo aleatoria do dado quantitativo que se afere (ANTUNES; CARDOSO, 2015).

Com a utilizacdo da ferramentas de analise de séries temporais, como a regresséo
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linear, pode-se obter de forma primaria a antevisdo do comportamento de
determinado agravo, bem como a analise do comportamento passado pode moldar
as agdes em saude para acontecimentos semelhantes no futuro (ANTUNES;
CARDOSO, 2015; ZAIDAN, 2017).

Para Assuncao (1998), a andlise da dispersao espacial do risco de uma
doenca é feita principalmente através de mapas de taxas de incidéncia ou alguma
outra medida epidemioldgica de risco. Estes mapas podem ter trés objetivos
principais para a sua producéao: descritivo, exploratério e associacao.

Em pesquisas, ao observar as relacbes no tempo, estas ndo se tornam
evidentes da mesma maneira que na dimensao espacial, porque no espacgo
encontram-se outras instancias da sociedade superpostas, como por exemplo, a
econdmica e cultural-ideolégica, além dos fatores propriamente ambientais, que se
manifestam em variaveis socioeconémicas quantificaveis, que podem atuar como
fatores com possibilidade de interferir em estudos ecolégicos (ZAIDAN, 2017).

Analises temporais e/ou espaciais sobre a leishmaniose e outras doencas ja
foram realizados em outros estados do nordeste do Brasil, como o Ceara
(CAVALCANTE et al., 2020) e Maranhdo (FURTADO et al., 2015). No entanto,
apesar de o estado de Pernambuco, localizado na regido nordeste do Brasil, ter
parte de seus municipios endémicos para ambas as formas de leishmanioses
(ARAUJO et al., 2016; BRANDAO-FILHO et al., 1999; LIMA et al., 2017; PESSOA-E-
SILVA et al., 2019), na literatura, n&o existem estudos com esse tipo de analise.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar e mapear os casos humanos de LTA no municipio de Timbauba-
PE e correlacionar a distribuicdo espacial de flebotomineos no periodo de 2018 a
2019 e analisar espacialmente os casos humanos de LTA e LV no Estado de

Pernambuco em uma série histérica de 2009 a 2018.

3.2 Objetivos especificos

¢ |dentificar os casos de LTA no municipio de Timbauba-PE no periodo de 2018 a
2019.

e Avaliar a distribuicdo espacial dos casos de LTA no municipio de Timbauba-PE no
periodo de 2018 a 2019.

¢ l|dentificar as espécies de flebotomineos capturadas no municipio de Timbauba-
PE, no periodo de 2018 a 2019.

e Determinar a taxa de infecgao natural por Leishmania braziliensis de flebétomos
capturados no municipio de Timbauba-PE;

e Avaliar a distribuicdo espacial das espécies de flebotomineos capturadas no
municipio de Timbauba-PE;

e Relacionar geograficamente a distribuicdo espacial de flebotomineos com os
casos de LTA no periodo do estudo;

e Descrever as caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos casos de LV e LTA
no Estado de Pernambuco no periodo de 2009 a 2018;

¢ |dentificar a tendéncia de distribuicdo de LV e LTA segundo municipios do Estado
de Pernambuco no periodo de 2009 a 2018;

¢ |dentificar agregados de municipios com maior incidéncia de LV e LTA do Estado

de Pernambuco no periodo de 2009 a 2018;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Foram realizados dois estudos, o primeiro do tipo agregado, observacional,
transversal, ecologico e descritivo das caracteristicas dos individuos com LTA e dos
flebotomineos coletados e de sua dispersdao em Timbauba-PE e o segundo do tipo

ecoldgico, retrospectivo e com base em analise espacial em Pernambuco.

4.2 Populacdes da pesquisa

Para o artigo de produgcdo de mapa de risco da LTA em Timbauba-PE,
denominado nesta metodologia de Artigo 1, a populagdo de analise foram os
individuos suspeitos de terem LTA e os flebotomineos coletados em campo no
periodo de 2018 a 2019 no municipio de Timbauba-PE.

Foram considerados individuos suspeitos de terem LTA todos aqueles que
foram identificados clinicamente como tendo lesdo ativa caracteristica de
leishmaniose. Para participarem deste estudo, os individuos suspeitos de ter LTA
foram adultos acima de 18 anos de idade e residentes no municipio de Timbauba-
PE.

Para o Artigo 2, referente ao estudo de analise de série temporal de LV e LTA
no periodo de 2009 a 2018 em Pernambuco, foram investigados todos os casos
confirmados de Leishmaniose Visceral e Leishmaniose Tegumentar Americana do
Estado de Pernambuco notificados no periodo de 2009 a 2018.

Foram excluidos os casos que nao indicavam o local (municipio) de
residéncia do paciente. Além disso, foram usadas as informagdes sociodemograficas
do censo 2010, contidas no banco de dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE (IBGE, 2018). A pesquisa foi realizada com dados secundarios, a
partir do banco de dados do Sistema de Informacédo de Agravos de Notificagao
(SINAN).
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4.3 Areas de estudo

e Artigo 1

A area de estudo do artigo 1 foi o municipio de Timbauba, que foi fundada em
1879, quando foi desmembrada do municipio de Itambé. Situada na mesorregido
Mata e na Microrregido Mata Setentrional do Estado de Pernambuco, regiao
Nordeste do Brasil, a uma latitude 07°30°19” Sul e a uma longitude 35°19’06” Oeste,
estando a uma altitude de 102 metros (Figura 9). Sua populagdo estimada em 2017
pelo IBGE é de 53.083 habitantes e possui uma area territorial de 298,51 km? (IBGE,
2018; TIMBAUBA, 2018).

Figura 9 - Mapa do Municipio de Timbauba — Pernambuco, Brasil

777777 -35.350

0 25 3 7.5 km
[ e @

Livramento do Tiima

Distrito Timbatiba

Legend

‘: Brazil
- Pernambuco
’_ Timbadba

Cruangi

L L L
35415 35350 35

Fonte: Mapa — produgéao propria; Dados — IBGE (2018).

e Artigo 2
Para o artigo 2, a area de estudo foi o Estado de Pernambuco (Figura 10),
que esta localizado na regido Nordeste do Brasil, tem como capital a cidade de
Recife e possui um territorio de 98.076,109 Km?, esta limitado ao norte com os
estados da Paraiba e Ceara, ao sul com os estados de Alagoas e Bahia, ao oeste
com o estado do Piaui, além de ser banhado pelo oceano Atlantico e possui uma
populagao estimada de 9.557.071 de habitantes (IBGE, 2018).
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Figura 10 - Mapa do Estado de Pernambuco e suas mesorregides
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Fonte: Mapa — produgéao propria; Dados — IBGE (2018).

4.4 Variaveis e obtencdo de amostras

4.4.1 Variaveis da série temporal

Foram analisados dois bancos de dados compostos por 1.224 casos de LV, e
3.675 casos de LTA, e estudadas 05 varidveis extraidas dos mesmos. Foram
utilizadas as variaveis: sexo; idade; escolaridade; forma clinica (LTA); coinfecgao
com HIV (LV) e desfecho.

4.4.1.1 Categorizagdo das variaveis

a) Sexo: categorizada como masculino ou feminino.

b) Idade: anos completos de vida, agrupados nas seguintes categorias: de zero a 14
anos de idade; de 15 a 19 anos de idade; de 20 a 59 anos de idade e de 60 anos de

idade em diante.
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c) Escolaridade: definido como ultimo grau de ensino frequentado ou concluido.
Categorizado como: analfabeto, que nao frequentou escola; Ensino fundamental,
que frequentou até este grau de ensino ou equivalente; Ensino Médio, que
frequentou até este grau de ensino ou equivalente; Ensino superior, que frequentou
até este grau de ensino ou equivalente.

d) Forma clinica (LTA): definida como o tipo de manifestagao clinica da LTA no
individuo, se cutanea ou se mucosa.

e) Coinfecgao com HIV (LV): definido como coinfec¢gdo de HIV em individuos com
LV. Categorizado como Sim: para aqueles que tema a coinfecgdo; N&o: para
aqueles que nao tem a coinfecgdo; Ignorados: para aqueles em que esta informacéao
nao foi obtida.

f) Desfecho: Evolugdo da LTA ou da LV no individuo acometido. Categorizado como
Cura: a doenca evoluiu para a cura; Abandono: o paciente abandonou o tratamento
e n3o ha a informacdo da evolucdo da doenca; Obito/leishmaniose: 6bito devido a
complicagdes da leishmaniose; Obito/outras: 6bito devido a outras doengas nao

relacionadas com a leishmaniose.

4.4.1.2 Calculo da incidéncia e analise da correlagdo espacial

A incidéncia de casos foi calculada dividindo o numero de novos casos pela
populagao de todo o estado e multiplicando por 100.000. O coeficiente de letalidade
para LV foi obtido dividindo o numero de obitos pelo total de casos confirmados e
multiplicando por 100.

A correlagcado espacial foi calculada através do indice de Moran global, que
permite identificar se ha dependéncia espacial entre os dados. O resultado do Moran
global é definido no intervalo de -1 a +1 com nivel de significancia de 5%, onde

havera correlacédo espacial quando os resultados forem diferentes de 0.

4.4.2 Coleta de amostras sanguineas e diagnostico sorolégico para LTA

Os individuos suspeitos de terem LTA foram identificados por agentes de
saude do Municipio de Timbauba-PE, sendo encaminhados para o posto de saude
mais proximo dos seus locais de residéncia e avaliados por médicos do Programa

de Saude da Familia. Confirmada a suspeita clinica, os individuos foram orientados
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e solicitados a participarem deste estudo. Apds a assinatura do TCLE (Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido) foi coletado o sangue do paciente.

Os individuos encaminhados para diagnostico sorolégico de LTA seguiram
para a coleta de amostra de sangue. Foi realizada a coleta de 4 mL de sangue dos
individuos no laboratério municipal de Timbauba - PE em um tubo com vacuo e sem
anticoagulante. Em seguida, os tubos foram encaminhados aos Laboratérios de
Leishmanioses e de Biologia Celular e Molecular ambos do Departamento de
Parasitologia do Instituto Aggeu Magalh&es (IAM/FIOCRUZ/PE).

As amostras de sangue coletadas foram processadas para o diagnostico
soroldgico de LTA. As amostras foram centrifugadas a 2.500 RPM por 10 min para a
obtencdo do soro, que foi armazenados a -20 °C. Os soros dos individuos foram
submetidos a RIFI utilizando-se o kit IFI — Leishmaniose Humana BioManguinhos®.
Considerados reagente para LTA os titulos de RIFI a partir de 1/40. Os individuos
diagnosticados clinica e sorologicamente com LTA, foram encaminhados para

tratamento nos servigos de saude do Municipio de Timbauba/PE.

Figura 11 - Foto de pool de Leishmania braziliensis em lamina submetida a soro de
controle positivo para leishmaniose tegumentar pela técnica de RIFI. Aumento de
400x.

Fonte: Acervo pessoal.
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4.4.3 Captura e manejo de flebotomineos

O estudo foi realizado com flebotomineos silvestres coletados por nosso
grupo no Municipio de Timbauba-PE. Foram utilizadas armadilhas luminosas do tipo
CDC (Center for Disease Control light trap) (Figura 12), que foram instaladas no
peridomicilio em residéncias com casos ativos ou relatados de leishmaniose
tegumentar americana (Figura 13).

As armadilhas foram colocadas sempre as 17h e foram retiradas apos 12
horas. Neste momento, foram retirados os flebotomineos das armadilhas com o
auxilio de capturadores manuais de Castro e postos em gaiolas onde foram
oferecidos algoddes embebidos com solu¢ao de sacarose a 70% para a alimentagéo
dos insetos durante o deslocamento.

O transporte dos flebotomineos deu-se em gaiolas dentro de caixas de isopor,
tendo controlados a temperatura e a umidade. No laboratério as fémeas de
flebotomineos foram inativadas em baixa temperatura e separadas em pools de 10
fémeas para identificacdo de espécie e posterior processamento.

Figura 12 - Modelo de armadilha luminosa do tipo CDC utilizada para capturas de
flebotomineos no municipio de Timbauba-PE.

Fonte: acervo pessoal.
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Figura 13 - Instalagcdo e remogao de armadilhas do tipo CDC com captura de
flebotomineos.

Fonte: Acervo pessoal.

4.4.3.1 Preparagdo, Montagem e Identificagdo dos flebotomineos

A preparacdao e montagem dos flebotomineos foi realizada utilizando-se
balsamo do Canada para os machos e liquido de Berlese para as fémeas
(LANGERON 1949, modificada). A utilizagdo do balsamo para montagem dos
machos se justifica pela durabilidade da preparagéo, enquanto o liquido de Berlese
para fémeas possibilita 0 exame das estruturas internas com maior nitidez, devido a
sua menor refringéncia.

Foi utilizada como carater taxondmico na identificagao especifica das fémeas,
a visualizacido das espermatecas e do cibario, mantendo no momento da dissec¢ao
a parte ventral da cabecga voltada para cima. Para os machos foram utilizadas as
caracteristicas do tergo final do abdébmen, como sua genitalia. Em ambos as
caracteristicas das cabecas também foram observadas. A identificacdo especifica
dos flebotomineos seguiu com a observagao por microscopia o6tica de caracteres
morfoldgicos internos e externos, seguindo as chaves e a classificagdo proposta por
Galati (2014).
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4.5 Deteccao da infeccao natural de flebotomineos por L. braziliensis

4.5.1 Extragéo de DNA das fémeas capturadas

As fémeas foram dispostas em pools contendo no maximo dez espécimes da
mesma localidade e data de coleta. Entdo foram colocadas em tubos contendo RNA
Later e armazenadas a -20 °C, para a realizagao da extracado de DNA e posterior
PCR para pesquisa de DNA de L. braziliensis

A extracdo de DNA dos pools de flebotomineos seguiu o protocolo de Casaril
et al. (2017), sendo assim, fémeas de fleb6tomos foram maceradas em dodecil
sulfato de sodio a 20% (SDS) e 200 uL de Tris-EDTA (TE).

Em seguida, foram acrescentados cinco microlitros (5 pL) de proteinase K (20
mg/mL) e o conteudo homogeneizado por vortex durante 1 min. Seguiu-se a
incubacdo em banho seco a 42 °C por 24 h. Posteriormente 200 uL de
fenol/cloroférmio/alcool-isoamilico (25:24:1) foram adicionados as amostras, em
seguida centrifugadas a 12.000 rpm durante 5 min e a fase aquosa contendo o DNA
foi coletada e colocada em outro tubo. Vinte microlitros (20 pL) de acetato de sodio
3M e 400 pL de etanol (100%) gelado foram adicionados e os tubos foram incubados
overnight a -20 °C.

As amostras foram centrifugadas durante 10 min a 12.000 rpm, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado, e o pellet lavado com 500 pL de etanol a 70%. Em
seguida, as amostras foram novamente centrifugadas durante 10 min a 12.000 rpm,
e a 4°C, o sobrenadante descartado e apdés a evaporacdo do etanol restante a
temperatura ambiente, as amostras foram ressuspendidas em 50 pyL de TE (1x) e
armazenadas a -20 °C.

ApOs a extracado foi realizada a dosagem de moléculas de DNA nas amostras
extraidas, verificando a presencga, concentracdo e qualidade do material extraido.
Para este procedimento foi utilizado o espectrofotdbmetro de microvolume
Nanodrop®-1000.
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4.5.2 Real time PCR para detectar a infec¢do natural de flebotomineos por L.

braziliensis.

Para a identificagdo da infecgao por Leishmania (Viannia) braziliensis utilizou-
se o material molecular obtido das fémeas de flebétomo por Real Time PCR. A
amplificacdo de DNA extraida do pool de fémeas de flebétomos foi realizado a partir
de um fragmento de 138pb de minicirculos de kinetoplastos (kDNA) (PAIVA
CAVALCANTI et al., 2013) que tem como alvo o subgénero Viannia, onde o KDNAf
caracteriza-se por 22 pares de base com razdo CG de 63.6%
(ATGCCTCTGGGTAGGGGCGTTC), enquanto que o kDNAr1 caracteriza-se por 21
pares de base com razdo CG de 61.9% (GGGAGCGCGGCCCACTATATT) (acesso
Genbank: U19807.1). As reagdes foram realizadas em duplicata, contendo 25 pL de
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems®), 1 uyL de cada primer na
concentracao de 5 pmol/uL, além de 21 pyL de H20 Millig e 2 yL do DNA da amostra
em um volume final de 50 uL.

As amostras foram amplificadas em aparelho termociclador (Techne Thermal
cycler TC - 412), com desnaturagao inicial a 95°C por 5 min, sendo seguido por 40
ciclos de 95°C por 15 s para desnaturacao, 60°C por 1min para anelamento, 72°C

por 30 s para extensao mais 72°C por 5 min para extensao final.

4.6 Dados para geoprocessamento

As coordenadas geograficas foram obtidas através do navegador portatil GPS
Garmin® eTrex Venture HC durante as instalagbes das armadilhas para captura dos
flebotomineos e nas residéncias de individuos positivos para LTA. Os dados obtidos
foram transferidos para o software Microsoft Excel 2016® para criagao de banco de
dados. O software livre QGIS 3.10 (QGIS Development Team, 2020) foi empregado
para as analises geoespaciais.

Os dados cartograficos e ambientais foram obtidos das bases de dados do
IBGE. O sistema de referéncia geodésica SIRGAS 2000 (Sistema de Referéncia
Geocéntrico para as Américas) foi o sistema de coordenadas utilizado para
representar caracteristicas terrestres geométricas ou fisicas. O SIRGAS é um

sistema de referéncia geodésico que permite o desenvolvimento de atividades
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praticas e cientificas que necessitem de determinacao precisa de coordenadas, de
navegacao e de investigagdo em geociéncias.

A area de vegetagado nas proximidades dos casos de LTA e das capturas de
flebotomos foram identificados por satélite Landsat 8, sensor OLI, em 27 de agosto
de 2018 (fonte: earthexplorer.usgs.gov/), usando vegetacdo de diferenca
normalizada variando entre -1 (menor quantidade de vegetagcdo) e +1 (maior

quantidade de vegetacéo).

4.7 Analises estatisticas

Para o artigo 1: Foi utilizado o estimador ndo paramétrico (que ndo depende
de parametros populacionais) de densidade de Kernel, que ndo tem valor estatistico,
no entanto, permite estimar o numero de eventos por unidade de area
compreendendo a regido do estudo. Foi aplicado para fins de descricdo da amostra
de individuos diagnosticados com LTA, onde foi definido uma largura de banda de
500 metros, a fim de avaliar o mapa de calor nas areas de estudo. Para a
comparagcao das frequéncias obtidas com a captura e identificagdo dos
flebotomineos foi utilizado o teste de Qui-quadrado, que permite fazer a comparagéao
da distribuicdo de eventos, avaliando se as propor¢des observadas destes eventos
mostram ou n&o diferengas significativas ao nivel de 5%.

Para o artigo 2: Os dados coletados foram tratados no software Microsoft
Excel®, para o tratamento estatistico foi utilizado o software BioEstat® 5.0. O
software TerraView 4.2.2% foi utilizado para a obtencdo dos indicadores locais de
autocorrelacado espacial, os mapas de espalhamento de Moran, além do calculo do
indice global de Moran.

4.8 Aspectos éticos

Artigo 1: O estudo esta licenciado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da Fundacédo Oswaldo Cruz (CEP/IAM/FIOCRUZ) sob o numero
CAAE 59093316.0.000.5190 (ANEXO C) e de acordo com os principios da
Declaragao de Helsinki, 1964, e revisado em 1975, 1983, 1989, 1996, e 2000. Todos
os individuos participantes da pesquisa foram esclarecidos quanto ao procedimento
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realizado e uso dos dados para pesquisa, havendo concordancia, eles leram e
assinaram termo de consentimento.

Artigo 2: Este estudo se enquadrada na resolugcéo n° 510 de 07 de Abril de
2016 do Conselho Nacional de Saude do Brasil por se tratar de uma pesquisa com
fonte oriunda de banco de dados onde suas informagdes sdo agregadas sem a
possibilidade de identificagdo de individuos, justificando a auséncia do parecer do

Comité de Etica em Pesquisa em humanos.



54

5 RESULTADOS

5.1 MAPA DE RISCO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA EM UMA
AREA RURAL: CASOS HUMANOS E ECOLOGIA DE FLEBOTOMINEOS NO
NORDESTE DO BRASIL.

Introducgao

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), doenca negligenciada de
acordo com a Organizagcdo Pan-Americana de Saude (PAHO) (PAHO, 2019), é
endémica em 87 paises apresentando uma incidéncia de 1,2 milhdes de novos
casos por ano (GUPTA, P. S.; SONI; GUPTA, A., 2016; PAHO, 2019). No Brasil, em
2017 a incidéncia da LTA foi de 17,7 casos/100.000 hab (PAHO, 2019), segundo o
Ministério da Saude (BRASIL, 2019) a regiao norte do pais contribui com 37% do
total de casos tendo os coeficientes mais elevados (73,3 casos/100.000 hab.),
enquanto o nordeste do Brasil aparece com incidéncia de 18,8 casos/100.000 hab.

Nas regides Norte e Centro-Oeste, areas com intensiva atividade agricola
bem como areas de intenso desmatamento coincidem com os locais de maiores
numeros de casos (BRILHANTE et al., 2017; ZEILHOFER et al., 2008). Na regiao
Nordeste outros fatores também estao relacionados com a alta incidéncia da LTA,
como a agricultura familiar e a criagdo de animais nas proximidades das residéncias
(ARAUJO et al., 2016; PEDROSA; XIMENES, 2009). Pernambuco, situado na regiao
Nordeste do Brasil, tem 34% de seus municipios endémicos para a ATL, entre estes
esta o municipio de Timbauba (BRASIL, 2017), onde Araujo et al (2016), mostraram
que a presencga de animais domésticos no peridomicilio e a atividade econémica
eram fatores de risco para a transmisséo da leishmaniose tegumentar em Timbauba.

A LTA é causada por protozoarios do género Leishmania, em Pernambuco a
espécie causadora €& a Leishmania (Viannia) braziliensis (MARTINS;
ALEXANDRINO; GUIMARAES, G., 2010), no entanto outras espécies também ja
foram descritas no Estado, como Leishmania (L.) amazonenses, Leishmania (V.)
guyanensis, Leishmania (L.) mexicana, Leishmania (V.) shawi, Leishmania (V.)
lainsoni, Leishmania (V.) naiffi (MORAIS et al., 2016).

Os vetores da LTA nas Américas sao os flebétomos pertencentes a tribo
Phlebotomini, que inclui espécies dos géneros Lutzomyia spp., Nyssomyia spp.,

Brumptomyia spp. e Migonemyia spp. (SALES et al., 2019). Sendo os flebotomineos
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desses géneros implicados com a transmissdao da Leishmania braziliensis em
diferentes regides do Brasil. Em Pernambuco, a Nyssomyia whitmani é implicada
como o principal vetor da LTA (BRANDAO-FILHO et al., 2011) sendo considerada
uma espécie adaptada ao peridomicilio e areas de remanescentes de floresta
(BRANDAO-FILHO et al., 2011). Outro flebotomineo também foi implicado como
vetor da leishmaniose tegumentar em Pernambuco, porém em éarea de floresta
densa, caso da Lutzomyia choti (DANTAS-TORRES et al.,, 2017). O vetor da
leishmaniose visceral, a Lutzomyia longipalpis, também €& encontrada no Estado
(SILVA et al., 2014), assim como a Migonemyia migonei (CARVALHO et al., 2010;
SILVA et al., 2014), que é implicada como vetor da L. braziliensis (RANGEL,;
LAINSON, 2009) e tem sido apontada como possivel vetor da L. infantum
(CARVALHO et al., 2010; GUIMARAES et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016).
Outro parametro que auxilia no esclarecimento da dinAmica da LTA em uma
regido € a determinacédo da taxa de infecgcdo natural de flebotomineos por
Leishmania spp., auxiliando assim, no mapeamento das areas de maior risco de
transmissao. Todavia, para essa determinacdo a utilizacdo de técnicas de PCR
supera a utilizacao da disseccao de flebotomineos pois tem maiores sensibilidade e
especificidade, por identificar apenas uma célula amastigota de Leishmania em
amostras testes (CASARIL et al., 2017). A taxa de infecgdo natural de flebotomineos
também pode ser usada como indicativo da implicagdo de alguma espécie de
flebétomo na transmissdo (DANTAS-TORRES et al, 2017). Esta detecgéo
conjuntamente com a distribuigdo espacial e identificagdo das espécies envolvidas é
de suma importancia para a busca do controle nas areas endémicas (DANTAS-
TORRES et al., 2017; DETONI et al., 2019; SOARES; GARCEZ; NETO, 2010).
Segundo Piraja e Lucheis (2014), medidas como a identificagdo das possiveis
espécies de flebotomineos de importancia médico-sanitaria e 0 monitoramento das
alteracbes de comportamento das principais espécies de flebotomineos, em relagao
aos seus ecotopos naturais, sdo de grande importancia, e certamente contribuirdo
para o controle das leishmanioses. Desta forma, objetivou-se utilizar a analise
espacial para o mapeamento dos casos humanos de LTA e correlacionar com
estudos ecologicos dos vetores em uma area endémica rural no Estado de

Pernambuco.
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Métodos

Area de estudo

Timbauba esta situada na area de Mata Atlantica no norte de Pernambuco e
distante 98 km da capital Recife. Sua populacdo estimada em 2020 pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) € de 50.956 habitantes e possui uma
area territorial de 298,51 km? 2",

O municipio esta inserido na mesorregidao Mata e na Microrregido Mata
Setentrional do Estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil, com latitude
07°30’19” Sul e longitude 35°19'06” Oeste, composto pelos distritos de Livramento
do Tiuma, Timbauba e Cruangi. O distrito de Timbauba é a area de maior
povoamento do municipio, considerada a zona urbanizada. O distrito de Tiuma é a
segunda area mais povoada do municipio e ainda é composto por grandes areas de
criacao de bovinos. O ultimo distrito, o de Cruangi, € a area mais rural do municipio
e aqui estdo as areas de agricultura familiar, sobretudo com o cultivo de banana, e
os engenhos com o cultivo de cana-de-agucar, principal atividade econémica do

municipio e circunvizinhancgas.

Busca ativa de casos humanos

O estudo foi realizado no periodo de janeiro/2018 a dezembro/2019. Os
individuos suspeitos de terem LTA foram recrutados para este estudo por meio da
demanda espontanea do sistema de saude do Municipio, com auxilio dos agentes
comunitarios de saude dos Posto de Saude da familia da localidade. Como critério
para o recrutamento dos pacientes utilizou-se a presenca de lesdes sugestivas de
LTA. Ap6s a avaliagdo clinica, os individuos suspeitos de terem LTA, eram
encaminhados para coleta de amostra de sangue que serviria para o diagnostico
sorologico. A confirmagdo laboratorial foi obtida usando a técnica de
imunofluorescéncia (IFl) (Biomanguinhos® kit de leishmanioses humanas), onde
titulos a partir de 1:40 eram considerados positivos, de acordo com as
recomendacgdes do Ministério da Saude do Brasil. Caso recusassem a participacao
no estudo, os pacientes teriam o seu diagndstico, acompanhamento e tratamento

garantidos.
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Coleta e identificagao de flebotomineos

Flebotomineos foram coletados em ambientes intra e peridomicilio de
residéncias com casos ativos ou relatados de LTA no distrito de Cruangi, Timbauba,
no periodo de janeiro/2018 a dezembro/2019 mensalmente, utilizando-se armadilhas
do tipo CDC. As armadilhas foram colocadas sempre as 17h e retiradas apos 12h.
Neste momento, foram retirados os insetos flebotomineos das armadilhas com o
auxilio de capturadores manuais de Castro e transferidos para gaiolas devidamente
identificadas, onde foram oferecidos algodées embebidos com uma solugdo a 70%
de sacarose para alimentagao dos insetos, e em seguida transportados para serem
analisados no Laboratério de Mutagénese e Leishmaniose/Departamento de
Parasitologia/FIOCRUZ.

ApoOs serem anestesiados a -20 °C por 1 minuto, os flebotomineos foram
separados para identificacdo de espécie e posterior processamento para extragao
de DNA. A preparagdo e montagem dos flebotomineos em lamina foi realizada
utilizando-se balsamo do Canada para os machos e liquido de Berlese para as
fémeas. A identificagdo especifica dos flebotomineos seguiu com a observagao por
microscopia otica de caracteres morfolégicos internos e externos, seguindo as
chaves e a classificagao proposta por Galati (2014). As fémeas dos flebotomineos,
de todas as espécies identificadas, foram separadas para posterior investigagéao

molecular quanto a infec¢do por leishmania.

Deteccao da infec¢cao natural de flebotomineos por Leishmania (Viannia)
braziliensis

As fémeas foram dispostas em pools contendo 10 (dez) espécimes da mesma
espécie, da mesma localidade e data de coleta. Nao sendo utilizadas para esta
etapa fémeas com ingurgitacao recente. Foram colocadas em tubos contendo RNA
Later e armazenadas a -80°C. A extragcdo do DNA dos pools de flebotomineos
seguiu o protocolo de Casaril et al. (2017), sendo assim, as fémeas de fleb6tomos
foram maceradas com dodecil sulfato de sédio a 20% (SDS) e 200 pL de Tris-EDTA
(TE), em seguida, foram acrescentados 5 uyL de proteinase K (20 mg/mL) e
incubados em banho seco a 42°C por 24 h. Posteriormente, foram adicionados
fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico (25:24:1), acetato de sodio 3M e etanol. As
amostras foram ressuspensas em 50 pL de TE (1x) e armazenadas a -20°C. Apds a
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extracdo foram avaliados a concentragcdo e qualidade do material extraido com o
espectrofotdbmetro de microvolume Nanodrop®-1000.

Para a identificagdo da infecgao por Leishmania (Viannia) braziliensis utilizou-
se o material molecular obtido das fémeas de flebétomo por Real Time PCR. A
amplificacdo de DNA extraida do pool de fémeas de flebétomos foi realizado a partir
de um fragmento de 138pb de minicirculos de kinetoplastos (kDNA) (PAIVA
CAVALCANTI et al., 2013) que tem como alvo o subgénero Viannia, onde o KDNAf
caracteriza-se por 22 pares de base com razdo CG de 63.6%
(ATGCCTCTGGGTAGGGGCGTTC), enquanto que o kDNAr1 caracteriza-se por 21
pares de base com razdo CG de 61.9% (GGGAGCGCGGCCCACTATATT) (acesso
Genbank: U19807.1). As reagdes foram realizadas em duplicata, contendo 25 pL de
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems®), 1 uyL de cada primer na
concentracao de 5 pmol/uL, além de 21 pyL de H20 Milliq e 2 yL do DNA da amostra
em um volume final de 50 uL.

As amostras foram amplificadas em aparelho termociclador (Techne Thermal
cycler TC - 412), com desnaturagao inicial a 95°C por 5 min, sendo seguido por 40
ciclos de 95°C por 15 s para desnaturacao, 60°C por 1min para anelamento, 72°C

por 30 s para extensao mais 72°C por 5 min para extensao final.

Geoprocessamento

As coordenadas geograficas foram obtidas através do navegador portatil GPS
Garmin® eTrex Venture HC durante as instalacbes das armadilhas para captura dos
flebotomineos e nas residéncias de individuos positivos para LTA. Os dados obtidos
foram transferidos para o software Microsoft Excel 2016® para criagdo de banco de
dados. O software livre QGIS 3.10 (QGIS Development Team, 2020) foi empregado
para as analises geoespaciais.

Os dados cartograficos e ambientais foram obtidos das bases de dados do
IBGE. O sistema de referéncia geodésica SIRGAS 2000 (Sistema de Referéncia
Geocéntrico para as Américas) foi o sistema de coordenadas utilizado para
representar caracteristicas terrestres geométricas ou fisicas.

A area de vegetagao nas proximidades dos casos de LTA e das capturas de
flebotomos foram identificados por satélite Landsat 8, sensor OLI, em 27 de agosto
de 2018 (fonte: earthexplorer.usgs.gov/), usando vegetacdo de diferenca
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normalizada variando entre -1 (menor quantidade de vegetagcdo) e +1 (maior

quantidade de vegetacéao).

Analise estatistica

O estimador nao paramétrico (que nao depende de parametros populacionais)
de densidade de Kernel ndo tem valor estatistico, no entanto, permite estimar o
numero de eventos por unidade de area compreendendo a regido do estudo. Foi
aplicado para fins de descrigdo da amostra de individuos diagnosticados com LTA,
onde foi definido uma largura de banda de 500 metros, a fim de avaliar o mapa de
calor nas areas de estudo. Para a comparacdo das frequéncias obtidas com a
captura e identificagdo dos flebotomineos foi utilizado o teste de Qui-quadrado, que
permite fazer a comparacgao da distribuicdo de eventos, avaliando se as propor¢des

observadas destes eventos mostram ou nao diferengas significativas ao nivel de 5%.

Aspectos Eticos

O estudo esta licenciado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Fundacdo Oswaldo Cruz (CEP/IAM/FIOCRUZ) sob o numero CAAE
59093316.0.000.5190 and in accordance with the principles of Declaration of
Helsinki, 1964, as revised in 1975, 1983, 1989, 1996, and 2000. Todos os individuos
participantes da pesquisa foram esclarecidos quanto ao procedimento realizado e
uso dos dados para pesquisa, havendo concordancia, eles leram e assinaram termo

de consentimento.

Resultados

Durante o periodo deste estudo, foram identificados 60 casos de LTA em uma
populacdo de 92 suspeitos. Dos casos, 33 (55%) eram do sexo masculino e 27
(45%) do sexo feminino. A taxa de incidéncia em cada ano do estudo foi de 56,9 e
60,8 casos por 100 mil habitantes. A maior parte dos acometidos pela LTA (53%)
eram da faixa etaria economicamente ativa, ou seja, dos 18 aos 59 anos de idade.
Foram encontrados casos de LTA em dois dos trés distritos do municipio de
Timbauba. No distrito de Cruangi (area rural) se concentraram a maior parte dos
casos (97%), enquanto o distrito urbano de Timbauba teve apenas 3% dos casos e 0
distrito de Tiuma ndo teve casos confirmados de LTA. As coordenadas geograficas

das residéncias (92 pontos geograficos) de todos os considerados suspeitos para
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LTA foram obtidas através do navegador portatil GPS, sendo utilizados nas analises
geoespaciais.

No mapeamento dos pontos da distribuicdo espacial dos casos confirmados
de LTA e dos negativados (figura 1A), estdo registrados a distribuicdo de todos os
suspeitos para a LTA no periodo de estudo. Neste mapa, observa-se a concentragao
de casos de LTA no distrito de Cruangi em uma area de divisa com a Mata Atlantica
e areas de grande vegetacdo, de acordo com o normalized difference vegetation
index (NDVI), que mostra a concentragéo de vegetagdo em um territorio baseado em
imagens de satélite (Landsat8/OLI, em 27 de Agosto, 2018. fonte:
earthexplorer.usgs.gov/). O NDVI varia de -1 para areas sem vegetacado a +1 para
areas de densa vegetagao.

O mapa de densidade Kernel (figura 1B), mostra os hotspots de casos de
LTA. Nesses pontos as areas mais “quentes”, identificados em coloracdo vermelha
no mapa, sao as consideradas como de maior chance de transmissao da LTA no
Municipio de Timbauba. Nesta figura, os hotspots para a LTA estdo na regido
cercada por vegetacao densa (NDVI) que coincide com as areas de fragmentos de
Mata Atlantica.

Na mesma area de concentracdo dos casos de LTA, foram capturados e
identificados 3.744 espécimes de flebétomos em 27 locais de captura (tabela 1),
todos localizados no distrito de Cruangi, Timbauba. Dos fleb6tomos coletados houve
a predominancia de machos (2.269; 60,6%) em relagdo as fémeas (1.475; 39,4%),
tendo uma razdo (M:F) de 1,54:1,00 (p<0,05). Dos espécimes capturados, foram
identificadas cinco espécies de flebotomineos coabitando esta area: Nyssomyia
whitmani, Migonemyia migonei, Evandromyia evandroi, Psychodopygus wellcomei e

Micropygomyia quinquefer.
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Figura 1 — Distribuicdo espacial dos casos confirmados de LTA (pontos vermelhos) e
dos suspeitos negativados para LTA (pontos azuis) no municipio de Timbauba,
Pernambuco. A - Mapa com (NDVI) onde os tons rosa correspondem as areas com
menor indice de vegetagao (-1) e os tons verdes as areas com maior indice de
vegetacao (+1); B — Mapa de calor (Kernel) dos casos de LTA no periodo de 2018 a
2019; C — Extensdo do municipio de Timbauba em falsa-cor RGB432.

-35.450 -35.400 -35.350 -35.300 -35.250 -35.200 -35.150

7450
052~

-7.500
0052

-7.550
055°¢-

Legenda

NDVI @ casos positivos de LTA

0092~

W 00755 @ Casos negativos de LTA
0.182

0289
0395 rosa

M o502 Landsatg/OLI
27 de Agosto, 2018.

352707 35150

+ Nuvensnas éreas em

A espécie mais frequente nas capturas foi a Ny. whitmani (p<0,05) com 3.167
fleb6étomos identificados sendo 1.825 machos e 1.342 fémeas e presente em todos
os pontos de coleta. A segunda espécie em frequéncia nas coletas foi a Mg.
migonei, também presente em todos os pontos de coleta (Tabela 2).

Apos a identificacdo da espécie, as fémeas dos flebotomineos, em um total
de 1.475 fémeas, foram separadas em pools de até 10 fémeas cada e analisadas
quanto a presenga de Leishmania (Viannia) braziliensis por meio de Real time PCR.
Destas amostras analisadas, obteve-se a positividade em 01 (um) pool de Ny.
whitmani, do local de coleta S26 (figura 2), que também foi o local onde foi coletado
o maior numero de flebétomos deste estudo. Por meio do Real time PCR encontrou-
se uma taxa de infecgdo natural minima por Leishmania (Viannia) braziliensis de
0,68 %.



Tabela 1 - Distribuicado por sitio de captura de flebotomineos no distrito de Cruangi,
Timbauba/PE.

Sitio Coordenadas geograficas Total por sitio
lat long
S1 -7.59649 -35.4097 258
S2 -7.59162 -35.41026 251
S3 -7.59136 -35.40908 74
S4 -7.5856 -35.41901 11
S5 -7.59572 -35.41089 224
S6 -7.59382 -35.41533 49
S7 -7.59046 -35.41963 10
S8 -7.59136 -35.40908 271
S9 -7.59013 -35.42019 229
S10 -7.58822 -35.41427 11
S11 -7.59485 -35.4119 29
S12 -7.59188 -35.42132 634
S13 -7.5908 -35.4208 62
S14 -7.59036 -35.42014 49
S15 -7.58739 -35.42169 32
S16 -7.58709 -35.42174 34
S17 -7.58766 -35.41754 36
S18 -7.58939 -35.41768 42
S19 -7.59251 -35.41852 48
S20 -7.59171 -35.41879 49
S21 -7.5908 -35.41914 34
S22 -7.58495 -35.41606 262
S23 -7.58467 -35.41406 14
S24 -7.58353 -35.41204 5
S25 -7.58009 -35.40931 9
S26 -7.59052 -35.4196 1.008
S27 -7.59263 -35.40951 9
Total 3.744

Tabela 2 - Distribuicao por espécie e sexo de flebotomineos capturados no distrito
de Cruangi, Timbauba/PE.

Fémeas Machos Total
Espécies

n % n % n %
Nyssomyia whitmani 1.342 424 1825 57,6 3.167 84,59
Migonemyia migonei 119 23,4 390 76,6 509 13,60
Evandromyia evandroi 10 19,6 41 80,4 51 1,36
Psychodopygus wellcomei 04 26,7 11 73,3 15 0,40
Micropygomyia quinquefer 00 00 02 100 02 0,05
Total 1475 394 2269 60,6 3.744 100
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Figura 2 — Distribuicdo espacial dos pontos de coleta de flebotomineos no distrito de

Cruangi, Timbauba.
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Discussao

Durante o periodo do estudo no municipio de Timbauba foram registrados 92
individuos suspeitos para LTA e destes, 60 individuos foram diagnosticados como
casos positivos. Em cada ano do presente estudo houve uma incidéncia minima de
56.9 casos/100.000 hab. Com esta incidéncia, Timbauba encontra-se com mais que
o dobro da média nacional, registrada em 22.94 casos/100.000 hab. e com trés
vezes mais que a média da regido Nordeste que é de 18.8 casos/100.000 hab.
(BRASIL, 2017). Esses dados indicam uma endemia ativa com caracteristicas
predominantes de casos em populagdo da faixa etaria economicamente ativa (18 a
59 anos de idade) e em area rural do municipio, corroborando com dados de estudo
anterior, também realizado em Timbauba, que no periodo de 2012 a 2014, também
encontraram predominancia de casos nesta mesma faixa etaria (ARAUJO et al.,
2016). Segundo Detoni et al. (2019), essa predominancia de casos na faixa etaria
adulta pode levar a um impacto negativo na economia do municipio, principalmente
em municipios de economia rural, que conforme estudo de Araujo et al. (2016), € o
caso de Timbauba.

Teoricamente, esse ambiente de trabalho esta mais proximo dos habitats de
flebotomineos, o que segundo Araujo et al. (2016), aumentaria suas chances de

serem infectados. Por outro lado como evidenciado neste estudo, 45% dos casos de
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LTA foram de mulheres, indicando que a transmissdo também ocorre no
peridomicilio, podendo ser devido ao fato de que nessas areas rurais de Timbauba,
as mulheres trabalham na prépria residéncia e em seu entorno (ARAUJO et al.,
2016). Em estudo realizado no municipio de Corte de Pedra na Bahia, numa série
histérica de 20 anos entre 1988 a 2008, Jirmanus et al. (2012) encontraram como
caracteristicas para a LTA a predominancia de adultos e trabalhadores rurais, com
um detalhe de que nos ultimos anos do estudo os casos estavam crescendo mais
nas areas urbanas, possivelmente pela adaptagao dos flebétomos a novos habitats.
Em concordancia com este estudo estdo as caracteristicas gerais da LTA, no
entanto em Timbauba o carater urbano da LTA ainda nao foi estabelecido.

Como demonstrado no presente estudo, as analises espaciais, com 0os mapas
de casos de LTA com NDVI e o mapa de calor (Kernel), mostraram que a
distribuicdo dos casos de LTA no municipio estudado ocorreu de forma nao
homogénea, com clusters de casos possivelmente relacionados a fragmentos de
Mata Atlantica. Evidenciando que a transmissdo ocorre em areas proximas a esses
fragmentos de Mata Atlantica onde ha povoamento limitrofe. Esta analise corrobora
com o que foi descrito por Veiga Gongalves (2019), em um estudo realizado em trés
municipios do Para, relacionando a analise espacial com fatores de risco para a
LTA, onde também encontrou concentragdo de casos proximos a areas degradadas
de florestas. A proximidade com fragmentos de Mata Atléntica também ja foi descrita
por Pedrosa e Ximenes (2009) como um fator de risco para a LTA em estudo
epidemiologico de caso-controle realizado no Estado de Alagoas e em estudo
ecolégico de flebotomineos feito em Paudalho, Pernambuco, Miranda et al. (2015)
observaram o risco maior de transmissdo nos individuos que trabalhavam ou
habitavam areas préximas a fragmentos de Mata Atlantica.

Os casos de LTA em Timbauba concentram-se no distrito de Cruangi, area
rural do municipio, tendo residéncias distantes uma das outras em mais de 500
metros, segundo a observacgédo dos autores, e com ocupagdo desordenada, que ao
longo dos anos, provavelmente se tornou condicionante ao desenvolvimento dos
ciclos de transmissdao da doenca. A distancia entre as residéncias ja foi descrita
como fator de risco para a LTA em Timbauba, em um estudo de caso-controle, feito
por Araujo et al (2016), que analisou diversos fatores de risco para esta doencga,

relatando que essa distancia limita as op¢des de alimentagcdo do fleboétomo, o que
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por consequéncia aumenta a possibilidade de se alimentar diversas vezes do
mesmo individuo, aumentando as chances de infecgao.

No presente estudo, dos 3.744 fleb6tomos capturados, foram identificados
cinco espécies de géneros diferentes. Outros estudos de ecologia de flebotomineos
realizados no estado de Pernambuco, encontraram uma diversidade maior de
espécies. Dantas-torres et al. (2017) capturaram 24.606 flebétomos distribuidos por
25 espécies entre julho/2012 a julho/2014 em reserva militar em Mata Atlantica;
Miranda et al. (2015) capturaram 5.167 flebotomos distribuidos em 19 espécies entre
maio/2009 e maio/2014 no municipio de Ipojuca e Silva e Vasconcelos (2005)
capturaram 1.173 fleboétomos distribuidos por 11 espécies diferentes entre
outubro/1999 a outubro/2000, na cidade do Recife, também em fragmento de mata
atlantica; em comum nesses estudos esta o fato de a maior parte das armadilhas de
captura terem sido colocadas dentro de fragmentos de florestas, longe das
residéncias, diferentemente de nosso estudo, onde as armadilhas foram postas
apenas em domicilios e peridomicilios, e nenhuma dentro do fragmento de Mata
Atlantica.

Ainda nesses mesmos estudos (DANTAS-TORRES et al., 2017; MIRANDA et
al., 2015; SILVA ; VASCONCELOS, 2005) a coleta no peridomicilio foi escassa,
enquanto que neste estudo obteve-se abundante coleta de flebotomineos no
peridomicilio. Baseado nessas informacdes, € interessante notar que quanto mais o
ambiente é natural, ou seja, composto de abundante vegetagdo nativa, mais ha
diversidade de espécies de flebétomos. Enquanto que apenas as espécies mais
especializadas, que segundo Rangel e Lainson (2009) séo aquelas que tém atracéo
pelo ser humano como fonte hematofaga e em quem a Leishmania consegue se
reproduzir, sdo as que sobressaem no peridomicilio.

Obteve-se neste estudo uma taxa de infecgao natural de 0.68%, em um pool
com dez fémeas de Ny. whitmani corroborando com dados da literatura como os de
Michalsky et al. (2011) com taxa de 3,9% em Jarnauba-MG, Oliveira-Pereira et al.
(2006) com taxa de 1,25% em Buriticupu-MA e Pereira Junior et al. (2015) com taxa
de 0,3% em Tefé-AM, que encontraram valores entre 0,3 e 4,0%. A taxa de infecgéo
natural torna-se importante por causa da abundancia da Ny. whitmani na regiao e
por ser essa espécie um vetor reconhecidamente competente (RANGEL; LAINSON,
2009).
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No presente estudo, o pool de fleb6tomos de Ny. whitmani achado positivo no
Real time PCR coincide com o local onde foram capturados mais espécimes de
flebotomineos e o sitio de captura coincide com a area de hotspots do mapa de calor
(Kernel) encontrado para os casos humanos de LTA.

Observagdes baseadas em dados epidemioldégicos e/ou experimentais
sugerem ou incriminam algumas espécies de flebotomineos como transmissoras das
leishmanioses, associadas as espécies de leishmania pertencentes aos subgéneros
Viannia e Leishmania. Porém, apenas algumas espécies tém sido consideradas
como importantes vetores, principalmente as espécies de flebotomineos do género
Lutzomyia, Nyssomyia e Migonemyia (RANGEL; LAINSON, 2009).

Para implicar uma espécie de flebotomo como vetor de uma regido é
necessario que preencha alguns requisitos que segundo Rangel e Lainson (2009)
sao abundancia, positividade e presenca em area de transmissao. Dantas-Torres et
al. (2017) usando dos mesmos critérios, implicaram a Lutzomyia choti como vetor da
LTA em fragmento de Mata Atlantica por ser o unico encontrado positivo para
Leishmania e por ser o mais abundante naquele estudo. Rangel e Lainson (2009)
também discutem que para uma espécie de flebétomo ser vetor € necessario que o
inseto tenha atragdo pelo ser humano como fonte hematéfaga e que a Leishmania
consiga se reproduzir em seu intestino, o que é fato para a Ny. whitmani

Das espécies que foram identificadas, trés sdo conhecidas por transmitir em
alguma regido o agente causador da LTA (Ny. whitmani, Mg. migonei, Ps. wellcomei)
(DANTAS-TORRES et al., 2017; RANGEL; LAINSON, 2009; SALES et al., 2019).
Apesar dessas espécies serem competentes para a transmissao da LTA, em nosso
estudo podemos atribuir a Ny. whitmani a responsabilidade pela transmissao da
Leishmania braziliensis no municipio de Timbauba, pela frequéncia encontrada
desta espécie no peridomicilio, pela positividade de DNA de L. braziliensis, por sua
abundante presenca nos focos de transmissao e pelas caracteristicas inerentes da
espécie, como sua atragao por realizar a hematofagia nos humanos.

Nos estudos de Detoni et al. (2019) e de Miranda et al. (2011), ambos em
centros urbanos como Londrina-PR e Governador Valadares-MG, a urbanizacao da
LTA foi descrita, porém sem a identificacdo da espécie de flebotomo vetora.
Semelhantemente, no estudo de Santos et al. (2009), realizado em Maringa-PR, em
um distrito urbano, a Ny. whitmani foi identificada com suspeita de estar realizando a

hematofagia até em periodos diurnos, o que pode servir de alerta para Timbauba
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quanto a urbanizagao da doenca, pois identificamos essa mesma espécie como o
principal vetor da LTA na area rural do municipio.

O acompanhamento dos casos e a producdo de mapa de risco da
leishmaniose tegumentar americana no municipio de Timbauba colabora na
evolucdo do conhecimento da doenca na area, bem como fornece dados que
demonstram claramente os focos da doencga. A vigilancia sobre as espécies de
fleb6tomos que atuam no ciclo da LTA esclarece como a dindmica da transmissao
ocorre e mantem o alerta para o possivel aparecimento de outras espécies de

flebdtomos.
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5.2 SERIE TEMPORAL E ANALISE ESPACIAL DE CASOS DE LEISHMANIOSES
VISCERAL E TEGUMENTAR DO ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL —2009 A
2018.

Introducgao

E estimado que no mundo 350 milhdes de pessoas estejam sob risco de
contrair leishmaniose e que ha 2 milhées de novos casos por ano (RUIZ-POSTIGO;
GROUT; JAIN, 2020). No periodo de 2001 a 2017 o Brasil reportou 98% dos casos
de LV de toda a América, que apresentou um total de 59.769 novos casos, tendo
uma média de 3.516 casos por ano (PAHO, 2019). No mesmo periodo, 940.396
novos casos de LTA foram notificados em toda a América, com uma média anual de
55.317 casos (PAHO, 2019).

A LV encontra-se estabelecida aos ambientes urbanos e rurais, e esta
presente em todas as regides do Brasil, tendo uma incidéncia média nacional de 1,8
casos/100 mil habitantes e uma incidéncia média de 3,2 casos/100 mil habitantes na
regidao Nordeste (BRASIL, 2020). Sendo uma doencga grave e sistémica, a LV deve
ser monitorada visando a prevengéo, vigilancia e controle (Bl et al., 2018).

Outro agravante da LV é a coinfec¢do com o HIV, no Brasil a incidéncia desta
coinfecgédo aumentou de 0,7% em 2001 para 8,5% em 2012 (LINDOSO et al., 2016).
A coinfecgao esta associada a altas falhas iniciais no tratamento, recidivas, efeitos
toxicos dos medicamentos e mortalidade (LINDOSO et al., 2016).

O Brasil esta entre os cinco paises com maior numero de casos de LTA nas
Américas, destacando-se as regides Norte e Nordeste (BRASIL, 2017). Entre 1990 e
2011, o Ministério da Saude (BRASIL, 2017) notificou taxas de incidéncia nos
estados variando entre 3,8 a 22,9 casos/100 mil habitantes e na regido Nordeste
uma incidéncia média de 18.8 casos/100 mil habitantes. Devido a sua ampla area de
endemicidade, a LTA é uma das afecgbes dermatolégicas que mais merece
atencao, pelo risco das lesdes provocarem deformidades incapacitantes, com reflexo
psicossocial e importante reflexo econdmico, sobretudo nos individuos afetados
(BEZERRA et al., 2018).

As analises baseadas em tendéncia temporal podem ser uteis na avaliacao
de estratégias e acgbes de vigilancia e controle em doengas endémicas, pois
permitem enxergar a dindmica da doenga ao longo do tempo em termos de
incidéncia, mortalidade e letalidade (BEZERRA et al., 2018; CAVALCANTE et al.,
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2020). Outra importante ferramenta de vigilancia é o Sistema de Informagéao
Geogréfica (SIG), baseado em geoprocessamento, usado para analisar padrdes
espaciais de distribuicdo de doencas, onde podem ser identificadas areas de risco,
fatores associados e indicar areas prioritarias para o desenvolvimento de agdes de
controle (CAVALCANTE et al., 2020; GUEDES et al., 2017).

A utilizacao dessas ferramentas permite estratificar o risco da doencga, que é
uma importante ferramenta de vigilancia, e proporciona um melhor conhecimento
sobre o problema de saude, e apoia os gestores e profissionais da saude na adogéo
de agdes e na priorizagdo de areas a serem trabalhadas (PAHO, 2019). Desta
maneira, estudos regionais, voltados para problemas locais tendem a ser
necessarios para o efetivo controle da leishmaniose.

De acordo com a literatura (ARAUJO et al., 2016; BRANDAO-FILHO et al.,
1999; LIMA et al., 2017; PESSOA-E-SILVA et al., 2019), boa parte dos municipios
de Pernambuco sdo endémicos para ambas as formas de leishmaniose, dentro
deste contexto esse estudo se debrugou em analisar pela primeira vez a tendéncia
temporal e espacial, em um periodo de 10 anos (2009 a 2018), esta endemia no

estado de Pernambuco, Brasil.

Material e métodos
Area de estudo

O estado de Pernambuco esta localizado na regido Nordeste do Brasil, tem
como capital a cidade de Recife, e possui um territério de 98.076,109 Km?, esta
limitado ao norte com os estados da Paraiba e Ceara, ao sul com os estados de
Alagoas e Bahia, ao oeste com o estado do Piaui, além de ser banhado pelo
Oceano Atlantico e possui uma populagdo estimada de 9.557.071 de habitantes
(IBGE, 2018).

Fonte e coleta de dados

O estudo foi realizado com dados secundarios, a partir do banco de dados do
Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN). Foram investigados
todos os casos confirmados de LV e de LTA do Estado de Pernambuco, Brasil,
notificados no periodo de 2009 a 2018. Foram usadas as informacdes
sociodemograficas de censo 2010, contidas no banco de dados do Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE.
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Variaveis do estudo

Foram analisados dois bancos de dados composto por 1.224 casos de LV, e
3.675 casos de LTA, e estudadas 05 variaveis extraidas dos mesmos. Foram
utilizadas as variaveis: sexo; idade (divididos por faixa etaria, criangcas 0 a 14 anos,
adolescentes 15 a 19 anos, adultos 20 a 59 anos e idosos > 60 anos); escolaridade,

forma clinica; coinfeccdo com HIV e evolugao do caso.

Analise dos dados

A incidéncia de casos foi calculada dividindo o numero de novos casos pela
populagao de todo o estado e multiplicando por 100.000. O coeficiente de letalidade
para LV foi obtido dividindo o numero de o6bitos pelo total de casos confirmados e
multiplicando por 100.

A correlagcédo espacial foi calculada através do indice de Moran global, que
permite identificar se ha dependéncia espacial entre os dados. O resultado do Moran
global é definido no intervalo de -1 a +1 com nivel de significancia de 5%, onde

havera correlacido espacial quando os resultados forem diferentes de 0.

Analise estatistica

Os dados coletados foram tratados no software Microsoft Excel®, para o
tratamento estatistico foi utilizado o software BioEstat® 5.0. O software TerraView
4.2.2® foi utilizado para a obtencdo dos indicadores locais de autocorrelacao
espacial, os mapas de espalhamento de Moran, além do calculo do indice global de

Moran.

Aspectos éticos

Este estudo se enquadrada na resolucao n° 510 de 07 de Abril de 2016 do
Conselho Nacional de Saude do Brasil por se tratar de uma pesquisa com fonte
oriunda de banco de dados onde suas informagbes sdo agregadas sem a
possibilidade de identificagdo de individuos, justificando a auséncia do parecer do

Comité de Etica em Pesquisa em humanos.

Resultados
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Os casos de LV e LTA obtidos pelos dados do SINAN foram usados em sua
totalidade para a analise das variaveis “sexo”, “forma clinica” (LTA) e “coinfecgao por
HIV" (LV). Para as variaveis “faixa etaria” e “escolaridade” foram retirados das
analises os dados indicados como em branco ou ignorado, por ndo contribuirem
para a analise objeto dessas variaveis. Na variavel “desfecho” foram retirados das
analises os dados indicados como em branco, ignorado e transferido, por ser
entendido que esses itens n&o contribuem para a verificagdo do desfecho da doenca
em Pernambuco.

Na tabela 1 observa-se que para a LV, a populacédo infectada tem como
caracteristicas principais a predominancia de individuos do sexo masculino, das
faixas etarias de criangas e de adultos, com predominancia da escolaridade ensino
fundamental, sem coinfec¢ao por HIV e tendo o desfecho cura como a caracteristica

predominante final.

Tabela 1 - Caracterizagado dos casos de LV e LTA no estado de Pernambuco, Brasil
no periodo de 2009 a 2018.

Varidvei Indicad LV LTA
ariaveis ndicadores . %) . %
Sexo Feminino 438 (35.78) 1.464 (39.84)
Masculino 786 (64.22) 2.211 (60.16)
0 — 9 anos (criancas) 535 (43.71) 443 (12.05)
. .. 10 — 19 anos (adolescentes) 126 (10.29) 725 (19.73)
Faixa etaria
20 — 64 anos (adultos) 504 (41.18) 2.128 (57.90)
> 65 anos (idosos) 59 (4.82) 379 (10.31)
Analfabeto 69 (14.02) 325 (13.91)
. E. Fundamental 335 (68.09) 1.749 (74.87)
Escolaridade E. Médio 77 (1565) 225 (9.63)
E. Superior 11 (2.24) 37 (1.58)
Forma Clinica Cuténea na na 3.553 (96.68)
Mucosa na na 122 (3.32)
. . Sim 76 (6.21) na na
ﬁf{,""fecg“ N&o 778  (63.56) na na
Ignorados 370 (30.23) na na
Cura 883 (87.51) 2682 (97.99)
Abandono do tratamento 5 (0.50) 42 (1.53)
Desfecho oy s : .
Obito/Leishmaniose 87 (8.62) 4 (0.15)
Obito /outras 34 (3.37) 9 (0.33)

n = numero de pacientes; na = ndo avaliado
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Na mesma tabela, observa-se a caracterizacao dos casos de LTA, com as
variaveis sexo masculino, adultos, ensino fundamental, forma cutanea e desfecho de
cura sendo predominantes para este tipo de leishmaniose em Pernambuco, no
periodo estudado.

Na figura 1A observa-se o cruzamento das variaveis faixa etaria e sexo para
LV. Pode-se perceber o aumento da prevaléncia do sexo masculino na faixa de
idade adulta, tendo na faixa de idade de criangas uma semelhancga na proporgao dos
sexos. Na figura 1B tem-se o grafico do cruzamento das variaveis faixa etaria e sexo
para a LTA, que apresenta uma diferenga estatistica para a faixa etaria de adultos
em relagéo a criangas e idosos com p<0,05 na analise de variancia entre as médias
das populacdes nas faixas etarias, tendo também uma maior prevaléncia aparente

do sexo masculino.

Figura 1 — Faixa etéaria versus sexo para LV (A) e LTA (B)
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Figura 2 - Incidéncia e incidéncia por regresséo linear da leishmaniose visceral por

ano (A) e por sexo e ano (B) no estado de Pernambuco, no periodo de 2009 a 2018.
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Na figura 2A observa-se uma linha de tendéncia que evidencia o aumento na
taxa de incidéncia de LV no estado ao longo do periodo estudado com um R?
relativamente alto (0,67 p<0,05). Destacam-se um aumento brusco da taxa de
incidéncia que houve entre os anos de 2013 a 2014 indo de 0,73 casos/100 mil hab.
a 1,77 casos/100 mil hab., seguido de uma leve diminui¢do da taxa de incidéncia em
2016 (1,23 casos/100 mil hab.), com novo aumento em 2017 (1,93 casos/100 mil
hab.).

Também é apresentada na figura 2 a incidéncia de LV no estado de
Pernambuco por ano e por sexo e a razao das taxas dos sexos masculino e
feminino. Verifica-se que a taxa de incidéncia de LV entre pessoas do sexo
masculino tem o mesmo comportamento das do sexo feminino durante os anos em
estudo, porém a incidéncia no sexo masculino é superior em todos os anos. No que
se refere ao R?, observa-se um valor relativamente alto com relagdo a modelagem
das taxas de LV entre pessoas do sexo masculino (0.68 p<0,05), e para a taxa entre
as pessoas do sexo feminino o valor obtido foi de 0,50 (p<0,05).

A LTA em Pernambuco, no periodo estudado, apresenta uma linha de
tendéncia que demonstra uma inesperada diminuicdo na taxa de incidéncia no
estado (Figura 3A) durante o periodo estudado, tendo um R? relativamente baixo
(0,34 p<0,05). No grafico da incidéncia da LTA em Pernambuco por ano e por sexo
(Figura 3B) observa-se o mesmo comportamento de incidéncia nos dois sexos, com
R? relativamente baixos (masculino: 0,39 p<0,05 e feminino: 0,26) com
predominancia do sexo masculino.

Na figura 4 tem-se os dados percentuais da relagdo dos casos com e sem
coinfeccdo com HIV. Observa-se que cerca de 10% dos casos ocorrem com
infeccdo com HIV, tendo uma leve diminuigdo dessa porcentagem a partir do ano de
2014. No ano de 2015 houve apenas a notificacdo de 01 caso de coinfecgao,
voltando a normalidade das notificagdes em 2016. Nota-se que os dados estdo com
um viés na determinagdo da taxa de coinfec¢do, devido ao grande percentual de

casos onde foi ignorada esta informagéo.
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Figura 3 - Incidéncia e incidéncia por regressao linear da LTA por ano (A) e por sexo

e ano (B) no estado de Pernambuco, no periodo de 2009 a 2018.
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No periodo de 2009 a 2018, em Pernambuco, foram notificados 87 obitos
causados por leishmaniose visceral. Na figura 5 pode-se observar o grafico de
mortalidade comparada com as taxas de letalidade da LV. No ano de 2010 observa-
se uma taxa de letalidade maior que 14%, com uma abrupta diminuicdo no ano
seguinte (4.76%). Tendo o numero de casos aumentado nos anos seguintes e os
obitos também em contrapartida, a taxa de letalidade tendeu a permanecer abaixo
dos 10% dos casos, evidenciando uma diminuigdo em sequéncia da taxa de
letalidade nos anos de 2015 (10.7%) a 2018 (6.76%).

Figura 4 - Proporgdo de casos de coinfec¢cdo leishmaniose visceral — HIV em

Pernambuco, Brasil, no periodo de 2009 a 2018.
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Figura 5 - Numero de mortes e taxa de letalidade por leishmaniose visceral em
Pernambuco, Brasil, no periodo de 2009 a 2018.
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Figura 6 - Moran map da taxa de incidéncia de leishmaniose visceral em

Pernambuco, Brasil, no periodo de 2009 a 2018.
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Figura 7 - Moran map da taxa de incidéncia de leishmaniose tegumentar americana

em Pernambuco, Brasil, no periodo de 2009 a 2018.
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Na analise estatistica espacial, o indice global de Moran obtido para este
estudo no periodo de 2009 a 2018 para a LV em Pernambuco foi de | = 0,35
(p<0,01). Portanto, indica que ha correlagdo espacial positiva, demonstrando que os
municipios com LV sdo espacialmente dependentes, conforme o demonstrado na
figura 6. Os clusters foram identificados considerando a similaridade entre os
municipios e categorizados em grupos de alta incidéncia localizados na regiao oeste
do estado, mais precisamente no sertdo do Sdo Francisco e Central. Aglomerados
de baixa incidéncia encontram-se localizados na parte leste do estado, nas regides
das Matas norte e sul e regidao do Agreste meridional. Na regidao do sertdo também
estdo os municipios de baixa incidéncia que sao vizinhos aos de alta incidéncia,
caracterizando um risco estatistico. Neste estudo obtivemos apenas 1 (um)
municipio de relativa alta incidéncia perto de municipios com baixissimas
incidéncias, o municipio de Aguas Belas.

O indice global de Moran obtido para LTA em Pernambuco neste estudo no
periodo de 2009 a 2018 foi de | = 0,26 (p < 0,01). Na figura 7 observam-se os
clusters de alta incidéncia no leste do estado em municipios das regides da Mata
norte e sul. Os aglomerados de baixa incidéncia encontram-se no oeste do estado
nas regides do Agreste e parte do Sertdo, tendo nessas areas municipios isolados

de alta incidéncia que s&o vizinhos a outros de baixa incidéncia.

Discussao

Verificou-se para a LV que o perfil de casos notificados foi o de pacientes do
sexo masculino, de faixas etarias de adultos e criancas, apenas com ensino
fundamental. Esse perfil de pacientes corrobora com os encontrados por Cavalcante
et al. (2020) para a LV, que encontraram em um estudo epidemioldgico temporal de
14 anos no estado do Cearda, também localizado na regido nordeste do Brasil, um
perfil de pacientes semelhantes, porém diferentemente, naquele estado, a faixa
etaria de criangas com até 5 anos foi a mais acometida pela LV.

No entanto em Pernambuco, no presente estudo, tanto a faixa etaria de
criangas como a de adultos tém percentuais de casos semelhantes, tal fato pode ser
atribuido ao tipo de ocupacao profissional exercido pelos adultos acometidos com a
LV, sendo a maioria relacionados a ocupagdes agricolas (CARDIM et al., 2016).
Todavia, quando comparados aos dados das Américas (PAHO, 2019), os resultados

de Pernambuco sdo semelhantes, onde os percentuais de casos das faixas etarias
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sdo proximas entre as faixas de idade de criangas e adultos (39,1% e 34,7%
respectivamente nas Américas).

Dos pacientes acometidos com a LTA em Pernambuco, no periodo deste
estudo, observou-se a prevaléncia maior no sexo masculino, adultos, com a forma
cutdnea da doenca e com apenas o ensino fundamental. Observou-se que ha uma
diferenga significativa entre os casos notificados na faixa etaria adulta e aqueles
notificados nas faixas de criancas e idosos, demonstrando que os adultos sao os
mais acometidos com a LTA em Pernambuco.

Araujo et al. (2016) no municipio de Timbauba, em um estudo de caso-
controle, trabalharam com o mesmo perfil de pacientes e encontraram forte
associacao entre a LTA e pessoas do sexo masculino. Jirmanus et al. (2012), numa
série historica de 20 anos entre 1988 a 2008, realizada no municipio de Corte de
Pedra na Bahia e Veiga Gongalves et al (2019), em um estudo de distribuicao
espacial de casos de LTA no Para entre 2012 a 2016, encontraram também o
mesmo perfil de pacientes para a LTA, e com significativa associagdo a pessoas do
sexo masculino, corroborando com o encontrado neste estudo e confirmando esta
caracteristica da LTA no Brasil de ser ligada mais fortemente ao sexo masculino.

Em ambos os tipos LV e LTA, a variavel escolaridade no nivel fundamental
aparece como mais predominante entre os casos notificados. Esses dados
corroboram com as caracteristicas de que a populacdo menos favorecida € a mais
acometida pelas doencas negligenciadas, principalmente as leishmanioses no Brasil
(ARAUJO et al., 2016; FURTADO et al., 2015; PAHO, 2017; PEDROSA; XIMENES,
2009).

Em Pernambuco, a incidéncia da LV aumentou de 0,79 casos/100 mil
habitantes em 2009 para 2,09 casos/100 mil habitantes em 2018. A incidéncia linear
com R?= 0,67 evidencia um crescimento preocupante da LV no estado. Dantas-
Torres e Brandao-Filho (2006), ao analisarem um periodo de 1990 a 2001
observaram um grande aumento na incidéncia a partir do ano 2000, onde a doencga
chegou a ser notificada em 78% dos municipios Pernambucanos, onde segundo os
autores, a maioria dos casos parece estar associada a pressao antrépica sobre o
ambiente e ocupacao desordenada do espaco fisico, tendo outro aspecto importante
a ser considerado, a capacidade de domiciliacdo do flebotomineo Lutzomyia
longipalpis, que pode ser encontrado em praticamente todo territério pernambucano.
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De forma inversa, a LTA em Pernambuco, no periodo de 2009 a 2018
apresentou uma incidéncia linear com tendéncia a diminuicdo dos casos, dado que
se repete para ambos os sexos. Estes achados corroboram com os encontrados por
Maia-Elkhoury et al. (2016), que avaliando as incidéncias de LTA para as Américas,
observaram no periodo de 2006 a 2011 uma tendéncia de diminui¢cao da infeccdo no
Brasil, segundo os autores, assim como alguns fatores podem ser responsaveis pelo
aumento da incidéncia da LTA, como o desmatamento, modificagdes no uso da
terra, aumento da migracdo, urbanizagdo, mudancga climatica, etc; esses mesmos
fatores em uma situagao inversa poderiam também ser os responsaveis pela
diminuicao da incidéncia.

No Brasil a coinfecgdo LV-HIV aumentou de 0,7% em 2001 para 8,5% em
2012 (LINDOSO et al., 2016). A coinfec¢ao da LV com o HIV, no presente estudo, foi
encontrada em 6,21% dos casos. Esses resultados diferem dos encontrados por
Araujo A.C., et al. (2016), no estado de Pernambuco, no municipio de Petrolina,
onde coinfecgdo com o virus da HIV ocorreu em 14,5% dos casos em um periodo de
2007 a 2013. Semelhantemente, nos dados consolidados para as Américas (PAHO,
2019), a percentagem de coinfecgdo para o ano de 2016 foi de 10,14%.
Considerando que nos dados deste estudo foram incluidos os pacientes que tiveram
a informacao sobre coinfecgao ignorada, € razoavel afirmar que a coinfecgao LV-HIV
em Pernambuco segue a tendéncia de até 10% dos casos, o que torna a vigilancia
epidemiologica ativa da LV necessaria na prevengao de maiores complicagbes na
evolugcao da doenca.

A taxa de letalidade da LV em Pernambuco variou de 14,29% em 2010 para
4,76% em 2011 e se estabilizando em 6,76% em 2018. Essa diminuicdo pode
indicar uma melhora no diagndstico e no tratamento especifico da LV. Essa
tendéncia € semelhante a de outro estudo recente de analise espacial da LV,
realizado no Ceara, onde Cavalcante et al. (2020) também perceberam essa
diminuicdo. Esses dados podem ser o reflexo dos esforgcos do ministério da saude
do Brasil em diminuir a letalidade da LV no Brasil, principalmente por ser mais viavel
do que tentar diminuir a taxa de incidéncia da doenga (CAVALCANTE et al., 2020;
WERNECK, 2016)

Varios estudos, como os de Guedes et al. (2010), Kawa et al. (2010), Cardim
et al. (2013, 2016), Furtado et al. (2015), Fontoura et al. (2016), Cardoso et al.

(2019) e Veiga Gongalves et al. (2019) realizaram analises por meio de técnicas de
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geoprocessamento para definir as areas de risco para ocorréncia de agravos e sua
relacdo com determinantes socioambientais.

O estudo de Cardim et al. (2016) ao analisar a expansao da leishmaniose
visceral em Sao Paulo, detectou que esta vem ocorrendo no sentido oeste-leste,
com destaque para o papel das rodovias neste processo. A analise espacial e
temporal demonstrou, em diferentes espacos e periodos, uma ciclicidade na
ocorréncia da doenga.

Em Pernambuco observou-se diferencas na ocupacao espacial nos dois tipos
de leishmaniose. Na LV observa-se correlagdo espacial positiva, pelo indice global
de Moran, e areas de maior prioridade na regido oeste do estado, no Sertdo do
estado e alguns municipios do Agreste. Ao todo foram identificados 18 municipios de
alta prioridade para a LV em Pernambuco. Os municipios com maior incidéncia
foram Salgueiro (234,04 casos/100 mil hab.), Carnaubeira da Penha (163,00
casos/100 mil hab.) e Santa Cruz (140,17 casos/100 mil hab.).

A andlise de autocorrelacdo espacial, por meio do indice Global de Moran,
apresenta associagéo espacial positiva (I > 0), ou seja, aponta indicios de que a taxa
de incidéncia de casos de leishmaniose em um municipio de Pernambuco, seja
correlacionada no espago com o valor médio da taxa de ocorréncias nos municipios
vizinhos (SAUDE, 2007).

Para Cerbino Neto et al. (2009), a presengca de autocorrelagcdo espacial
implica sugerir que areas préximas apresentam taxas mais semelhantes do que o
que seria esperado, caso sua distribuicao fosse aleatéria, indicando que o fendbmeno
estudado apresenta dependéncia espacial.

Apesar do intenso fluxo migratorio intermunicipal, sobretudo do interior do
estado para a Regido Metropolitana do Recife, e de muitas familias vindas do interior
se estabelecerem na periferia das cidades de médio e grande porte, formando
aglomerados densamente povoados que apresentam precéarias condigbes de
infraestrutura e saneamento basico e desses fatores estarem relacionados a picos
epidémicos da LV em outros estados segundo Dantas-Torres e Brandao-Filho
(2006) e Furlan (2010), em Pernambuco as areas de maior risco para a LV
continuam a ser o Sertao e o Agreste do estado.

Esta situacdo pode indicar que esses municipios sdo os que mais sofreram
acdes antropicas, impactando o ambiente e favorecendo a adaptacdo dos

fleb6tomos em areas habitadas. De fato, a agdo humana na degradacéao de areas
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antes intocadas e o povoamento proximos a essas mesmas areas favorece a
disseminagcao dos flebotomos e aumenta as chances de infecgao por leishmania
(ARAUJO et al., 2016; VEIGA GONCALVES et al., 2019).

Em estudo recente no estado do Ceara, Cavalcante et al. (2020) observaram
clusters de LV no leste do estado e concentrado na regido do Cariri € no litoral, ndo
havendo formagédo de aglomerados no sertdo do Ceara. Esses resultados diferem
dos nossos achados quanto a incidéncia no sertdo, porém concordam no aspecto de
que as areas de maior prioridade estao localizadas em apenas um polo do estado.

Na formacao de clusters para a LTA em Pernambuco obteve-se um padrao
diferente do observado para a LV, tendo as areas de maior prioridade localizadas no
leste do estado, nas regides da Mata Norte e Sul. Para a LTA o Agreste e o Sertado
sdo areas de baixa prioridade para a LTA. Nos aglomerados de maior prioridade
para a LTA estdo em 14 municipios, sendo os de maior incidéncia por 100 mil
habitantes os municipios de Vicéncia (82,52), Escada (41,18) e Sao Vicente Férrer
(39,48). De fato, os municipios das Matas Norte e Sul de Pernambuco sao
consideradas areas de grande risco para a LTA, tendo sido realizadas diversas
investigacbes de casos, e de flebétomos e de cédes nos municipios da regiao
(ARAUJO et al., 2016; DANTAS-TORRES et al., 2017; SILVA; BRAGA, 2008).

A identificacdo de municipios em clusters de alta prioridade para a
leishmaniose é importante porque esses municipios podem influenciar na
disseminagdo da doenca para os seus vizinhos, tendo a possibilidade de
propagacao de hospedeiros reservatorios e de fleb6tomos (CARDOSO et al., 2019;
SOARES et al., 2017). Outros fatores importantes para o aumento das taxas de
incidéncia e a expanséo de areas de alta prioridade para LTA pode ser a migragao
de hospedeiros reservatorios, e da presenca de flebétomos vetores na area,
aumentando assim as chances de infecgdo (CARDOSO et al., 2019; SALIMI et al.,
2018).

Esses fatores caracterizam a importancia da vigilancia epidemiologica
associada com a analise por geoprocessamento, pois mesmo sem a migragao de
infectados e degradagao do meio ambiente, as leishmanioses podem migrar de uma
regiao para outra.

Os dados para o presente estudo foram obtidos do SINAN, que é um sistema
nacional, aberto, e portanto, secundario e € alimentado pela notificacdo e

investigacao de casos de doencas e agravos que constam da lista nacional de
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doencas de notificagcdo compulsdria (BRASIL, 2019). Este tipo de sistema pode
comportar o viés de digitagao e, principalmente para as doengas negligenciadas,
pode nao reproduzir com fidelidade a totalidade dos casos existentes, mas apenas
0s que procuraram o servigo de saude e foram notificados (NASCIMENTO; MAIA-
HERZOG; SABROZA, 2012). O uso de dados secundarios e de notificacdo passiva,
com a provavel ocorréncia de subnotificacdo de casos, e o0 uso de delineamento
ecolégico podem ser considerados limitagbes deste estudo, no entanto nossos
dados demonstram de forma clara o perfil de casos notificados de LTA e LV no
periodo de 10 anos entre 2009 a 2018 e permitem localizar geograficamente as
areas de maior prioridade para agdes de vigilancia epidemiolégica no estado de

Pernambuco.
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6 CONCLUSOES

No municipio de Timbauba/PE, no periodo do estudo, permanecem como
caracteristicas da LTA a predominancia de casos em pessoas adultas e em
trabalhadores rurais;

A transmissdo da LTA em Timbauba/PE ocorre em areas proximas a
fragmentos de Mata Atlantica;

Nyssomyia whitmani é o vetor responsavel pela transmissao da Leishmania
braziliensis no municipio de Timbauba/PE;

A incidéncia linear da LV evidencia um crescimento preocupante do agravo no
Estado de Pernambuco;

A taxa de letalidade da leishmaniose visceral esta diminuindo em
Pernambuco;

Os casos de leishmaniose tegumentar americana em Pernambuco
apresentaram diminuigdo da incidéncia nos ultimos anos;

Em Pernambuco as areas de maior prioridade para a leishmaniose visceral
estdo no Sertdo do estado;

Para a leishmaniose tegumentar americana as areas de maior prioridade
estdo na mesorregido da Mata;

Os resultados demonstram a importancia da vigilancia epidemiolégica

associada com a analise por geoprocessamento.
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