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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Estudo de parâmetros fisiológicos de Lutzomyia Longipalpis: avaliação do 
efeito de compostos anti-Leishmania e determinação da idade de insetos 

adultos 

RESUMO 
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

Tainá Neves Ferreira  

As leishmanioses são doenças causadas por parasitos do gênero Leishmania, que 
são transmitidos pela picada de flebotomíneos. Para controle da transmissão e 
redução do número de casos é necessário integrar diferentes estratégias, 
especialmente as que visam o controle vetorial. Os flebotomíneos adultos obtêm 
energia a partir de açúcares de origem vegetal, e dada a importância dessa dieta, 
essa característica vem sendo utilizada na elaboração de ferramentas de controle 
usando iscas açucaradas tóxicas atraentes, ATSB's. Os parasitos desenvolveram 
formas de superar barreiras e sobreviver dentro do intestino do vetor até seu completo 
desenvolvimento, mas em estudos recentes verificamos que compostos com efeito 
antiparasitário in vitro também são capazes de reduzir a carga parasitária e a 
prevalência de infecção. Assim, estudamos o efeito de compostos sintéticos com 
atividade anti-Leishmania em diferentes aspectos da fisiologia de L. longipalpis, 
adicionando-os à dieta açucarada e buscando os candidatos mais promissores para 
uso em controle de transmissão, afetando a infecção dentro do vetor. Nos testes de 
atração/repulsão, identificamos que apenas 2 compostos tiveram efeito, um atrativo 
(L4) e um repulsivo (P9). Em experimentos de ingestão de dieta açucarada contendo 
drogas, verificamos que L1, L3, L4, L7, P8 e P10 demonstraram um efeito inibidor de 
alimentação. Quanto à preferência entre as dietas, verificamos que flebotomíneos 
preferiram a dieta contendo os compostos L2, L7, P8, P9 e P10 em comparação à 
dieta controle. Nos ensaios de longevidade, L6 e P8 reduziram o tempo médio de vida 
(TMV) em machos e L2 e P8 fizeram o mesmo em fêmeas. Não foram observados 
efeitos inibitórios na alimentação sanguínea das fêmeas nem na produção de ovos. 
O composto L2 foi capaz de reduzir a quantidade de L. amazonensis no intestino de 
L. longipalpis no 3º dia após a infecção. O composto L2 parece ser o melhor candidato 
para o desenvolvimento de uma isca açucarada que minimize a transmissão, por 
reduzir o TMV de fêmeas e afetar o número de parasitos na infecção. Outro aspecto 
estudado, que influencia na medida de capacidade vetorial, foi a determinação de 
idade de flebotomíneos adultos. Através da espectroscopia no infravermelho próximo 
conseguimos estimar a proporção de flebotomíneos com idade ≤ ou ≥ 8 dias pós-
emergência, com precisão de 83 a 97%. E por análise de marcadores moleculares, 
identificamos que os genes LL005905 e LL001619 exibem padrão de expressão 
idade-dependente em L. longipalpis, sendo possível construir um modelo com 
tendência linear em função da menor expressão desses genes em insetos mais 
velhos. Essas técnicas se mostraram mais eficientes na previsão de idade em 
comparação às técnicas clássicas.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Study of physiological parameters of Lutzomyia Longipalpis: evaluation of the effect 
of anti-Leishmania compounds and age determination of adults 

 
ABSTRACT 

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY 

Tainá Neves Ferreira  

Leishmaniasis is a disease caused by parasites of the genus Leishmania, which are 
transmitted by the bite of sandflies. To control transmission and reduce the number of 
cases, it is necessary to integrate different strategies, especially those aimed at vector 
control. Adult sandflies obtain energy from sugars of plant origin, and given the 
importance of this diet, this characteristic has been used in the development of control 
tools using attractive toxic sugar baits, ATSB's. The parasites have developed ways 
to defend themselves and survive inside the vector's intestine until their complete 
development. In recent studies, we found that compounds with an in vitro antiparasitic 
effect are also able to reduce the number of parasites per insect and the percentage 
of infection. Thus, we studied the effect of synthetic compounds with anti-Leishmania 
activity on different aspects of L. longipalpis physiology, adding them to the sugary 
diet and looking for the most promising candidates for use in controlling transmission, 
affecting the infection within the vector. In the attraction/repulsion tests, we identified 
that only 2 compounds had an effect, one attractant (L4) and one repulsive (P9), when 
added to the sugar solution. In experiments of ingestion of sugary diets containing 
drugs, we found that L1, L3, L4, L7, P8 and P10 demonstrated a feeding inhibitory 
effect. In assays of preferences between diets, sandflies shown us a preference by 
diets that contained L2, L7, P8, P9, and P10 compared to the control diet. In longevity 
assays, L6 and P8 reduced the Mean Life Time (MLT) in males and L2 and P8 did the 
same in females. No inhibitory effects were observed on the blood feeding of the 
females or on the production of eggs. Compound L2 was able to reduce the amount 
of L. amazonensis in the intestine of L. longipalpis on the 3rd day post infection. L2 
seems to be the best candidate for the development of a sugar bait that minimizes 
transmission, by reducing the MLT of females and affecting the number of parasites 
in the insect. Another aspect studied that influences the vector capacity was the 
determination of age of adult sandflies post-emergence. Using near-infrared 
spectroscopy, we estimated the proportion of sandflies aged ≤ or ≥ 8 days, with an 
accuracy of 83 to 97%. And by molecular analysis, we identified that the genes 
LL005905 and LL001619 exhibit an age-dependent pattern of expression in L. 
longipalpis, making it possible to build a model with linear trend as a function of the 
lower expression of these genes in older insects. These techniques proved to be more 
efficient in age prediction when compared to classical techniques. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Leishmanioses  

 

As leishmanioses são doenças antropozoonóticas causadas por parasitos de 

transmissão vetorial. Estão listadas entre as dez mais importantes doenças 

infecciosas devido à complexidade de seu ciclo transmissão e epidemiologia, 

apresentando uma grande diversidade de vetores, reservatórios e parasitos 

envolvidos (Brasil 2014, 2017; OPAS, 2019).  

Segundo a OMS (2022), cerca de 12 milhões de pessoas estariam infectadas no 

mundo, com até 1,6 milhões de novos casos anualmente. Encontra-se em quase 

todos os continentes afetando principalmente populações carentes em países 

subdesenvolvidos (OPAS, 2019). Até alguns anos a Oceania era considerada livre de 

Leishmania devido limitação ou ausência de espécies vetoras de flebotomíneos. 

Entretanto, estudos identificaram marsupiais do norte da Austrália naturalmente 

infectados por Leishmania macropodum, tendo como vetor os culicoides (F. 

(Lasiohelea) sp.) da família Ceratopogonidae (Dougall et al., 2011; Panahi et al., 

2020). 

Fatores como mudanças climáticas, desmatamento e processos de urbanização 

desordenados tornam o controle e redução dos casos ainda mais desafiadores (Alvar 

et al., 2012; OPAS, 2019; Rangel et al., 2018).  

Existem três principais formas da leishmaniose: visceral (LV - forma mais perigosa e 

letal sem o devido tratamento), cutânea (LC - de maior incidência) e mucocutânea 

(LMC). São causadas por protozoários do gênero Leishmania, transmitidos através 

da picada de fêmeas de flebotomíneos infectadas (OMS, 2022; OPAS, 2019, 2022).  

Um fato alarmante é o aumento no caso de pessoas coinfectadas com Leishmania e 

HIV. Esses pacientes apresentam mais dificuldade de resposta ao tratamento clínico, 

com altas taxas de recaída e mortalidade. Os maiores números de casos de 
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coinfecção foram reportados no Brasil, na Etiópia e no estado de Bihar, na Índia  

(Brasil, 2017; Fernandes et al., 2017; OMS, 2022). 

Até 2020, segundo a OMS (2022), os dez países que contribuíram com mais de 90% 

dos casos de LV foram: Brasil, China, Etiópia, Eritreia, Índia, Quênia, Somália, Sudão 

do Sul, Sudão e Iêmen. A LV é endêmica em 13 países, com uma média de 3.470 

casos por ano, de 2001 a 2019. A figura 1.1 traz o número de casos de LV nas 

Américas, mostrando que, em 2019, do total de casos registrados, 97% (2.529) foram 

notificados no Brasil (OPAS, 2021).  

As manifestações clínicas da LV costumam ser mais agressivas quando comparadas 

às de LC. No mamífero infectado, após sua replicação, os parasitos alcançam órgãos 

e tecidos hematopoiéticos (baço, fígado e medula óssea), onde ocorrerá multiplicação 

e infecção dos macrófagos locais. Com a alteração de funcionalidade desses órgãos 

e tecidos, uma lesão sistêmica se inicia e provoca o crescimento de órgãos ricos em 

células do sistema fagocítico mononuclear, caracterizado por hepatoesplenomegalia 

(OPAS, 2019).  

Os sinais clínicos podem variar com o indivíduo infectado e também com o período 

da doença (fase aguda ou final). Os mais recorrentes são: febre, palidez 

cutaneomucosa e hepatoesplenomegalia, desnutrição (cabelos quebradiços, cílios 

alongados e pele seca), edema dos membros inferiores podendo evoluir para 

anasarca, sendo os dois últimos característicos de fase final. Em outras palavras, 

pode ir desde a forma assintomática até casos mais graves com possibilidade de óbito 

sem o devido tratamento (Brasil, 2014; OPAS, 2019). 

A LV afeta especialmente crianças com menos cinco anos, estando muitas vezes 

associada a deficiências nutricionais ou outras condições imunossupressoras (Brasil, 

2014). O número de casos de LV também vem aumentando em países desenvolvidos 

e não endêmicos. A explicação mais provável se deve à ampliação do turismo 

internacional, afluxo de imigrantes provenientes de regiões endêmicas e operações 

militares (Mansueto, Seidita, Vitale, & Cascio, 2014). 
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Flebotomíneos da espécie Lutzomyia longipalpis apresentam grande de importância 

médica no Brasil por sua capacidade vetorial desde os primeiros casos de LV 

descritos no pais, em 1913 (Brasil, 2014; Brazil & Brazil, 2018). 

 

Figura 1.1 - Casos de leishmaniose visceral de 2001 a 2019 nos países com o 

maior número de casos nas Américas. Fonte: Informe Epidemiológico das Américas, 

OPAS, 2021. 

 

A LC é uma doença infecciosa, não contagiosa que atinge pele e mucosas. A 

manifestação clínica da doença depende do estado imunológico da pessoa infectada, 

mas, em geral, os sinais mais frequentes são algumas lesões em áreas expostas da 

pele, indolores, de formato arredondado medindo até alguns centímetros. Em casos 

mais raros, essas lesões podem ser numerosas (leishmaniose cutânea disseminada) 

e infecções bacterianas secundárias podem causar dor local e piora no aspecto da 

lesão (Brasil, 2017; OPAS, 2019). 

Com relação à LC, cerca de 95% dos casos originam-se nas Américas, bacia do 

Mediterrâneo, Oriente Médio e Ásia Central. Em 2020, os novos casos concentraram-

se em 10 países: Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Iraque, Líbia, Paquistão, 

Peru, República Árabe da Síria e Tunísia (OMS, 2022). 

Os flebotomíneos (Díptera: Psychodidae: Phlebotominae) são os insetos vetores dos 

parasitos causadores das leishmanioses, destacando-se os gêneros Phlebotomus 
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(Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) (Young & Duncan, 1994;Torres-Guerrero 

et al., 2018). A transmissão se dá quando as fêmeas infectadas, em uma primeira 

alimentação sanguínea, buscam mamíferos para realizar uma nova alimentação 

necessária para desenvolvimento e postura dos ovos e transmitem as formas 

infectivas do parasito durante a picada (Brazil & Brazil, 2018; Soares & Turco, 2003; 

Steverding, 2017; Torres-Guerrero et al., 2018).  

As espécies de flebotomíneos pertencentes aos gêneros Bichromomyia, Lutzomyia, 

Migonemyia, Nyssomyia, Pintomyia, Psychodopygus e Trichophoromyia são as 

responsáveis pela dispersão de Leishmania spp. nas Américas (Galati, 2003; 

Marcondes, 2007; Costa & Souza, 2018). 

Os agentes etiológicos das leishmanioses são protozoários do gênero Leishmania, 

sendo reconhecidas 22 espécies como patogênicas para humanos. São várias as 

espécies envolvidas nos diferentes tipos de leishmanioses, mas nas Américas 

podemos destacar L. infantum, causadora da LV, L. guyanensis e L. amazonenses, 

causadoras de LC e L. braziliensis, causadora da forma mucocutânea (Brasil, 2017; 

Neghina & Neghina, 2010; OPAS, 2019; Ready, 2013).   

Esses patógenos têm como reservatórios silvestres (hospedeiros vertebrados) 

algumas espécies de roedores (ex.: Bolomys lasiurus, Rattus rattus e Nectomys 

squamipes), marsupiais (Didelphis albiventris) e canídeos. Em áreas urbanas os 

animais domésticos como cães e gatos podem atuar como reservatórios das espécies 

do parasito, sendo o cão (Canis familiaris) considerado a principal fonte (Brasil, 2014, 

2017).  

 

1.1.1. Leishmaniose Cutânea 

  

Segundo o informe epidemiológico da OPAS, de 2001 a 2019, 1.028.054 casos de 

LC e LMC foram informados por 17 dos 18 países endêmicos das Américas, 

compondo uma média de 54.108 casos/ano. Em 2019, o número de casos nas 

Américas foi de 41.617, atingindo o menor quantitativo registrado desde 2001. Os 

países que mais contribuíram com esse número de notificações foram: Brasil 
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(15.484), Colômbia (5.907), Peru (5.349), Nicarágua (3.321) e Bolívia (2.052), que 

somados representam 77% dos casos (OPAS, 2021).  

Dados do Ministério da Saúde mostram que o número de casos anuais de LC de 2018 

a 2020 se manteve acima de 15.000. O pico da série histórica foi no ano de 1995 com 

mais de 35.000 casos registrados, como ilustrado na Figura 1.2.  

 

  Figura 1.2 – Casos de leishmaniose tegumentar no Brasil de 1980 a 2020.  

Fonte: SVS/MS. 

 

Os primeiros relatos de leishmaniose cutânea no Brasil ocorreram no início do século 

XX, em trabalhadores na construção de rodovias, em áreas de desmatamento no 

interior de SP. Em 1911, Splendore diagnosticou a forma mucosa da doença, e 

Gaspar Vianna identificou o parasito, chamando-o de Leishmania braziliensis (Brasil, 

2007, 2017). 

No Brasil, até o momento, 11 espécies de Leishmania são reconhecidas como 

dermotrópicas e causadoras de doença humana. Das sete espécies já identificadas, 

seis pertencem ao subgênero Viannia e uma ao subgênero Leishmania: L. 

(Leishmania) amazonensis; L. (Viannia) braziliensis; L. (V.) guyanensis; L. (V.) 
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lainsoni; L. (V.) shawi; L. (V.) naiffi; e L. (V.) lindenbergi) (Brasil, 2017; Rangel et al., 

2018). 

As principais espécies de vetores relacionadas à transmissão são: Bichromomyia 

flaviscutellata, Nyssomyia whitmani, Nyssomyia umbratilis, Nyssomyia intermedia, 

Psychodopygus wellcomei, Migonemyia migonei, Nyssomyia neivai e Lutzomyia 

gomezi que estão amplamente difundidas por todo o país (Brasil, 2017; OPAS, 2019; 

Rangel et al., 2018). 

O controle de LC no Brasil vem sendo um grande desafio devido à diversidade de 

agentes etiológicos, de reservatórios e de vetores. Assim, para melhor sucesso em 

intervenções em áreas endêmicas é preciso haver vigilância e o monitoramento local, 

bem como levantamento de suas características ambientais, sociais e econômicas 

que podem ser favoráveis a cada padrão de transmissão (Brasil, 2017; OPAS, 2019).  

 

1.1.2. Leishmaniose Visceral 

 

 

A leishmaniose visceral é endêmica em 13 países das Américas, apresentando uma 

média de 3.470 casos por ano, avaliando de 2001 a 2019. Do total de casos 

reportados em 2019, 97% (2.529) foram notificados no Brasil, e os demais casos na 

Argentina, Bolívia, Colômbia, Guatemala, Honduras, México, Paraguai, Venezuela e 

Uruguai (OPAS, 2021). 

Segundo dados do Ministério da Saúde, houve uma queda expressiva no número de 

casos de 2018 a 2020, indo de cerca de 4000 para 2000 casos. Entretanto o mesmo 

não aconteceu com a taxa de letalidade no mesmo período que foi de 8,9 para 9,5%, 

conforme ilustrado na Figura 1.3.  
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Figura 1.3 - Casos de LV no Brasil de 1980 a 2020 (à esquerda) e taxa de letalidade 

por LV no Brasil de 2011 a 2020 (à direita). Fonte: SVS/MS. 

 

O padrão de transmissão até a década de 90 era predominante em ambientes rurais 

e periurbanos, principalmente na região nordeste que concentrava cerca de 85% dos 

casos, incluindo o primeiro relato de LV no Brasil, nas cidades de Teresina, Piauí, e 

São Luís, Maranhão (MA) (Arias et al., 1996; Salomón et al., 2015). Entretanto, os 

casos LV avançaram para estados do Centro-Oeste, Norte e Sudeste, com casos 

reportados em cidades como: Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Araçatuba 

(SP), Palmas (TO), Três Lagoas (MS) e Campo Grande (MS), fenômeno ocasionado 

por problemas socioeconômicos, processos de urbanização desordenados, 

desmatamento, migração de populações com seus animais de domésticos de áreas 

endêmicas para urbanas e condições sanitárias precárias (Brasil, 2014; Maia-

elkhoury, Albuquerque, & Salomón, 2018; Salomón et al., 2015).  

A LV no Brasil, é causada por L. infantum tendo L. longipalpis e L. cruzi como vetores, 

sendo L. longipalpis o vetor primário (Brasil 2014; Maia-elkhoury et al. 2018).  

Na maioria dos casos, a expansão geográfica de L. longipalpis precedeu o surgimento 

ou aumento da LV no Brasil, sendo o vetor o principal responsável pelo 

estabelecimento da doença em cidades de médio e grande porte (Rangel, Lainson, 

Afonso, et al. 2018). L. longipalpis vem se adaptando aos ambientes modificados pelo 

homem, pois incialmente essa espécie era encontrada em regiões de mata do Norte 
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e Nordeste, compondo o ciclo primário de transmissão da doença. Posteriormente 

adaptaram-se aos ambientes rurais o que foi favorecido pela presença animais 

sinantrópicos e silvestres. E foi a partir da década de 90 que se detectou uma nova 

adaptação do inseto nas áreas urbanas, especialmente região Sudeste. Lutzomyia 

longipalpis acomodou-se com facilidade ao peridomicílio, podendo ser encontrada 

dentro dos domicílios ou em abrigos de animais domésticos (galinheiros, chiqueiro, 

canil, paiol, etc.) (Brasil 2014; Maia-elkhoury et al. 2018; Salomón et al. 2015).  

Fatores climáticos também podem influenciar na dispersão do vetor e na dispersão 

de cães infectados em áreas endêmicas, já que temperatura e umidade afetam 

sobrevivência e reprodução do vetor, assim como o desenvolvimento dos parasitos 

(Lorenz, Azevedo, & Chiaravalloti-Neto, 2019; Semenza & Suk, 2018). A figura 1.4 

mostra as áreas prováveis de ocorrência atual de L. longipalpis no Brasil, por Lorenz 

e cols. (2019). 

 

Figura 1.4 - Mapa de distribuição das áreas prováveis de ocorrência L. longipalpis 

no Brasil. Fonte: (Lorenz et al. 2019) 
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1.2.  Flebotomíneos  

 

Flebotomíneos são dípteros hematófagos da Família Psychodidae e Subfamília 

Phlebotominae. São insetos pequenos (2 a 3 mm), pilosos, asas em formato de “v” 

durante o repouso, patas longas e delgadas e vôo curto, semelhante a saltos (Brazil 

& Brazil, 2018).  Esses insetos são também conhecidos como mosquito palha, 

tatuquiras, birigui, entre outros (Brazil & Brazil, 2018; Lainson & Rangel, 2003; OPAS, 

2019). A Figura 1.5 mostra flebotomíneos adultos (macho e fêmea) da espécie 

Lutzomyia longipalpis. 

 

Figura 1.5: Fêmea (esquerda) e macho (direita) de Lutzomyia longipalpis. 

Foto: Josué Damacena/IOC/Fiocruz 
(http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start(...)t=flebotom%EDneos) 

 

 

Além de vetores de Leishmania spp., flebotomíneos também são capazes de 

transmitir vírus e bactérias do gênero Bartonella através da picada das fêmeas 

infectadas (Costa & Souza 2018; OPAS, 2019; Ready, 2013; Telleria et al., 2018). 

Os vírus transmitidos por flebotomíneos são capazes de causar febre, encefalite, 

meningite e febre hemorrágica em humanos (Maroli, et al., 2013; Telleria et al., 2018). 

Essas arboviroses estão presentes na Europa, Ásia, África e Oriente Médio, sendo os 

http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start(...)t=flebotom쭥os
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vírus mais conhecidos os do gênero Phlebovirus como o vírus da febre de Nápoles 

de flebotomíneos (incluindo o Vírus de Nápoles, o vírus Teerã, o vírus Karimabad e o 

Toscana vírus) e vírus de Salehabad (incluindo vírus de Salehabad e Arbia) (Berenger 

& Parola, 2017; Maroli et al., 2013). Há também registros de outros isolados (vírus da 

febre siciliana e vírus Corfou) possivelmente pertencentes ao gênero Phlebovirus, 

tendo como vetores envolvidos nessa transmissão Phlebotomus Papatasi, P. 

perniciosus e P. perfiliewi, por exemplo (Maroli et al., 2013). 

Com relação a bartonelose, as espécies Lutzomyia (Helcocyrtomyia) peruensis, 

Pintomyia (Pifanomyia) columbiana e Pi. (Pif.) verrucarum (Galati, 2003; Marcondes, 

2007; Costa & Souza, 2018; Ready, 2013; Telleria et al., 2018) atuam como potencias 

vetores da bactéria Bartonella bacilliformis, causadora da doença de Carrion também 

chamada de febre de Oroya ou 'verruga peruana'. Esta doença, na fase aguda, 

provoca sintomas como dores musculares e articulares, febre, delírio de cefaleia e até 

mesmo a morte de pacientes sem o devido tratamento. É uma doença originalmente 

identificada nos vales interandinos do Peru, Equador e Colômbia (Costa & Souza, 

2018; Maroli et al., 2013; Ready, 2013; Telleria et al., 2018).  

Esses dípteros estão amplamente distribuídos no mundo, especialmente em regiões 

tropicais e sub-tropicais, sendo conhecidas mais de 500 espécies só nas Américas, 

das quais 98 são espécies vetoras já incriminadas como vetores de Leishmania 

(Costa & Souza, 2018; Killick-Kendrick, 1999). 

Os flebotomíneos são insetos holometábolos (metamorfose completa) e apresentam 

4 estágios de desenvolvimento em seu ciclo de vida: ovo, larva, pupa e adultos, 

conforme ilustrado na figura 1.6. As formas imaturas, detritívoras, normalmente estão 

em locais ricos em matéria orgânica em decomposição. Os adultos, machos e 

fêmeas, alimentam-se de açúcares de origem vegetal como fonte de carboidratos 

(Brazil & Brazil, 2018; Costa & Souza, 2018; Killick-Kendrick, 1999).  
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São insetos sensíveis a grandes variações de temperatura e umidade. Sendo assim, 

encontram-se em locais sombreados e úmidos como ocos de árvores, copa de 

árvores, grutas ou abrigos de animais como tocas de roedores, chiqueiros e 

galinheiros (Brazil & Brazil, 2018; Costa & Souza, 2018; Killick-Kendrick, 1999). 

 

Figura 1.6 - Ciclo de vida de flebotomíneos (L. longipalpis). 

Fonte: Do Valle, 2020; https://educare.fiocruz.br/resource/show?id=6wvYesS6 

 

As fêmeas necessitam de alimentação sanguínea para obter os nutrientes 

necessários para maturação e postura dos ovos (Brazil & Brazil, 2018; Costa & Souza, 

2018). Nesse sentido, as fêmeas se alimentam de sangue de cães, gatos e humanos 

no ambiente urbano, ou de raposas, marsupiais e roedores, no ambiente silvestre, o 

que os torna potenciais fontes de infecção e reservatórios de Leishmania (Brasil, 

2014; Lainson & Rangel, 2003). 

Os adultos possuem hábitos crepusculares e noturnos, podendo variar seu micro-

habitat, mas procurando manter-se em locais úmidos, com pouca luz e movimentação 

de ar, e temperatura ambiente amena, na busca de hospedeiros vertebrados ou da 

cópula (Lainson & Rangel, 2003; Brazil & Brazil, 2018).  

Para que a cópula aconteça é necessário haver estímulos visuais, olfativos e auditivos 

entre machos e fêmeas da mesma espécie. Sabe-se que machos de L. longipalpis 

fazem a corte através de movimentos circulares consecutivos e dos batimentos de 

asas para atrair as fêmeas (Souza et al., 2004; Vigoder et al., 2010). Ao aceitar o 

chamado, as fêmeas respondem batendo suas asas com movimentos vibratórios 

https://educare.fiocruz.br/resource/show?id=6wvYesS6
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específicos e com a aproximação de seus apêndices genitais (Brazil & Brazil, 2018; 

Soares & Turco, 2003; Souza et al., 2004; Vigoder et al., 2010; Vigoder et al.,  2020). 

Além disso, os machos liberam feromônios sexuais para atrair o sexo oposto. Esses 

feromônios, muitos de origem terpênica, são específicos para as diferentes 

populações de L. longipalpis (Brazil & Brazil, 2018; Hamilton, Brazil, & Maingon, 2004; 

Peixoto, 2013; Vigoder et al.,2015, 2020). Dessa forma, L. longipalpis é considerado 

um complexo de espécies, o que foi inicialmente evidenciado por Mangabeira Filho 

(1969) estudando flebotomíneos brasileiros (De Souza, Brazil, & Araki, 2017). 

Após a cópula, as fêmeas de flebotomíneo procuram locais úmidos e ricos em matéria 

orgânica, que garanta a alimentação e desenvolvimento das larvas. Os ovos medem 

de 0,3-0,5 mm de comprimento por 0,07-0,15 mm de largura com formato oval ou 

elipsóide, sendo inicialmente esbranquiçados e após algumas horas tornam-se 

castanho escuros (Figura 1.7) (Lainson & Rangel, 2003; Brazil & Brazil, 2018). 

 

Figura 1.7 - Ovos e larvas recém eclodidas de L. longipalpis. Fonte: arquivo pessoal 
. 

Em condições de laboratório, uma fêmea de flebotomíneo pode colocar cerca de 40 

ovos, em média, variando de acordo com a espécie e condições ambientais (Brazil & 

Brazil, 2018; Brazil et al., 1997; Lainson & Rangel, 2003 e observações pessoais). Os 
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ovos são revestidos por uma substância rica em ácidos graxos que confere 

impermeabilidade e rigidez (Brazil et al., 1997; Brazil & Brazil, 2018). 

Após a eclosão, as larvas se alimentam rapidamente da matéria orgânica que estiver 

ao seu alcance como cascas dos ovos e corpos de adultos mortos. Várias dietas já 

foram estabelecidas experimentalmente, mas a que vem sendo utilizada há muitos 

anos com sucesso na criação de L. longipalpis do laboratório de Bioquímica e 

Fisiologia de Insetos (LABFISI – IOC/FIOCRUZ) e em outros laboratórios ao redor do 

mundo, é uma mistura de igual proporção de fezes de coelho, ração de roedores e 

terra adubada (Brazil & Brazil, 2018; Lawyer, et al., 2017; Vale et al., 2012).  

As larvas apresentam uma coloração de esbranquiçada a amarelada e seu tamanho 

varia conforme sua fase de desenvolvimento (estádios L1 a L4), medindo 

aproximadamente 0,5 mm a 3 mm. Apresentam corpo segmentado, dividido entre 

cabeça (coloração escura), tórax (2 segmentos) e abdômen (9 segmentos), contendo 

cerdas semelhantes a espinhos. Possuem também cerdas caudais. As larvas L1 

(primeiro estádio) apresentam um par de cerdas caudais e os demais (L2 a L4) 

possuem dois pares, mais especificamente para o gênero Lutzomyia (figuras 1.2 e 

1.3) (Brazil & Brazil, 2018; Killick-Kendrick, 1999; Lainson & Rangel, 2003; e 

observações pessoais). 

Ao chegar ao estádio L4 a larva passa a comer menos até esvaziar todo seu conteúdo 

intestinal, deixando-a com uma coloração esbranquiçada, dando seguimento à 

transformação em pupa. Essa fase é mais resistente que os ovos e larvas às 

variações de umidade. As pupas têm 2,5 mm de comprimento, coloração amarelada 

e permanecem imóveis e fixas sobre alguma superfície pela extremidade posterior, 

por meio do exúvio larval, realizando apenas movimentos de flexão e extensão do 

corpo, sem se alimentar e fazendo apenas respiração aérea (ver figura 1.2) (Brazil et 

al., 1997; Brazil & Brazil 2018; Soares & Turco, 2003). 

Após a emergência, os flebotomíneos adultos apresentam dimorfismo sexual 

observado pela morfologia, principalmente nas peças bucais e genitais (Figura 1.1 e 

1.2), assim como nos hábitos alimentares. As fêmeas são hematófagas e 

consideradas ecléticas, podendo obter sangue de diferentes espécies de animais 
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vertebrados, inclusive de humanos (Brazil & Brazil, 2018; Killick-Kendrick, 1999; 

Lainson & Rangel, 2003).  

Os adultos recém emergidos são pouco ativos. Os machos precisam de até 24 horas 

para que ocorra uma rotação de 180° e dobramento de seus apêndices genitais, 

permitindo a cópula com as fêmeas (Brazil & Brazil, 2018; Lainson & Rangel, 2003). 

Machos e fêmeas alimentam-se de açúcares de origem vegetal, especialmente 

glicose, frutose e sacarose. Esses açúcares estão presentes, por exemplo, no néctar 

e nas secreções de afídeos, e são usados como fonte de energia para o voo (Anez et 

al.,1994; Brazil & Brazil, 2018; Ready, 2013; Soares & Turco, 2003; Takken & 

Koenraadt, 2013). Fêmeas de L. longipalpis, em condições de laboratório, conseguem 

ingerir volumes médios de 20 nL de solução açucarada (Ferreira et al., 2018), que 

ficam estocados em seus divertículos (órgão de estocagem de açúcar em dípteros), 

sendo metabolizados lentamente ao longo dos dias (Brazil et al., 1997; Brazil & Brazil, 

2018; Takken & Koenraadt, 2013).  

Estudos mostram que a dieta açucarada parece ter influência também sobre os 

parasitos, auxiliando seu desenvolvimento e migração para porção anterior do 

intestino do inseto por ação quimiotática e possivelmente servindo como fonte de 

energia (Bates, 2008; da Costa et al., 2019; Oliveira, et al., 2000; Rêgo & Soares, 

2021). Após a alimentação sanguínea, as fêmeas precisariam de açúcar como fonte 

de energia suplementar, e junto com a saliva, promovem a orientação das 

promastigotas devido a ativação de receptores encontrados na superfície da 

membrana dos parasitos (Bates, 2008; Oliveira et al., 2000). 

Diferente dos mosquitos, flebotomíneos apresentam peças bucais curtas. Então, para 

atingir e romper vasos sanguíneos, precisam dilacerar ou cortar a pele, já que 

penetram somente até 0,5 mm na pele do hospedeiro. É através da telmatofagia (ou 

pool-feeding) que as fêmeas causam uma micro hemorragia subcutânea, formando 

uma pequena poça de sangue durante a picada. Estima-se que consigam ingerir de 

0,1 a 0,6 mg de sangue por repasto (Araújo et al., 2012; Brazil & Brazil, 2018; Brazil, 

et al., 1997; Francischetti, 2011; Tanaka et al., 2012).  
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As fêmeas precisam realizar um repasto sanguíneo para desenvolvimento ovariano e 

produção de ovos. Em geral, a quantidade de ovos é proporcional ao volume de 

sangue ingerido, ou seja, apresentam concordância gonotrófica (Brazil & Brazil, 2018; 

Lehane, 2005). No entanto, é comum algumas espécies de flebotomíneos, como L. 

longipalpis e  N. whitmani, realizarem um segundo repasto antes da postura dos ovos, 

para manutenção do equilíbrio hídrico (Brazil & Brazil, 2018; Moraes et al., 2018; Rêgo 

& Soares, 2021; R. P. P. Soares & Turco, 2003).  

Quanto à preferência por hospedeiros, flebotomíneos de regiões neotropicais são 

considerados ecléticos e procuram animais de sangue quente, alimentando-se em 

humanos, cães, aves, entre outros (Brazil & Brazil, 2018; Lainson & Rangel, 2003). A 

busca por hospedeiros se dá por estímulos térmicos e olfativos, identificados por 

células nervosas ligadas às antenas e cerdas próximas ao aparato bucal (Brazil & 

Brazil, 2018; Guidobaldi, May-Concha, & Guerenstein, 2014).  

Estima-se que flebotomíneos adultos vivam cerca de 20-30 dias na natureza, a 

depender das oscilações de temperatura e umidade (Brazil & Brazil, 2018).  

Observações pessoais nossas durante a criação de L. longipalpis mostram que, 

mesmo com uso de incubadoras de temperatura controlada, a longevidade pode ser 

afetada, assim como oviposição, desenvolvimento larval e taxa de emergência, em 

função baixa umidade (<< 55%) e temperaturas ocasionalmente fora da faixa de 26 ± 

2º C.   

Sabe-se que a sobrevivência de fêmeas que se alimentam de açúcar e sangue é 

maior do que aquelas que se alimentam só de sangue (Abdel-Hamid, 2012; Killick-

Kendrick, 1999; Moraes et al., 2018). Aspectos reprodutivos de fêmeas também 

parecem ser influenciados pela dieta açucarada. Entretanto, ainda não é claro o peso 

dos aspectos relacionados a essa dieta na capacidade vetorial (Takken & Koenraadt, 

2013).  

Outro fato de relevância no ciclo de transmissão é que, além de L. longipalpis ser 

vetor específico de L. infatum, também é um vetor permissivo, podendo ser assim 

infectado em laboratório por outras espécies de Leishmania como L. amazonensis e 

L. mexicana (Cristina et al., 2021; da Costa et al., 2019; Dostálová & Volf, 2012; 
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Ferreira et al., 2018; Ready, 2013). Isso adiciona uma preocupação a mais no controle 

dessa espécie, já que na ausência ou limitação de vetores espécie-específicos, L. 

longipalpis poderia atuar como vetor secundário no ciclo de LC ou LMC.  

 

1.3. Agente Etiológico e desenvolvimento no vetor 

 

O gênero Leishmania é formado por protozoários da ordem Kinetoplastida e da família 

Trypanosomatidae (Brasil, 2017; OPAS, 2019; OMS, 2022). Esses parasitos possuem 

um ciclo de vida heteroxênico ou digenético, ou seja, apresentam diferentes ciclos de 

vida em cada hospedeiro com diferentes formas morfológicas, denominadas 

amastigotas ou promastigotas. A forma amastigota é intracelular obrigatória, não 

flagelada, arredondada, com tamanho entre 3-5 μm e se desenvolve no hospedeiro 

mamífero suscetível.  As formas promastigotas extracelulares alongadas e flageladas 

medindo entre 15-20 μm são encontradas no inseto vetor, conforme ilustrado na 

Figura 1.8. As duas formas fazem divisão binária e possuem uma única mitocôndria 

modificada conhecida como Kinetoplasto (Brasil, 2017; OPAS, 2019; OMS, 2022; 

Soares & Turco, 2003). 
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Figura 1.8: Forma promastigota (acima) e amastigota (abaixo) de 

Leishmania. Fonte: CLIOC/FIOCRUZ 

 

 

 

Atualmente, são conhecidas cerca de 22 espécies do gênero Leishmania patogênicas 

para humanos, especialmente as pertencentes aos subgêneros Leishmania e Viannia 

(Brasil, 2017; OPAS, 2019; OMS,2022). 

 

Os parasitos do gênero Leishmania são categorizados entre os subgêneros 

Leishmania, Viannia e Sauroleishmania. Essa classificação foi feita por Lainson e 

Shaw (1979), e varia conforme o desenvolvimento e colonização das diferentes 

porções intestinais do flebotomíneo (Bates, 2007; OPAS, 2019; Pimenta et al., 2018). 
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As espécies de comportamento hipopilárico são aquelas que se alojam na região 

posterior do intestino do inseto e comumente infectam répteis. Previamente foram 

classificadas com um subgênero de Leishmania, mas atualmente são conhecidas 

como Sauroleishmania. Os parasitos de comportamento peripilárico pertencem ao 

subgênero Viannia. Parasitos desse subgênero estabelecem uma infecção inicial na 

região posterior do trato digestivo, na região pilórica e intestino posterior do 

flebotomíneo, migrando posteriormente para as porções mais anteriores ao longo do 

seu desenvolvimento. Espécies desse subgênero são encontradas apenas no Novo 

Mundo. Já espécies com comportamento suprapilárico apresentam 

desenvolvimento restrito ao intestino médio do flebotomíneo, ou seja, região anterior 

ao piloro (regiões abdominais e torácicas do intestino médio). Estas espécies de 

Leishmania pertencem ao subgênero Leishmania e estão distribuídas no Novo Mundo 

e no Velho Mundo. Os parasitos com comportamento peripilárico e suprapilárico têm 

sido associados às infecções em mamíferos (Bates, 2007; Dostálová & Volf, 2012; 

Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 2018; Sacks, 2001). Na figura 1.9 é possível identificar 

as regiões mencionadas do intestino do flebotomíneo. 

 

 

Figura 1.9: Modelo de intestino de um flebotomíneo.  

Imagem adaptada de (Pimenta, Freitas & Secundino, 2012).  
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A infecção do inseto ocorre quando as fêmeas se alimentam de sangue de mamíferos 

contaminados, ingerindo macrófagos parasitados por formas amastigotas da 

Leishmania. No intestino do vetor acontece o rompimento desses macrófagos e a 

liberação dessas formas. A partir daí os parasitos reproduzem-se por divisão binária 

e diferenciam-se rapidamente como promastigotas, as formas flageladas, 

colonizando as regiões do intestino médio do vetor. A primeira forma flagelada é 

chamada procícilica e tem grande habilidade multiplicativa, que ocorre por divisão 

celular binária (Bates, 2007; Dostálová & Volf, 2012; Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 

2018). Com o avanço da digestão sanguínea pelo flebotomíneo, os parasitos 

minimizam a replicação e se diferenciam em uma nova forma conhecida como 

nectomonas, que possui um formato mais alongado e flagelo maior comparado com 

a forma procíclica. As nectomonas se acumulam na extremidade anterior da matriz 

peritrófica e conseguem escapar do bolo alimentar através da ação de quitinases. 

Isso ocorre entre o 2º e 4º dia após a ingestão do sangue, com a migração para a 

região anterior do intestino médio, onde as nectomonas ficam aderidas às 

microvilosidades do epitélio intestinal através de seus flagelos. Em muitas espécies 

de Leishmania, essa adesão se dá pela presença de moléculas conjugadas do tipo 

lipofosfoglicanos (LPG) (Bates, 2007; Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 2018). Esse 

fosfoglicano parece ser determinante em relações parasito-vetor espécie-especificas, 

como P. papatasi e L. major, já que essa adesão é controlada pela galectina do inseto 

que atua como receptor do LPG encontrado na superfície da Leishmania. No entanto, 

em espécies permissivas de vetores, como L. longipapis, a ausência do LPG não 

parece prejudicar o desenvolvimento de espécies não especificas do parasito (Bates, 

2007; Pimenta et al., 2018).  Na porção anterior do intestino, por volta do 4º e 5º dia, 

podemos encontrar outras formas promastigotas: as leptomonas (nectomonas curtas 

com capacidade replicativa) e paramastigotas (formato arredondado) (Bates, 2007; 

Dostálová & Volf, 2012; Sacks, 2001). Parte das promastigotas nectomonas e 

leptomonas podem se ligar à superfície que envolve a válvula e se diferenciam em 

promastigotas haptomonas (formas mais curtas e amplas) (Bates, 2007; Pimenta et 

al., 2018; Sacks, 2001). Nesse momento há também a produção do gel secretado por 

promastigotas leptomonas (promastigote secretory gel – PSG), gerando o bloqueio 
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dessa válvula e forçando o flebotomíneo a regurgitar e liberar os parasitos durante a 

próxima picada. O PSG é constituído de proteofosfoglicanos (PPGs) filamentosos que 

formam uma rede tridimensional e gelatinosa, que bloqueia parte da região anterior 

do trato digestivo de flebotomíneos infectados. Essa obstrução prejudica a 

alimentação sanguínea, já que força a fêmea a regurgitar o PSG antes que ela 

complete seu repasto, depositando assim tanto o PSG quanto as formas infectivas na 

pele  do hospedeiro mamífero (Bates, 2007). Além disso, estudos observaram que a 

válvula do estomodeu tem sua cutícula, composta por quitina, danificada pela 

liberação de quitinases secretadas pelos parasitos, favorecendo sua regurgitação do 

intestino médio por meio da ação das bombas faríngea e cibarial durante a 

alimentação sanguínea (Bates, 2007; Rogers et al., 2008; Schlein, Jacobson, & 

Messer, 1992). Por fim, a Leishmania muda para a forma infectiva, as promastigotas 

metacíclicas, que são inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado em uma segunda 

alimentação sanguínea (Pimenta et al., 2018; Sacks et al.,2000). Vale mencionar que 

os parasitos ainda alteram o comportamento alimentar das fêmeas, visto que quanto 

maior quantidade de promastigotas metacíclicas, maiores são as chances dessas 

fêmeas buscarem hospedeiros mamíferos para realizar sua segunda alimentação 

sanguínea. Tudo isso aumenta as tentativas sucessivas de picadas e disseminação 

dos patógenos na pele do hospedeiro devido (Rogers & Bates, 2007; Pimenta et al., 

2018; Sacks, 2001) (Figura 1.10 e 1.11 - parte 1). 
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Figura 1.10: Esquema do ciclo de vida de Leishmania sp. Imagem adaptada de 

Pimenta et al., 2012.  

 

 

Entretanto, os achados de Serafim e colaboradores (2018) identificaram mudanças 

nesse ciclo que garantem a maior eficiência na disseminação dos parasitos. Os 

autores verificaram que parte das promastigotas metacíclicas que não são 

transmitidas durante a picada (em uma segunda alimentação) permanecem na porção 

anterior do intestino do flebotomíneo e se “dediferenciam” em promastigostas 

retroleptomonas, à espera de outros repastos sanguíneos para se converterem em 

formas metacícilicas, tudo isso acompanhado de crescimento populacional através 

de replicação. Além disso, há também aumento das formas promastigotas 

haptomonas, que ficam ancoradas na superfície do intestino médio anterior, próximo 

à válvula do estomodeu (Figura 1.10). Nesse momento, há um aumento expressivo 

na produção do PSG, otimizando o bloqueio dessa válvula e forçando o flebotomíneo 

a regurgitar e liberar mais parasitos durante a picada (Figura 1.11 – parte 2 pontilhada) 

(Bates, 2018; Serafim et al., 2018).  
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Figura 1.11: Esquema do antigo versus novo ciclo de L.infantum no intestino de 

flebotomíneos. O número “1” representa o ciclo já conhecido e a caixa com número 

“2” representa as contribuições de Serafim et al., 2018. Fonte: arquivo pessoal, 

adaptada de (Bates, 2018) 

 

 

 

Os parasitos precisam superar diferentes barreiras no seu desenvolvimento dentro do 

vetor, então desenvolveram diferentes habilidades para manipular aspectos 

fisiológicos e imunológicos do inseto (Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 2018). A 

primeira delas é a suscetibilidade das formas amastigotas presentes no sangue do 

hospedeiro às condições físico-químicas do intestino do inseto. Como resposta, os 

parasitos logo se adaptam à mudança de temperatura e elevação do pH ao passar 

para o intestino médio do flebotomíneo, disparando sua modificação em 

promastigotas procíclicas (Bates, 2007; Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 2018; Sacks 

et al., 2000). As próximas barreiras são lidar com a atividade das enzimas digestivas 

(como tripsina, quimiotripsina, aminopeptidases, carboxipeptidases e glicosidades), 

sendo cercados pela matriz peritrófica (MP) do inseto (Pimenta et al., 2018; Van 

Bockstal et al., 2020). A matriz peritrófica é formada por microfilamentos de quitina 
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associados a proteínas e proteoglicanas, e tem como principais funções a 

compartimentalização do sangue, permeabilização de enzimas digestivas e proteção 

do epitélio do intestino médio contra patógenos ingeridos (Lehane, 1997; Secundino, 

et al., 2005). Os parasitos, então, contrapõem as atividades enzimáticas intestinais 

pela secreção de fosfoglicanos de superfície, que os protegem de danos proteolíticos 

e ainda permitem a sua replicação (Pimenta et al., 2018; Sacks et al., 2000). Além 

disso, alguns estudos já descreveram que esses protozoários podem modular 

atividades enzimáticas intestinais (Schlein & Romano, 1986; Borovsky & Schlein, 

1987 revisados por Kamhawi 2006; Sacks & Kamhawi, 2001). Em seguida, para não 

serem eliminados junto com as fezes do flebotomíneo, precisam escapar da MP, o 

que é mediado por quitinases secretadas pelos próprios parasitos, mas também se 

favorecendo da própria quitinase intestinal do inseto (Bates, 2007; Pimenta et al., 

2018). Depois de finalizada a digestão do sangue, os parasitos migram para a região 

próxima à válvula estomodeal, seguindo-se a diferenciação em formas metacíclicas, 

que são a forma infectante capaz de ser injetada e infectar o hospedeiro vertebrado 

no momento da picada (Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 2018; Van Bockstal et al., 

2020). 

 

Para sobreviver ao processo digestório do inseto, vemos que os parasitos precisam 

passar por diferentes estágios de promastigotas, enquanto migram para diferentes 

porções do intestino. Sabe-se que Leishmania sofre amplificação clonal assexuada, 

mas durante esse processo pode haver troca genética, resultando na geração de 

híbridos. É possível que esses híbridos sofram modificações que resultarão em maior 

aptidão de sua progênie, permitindo, por exemplo, a obtenção de características 

combinadas (resistência) (Van Bockstal et al., 2020).  

  

Durante a picada os parasitos são regurgitados junto com a saliva e o PSG dos 

flebotomíneos. A salival contém diversos componentes com atividade hemostática no 

hospedeiro vertebrado, tais como vasodilatadores, inibidores de agregação 

plaquetária, anti-coagulantes, imunossupressores, entre outros. Já o PSG é um 

importante fator de virulência do parasito que, combinado com a saliva do inseto, 

aumentam significativamente as infecções quando entregue na pele do hospedeiro e 
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aumentam a quantidade de formas metacíclicas liberadas (Bates, 2007; Pimenta et 

al. 2018; Soares and Turco 2003; Rogers et al., 2004). 

 

 Os componentes salivares têm grande importância na transmissão dos patógenos 

por insetos vetores. Estudos de componentes da saliva de L. longipalpis já mostraram 

sua capacidade em aumentar o tamanho de lesões em camundongos ou humanos, 

além de modular citocinas e estimular o recrutamento de macrófagos para o local da 

picada (De Souza et al., 2017; Sacks, 2001; Soares et al., 1998; Warburg et al., 1994). 

Esses efeitos são atribuídos principalmente às apirases e ao maxadilan. Apirase é 

uma enzima com atividade inibidora de agregação plaquetária, encontrada em ambos 

os gêneros, Phlebotomus e Lutzomyia. Já o maxadilan é um peptídeo de 63 

aminoácidos com grande capacidade de modulação da resposta imune, presente na 

saliva de L. longipalpis (Pimenta et al., 2018; Soares & Turco, 2003).  

 

No hospedeiro vertebrado, as formas metacíclicas do parasito, que são regurgitadas 

pelo inseto durante a picada, são fagocitadas por células do sistema mononuclear 

fagocitário. Dentro dos macrófagos, diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se 

até o rompimento da célula. Assim, ocorre a liberação dessas formas, que vão se 

disseminar para outros tecidos (Pimenta et al., 2018; Soares & Turco, 2003).  

 

1.4. Compostos anti-Leishmania 

 

No Brasil, desde a década de 40 os derivados de antimônio pentavalente (Sb+5) e 

suas formulações (Stibogluconato de sódio e o antimoniato-N-metil glucamina) vêm 

sendo a primeira escolha de fármacos usados no tratamento das leishmanioses. 

Essas drogas têm como mecanismo a inibição da atividade glicolítica e da via 

oxidativa de ácidos graxos das formas amastigotas (Brasil, 2014, 2017; OPAS, 2019). 

 

No entanto, os antimoniais apresentam importantes efeitos colaterais, que precisam 

ser considerados na escolha terapêutica. O antimoniato-N-metil glucamina exibe 

efeitos adversos decorrentes de sua ação sobre o aparelho cardiovascular. O 

paciente pode apresentar também anorexia, náuseas, vômitos, dor abdominal, 
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insônia, nervosismo, edema, aumento da diurese devido à ausência da habilidade de 

concentração urinária, insuficiência renal aguda (IRA), entre outros (Brasil 2014, 

2017; OPAS, 2019). Assim sendo, são contraindicados para pessoas que utilizam 

betabloqueadores, drogas antiarrítmicas e gestantes, pois podem atravessar a 

barreira transplacentária e levar o feto a desenvolver síndromes severas de atraso 

mental (Brasil 2014, 2017; OPAS, 2019). 

 

Como opção de tratamentos, recomenda-se o uso de anfotericina B e suas 

formulações (lipossomal e dispersão coloidal), pentamidinas (sulfato e mesilato), 

azitromicina, paromicina e miltefosina (Brasil 2014, 2017; Mansueto et al., 2014; 

OPAS 2019; Torres-Guerrero et al., 2018).   

 

A anfotericina B é um poliênico com ação antifúngica e antibiótica isolado de 

Streptomyces nodosus, usada particularmente para a tratamento da LV, atuando nas 

formas promastigotas e amastigotas de Leishmania, in vitro e in vivo. Seu mecanismo 

de ação ocorre pela ligação preferencial com ésteres (ergosterol ou episterol) 

presentes na membrana plasmática do parasito (Brasil, 2011, 2014; Tiwari et al., 

2018). No entanto, a anfotericina B não é indicada para cardiopatas, hepatopatas e 

nefropatas (Brasil, 2014, 2017; OPAS, 2019). 

 

A pentamidina é um anel aromático diamidínico com atividade antifúngica e anti-

tripanossomatídeos (Pépin & Milord, 1994). Apresenta efeitos adversos como: dor, 

náuseas, vômitos, tontura, cefaléia, hipotensão, hipo/hiperglicemia, entre outros 

(Brasil 2014, 2017; OPAS, 2019). É contraindicada para gestantes, diabéticos, 

pacientes com insuficiência renal ou hepática, doenças cardíacas e em crianças com 

peso inferior a 8 kg (Brasil 2014, 2017; Mansueto et al, 2014). 

  

Além das questões relacionadas à escolha terapêutica, tem sido crescente o número 

das linhagens de Leishmania resistentes a essas drogas tradicionais, aumentando a 

necessidade de prospecção de novos fármacos (Andrade-Neto et al., 2018; Mansueto 

et al., 2014; Tiuman et al., 2011; Tiwari et al., 2018).  
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Nesse sentido, estudos com quimioterápicos alternativos vêm sendo publicados, 

especialmente aqueles com descrição de drogas de origem vegetal, ou sintéticas de 

estrutura análoga às naturais (Gervazoni et al., 2020; Marques et al., 2013; Tiuman 

et al., 2011; Tiwari et al., 2018). Esses compostos ainda apresentam a vantagem de 

serem mais amigáveis ao meio ambiente.  

Fitoconstituintes das classes das lignanas, chalconas, flavonóides, saponinas, 

quinonas, alcalóides, taninos, terpenóides e oxilipinas e outros metabólitos 

secundários de plantas (MSPs) têm apresentadas atividades anti-Leishmania 

(Gervazoni et al., 2020; Sen & Chatterjee, 2011; Tiwari et al., 2018). 

Por exemplo, as quinonas e seus derivados possuem atividade antimicrobiana, anti-

tripanossomatídeos, antiviral e antitumoral devido à produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), como superóxido (O-
2), hidroxila (OH-) e peróxido de hidrogênio 

(H2O2), além de induzir a apoptose celular por inibição de topoisomerases (Sen & 

Chatterjee, 2011; M. N. da Silva, Ferreira, & Souza, 2003; Sousa, Lopes, & De 

Andrade, 2016). Já as pterocarpanas, pertencentes ao grupo dos isoflavonóides, são 

agentes defensivos das plantas contra infecções fúngicas e outros micro patógenos, 

radiação UV e altas concentrações de sais metálicos (Drijfhout & Morgan, 2010; Netto 

et al., 2010; Selvam, et al., 2017). 

Buscando, então, otimizar esses efeitos anti-parasitários de fitoconstituintes, alguns 

grupos vêm desenvolvendo compostos sintéticos conhecidos como 

pterocarpanoquinonas, híbridos de quinonas e pterocarpanas (Buarque et al., 2011; 

Cunha-júnior et al., 2016; A. J. M. da Silva et al., 2009; Faiões et al., 2018; Luiz et al., 

2015; Ribeiro et al., 2013; Vasconcelos et al., 2014) ou alterando a estrutura de 

compostos nitrogenados como hidroxietilamina e seus derivados (Cunico, Gomes, 

Facchinetti, et al., 2009; Quinn & Keough, 2002; Vasconcelos et al., 2014). 

Essas drogas, sejam de origem natural ou sintética, mostram bons resultados anti-

Leishmania em cultura ou no controle da infecção em modelo animal (Cunha-júnior et 

al., 2016; da Cunha-Júnior et al., 2011; Ribeiro et al., 2013), mas pouco se sabe sobre 

os possíveis efeitos dessas drogas na fisiologia do vetor ou sobre a estabilidade da 

atividade antiparasitária sobre as formas da Leishmania dentro do intestino do inseto. 
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Não podemos afirmar se efeitos anti-promastigotas causados por essas drogas em 

cultura persistem ou são otimizados dentro do intestino do inseto, por exemplo. Além 

disso, pensando em estratégias de controle vetorial, é necessário investigar se essas 

drogas afetariam também a fisiologia do inseto, pois se apresentarem efeitos 

deletérios ao inseto poderia influenciar também o desenvolvimento dos parasitos e a 

capacidade de disseminação dos patógenos pelo vetor.  

 

1.4.1. Compostos anti-Leishmania e relação com flebotomíneos 

 

Schlein e colaboradores vêm estudando aspectos da relação Leishmania-

flebotomíneo e desenvolveram o conceito de iscas açucaradas atrativas (attractive 

toxic sugar baits - ATSBs), sabendo da importância da dieta açucarada para os 

flebotomíneos (Diarra et al., 2021; Junnila, Müller, & Schlein, 2011; Günter C. Müller 

et al., 2008; Günter C. Müller & Schlein, 2011; Qualls et al., 2015; Schlein,Y. and 

Jacobson, 1994). Nesses trabalhos, os autores avaliaram as fontes vegetais 

preferenciais de açúcar, prováveis abrigos de flebotomíneos, dentre outros fatores 

relacionados à biologia do vetor, testando diferentes tipos de ATSBs contendo 

compostos inseticidas para controle da alta densidade de P. papatasi. 

No trabalho (Schlein & Jacobson, 1994) verificou-se que P. papatasi alimentados com 

determinadas espécies vegetais (Ricinus communis, Capparis spinosa e Solanum 

luteum) tiveram aumento na taxa de mortalidade e deformação dos parasitos após 

infecção. Em outras palavras, componentes vegetais demonstraram ação 

antiparasitária no inseto.  

Unindo esses conceitos, iscas açucaradas e compostos com atividade antiparasitária 

sobre promastigotas, estaríamos diante de uma ATSB que atuasse no bloqueio ou 

redução do desenvolvimento da Leishmania ainda no vetor, afetando sua 

competência (o fator β da equação de capacidade vetorial) e sua capacidade vetorial 

(definições a seguir).  
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Estudos realizados pelo nosso grupo mostraram que metabolitos secundários 

(glicosídeos e seus aglicones) afetaram tanto a longevidade de L. longipalpis como 

também apresentaram efeitos anti-Leishmania in vitro e na infecção do flebotomíneo 

(Ferreira et al., 2018). Reforçando, assim, a necessidade de avaliar o efeito de drogas 

antiparasitárias não apenas na infecção, mas também nos aspectos fisiológicos do 

vetor.  

 

1.5. Capacidade Vetorial 
 

O controle do flebotomíneo vetor é uma das principais estratégias para redução do 

número de casos de leishmanioses, porém apresenta grande complexidade, já que 

as diferentes espécies de flebotomíneos exibem características próprias. O 

conhecimento de fatores como preferência alimentar, habitats, dispersão e 

comportamento é essencial para compreender a epidemiologia da doença e melhor 

delinear intervenções (Killick-Kendrick, 1999; Maia-elkhoury et al., 2018; OPAS, 

2019). Um exemplo de limitação é a pouca informação sobre criadouros larvais, o que 

direciona as estratégias de controle para as formas adultas (Killick-Kendrick, 1999). 

Nas leishmanioses, assim como em outras doenças de transmissão vetorial, os 

patógenos precisam de um tempo para se desenvolver e replicar dentro do inseto 

vetor. Esse período é chamado de período de incubação extrínseco (PIE) (Resh & 

Cardé, 2009). 

Como descrito no item 1.3, parasitos do gênero Leishmania precisam de alguns dias 

para se desenvolver no intestino de flebotomíneos. Esse período pode variar de 4 a 

17 dias, de acordo com a espécie do parasito e temperatura do ambiente 

(Munstermann, 2019). 

Além disso, flebotomíneos precisam completar cerca de 8 dias de idade para poder 

realizar uma segunda alimentação sanguínea, dessa forma transmitindo as formas 

metacíclicas de Leishmania (Kamhawi, 2006). O PIE e a longevidade são aspectos 

considerados no modelo matemático que mensura a capacidade vetorial (Resh and 

Cardé, 2009). 
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A equação abaixo foi descrita para mosquitos por Ross (1911) e posteriormente 

adaptada por MacDonald (1957) e Smith e MacKenzie (2004), mas pode contemplar 

outros insetos vetores (Takken & Koenraadt, 2013). 

 

 

 

Sendo C a capacidade vetorial, β a competência vetorial (capacidade inerente de um 

vetor de transmitir determinado patógeno), m a densidade da população de vetores, 

α a taxa diária de picadas, n o período de incubação extrínseca do patógeno e p a 

sobrevivência diária. Sendo essa equação uma razão com alguns fatores 

exponenciais, qualquer alteração em uma das variáveis pode afetar muito a 

capacidade vetorial geral, e modificaria significativamente a dinâmica de transmissão 

da doença (Takken & Koenraadt, 2013). É valido mencionar que componentes 

fisiológicos, comportamentais e genéticos do vetor e do patógeno, assim como fatores 

ambientais (ex.: temperatura) também podem influenciar na capacidade geral 

(Takken & Koenraadt, 2013). 

 

1.5.1. Técnicas para determinação de idade de flebotomíneos  
 

Verificando os aspectos que compõem a capacidade vetorial, pode-se dizer que o 

conhecimento da longevidade do vetor, por exemplo, é uma informação fundamental 

para avaliar o impacto de estratégias de controle, seja com uso de inseticidas 

químicos ou com compostos de origem natural (Fraser et al., 2021; Lehane, 1985). 

De posse dessa informação, é possível preencher mais um dado da equação da 

previamente descrita, na qual o “p”, que corresponde à taxa de sobrevivência do vetor. 

Vale dizer que esse termo está no numerador e denominador dessa expressão, tendo 

um peso ainda maior na capacidade vetorial como um todo.  

As metodologias clássicas de estimativa de idade em insetos são muito voltadas para 

análises de mudanças morfológicas, como avaliação de crescimento cuticular, 
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desenvolvimento de ovários (estado pré ou pós-oviposição) e quantificação de 

pteridinas (Detinova, 1962; Amendt, Bugelli, & Bernhardt, 2021; Lehane, 1985; Vogt 

& Walker, 1987). Técnicas que costumam ser laboriosas, demandam tempo e podem 

ser pouco precisas.  

Uma alternativa para avaliar a longevidade de insetos é a análise de hidrocarbonetos 

cuticulares (HC), que requer etapas de extração, cromatografia gasosa e 

espectrometria de massas (CG-EM) (Gibbs, 1995). Essa técnica se fundamenta na 

existência de padrões moleculares na composição de HC e dos diferentes modos 

vibracionais observados em espectros em diferentes espécies de insetos  (Depickère, 

Ravelo-García, & Lardeux, 2020).  

Mais recentemente, a determinação de idade de insetos, especialmente de mosquitos 

do gênero Aedes e Anopheles, mostrou resultados promissores usando a 

espectroscopia na região do infravermelho próximo (NIRS) (Mayagaya et al., 2009; 

Reeves et al., 2010; Sikulu et al., 2010) ou através de técnicas moleculares baseadas 

na expressão de genes idade-dependentes (Caragata et al., 2011; P. E. Cook et al., 

2006; Hugo et al., 2010).   

Entretanto, para estimativa de idade de flebotomíneos, pouco se descreveu na 

literatura além das técnicas clássicas (Amendt et al., 2021; Lehane, 1985; Vogt & 

Walker, 1987), mostrando uma lacuna no conhecimento da biologia desse inseto 

vetor. 

O uso da espectroscopia do infravermelho próximo (NIRS) tem sido uma alternativa 

viável com alta precisão, rapidez, eficiência e menor custo para estimar a idade de 

insetos de diferentes ordens (Aw et al., 2012; Lambert et al., 2018; Milali et al., 2019; 

Reeves et al., 2010; Sikulu et al., 2010). 

Já a avaliação de expressão de genes idade-dependentes foi iniciada com estudos 

em Drosophila melanogaster (Cook et al., 2006), possibilitando a avaliação dessa 

técnica em outros insetos, incluindo vetores. 

No presente estudo avaliamos como a adição de drogas antiparasitárias a dieta de 

flebotomíneos podem afetar a fisiologia e a infecção do vetor e trabalhamos também 

no desenvolvimento de marcadores de idade de flebotomíneos. Esses achados vão 



31 
 

 

 

ampliar o conhecimento da biologia do vetor e podem ser a base para elaboração de 

estratégias de controle vetorial.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar diferentes parâmetros fisiológicos relacionados à capacidade vetorial de 

Lutzomyia longipalpis, estudando o efeito de compostos anti-Leishmania em iscas 

açucaradas e desenvolvendo metodologias para determinação de idade de 

flebotomíneos. 

 

2.2. Objetivos Específicos  

 

Testar o efeito de iscas açucaradas contendo compostos anti-Leishmania de 

referência ou sintéticos sobre a fisiologia de L. longipalpis.  

 

- Avaliar possíveis efeitos atrativos ou repulsivos de compostos sobre adultos de L. 

longipalpis 

– Verificar a influência dessas substâncias na ingestão e preferência alimentar de 

flebotomíneos quando adicionadas à dieta açucarada. 

- Analisar as implicações dos compostos sobre a longevidade de flebotomíneos, 

alimentação sanguínea e oviposição de fêmeas.  

- Testar a influência das substâncias mais promissoras sobre a infecção de L. 

longipalpis com L. amazonensis. 

 

Desenvolver marcadores idade dependentes em flebotomíneos utilizando técnicas de 

biologia molecular e espectroscopia de infravermelho. 

- Estudar o padrão de expressão em L. longipalpis de genes idade-dependentes já 

descritos em outros dípteros como Aedes e Drosophila; 
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- Desenvolver um modelo de estimativa de idade com uso de espectroscopia de 

infravermelho em adultos de L. longipalpis.  

- Validação das metodologias de estimativa de idade (moleculares e infravermelho) 

em populações de laboratório submetidas a diferentes regimes de alimentação e 

condições fisiológicas. 
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3. METODOLOGIA E RESULTADOS 

 

Esta tese é composta por quatro artigos científicos. O primeiro em formato de artigo 

já publicado, o segundo submetido, e o terceiro e o quarto em fase de fechamento de 

resultados e redação para publicação.  

O artigo 1 (capítulo 1) traz os resultados de efeito dos compostos anti-Leishmania, 

em solução açucarada, quanto à atratividade/repulsão, ingestão e preferência 

alimentar de flebotomíneos. Nesse artigo são apresentados os resultados das dez 

drogas testadas, além do solvente.  

O trabalho 2 (capítulo 2) apresenta os resultados de estimativa de idade de 

flebotomíneos da espécie L. longipalpis usando espectroscopia na região do 

infravermelho próximo. Além da idade, o artigo traz também a classificação de insetos 

copulados ou não, de fêmeas que passaram por seu primeiro ciclo gonotrófico, 

alimentadas com açúcar e sangue, ou alimentadas apenas com solução açucarada.    

O trabalho 3 (capítulo 3) traz os resultados dos compostos anti-Leishmania que 

passaram para a segunda fase do estudo. Ou seja, aqueles que demonstraram 

resultados mais promissores no trabalho 1 e foram testados em ensaio de 

longevidade, efeito inibidor de alimentação sanguínea e oviposição e, por fim, em sua 

influência na infecção de L. longipalpis com Leishmania spp.  

O trabalho 4 (capítulo 4) apresenta os dados de padronização e variação de 

expressão de genes marcadores de idade de L. longipalpis. 
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3.1. CAPÍTULO 1 

 

Artigo Publicado  

 

Effects of anti‐Leishmania compounds in the behavior of the sand fly vector Lutzomyia 

longipalpis 

 

Tainá Neves Ferreira, Reginaldo Peçanha Brazil, Mary Ann McDowell, Edézio Ferreira 

Cunha-Júnior, Paulo Roberto Ribeiro Costa, Chaquip Daher Netto, Eduardo Caio 

Torres Santos, Fernando Ariel Genta 
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3.2. CAPÍTULO 2 

 

Artigo Submetido ao periódico “Pest Management Science”  

 

Título: “Age, sex and mating status discrimination in the sand fly Lutzomyia longipalpis 

using Near Infra-Red Spectroscopy (NIRS)” 

 

Autores: Tainá Neves Ferreira, Lilha M. B. Santos, Vanessa Valladares, Gabriela A. 

Garcia, Catherine Flanley, Mary Ann McDowell, Clélia C. Mello-Silva, Rafael Maciel-

de-Freitas, Fernando Ariel Genta 
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3.3. CAPÍTULO 3 

 

A ser submetido ao periódico “Pest Management Science”. 

 

Efeitos de compostos anti-Leishmania na fisiologia e capacidade vetorial do vetor, 

Lutzomyia longipalpis 

 

Autores: Tainá Neves Ferreira, Samara Graciane Costa Latgé, Edézio Ferreira 

Cunha-Júnior, Paulo Roberto Ribeiro Costa, Chaquip Daher Netto, Mary Ann 

McDowell, Eduardo Caio Torres Santos, Tadeu Diniz Ramos, Herbert Leonel de 

Matos Guedes, Fernando Ariel Genta 
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3.3.1. Introdução  

 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero Leishmania 

através da picada de fêmeas de flebotomíneos (OMS, 2022; Brasil, 2017). Segundo 

a OMS e OPAS, estão listadas como uma das dez principais doenças tropicais 

negligenciadas, com mais de 12 milhões de pessoas infectadas atualmente, 0,9 a 1,6 

milhão de novos casos a cada ano e entre 20.000 e 30.000 mortes (OMS e OPAS, 

2022).  

Existem três formas principais da doença: leishmaniose visceral (LV), cutânea (LC) e 

mucocutânea (LMC), que se diferenciam pelo agente etiológico e manifestações 

clinicas (OMS e OPAS, 2022). A LV é considerada a forma mais perigosa por sua alta 

letalidade especialmente em indivíduos sem o devido tratamento, malnutridos ou 

ainda portadores de alguma imunodeficiência (Brasil 2014, 2016; OPAS, 2019).  

A doença está amplamente distribuída em áreas tropicais e subtropicais e é 

encontrada na Europa, África, Ásia e América (Alvar et al., 2012). De acordo com a 

OMS, o Brasil está listado entre os 10 países que mais contribuem em número de 

casos de LV e LC (OMS e OPAS, 2022; Torres-Guerrero et al., 2018).  

Os flebotomíneos são os vetores dos parasitos causadores das leishmanioses e 

destacam-se os gêneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) por 

sua capacidade vetorial (Mansueto et al., 2014; OPAS, 2019; Ready, 2013). A espécie 

Lutzomyia longipalpis é uma das principais espécies de importância médica no Brasil, 

por ser o principal vetor na LV e por sua capacidade adaptativa em diversos 

ambientes antrópicos e permissividade a diferentes espécies de Leishmania (Lainson 

& Rangel, 2005; Ready, 2013; Salomón et al., 2015).  

A disseminação dos parasitos se dá pelo fato de fêmeas de flebotomíneos serem 

hematófagas e necessitarem de sangue para adquirir nutrientes necessários para o 

desenvolvimento e maturação dos ovos. Se essa alimentação ocorre em um 

hospedeiro vertebrado infectado, em alguns dias os parasitos contraídos completam 

seu desenvolvimento no intestino do inseto, podendo ser então transmitidos a outro 
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hospedeiro através de um novo repasto sanguíneo (Mansueto et al., 2014; OPAS, 

2019; Schlein, 1993; Steverding, 2017).  

Além da alimentação sanguínea, flebotomíneos adultos alimentam-se de açúcar de 

origem vegetal ou de secreções de afídeos, sendo essas as suas principais fontes de 

carboidratos (Anez et al., 1994; Brazil & Brazil, 2018; Moraes et al., 2018; Ready, 

2013). A presença de açúcar no intestino do inseto parece ser um importante estímulo 

para a migração e o desenvolvimento da Leishmania (da Costa et al., 2019). 

Devido a essa necessidade da dieta de carboidratos, alguns grupos vêm estudando 

estratégias de controle da doença através do controle do inseto vetor usando iscas 

açucaradas atrativas contendo componentes inseticidas (Diarra et al., 2021; 

Fiorenzano, Koehler, & Xue, 2017; Fraser et al., 2021; Junnila et al., 2011; Maia et al., 

2018; Müller et al., 2010; Qualls et al., 2015; Saghafipour et al., 2017; Schlein & 

Jacobson, 1994). 

Nos últimos anos nosso grupo identificou que metabolitos secundários de plantas, 

adicionados à alimentação açucarada, foram capazes de reduzir a porcentagem de 

fêmeas infectadas e a carga parasitaria em L. longipalpis infectados com L. mexicana 

(Ferreira et al., 2018), em outras palavras, um efeito antiparasitário no vetor.  

O estudo de compostos de origem natural impactando no desenvolvimento de 

Leishmania é um conceito desenvolvido por Schlein e Jacobson (Schlein & Jacobson, 

1994; Schlein, 1993; Schlein et al., 1992) há cerca de três décadas e vem sendo 

continuado (Müller & Schlein, 2011; Qualls et al., 2015; Saghafipour et al., 2017) e 

expandido para outros vetores, principalmente mosquitos (Fiorenzano et al., 2017; 

Maia et al., 2018; Qualls et al., 2015).  

Leishmania é um protozoário pertencente à família Trypanosomatidae. Até o 

momento são conhecidas 22 espécies patogênicas em humanos, as quais pertencem 

aos subgêneros Viannia e Leishmania (OPAS, 2022). Dentro deste subgênero 

podemos destacar L. amazonensis, responsável pela forma LC difusa e LC com 

lesões disseminadas; L. infantum, causadora da LV americana com extensa 

distribuição na América Latina, do México à Argentina (Torres-Guerrero et al., 2018).  
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O parasito é heteroxênico, então, é encontrado em 2 formas distintas ao longo de seu 

ciclo de vida: uma forma promastigota, extracelular e flagelada encontrada no 

intestino de flebotomíneos; e a outra forma amastigota, arredondada e intracelular, 

que se multiplica em células do sistema mononuclear fagocitário, especialmente 

macrófagos (Brasil 2017; Maroli et al. 2013; OPAS 2019).  

Antimoniais (tri ou pentavalente) vêm sendo as drogas de primeira escolha usadas no 

tratamento de pacientes com leishmaniose desde sua descoberta, há cerca de 100 

anos. A segunda opção de tratamento é feita com anfotericina B e suas diferentes 

formulações, ou ainda pentamidina, miltefosina ou azitromicina, esses últimos mais 

indicados para crianças e gestantes (Brasil, 2014, 2017; Mansueto et al., 2014). 

Contudo, essas drogas apresentam algumas limitações, tais como dificuldade de 

administração e toxicidade, com diversos efeitos adversos (Brasil, 2014, 2017; 

Mansueto et al., 2014). Outra preocupação é o surgimento de cepas de Leishmania 

resistentes ao tratamento (Mansueto et al., 2014; Tiuman et al., 2011; Tiwari et al., 

2018).  

Por essa razão a OMS, na assembleia mundial da saúde de 2013 (OMS, 2013), listou 

uma série de ações emergenciais para controle de doenças tropicais negligenciadas 

tais como: desenvolvimento de novos fármacos, de novas estratégias de controle 

vetorial e ampliação de substâncias inseticidas, entre outras.  

Nesse sentido, vários grupos vêm estudando compostos naturais ou sintéticos de 

formulação análoga para ampliar o arsenal de fármacos disponíveis para tratamento. 

A exemplo disso podemos citar chalconas, flavonóides, saponinas, quinonas, 

alcalóides, taninos e terpenóides, que são fitoconstituintes com atividade anti-

Leishmania e com a vantagem de serem ambientalmente amigáveis (Gervazoni et al., 

2020; Sen & Chatterjee, 2011; Tiwari et al., 2018).  

Dos compostos sintéticos análogos aos naturais podemos destacar as 

pterocarpanoquinonas, que demonstraram resultados promissores em promastigotas 

e amastigotas de Leishmania e em estudos com hospedeiros infectados. Contudo, 

uma lacuna desses estudos de prospecção de novas drogas é sua avaliação dos 

efeitos antiparasitários dentro do inseto vetor, investigando apenas efeitos in vitro e 
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in vivo em hospedeiros vertebrados, muitas vezes com ênfase nas formas 

amastigotas (Costa et al., 2014; Cunha-Júnior et al., 2016; Faiões et al., 2018; Ribeiro 

et al., 2013). 

Pouco se sabe, por exemplo, sobre alterações sofridas pela Leishmania durante seu 

desenvolvimento no inseto. É no intestino do flebotomíneo que os parasitos precisam 

superar diversas barreiras do sistema imune do vetor e passar por diferentes etapas 

de mudança de forma, além de uma alta taxa de replicação. Este processo ocorre por 

divisão celular e durante esse processo pode haver troca de material e geração de 

progênies híbridas, permitindo o desenvolvimento de novas características 

(resistência) (Van Bockstal et al., 2020). 

Neste cenário, nosso grupo vem avaliando a influência de diferentes compostos 

sintéticos com atividade anti-Leishmania, incluindo anfotericina B e pentamidina, em 

distintos aspectos da fisiologia de L. longipalpis, quando adicionados à dieta 

açucarada, tendo em vista seu uso potencial em iscas de açúcar para controle da 

infecção do parasito no vetor.  

Em publicações prévias verificamos que essas drogas podem ter efeito atrativo ou 

repulsivo, podem alterar a quantidade de solução açucarada ingerida, e também 

podem alterar a escolha das dietas pelos insetos (Ferreira et al., 2022). Ressaltando 

que os compostos que tiveram sua avaliação descontinuada podem ser estudados 

em outros tipos de intervenções direcionadas especificamente ao inseto vetor, já que 

mostraram atividades inibidora de alimentação e/ou foram desprezados quando havia 

opção de dieta açucarada (Ferreira et al., 2022). 

Nesse trabalho demos continuidade aos estudos com os compostos mais 

promissores, L2, L6, L7, P8, P9 (pentamidina) e P10 (anfotericina B) para avaliação 

dos seguintes aspectos: efeitos na longevidade dos adultos, influência sobre a 

alimentação sanguínea e oviposição e, por fim, efeito na infecção de fêmeas com 

Leishmania spp.  
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3.3.2. Material e Métodos  

 

a) Compostos anti-Leishmania 

  

As soluções açucaradas foram preparadas com sacarose vendida comercialmente 

(“açúcar de mesa”) sendo esterilizadas em autoclave e mantidas sob refrigeração a 

4ºC.  As drogas testadas foram modeladas e sintetizadas no Laboratório de Química 

Bioorgânica do Núcleo de Pesquisas de Produtos Naturais da Universidade Federal 

do Rio de Janeiro, Brasil (Ribeiro et al., 2013). São compostos sintéticos análogos 

aos de origem natural com ação anti-promastigotas produzidos, em sua maioria, a 

partir de naftoquinonas e pterocarpanas (Buarque et al., 2011; Faiões et al., 2018; 

Ribeiro et al., 2013). Também foram utilizados os compostos de referência no 

tratamento de leishmaniose, como pentamidina e anfotericina B. Esses compostos 

foram cedidos pelo Dr. Eduardo Caio Torres (IOC-FIOCRUZ). A tabela 3.3.1 traz as 

informações dos compostos avaliados.  

 

Tabela 3.3.1 – Propriedades e condições experimentais dos compostos anti-

Leishmania utilizados neste trabalho. Os valores de IC50 representam a metade da 

concentração inibitória máxima para L. infantum ou L. amazonensis e a concentração 

usada nos experimentos foi de 10 vezes o valor desse IC50. - : não determinado. 

Composto 
Classificação 

/Função 
Estrutura 

IC50 L. infantum/  

L.amazonensis 

(μmol L−1) 

Concentração 

(μmol L−1) 

L2 Pterocarpaquinona 

 

1,4/ 0,4 14,0 
O

O

O

O
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L6 Pterocarpaquinona 

 

-/1,98 20,0 

L7 Pterocarpaquinona 

 

1,7/ - 

 

17,0 

 

P8 
Derivado de 

hidroxietilpiperazina 

 

-/1,8 18,0 

P9 

Pentamidina – anel 

aromático diamínico/ 

éter 
 

5,7/ 4,8 57,0 

P10 
Anfotericina  B - 

polieno 

 

 

-/2,2 

 

22,0 

DMSO Solvente 

 
-/- 57,0 

 

 

b) Efeito de compostos sobre a longevidade de flebotomíneos 

 

Os compostos LQB-475 (L2), LQB-181 (L6), LQ-03 (L7), PMIC-4 (P8), pentamidina 

(P9), anfotericina B (P10) e DMSO (solvente) foram adicionados à solução de 

sacarose, em concentração correspondente a 10 vezes o valor da maior IC50 para 

Leishmania sp., e disponibilizados aos flebotomíneos em micro gotas sobre placa de 

petri coberta com parafilme (Ferreira et al., 2022). As soluções foram trocadas a cada 

2 dias e os estoques mantidos em congelador (-20º C). Os insetos adultos, recém 

emergidos, foram separados por sexo e a mortalidade foi observada diariamente 

mantendo-os em incubadora em condições controladas (26ºC e umidade 70%), de 

O

O

O
N

O

O

O O

N

N
OMe

BocHN

HO

Ph
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acordo com trabalhos descritos previamente (Díaz-Albiter et al., 2016; Ferreira et al., 

2018). O experimento foi realizado em triplicata com 20 insetos por gaiola.  

 

c) Efeitos dos compostos sobre alimentação sanguínea e oviposição 

 

Cerca de 30 fêmeas e 30 machos com 1-2 dias pós emergência foram separados em 

gaiolas e mantidos sob alimentação com solução açucarada (sacarose 70% m/v) 

contendo drogas antiparasitárias (LQB-475 (L2), LQB-181 (L6), LQ-03 (L7), PMIC-4 

(P8), Pentamidina (P9), anfotericina B (P10), ou DMSO (solvente). Sete dias depois 

as fêmeas alimentaram-se de sangue através de picada em hamster anestesiado 

(CEUA/IOC - L-029/2016), observando-se a quantidade de fêmeas ingurgitadas. A 

alimentação sanguínea durou cerca de 30 min para todas as condições. Parte das 

fêmeas foi separada e dissecada no mesmo dia para observação da aparência do 

intestino e quantificação do sangue ingerido através da quantificação de proteínas 

com o método do ácido bicinconínico (Smith et al., 1985), usando albumina sérica 

bovina como padrão. A outra parte das fêmeas foram mantidas em potes com camada 

de gesso para postura dos ovos, sendo mantidas com a dieta contendo composto. 

Contabilizamos a mortalidade das fêmeas durante o período da alimentação 

açucarada e pós alimentação sanguínea, assim como aspectos relacionados à 

oviposição como a quantidade de ovos, fecundidade (ovos/fêmea) e fertilidade (se os 

ovos eclodiram ou não). O número de ovos postos foi quantificado através de 

contagem visual de foto tirada em estereoscópio (Carl Zeiss – Stemi DV4, Werk 

Gottingen, Germany) com auxílio de ferramentas de edição e aumento da imagem 

(zoom) como photoscape (v3.7) e também com o aplicativo imageJ (1.53e). Nessa 

ferramenta a mesma imagem passava por um processo de edição (conversão em 8-

bit, ajuste de threshold, escala de preto e branco, seleção da área de interesse e 

análise das partículas) conforme indicação do programa. A partir desses dois valores 

foi feita uma média com desvio padrão da média. Esse ensaio foi repetido 3-5 vezes 

e foi adaptado conforme Moraes e colaboradores (Moraes et al., 2018). As cinco 

réplicas foram feitas para os compostos L6 e P8, sendo preciso aumentar o número 
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inicial de fêmeas por réplica de 30 (réplica 1) para 50 em média (réplicas 2-5) em L6. 

O controle (sacarose) e P8 tiveram 30 fêmeas em média (5 réplicas). 

 

d) Efeito de compostos sobre a infecção de L. longipalpis com Leishmania 

 

Os compostos mais promissores, LQB-475 (L2), LQ-03 (L7), Pentamidina (P9), e 

DMSO (solvente), foram testados sobre a infecção de L. longipalpis em Leishmania 

amazonensis.  

Para as infecções, cerca de 200 fêmeas com 1-2 dias após emergência foram 

separadas em gaiolas de tecido e mantidas com dieta controle (sacarose) ou teste 

(sacarose mais composto) por 2 dias para realização da alimentação infectante.  

Para infecção com L. amazonensis, o processo simula uma infecção natural, no qual 

as fêmeas de flebotomíneos se alimentam diretamente das patas lesionadas de 

camundongos tipo Balb/c. Para isso, fizemos um furo na gaiola para passagem da 

pata infectada e o camundongo anestesiado (xilazin/ cetamin) foi posicionado sobre 

um plástico de modo que as fêmeas só tiveram acesso à pata que atravessou a 

passagem feita na gaiola. Os camundongos foram infectados com 12 a 16 semanas 

de idade através de injeção direta contendo 2 x 106 parasitos/ mL de L. amazonensis 

(cepa JOSEFA). Somente após 70 dias de infecção do camundongo realizamos a 

infecção dos insetos, quando as patas estavam bastante lesionadas e com alta carga 

parasitária. A alimentação sanguínea teve duração de 1h e 15min, aproximadamente. 

Cada gaiola continha 2 camundongos, e o experimento foi feito em duplicata. Após a 

alimentação, os camundongos foram retirados da gaiola, e eutanasiados em seguida, 

e os insetos foram mantidos sob alimentação açucarada de acordo com as instruções 

acima. 

Os resultados foram analisados por dissecção, observação da presença de parasitos 

no intestino, contagem dos parasitos em hemocitômetro e as amostras intestinais 

foram divididas e congeladas a -20ºC em tampão PBS para posterior quantificação 

da carga parasitaria por qPCR (Ferreira et al., 2018; Pita-Pereira et al., 2005). 
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Amostras foram coletadas no 3º, 5º e 7º dias pós alimentação sanguínea de acordo 

os estágios de evolução da infecção de L. amazonensis. 

 

e) Análise estatística 

 

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism (versão 6) para 

Windows. Para verificar distribuição de normalidade dos dados usamos o teste de 

D'Agostinho & Pearson. Aqueles que apresentaram distribuição normal foram 

submetidos ao teste t não pareado ou Análise de Variância (ANOVA One-way) com 

pós-teste de comparações múltiplas de Tukey. Os dados com distribuição não normal 

foram analisados usando teste não paramétrico de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis 

com o pós-teste de comparações múltiplas de Dunn. Todas as comparações com 

valor de p < 0,05 foram classificadas como estatisticamente significativas. 
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3.3.3. RESULTADOS 

 

a) Efeito de compostos sobre a longevidade de flebotomíneos 

 

Ao adicionar os compostos anti-Leishmania à dieta açucarada de flebotomíneos 

analisamos todas as curvas de longevidade estabelecendo a dieta com sacarose 

como controle. Vimos que os principais achados foram para L6, que reduziu o tempo 

médio de vida (TMV) de machos de 17 ± 1 dias para 10 ± 1 (p < 0,0001) através do 

teste de comparações múltiplas de Dunn. Ao comparar as curvas de sobrevivência 

em pares (controle x teste) pelo teste Log-rank (Mantel-Cox), a redução no TMV 

permanece para L6 (p < 0,0001) e também observamos diferença em P8 para 13 ± 1 

dias (p < 0,001), DMSO para 15 ± 1 dias (p < 0,05) e um aumento no TMV em L7 para 

19 ± 2 dias (p < 0,05). Vale ressaltar que Controle (sacarose) vs P8 pelo teste de 

comparações múltiplas de Dunn apresentou valor de p = 0,1429, enquanto que os 

demais apresentaram p > 0,9999.  

Já para as fêmeas, não identificamos diferenças estatisticamente significativas pelo 

teste de comparações múltiplas de Dunn. Entretanto, ao comparar as curvas Log-rank 

(Mantel-Cox) observamos uma redução significativa no TMV de L2 em relação ao 

controle, de 14 ± 1 dias para 11 ± 1 (p < 0,05), P8 reduziu também de 14 ± 1 dias para 

11 ± 1 (p < 0,05) e um incremento no TMV de fêmeas com P9 (pentamidina) de 14 ± 

1 dias para 19 ± 1 (p < 0,01). A tabela 3.3.2 e as figuras 3.3.1 e 3.3.2 resumem esses 

resultados. 

 

 

 

 

 

 



108 
 

 

 

Tabela 3.3.2 - Tempos médios e medianos de vida de L. longipalpis com adição de 

compostos anti-Leishmania à dieta açucarada comparando a dieta controle  

 

 MC MDMSO M L2 M L7 M L6 M P8 M P9 M P10 

MEDIANA 17 15 19 20 10 13 18 15 

MÉDIA ± 

SEM 17 ±1 15 ±1* 18 ±1 19 ± 2* 10 ±1**** 13 ±1** 17 ±1 15 ±1 

 FC FDMSO F L2 F L7 F L6 F P8 F P9 F P10 

MEDIANA 12 15 8 12 13 12 19 17 

MÉDIA ± 

SEM 14 ±1 16 ±1 11 ±1* 13 ±1 16 ±1 11 ±1* 19 ±1** 17 ±1 

 

Sendo MC e FC Machos e fêmeas controle, aqueles que se alimentaram apenas da dieta 

com sacarose. Teste de Comparação entre curvas de sobrevivência log-rank (Mantel-Cox), 

Machos: MC/MDMSO - p = 0,034; MC/L6 - p < 0,0001; MC/L7 - p = 0,036; MC/P8 - p = 0,0006 

e Fêmeas: FC/ L7 - p = 0,014, FC/P8 - p = 0,02 e FC/P9 - p = 0,0032. Teste de comparações 

múltiplas de Dunn MC/L6 - p < 0,0001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



109 
 

 

 

 

Figura 3.3.1 - Curvas de longevidade de machos de L. longipalpis alimentados com solução 

açucarada mais droga anti-Leishmania. Insetos foram mantidos em condições controladas 

(26ºC e umidade 70%) e sua mortalidade verificada diariamente. Teste de Comparação entre 

curvas de sobrevivência log-rank (Mantel-Cox). Machos: MC/MDMSO - p <0,05; MC/L6 - p < 

0,0001; MC/L7 - p <0,05; MC/P8 - p <0,001. Teste de comparações múltiplas de Dunn para 

MC/L6 - p < 0,0001. Experimentos realizados 3 vezes independentemente, com n = 20 cada. 



110 
 

 

 

 

Figura 3.3.2 - Curvas de longevidade de fêmeas de L. longipalpis alimentadas com solução 

açucarada mais droga anti-Leishmania. Insetos foram mantidos em condições controladas 

(26ºC e umidade 70%) e sua mortalidade verificada diariamente. Teste de Comparação entre 

curvas de sobrevivência log-rank (Mantel-Cox) Fêmeas: FC/ L7 - p = 0,014, FC/P8 - p = 0,02 

e FC/P9 - p = 0,0032. Experimentos realizados 3 vezes independentemente, com n = 20 cada. 
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b) Efeitos dos compostos sobre alimentação sanguínea e oviposição 

 

Avaliando os efeitos da alimentação açucarada mais compostos antes e pós repasto 

sanguíneo vemos que o composto L6 causou maior mortalidade de fêmeas e por 

consequência reduziu o número de insetos disponíveis para realização da 

alimentação sanguínea (Figura 3.3.3-a). Foi contabilizada a quantidade de fêmeas 

ingurgitadas e aquelas que não se alimentaram. Esse dado não gerou diferenças 

estatisticamente significativas em nenhuma das drogas testadas (Figura 3.3.3-b). 

Verificamos também possíveis efeitos na sobrevivência das fêmeas após a 

alimentação sanguínea e após 3 dias não identificamos diferenças na mortalidade 

comparada aos controles (Figura 3.3.3-c). Com relação à fecundidade das fêmeas 

(ovos/fêmea), apesar de parecer haver uma redução com L6 e P8, não foram 

detectadas diferenças nos testes realizados (Figura 3.3.3-d).  
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Figura 3.3.3 - Efeito de compostos anti-Leishmania adicionados a dieta açucarada 

em fêmeas de L. longipalpis pré e pós alimentação sanguínea. O item (a) apresenta 

porcentagem de mortalidade pré alimentação sanguínea, sendo o valor de **p = 0,007 

calculado pelo teste de comparações múltiplas de Dunn, (b) porcentagem de fêmeas 

que não ingurgitadas, (c) porcentagem de fêmeas mortas até 3 dias pós alimentação 

sanguínea e (d) taxa de oviposição (ovos/fêmea). 

 

 

Verificamos também a viabilidade dos ovos observando se haveria eclosão e se essas 

larvas estariam vivas e ativas. Para esse aspecto foi feita apenas uma análise 

qualitativa se houve eclosão ou não em cada réplica. O dado sugere que L6 e P8 

causam uma diminuição na taxa de eclosão, pois reduziu em 50% e 75%, 

respectivamente, as chances de geração de larvas viáveis a partir dos ovos postos. 

A figura 3.3.4 ilustra as porcentagens de eclosão para cada composto.  
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Vale ressaltar que, das cinco réplicas realizadas para esses compostos (mais 

controle) em L6, por duas vezes não houve postura de ovos pelas fêmeas, e em uma 

das vezes não havia número suficiente de fêmeas para oviposição (sendo 

direcionadas para a dissecção e quantificação de proteínas). Somente em uma de 

duas repetições experimentais os ovos foram postos e eclodiram dias depois. Ou seja, 

36% do total de fêmeas separadas para oviposição não colocaram ovos.  

Com P8, das 4 réplicas em que tivemos fêmeas para oviposição, uma não houve 

postura de ovos, correspondendo a 26%. Nas outras 3 repetições, mesmo havendo 

postura, só houve eclosão em uma.  

 

 

Figura 3.3.4 - Porcentagem de eclosão em grupo de ovos postos, por fêmeas, pós 

alimentação sanguínea e açucarada contendo drogas antiparasitárias. 

 

Investigamos se a adição prévia desses compostos poderia apresentar efeito inibidor 

de alimentação sobre o repasto sanguíneo. Para isso fizemos a quantificação das 

proteínas do conteúdo intestinal de fêmeas ingurgitadas. Os resultados mostram que 

nenhum dos compostos testados causou redução na quantidade de proteína ingerida 

através da dieta sanguínea. De fato, L2 aumentou significativamente a quantidade de 

proteínas de 2,5 ± 0,2 µg/µL para 4,0 ± 0,4 µg/µL quando comparado ao controle 

Ctrl DMSO L2 L7 L6 P8 P9 P10

Não 18% 25% 33% 0% 50% 75% 0% 0%

Sim 82% 75% 67% 100% 50% 25% 100% 100%

0%

20%

40%

60%

80%

100%
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(apenas sacarose). As demais quantidades médias de proteína ingerida pelas fêmeas 

ficaram entre 2,2 e 3,0 µg/µL. A figura 3.3.5 mostra o resultado dessas quantificações.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.5 - Quantificação de proteínas com método BCA do sangue do conteúdo 

intestinal de fêmeas logo após alimentação sanguínea, alimentadas previamente com 

solução açucarada mais compostos anti-Leishmania. O valor de **p < 0,01 foi 

calculado pelo teste de comparações múltiplas de Dunn e ***p < 0,001 pelo teste 

Mann Whitney (L2 vs Ctrl). Os grupos não assinalados apresentaram comparações 

com o controle com p > 0,05. 

 

c) Efeito de compostos sobre a infecção de L. longipalpis com Leishmania 

 

Em função dos resultados prévios de Ferreira e cols. (2022) e dos apresentados 

acima, escolhemos dar continuidade aos testes de infecção com os compostos L2, 

L7 e P9 (pentamidina), pois esses seriam os compostos com o menor impacto 

fisiológico nas fêmeas adultas de flebotomíneos. L2 não apresentou efeitos 

pronunciados na preferência, ingestão ou repulsão (Ferreira et al., 2022). Apesar de 

afetar a longevidade de fêmeas (Tabela 3.3.1; Figura 3.3.2), essa redução não 

impede a análise temporal da infecção já que, em contrapartida, essa droga aumentou 
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a quantidade de sangue ingerido. O composto L7, apesar de ter reduzido o volume 

ingerido de dieta açucarada comparada ao controle, foi preferido pelas fêmeas e não 

causou efeitos na longevidade ou em aspectos relacionados à alimentação sanguínea 

(Ferreira et al., 2022). O composto P9 (pentamidina), apesar de ter tido efeito 

repulsivo nas fêmeas aumentou seu TMV e não influenciou parâmetros relacionados 

à alimentação sanguínea. Além disso, foi preferida pelos machos como dieta 

açucarada (Ferrreira et al., 2022). 

Os estudos com L6 foram descontinuados por afetar a longevidade das fêmeas antes 

destas realizarem a alimentação sanguínea (Figura 3.3.3a), o que limita a quantidade 

de fêmeas para fazer uma alimentação sanguínea infectante com posterior avaliação 

do curso da infecção. O composto P8 afetou a longevidade de machos e fêmeas 

(Tabela 3.3.1; Figuras 3.3.1 e .2) e parece ter efeitos mais pronunciados em aspectos 

relacionados à oviposição, tendo sido também descontinuado.  

Das infecções realizadas com L. amazonensis, observamos que somente o composto 

L2 causou redução na quantidade de parasitos por intestino no 3º dia pós infecção 

(PI) (Figura 3.3.6), entretanto essa diferença não é mais detectada no 5º (Figura 3.3.7) 

ou 7º dia PI (Figura 3.3.8).  
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Figura 3.3.6 - Influência de compostos anti-Leishmania adicionados à dieta 

açucarada sobre a infecção de L. longipalpis com L. amazonensis no 3º dia pós 

infecção. Diferenças significativas foram investigadas pelo teste de comparações 

múltiplas de Dunn/ teste Mann Whitney. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.7 - Influência de compostos anti-Leishmania adicionados à dieta 

açucarada sobre a infecção de L. longipalpis com L. amazonensis no 5º dia pós 

infecção. Diferenças significativas foram investigadas pelo teste de comparações 

múltiplas de Dunn/ teste Mann Whitney.  
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Figura 3.3.8 - Influência de compostos anti-Leishmania adicionados à dieta 

açucarada sobre a infecção de L. longipalpis com L. amazonensis no 7º dia pós 

infecção. Diferenças significativas foram investigadas pelo teste de comparações 

múltiplas de Dunn/ teste Mann Whitney.  

 

Verificamos também a porcentagem de fêmeas infectadas (positivas) contra o total 

de insetos dissecados nos 3 dias analisados e também não detectamos diferenças 

entre as dietas controle e experimentais (Tabela 3.3.3).  

 

Tabela 3.3.3 - Porcentagens de fêmeas infectadas com L. amazonensis ao longo 

dos dias pós infecção (PI) 

  Ctrl (Sac.) DMSO L2 L7 P9 

3º d PI 79 ± 7 % 77 ± 3 % 63 ± 16% 56 ± 6% 88 ±  6% 

5º d PI 86 ± 7% 58 ± 15% 73 ± 18% 88 ± 13% 83 ± 1% 

7º d PI 67 ± 5% 70% 60 ±  0% 82 ± 2% 74 ± 7% 
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A tabela 3.3.4 resume os resultados obtidos para os compostos descritos nesse 

trabalho. 

 

Tabela 3.3.4 – Resumo dos efeitos de drogas antiparasitárias sobre a fisiologia de L. 

longipalpis. - : sem alteração significativa em relação aos controles com dieta 

contendo apenas sacarose. nd – não determinado, ↓ redução ou ↑ aumento do 

parâmetro analisado.    

 

 

3.3.4. DISCUSSÃO  

 

Esse conjunto de resultados descritos traz pela primeira vez os efeitos de drogas com 

atividade antiparasitária sobre alguns aspectos da fisiologia dos flebotomíneos, o 

inseto vetor de parasitos do gênero Leishmania, adicionando essas substâncias à 

dieta açucarada.  

 DMSO L2 L6 L7 P8 P9 P10 

Longevidade 

↓♂ - ↓↓↓♂ ↑♂ ↓↓♂ - - 

- ↓♀ - - ↓♀ ↑↑♀ - 

Efeitos na AS - - 
↑↑♀ † 

Pré AS 
- - - - 

Eclosão dos ovos ≥ 67% ≥ 67% 50% ≥ 67% 25% ≥ 67% ≥ 67% 

Ingestão 

sanguínea 
- ↑↑ - - - - - 

Carga parasitária 

L. amazonensis 
- 

↓(3º 

PI) 
nd - nd - nd 

% de infecção - - nd - nd - nd 
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Um dos aspectos avaliados foi a influência sobre a longevidade e os resultados nos 

mostram que, dos seis compostos avaliados incluindo o solvente (DMSO), quatro 

deles tiveram efeitos sobre os machos, sendo L6, P8 e DMSO causadores de redução 

no TMV com maior ou menor nível de significância e L7, surpreendentemente, 

gerando um aumento no TMV. Em fêmeas, três drogas apresentaram efeitos na 

longevidade, sendo L2 e P8 responsáveis pela diminuição do TMV e P9 (pentamidina) 

pela elevação da longevidade.  

Três desses compostos são classificados como pterocarpanoquinonas e um é 

derivado de hidroxietilpiperazina, o qual exibiu efeito redutor de longevidade em 

ambos os sexos. Esses resultados são bastante promissores, visto que não estamos 

utilizando altas concentrações de substâncias (entre 14 e 57 μmol L−1) quando 

avaliamos a possibilidade de adicioná-las em iscas para controle de insetos. Para fins 

comparativos, ao convertermos as concentrações molares utilizadas da anfotericina 

B (924,09 g·mol-1) e pentamidina (340,41 g.mol-1), por exemplo, em concentrações 

comuns, teremos 20,3 e 19,4 mg/L, respectivamente.  

Efeitos larvicidas em A. aegypti foram observados com diferentes quinonas de origem 

natural extraídas da raiz de Connarus suberosus, por exemplo, sendo a tectoquinona 

a substância mais ativa, com LC50 de 1,1 µg/mL depois de 24 h (Silva et al., 2020). 

Ainda nesse trabalho os autores relatam que esse composto causou 100% de 

mortalidade das larvas em até 5 dias nas diferentes concentrações testadas (2,1 

µg/mL, 3,5 µg/mL e 4,3 µg/mL).  

Resultados semelhantes foram obtidos em madeira tratada com extratos de 

naftoquinonas (catalponol e catalponona) de Catalpa bignonioides que, além de ser 

desprezada por cupins quando havia escolha, também reduziu a sobrevivência a zero 

em 7 dias (Castillo & Rossini, 2010). Castillo & Rossini ainda descrevem uma outra 

quinona, a jacaranona, que gerou efeito tóxico após a ingestão quando oferecida a 

moscas como parte de uma dieta açucarada. Eles relatam que as propriedades anti-

insetos em extratos de Bignoniaceae se deva à grande quantidade de quinonas 

(especialmente nafto- e antraquinonas) apresentando efeitos inibidores de 

alimentação ou tóxicos contra várias espécies pertencentes a diferentes ordens de 

insetos (Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera e Orthoptera) 



120 
 

 

 

(Castillo & Rossini, 2010). Essa informação é corroborada em outras referências 

(Silva et al., 2020; Sreelatha et al., 2009), que descrevem que quinonas podem 

apresentar atividade anti-alimentar, gerar dano ao intestino médio pós digestão e até 

mesmo causar a inibição do complexo mitocondrial III. Esses efeitos podem explicar 

a razão pela qual a redução na longevidade não é imediata, mas sim um efeito 

prolongado.  

Além disso, tal fato parece estar de acordo com a habilidade das quinonas serem 

moléculas geradoras de espécies reativas de oxigênio (ROS) em ambientes ricos em 

oxigênio. Essas substâncias podem ainda gerar efeitos anti-alimentares ou tóxicos 

por sua capacidade de alquilar nutrientes essenciais e componentes celulares 

(Barbehenn & Peter Constabel, 2011). Neste trabalho os autores ainda sugerem que 

quinonas teriam competência de se ligar covalentemente a diversos aminoácidos 

essenciais in vitro (metionina, histidina e lisina). Todavia, esses resultados seriam 

insuficientes para inferir as consequências fisiológicas dessa ligação em insetos 

herbívoros (Barbehenn & Peter Constabel, 2011). 

Efeitos inibidores de alimentação também foram observados em pterocarpanas 

extraídas de Pterocarpus macrocarpus (Morimoto et al.,2006)  e também em ensaios 

realizados com Spodoptera litura, somado a efeito antiparasitário em L. donovani 

(Morimoto et al., 2016) com pterocarpanas análogas aos naturais. 

Quanto ao incremento no TMV provocado por L7 em machos, é possível que esteja 

relacionado ao fato dessa pterocarpanquinona ser uma orto-quinona, e moléculas 

com essa configuração estão envolvidas no processo de esclerotização e 

escurecimento de cutícula.  

Além de proteínas e quitina, as interações químicas que ocorrem com agentes 

escurecedores são também responsáveis pelas propriedades físicas do exoesqueleto 

maduro de insetos. De maneira geral, o processo se dá pela reação de uma proteína 

ou um aminoácido com um derivado polifenólico secretado na presença de uma 

oxidase. A dureza e rigidez do tecido envolve a oxidação desses compostos em orto-

quinonas, principalmente, seguida de condensação com os grupos NH2 

(possivelmente SH) de proteínas (Bittner, 2006; Sugumaran, 2010). A esclerotização 
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pode ainda promover o escurecimento da coloração cuticular (cor marrom/preta), o 

que favorece maior absorção de radiação solar mantendo os insetos aquecidos 

(Klowden, 2008; Sugumaran, 2010). Entretanto, mais estudos precisariam ser 

realizados para avaliar se de fato L7 estaria beneficiando a estrutura cuticular de 

flebotomíneos adultos.  

De todos os compostos que causaram redução na longevidade, L6 foi o que gerou 

efeitos mais significativos em machos. Estruturalmente, diferente dos demais 

derivados de quinonas, este apresenta um grupo amida ligado a um oxigênio, 

sugerindo que a presença dessa porção nitrogenada possa estar causando efeitos 

mais deletérios em machos. É válido mencionar que L6, apesar de não alterar o 

volume de solução açucarada ingerida, resulta em menor preferência quando há 

escolha entre dieta controle e experimental (54 vs 33%; Ferreira et al., 2022). Ou seja, 

embora L6 seja tóxico, no experimento de longevidade os machos se alimentaram da 

dieta contendo o composto por falta de opção de outra fonte de açúcar.   

O composto P8, que é classificado com derivado de hidroxietilpiperazina, foi o único 

que causou redução no TMV em ambos os sexos e se mostrou promissor para uso 

como composto inseticida para flebotomíneos. Vale recordar que P8 foi desprezado 

pelos machos quando havia escolha entre as dietas (Ferreira et al., 2022), e ainda 

reduziu o volume de solução ingerida quando comparado com a dieta controle. Isso 

demonstra que ainda que esses machos tenham ingerido um menor volume de 

solução com P8, já que não tinham outra opção de dieta, foi o suficiente para 

aumentar a sua mortalidade.  

Dados da literatura mostram que compostos sintéticos derivados de piperazina 

exibem efeitos larvicidas ou inibidores de crescimento na lagarta Pseudaletia separata 

(Walker)  (Cai et al., 2010) e atividade inseticida em larvas de mosquito (Culex pipiens 

pallens) em concentrações de 1 mg/L (Xu et al., 2016). Ainda nesse trabalho, os 

autores descrevem uma atividade inseticida moderada de derivados de piperazina 

contra os lepidópteras Helicoverpa armigera, Ostrinia nubilalis e Mythimna separata, 

em concentrações de 600 mg/L do composto (Xu et al., 2016). Em Aretza e 

colaboradores (Aretza et al., 2021), drogas sintéticas com porção fenilsulfonil-

piperazina apresentaram elevada toxicidade contra larvas de Aedes aegypti.  
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Já os compostos L7 e P9 (pentamidina) causaram aumento no tempo médio de vida 

de machos e fêmeas, respectivamente. Ao olharmos para os resultados de 

preferência e ingestão (Ferreira et al., 2022), não detectamos preferência ou maior 

ingestão em soluções contendo esses compostos. No entanto, P9 foi uma droga que 

causou efeito repulsivo nas fêmeas (Ferreira et al., 2022), sugerindo que tenha algum 

odor desagradável. Quando ingerido, pareceu ser palatável, já que nos experimentos 

de ingestão da dieta açucarada, mesmo não havendo diferença em quantidade 

ingerida entre as dietas, o volume ingerido de solução com pentamidina (68 ± 10 nL) 

foi um dos maiores comparado às demais dietas. Esses resultados sugerem que P9 

foi benéfico para o fitness do inseto.  

Esses dados trazem um alerta a respeito da epidemiologia da doença, especialmente 

os relacionados à pentamidina, que já é um dos fármacos de referência utilizados no 

tratamento das leishmanioses (Brasil, 2014, 2017). Neste trabalho verificamos a 

influência desse composto na dieta açucarada, mas seria relevante avaliar se esse 

aumento na longevidade também ocorreria caso uma fêmea realizasse um repasto 

sanguíneo em um cão que estivesse sendo tratado com essa droga. Se isso 

acontecer, essa fêmea potencialmente infectada teria mais tempo de vida de fazer 

novas alimentações sanguíneas e disseminar o patógeno. Esse cenário ainda reforça 

a não recomendação de tratamento de cães com as mesmas drogas usadas no 

tratamento em humanos. Medicamentos como anfotericina B e isotionato de 

pentamidina parecem ter baixa eficácia no tratamento dos cachorros e elevam o risco 

de selecionar parasitos resistentes a essas drogas (Brasil, 2014).  

Quanto aos possíveis efeitos desses compostos sobre a alimentação sanguínea, 

vimos que apenas o L6 causou um aumento na mortalidade das fêmeas ao longo do 

período de alimentação açucarada e pré exposição à cobaia anestesiada. Esse 

resultado é surpreendente, pois essa substância não havia apresentado efeitos na 

longevidade de fêmeas previamente. É possível que a diferença entre os resultados 

derive das diferenças no tempo de observação considerado, pois no experimento de 

longevidade foram considerados os efeitos de longo prazo (até 40 dias de 

observação), enquanto que nos testes de alimentação sanguínea os insetos foram 
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acompanhados apenas por 7 dias. Contudo, os dados da primeira semana das curvas 

de longevidade não confirmam essa hipótese.   

Verificamos que outras diferenças nas condições experimentais entre os 

experimentos visando os efeitos na alimentação sanguínea e a longevidade seriam a 

idade dos flebotomíneos (recém emergidos versus fêmeas com 1-2 dias pós 

emergência) e a estação do ano em que as réplicas foram realizadas (outono/ inverno 

versus primavera/verão). Entretanto, não há dados suficientes para sugerir se essas 

mudanças explicariam esse efeito inseticida.  

É válido também ressaltar que o mesmo composto L6, não tendo causado redução 

estatisticamente significativa na quantidade de ovos/fêmeas (Figura 3.3.3-d), parece 

influenciar a postura (redução de 36%) e a eclosão dos ovos (redução de 50%). Um 

racional semelhante vale para P8, que parece afetar mais intensamente a eclosão 

dos ovos (redução de 75%).  

Esses resultados reforçam que L6 e P8 foram os compostos mais deletérios para a 

fisiologia de flebotomíneos, sugerindo que a digestão ou o direcionamento dos 

nutrientes para a produção de ovos pode estar sendo afetada. Esses resultados 

podem ser incorporados a estudos futuros para avaliar se em diferentes 

concentrações ou desenhos experimentais esses efeitos persistiriam.  

Dos resultados de quantidade de proteína ingerida na alimentação sanguínea, 

somente o composto L2 aumentou os valores médios em 1,6 vezes em relação ao 

controle. Entretanto, não houve o aumento equivalente esperado na produção de 

ovos por fêmeas, já que flebotomíneos apresentam concordância gonotrófica (Brazil 

& Brazil, 2018; Lehane, 2005). 

De todo modo, alimentando-se de mais sangue, essas fêmeas estão em teoria 

adquirindo uma maior quantidade de nutrientes, especialmente aminoácidos, 

aumentando as chances de sucesso na produção de ovos, já que esse composto não 

afetou os demais aspectos relacionados à alimentação sanguínea. É possível que tais 

fêmeas tenham uma necessidade menor de realizar um segundo repasto sanguíneo 

para reposição de nutrientes, no curto prazo, já que ficaram bastante ingurgitadas 

(Brazil & Brazil, 2018; Lehane, 2005), hipótese que pode ser explorada no futuro.   
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O composto L2 também parece não influenciar significativamente na taxa de eclosão. 

Entretanto, não houve o aumento esperado na produção de ovos por fêmeas. É 

possível que a quantidade de nutrientes na alimentação sanguínea em nossas 

condições esteja sendo saturante para os controles, não sendo direcionada para a 

produção de ovos.  

O composto L2 foi a única droga que apresentou redução na carga parasitária de 

flebotomíneos infectados com L. amazonensis no 3º dia pós infecção, no entanto esse 

efeito não persiste nos demais dias. Essa pouca efetividade não era esperada, já que 

adicionamos os compostos à dieta açucarada em uma concentração 10 vezes maior 

que o IC50 calculado para L. infantum ou amazonensis conforme a tabela 1 (Ferreira 

et al., 2022). Para L2, usamos o valor da Tabela 1 de IC50 para L. infantum, pois era 

a concentração previamente estabelecida. Contudo, é possível que para L2 tenhamos 

utilizado uma concentração 35 vezes maior do que o IC50, já que esse valor para L. 

amazonensis relatado na literatura é de 0,40 ± 0,06 µMolar (Faiões et al., 2018).  

É possível que esse efeito leishmanicida esteja ocorrendo apenas no 3º dia após a 

infecção devido a uma maior concentração fisiológica do composto. De acordo com 

nossas observações experimentais, L. amazonensis parece ter um desenvolvimento 

mais rápido comparado a L. infantum em L. longipalpis. Dessa forma, espera-se que 

entre o segundo e quarto dia de infecção tenhamos uma maior quantidade das formas 

nectomonas (formas longas e móveis) e lectomonas para a primeira espécie (Bates, 

2007; Pimenta et al., 2018).  

Os flebotomíneos, por sua vez, estocam açúcar em seus divertículos e sua passagem 

se dá lentamente, possivelmente conforme a necessidade fisiológica do inseto exija 

o consumo do açúcar (Brazil et al., 1997; Brazil & Brazil, 2018). A alimentação 

açucarada parece ser mais frequente em fêmeas grávidas ou antes da próxima 

alimentação de sangue (Takken & Koenraadt, 2013). Assim, é provável que as 

promastigotas, na forma nectomonas, ao escaparem da matriz e migrarem para 

região anterior do intestino e cárdia estejam em uma região com maior quantidade de 

L2 (com açúcar), já que as fêmeas precisariam repor seus níveis energéticos pós 

digestão sanguínea. É plausível que o efeito antiparasitário seja dependente da forma 
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evolutiva do parasito, o que pode explicar uma baixa efetividade dos compostos em 

condições in vivo. 

Outro fato importante a se mencionar é a quantidade de solução açucarada ingerida 

contendo o composto. Conforme Ferreira et al. (2022), o volume de solução contendo 

L2 ingerido pelas fêmeas foi de 41 ± 7 nL, enquanto que para L7 esse volume foi de 

27 ± 2 nL, cerca de 1,5 vezes menos. Com isso os parasitos foram expostos a uma 

concentração menor da droga, explicando a razão do efeito anti-Leishmania ter 

ocorrido apenas em L2 e não em L7. Diferentemente do observado com pentamidina, 

mesmo as fêmeas possivelmente tendo ingerido volumes próximos a 60 nL.  

Esperávamos que os efeitos in vivo dessas pterocarpanquinonas fossem mais 

próximos ao observado in vitro, já que apresentam efeitos de inibição de crescimento 

de promastigotas, alteração no potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm), 

fragmentação de DNA em concentrações dose dependentes (≤ 10 µMolar), aumento 

da produção de ROS, sendo que o L2 apresentou os menores valores de IC50 para 

as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, braziliensis e infantum 

comparando com as demais drogas testadas, estando inclusas L1, L3 e L4 (Faiões et 

al., 2018; Ribeiro et al., 2013; da Silva et al., 2009).  

Também não observamos alterações estatisticamente significativas na porcentagem 

de fêmeas infectadas, mesmo havendo uma pequena redução em L7 no 3º dia pós 

infecção (23%).  

A ausência e a perda de atividade anti-Leishmania nas fêmeas de L. longipalpis 

tratadas com os compostos L2, L6 e P9 pode estar relacionada à metabolização 

desses compostos por parte do inseto. A metabolização de MSP de diversas classes, 

incluindo quinonas, no intestino de lepidópteros, tem sido documentada (Salminen et 

al., 2004), e mecanismos de degradação de antraquinonas já foram propostos em 

cupins (Osbrink et al., 2005). Nesse sentido, seria importante avaliar a possível 

excreção desses compostos nas fezes e ou na urina, ou mesmo o seu recrutamento 

em vias catabólicas ou detoxificação por parte do inseto. Uma perspectiva é avaliar a 

presença ou permanência desses compostos no divertículo das fêmeas, assim como 

em outros órgãos, para avaliar essa hipótese.  
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Outro possível mecanismo de inativação da atividade anti-Leishmania após ingestão 

pelos insetos pode ser através da metabolização ou modificação desses compostos 

por micro-organismos da microbiota intestinal. A ação da microbiota intestinal sobre 

MSP e sua inativação tem sido bem documentada (Genta et al., 2006), e é possível 

que os parasitos sejam beneficiados indiretamente por outros micro-organismos. 

Como esses compostos também podem apresentar ação antimicrobiana, é provável 

que a ingestão contínua por parte do inseto tenha resultado, por exemplo, na seleção 

de bactérias resistentes com alta capacidade de metabolizá-los. Dessa maneira, os 

efeitos sobre a microbiota intestinal também devem ser considerados em estudos 

futuros. 

Outra perspectiva, no sistema estudado, é a própria seleção de parasitos resistentes 

aos compostos, durante a sua exposição contínua. O ciclo do parasito no inseto é 

justamente aonde ocorre a troca de material genético entre linhagens, com possível 

diversificação e seleção de parasitos resistentes (Van Bockstal et al., 2020). Nesse 

sentido, é possível que a pressão de seleção causada pelos antiparasitários resulte 

em uma evolução de linhagens resistentes altamente dinâmica no hospedeiro 

invertebrado. 

Em linhas gerais, os resultados observados indicam que a exposição de Leishmania 

a compostos antiparasitários no intestino de flebotomíneos deve considerar uma 

possível complementaridade metabólica entre parasito, vetor e microbiota. A 

complexidade desse sistema biológico e a emergência de fenótipos de resistência 

aos compostos alvo são fatores limitantes da estratégia de bloqueio de transmissão 

proposta, e devem ser alvo de estudos futuros.   

 

3.3.5. CONCLUSÕES  

 

Podemos concluir a partir desse conjunto de resultados que os compostos L6 e P8 

reduziram a longevidade de flebotomíneos adultos e parecem influenciar na eclosão 

dos ovos, sendo bons candidatos a inseticidas por apresentarem efeito tóxico. Já os 

compostos L7 e P9 foram benéficos para os insetos e elevaram o tempo de vida de 
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machos e fêmeas, respectivamente. O composto L2 se mostrou o mais promissor dos 

compostos testados, por reduzir a longevidade fêmeas de L. longipalpis e a carga 

parasitária de L. amazonensis no 3º dia pós infecção. Contudo, os efeitos 

antiparasitários dos compostos L2, L7 e P9 foram fortemente atenuados no sistema 

digestório do vetor. 
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3.4. CAPÍTULO 4 

 

Em fase de finalização de resultados e escrita em formato de artigo  

 

Genes de expressão diferencial, uma alternativa para estimativa de idade para 

Lutzomyia longipalpis  

 

Tainá Neves Ferreira, Caroline da Silva Moraes, Fernando Ariel Genta 
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3.4.1. INTRODUÇÃO  

 

Os flebotomíneos são insetos hematófagos amplamente distribuídos no mundo, 

principalmente em regiões tropicais e subtropicais. Apresentam importância médica 

por serem vetores de patógenos, especialmente parasitos do gênero Leishmania 

transmitidos pela picada das fêmeas durante alimentação sanguínea (Costa & Souza, 

2018; OMS, 2022). 

Lutzomyia longipalpis é uma das espécies de maior relevância médica nas Américas 

por ser responsável pelo desenvolvimento e transmissão de Leishmania infantum, 

agente causador da leishmaniose visceral (Brasil 2014, 2017; OPAS, 2019). 

As leishmanioses estão listadas como uma das mais importantes doenças tropicais 

negligenciadas causadas por patógenos transmitidos por vetores. Destaca-se pela 

complexidade de seu ciclo de transmissão, que apresenta uma diversidade de 

vetores, reservatórios e parasitos (OPAS, 2019; OMS, 2022).  

Um aspecto importante na entomologia médica é a estimativa de idade de insetos 

vetores. Esse dado, além de ser importante para mensurar o impacto desse aspecto 

no ciclo de transmissão, também é fundamental para avaliar a capacidade vetorial, já 

que os patógenos possuem um período de incubação extrínseco (PIE). Dessa forma, 

os insetos precisam ter uma longevidade mínima para disseminar parasitos dos 

gêneros Plasmodium, Leishmania e Trypanosoma, por exemplo (Lehane, 1985; 

Ready, 2013; Resh & Cardé, 2009). 

Fêmeas de L. longipalpis precisam completar cerca de 8 dias de idade para conseguir 

transmitir os parasitos na sua forma infectiva, pois precisam fazer, pelo menos, duas 

alimentações sanguíneas, sendo a primeira alimentação sanguínea em um 

hospedeiro infectado e uma segunda disseminando as formas metacíclicas já 

desenvolvidas no intestino das fêmeas, fechando um ciclo de transmissão (Bates, 

2007; Dostálová & Volf, 2012; Kamhawi, 2006). Parâmetros como PIE e longevidade 

compõem um modelo matemático que mensura a capacidade vetorial do inseto. 

Então, estimar a idade dos insetos é essencial para medir o impacto das estratégias 

de controle vetorial (Lehane, 1985).  
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O levantamento de populações de flebotomíneos frequentemente se faz através da 

técnica de captura-marcação-recaptura (Galati et al., 2009). Porém, essa metodologia 

não informa a idade, mas a densidade populacional, além de ter sua eficácia afetada 

por mudanças ambientais.  

Quanto a metodologias de estimativa de idade, em flebotomíneos pouco se avançou 

além das técnicas clássicas, como a análise de crescimento cuticular e 

desenvolvimento ovariano (Amendt et al., 2021; Lehane, 1985; Vogt & Walker, 1987). 

No entanto, essas são metodologias laboriosas, que demandam tempo para 

dissecção de um grande número de amostras, pessoal especializado para avaliar o 

status de postura, e podem ter baixa acurácia nos resultados (Detinova, 1962; Amendt 

et al., 2021). 

Nos últimos anos, novas técnicas foram descritas para a estimativa de idade em 

outros insetos vetores, mais especificamente em mosquitos do gênero Aedes e 

Anopheles. Por exemplo, com base em mudança de perfis transcricionais, foram 

descobertos genes biomarcadores de longevidade (Cook et al., 2006; Cook & Sinkins, 

2010; Peter e Cook et al., 2007; Hugo et al., 2010; Wang et al., 2013; Zhan et al., 

2007). 

Essa técnica foi inicialmente desenvolvida avaliando a alteração na expressão de 

genes idade-dependente em D. melanogaster, e apresentou grande acurácia quando 

comparada com outras estratégias como avaliação de hidrocarbonetos cuticulares 

(Cook et al., 2006). A partir desse trabalho, foi possível a busca de genes ortólogos 

em outros modelos como A. aegypti, viabilizando a determinação da idade de 

mosquitos fora das condições de laboratório, mostrando-se uma técnica robusta 

mesmo em diferentes condições fisiológicas (Caragata et al., 2011).  

Assim sendo, neste trabalho buscamos genes de expressão idade-dependentes em 

L. longipalpis, similares aos descritos na literatura. Dessa forma, avaliamos se o perfil 

transcricional também seria modulado com a idade de flebotomíneos, sendo uma 

metodologia alternativa para estimar a longevidade desses insetos vetores.  
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3.4.2.  MATERIAL E MÉTODOS  

 

a) Busca de genes similares aos de A. aegypti e desenho de primers 

 

Dos quatro genes descritos em A. aegypti (Caragata et al., 2011; P. E. Cook et al., 

2006; Hugo et al., 2010) (AAEL008844 (id prévia Ae-15848), AAEL003259 (id prévia 

Ae 8505), AAEL014255 (Aquaporin 6) e AAEL007490) como melhores marcadores 

de idade por expressão tempo-dependente, foi encontrada similaridade em 3 genes 

correspondentes de L. longipalpis, buscando no banco de sequências do Vectorbase 

(BLASTN e BLASTX). Foram considerados como similares os genes com maior score 

e menor e-value, além da porcentagem de similaridade. A tabela 3.4.1 resume as 

informações desses genes.  

 

Tabela 3.4.1 – Genes de A. aegypti e seus ortólogos em L. longipalpis com expressão 

idade dependente  

Gene    

A. aegypti L. longipalpis E-value Identidade Suposta função 

AAEL008844 LLOJ005905 1E-55 71% Proteína ligante de Cálcio 

AAEL003259 LLOJ006193 2E-34 78% 
Glicoproteína estrutural de 

endocuticula 

AAEL014255 LLOJ001619 2,00E-80 69% Aquaporina 

AAEL007490 ___    

 

 

Foram usados os programas Primer 3  (Basu & Thornton, 2011) e Beacon designer 

para escolha dos seguintes primers. LLOJ005905: Forward, 5’-

GGCCCACTATATTACACCAACCCC-3’, e Reverse, ‘5-
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GGGGTAGGGGCGTTCTGCGAA-3’.  LLOJ006193: Forward, 5’-

GGCCCACTATATTACACCAACCCC-3’, e Reverse, ‘5-

GGGGTAGGGGCGTTCTGCGAA-3’. LLOJ001619: Forward, 5’-

GGCCCACTATATTACACCAACCCC-3’, e Reverse, ‘5-

GGGGTAGGGGCGTTCTGCGAA-3’. Seguiram-se as orientações referente a 

tamanho dos produtos de PCR, quantidade de bases da sequência de iniciadores, e 

temperatura de melting atendendo as recomendações da PCR em tempo real 

descritas (Basu & Thornton, 2011). A tabela 3.5.2 agrupa as informações de 

parâmetros dos iniciadores. Além desses, foi solicitada também a síntese de primers 

para os genes constitutivos de L. longipalpis RP49 (proteína ribossomal -  Forward 5‘-

GACCGATATGCCAAGCTAAAGCA-3’; Reverse 5‘ GGGGAGCATGTGGCGTGTCTT 

3‘) e GAPDH (Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase – Forward 5'-

TTCGCAGAAGACAGTGATGG-3'; Reverse 5’- CCCTTCATCGGTCTGGACTA-3’), 

conforme descrição em trabalhos prévios (Tinoco-Nunes et al., 2016).  

.  

Tabela 3.4.2 – Parâmetros dos iniciadores desenhados para os genes de L. 

longipalpis 

ID Senso (5' - 3') Antisenso (3'- 5') 

Tamanho 

produto (bp) 

Tm ºC 

(S) 

ΔG 

(dímero) 

senso 

TmºC 

(AS) 

ΔG 

(dímero) 

antisenso 

LLOJ005905 

GATTTGGCTGAC

GATGGCAAG 

CTTTCATGGCCT

GTGGGAATC 112 57,5 -0,4 56,5 -4,4 

LLOJ006193 

TAGTGATAACGT

GACCCCAGTG 

ATCAATTCGTGG

AACCTGAGCG 148 56,9 -3,3 58,7 -1,1 

LLOJ001619 

TGTCCAAGTTCT

CTGGTGGTTG 

GGGATCTCGAT

GCTAAACGACA 149 57,8 -1,5 57,7 -3,1 
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b) Preparo das amostras de flebotomíneos  

 

Aproximadamente 200 fêmeas e machos de L. longipalpis adultos recém emergidos 

foram separados em gaiolas diferentes, e alimentados com solução açucarada (70 % 

p/v), trocada a cada 2 dias. Cerca de 20 insetos eram retirados ao longo dos dias pós 

emergência, obtendo amostras flebotomíneos com 1, 3, 8, 10, 15 e 17 dias de idade.  

Esses insetos foram utilizados em escaneamentos na região do infravermelho 

(capítulo 2). Logo após serem escaneados, os insetos eram identificados como 

machos ou fêmeas e eram colocados individualmente em microtubos de polipropileno 

de 200 µL contendo 50 µL de RNAzol, e mantidos em gelo até serem guardados em 

freezer -80º C para posterior extração do RNA.  

Para avaliar o padrão de expressão nas diferentes idades, realizamos a extração de 

RNA de pools de 5 flebotomíneos utilizando 250 µL de RNAzol total (RNAzol® RT 

Sigma, nº de cat. RN190) seguindo-se as etapas de homogeneização, centrifugação 

e suspensão conforme as instruções do fabricante. Ressaltando que a degradação 

de DNA genômico foi realizada com a etapa de adição de 0,6% (1,5 µL) de 4-

bromoanisole seguida de agitação e centrifugação.  

A concentração (ng/µL) e a pureza das amostras foram verificadas em NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Foram utilizadas apenas amostras com 

razões de Absorbância 260/280 e 260/230 nm ≥ 2. O RNA extraído foi mantido a -

80ºC até a conversão em cDNA.  

As amostras foram usadas para síntese de cDNA usando kit Superscript® III first-

strand (Invitrogen – Life Technologies, lote 170198) seguindo as recomendações do 

protocolo do fabricante. As amostras de cDNA foram quantificadas por fluorescência 

usando o Qubit (LifeTechnologies) com o kit de ensaio ssDNA (nº de catalogo 10212, 

molecular probes - Life Technologies) obtendo concentrações de 10-100 ng/µL, 

procedimento semelhante ao de Vieira e cols. (Vieira et al., 2016; 2020). 
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c) Padronização das condições da PCR  

 

Para determinar a concentração ideal dos primers foram testadas diferentes 

concentrações finais do senso e antisenso: 100 nmol L-1, 200 nmol L-1, 600 nmol L1, 

1800 nmol L-1. A concentração mais adequada para amplificação de todos os genes 

foi de 200 nmol L-1.  

Para cálculo de eficiência de primes foram feitas diferentes curvas com concentrações 

de cDNA indo de 8,0 pg/ µL a 80,0 ng /µL, sendo a concentração de 5 ng/ µL a 

escolhida para dar continuidade aos experimentos. A curva com fator de diluição 5, 

de 0,008 a 25 ng /µL, apresentou eficiências próximas de 100% para todos os genes: 

GAPDH – 101,98%; RP49 – 88,91%; LLOJ005905 – 102,14%; LLOJ001619 – 95,29% 

e LLOJ006193 – 61,67%. 

O protocolo de ciclagem da PCR teve as seguintes etapas: 95ºC por 10 min 

(ativação), 95ºC por 15 s, 60ºC por 10 s (anelamento e extensão) por 40 ciclos. Como 

controles negativos foram pipetados poços com mix de reagentes sem cDNA, para 

avaliar a formação de dímero de primer ou contaminação nas reações. A reação era 

seguida de uma curva de melting: 95º C por 15 s, 60ºC por 1 min, 95ºC por 30 s e 

60ºC por 15 s para confirmar que apenas um único produto foi amplificado para cada 

alvo. 

Para montagem da reação foram preparados mix para cada gene contendo: 12,5 µL 

de Power SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™), 0,5 µL de cada 

primer (senso e antisenso), 9,5 µL de água livre de nuclease mais 2,0 µL de amostra 

contendo cDNA, (10 ng de cDNA total por reação), com um volume final de 25 µL. As 

reações de qPCR foram realizadas em um equipamento 7500 FAST (Applied 

Biosystems) na plataforma de PCR em tempo real do IOC-FIOCRUZ (RPT-09A).  

As amostras de insetos com mesma idade correram em 2 poços (duplicata técnica) e 

as reações foram repetidas 5 vezes com amostras (em pools) de diferentes idades.  

Os dados foram analisados com o software Expression Suite v1.0.3 (Life 

Technologies), considerando a eficiência de amplificação de cada gene alvo 
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normalizado com os genes de referência RP49 e GAPDH de L. longipalpis pelo 

método comparativo de Ct (ΔΔCt) (Livak e Schmittgen, 2001), avaliando variações a 

partir das amostras de 0-1 dia. Procedimentos similares encontram-se descritos por 

Vieira et al. (2016; 2020). 

Os dados também foram analisados pelo método Logcontrast conforme descrito nos 

trabalhos realizados em mosquitos de Caragata et al. (2011), Cook et al. (2006, 2007), 

Hugo et al. (2010), Weeraratne et al. (2021), que trazem a seguinte expressão: 

Log contraste Xi = log10 ( 
𝑿𝒊/𝑿𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍

𝑿𝒓𝒆𝒇/𝑿𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍
), sendo que: 

Xi é o valor médio de Ct de um gene alvo, Xref  é o Ct médio do gene de referência 

(RP49 ou GAPDH) e Xtotal é a soma dos valores de Ct para todos os genes de um 

indivíduo. 

 

d) Análise estatística 

 

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism versão 6 para 

Windows usando teste Mann-Whitney. As análises estatísticas entre os grupos estão 

apresentadas nas respectivas figuras e legendas, sendo considerados 

significativamente diferentes quando p < 0,05. 
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3.4.3. RESULTADOS  

 

Foi possível estabelecer condições padronizadas para os genes LLOJ005905 e 

LLOJ001619 (Aquaporina 6) (ver detalhes em Materiais e Métodos). Contudo, para o 

gene LLOJ006193 observamos a necessidade de altas concentrações de primers e 

cDNA (acima de 2,5 ng/ µL) para amplificação. Além disso, observamos baixa 

reprodutibilidade entre as replicatas técnicas e experimentais, bem como curvas de 

primers com baixa eficiência (em torno de 60%), o que poderia aumentar as chances 

de anelamentos não específicos como formação de dímeros, por exemplo. Por essas 

razões, a avaliação das amostras de flebotomíneos de diferentes idades foi 

continuada apenas com os genes LLOJ005905 e LLOJ001619.  

A partir da análise desses alvos verificamos que, em fêmeas, os genes LLOJ005905 

e LLOJ001619 têm seu valor de ∆Ct aumentado ao longo dos dias. Isso representa 

uma redução significativa no nível de expressão relativa com a idade, comparando 

insetos com 1 dia com os de 8, 10, 15 e 17 dias de idade (Figura 3.4.1). O gene 

LLOJ005905 tem sua expressão reduzida em cerca de 7 vezes (3,5 para 0,5) 

enquanto LLOJ001619 tem sua expressão reduzida em pouco mais de 1 vez, 

comparando fêmeas mais velhas contra as mais novas, com 3 dias de idade.  
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Figura 3.4.1 - Variação dos níveis de expressão gênica para fêmeas de L. longipalpis 

com diferentes idades. À esquerda temos a expressão relativa (RQ - eixo y) versus 

as diferentes idades (1, 8, 10, 15 e 17 dias pós emergência) para o gene LL001619 e 

à direita para o gene LL005905, utilizando como referência insetos com 3 dias de 

idade (expressão relativa igual a 1). As barras representam a média ± SEM de 4 

experimentos independentes e médias de ΔCт foram comparadas pelo teste de 

Mann-Whitney; *p < 0,05. 

 

Analisando os dados pelo método Logcontrast obtivemos quatro curvas logarítmicas 

para os 2 genes alvos, LL001619 e LL005905, usando os dois genes de referencia, 

RP49 ou GAPDH.  

Avaliando o perfil de linearização e o valor de R2 vemos que as melhores 

combinações se deram utilizando o gene RP 49 como constitutivo de referência, pois 

os genes LL005905 e LL001619 apresentaram R² de 0,7688 e 0,7571, 

respectivamente. Usando GAPDH como gene de referência vemos uma tendência 

linear apenas com o gene LL005905, com R² = 0,614 (Figura 3.4.2).  

O menor valor de contraste log do gene LL005905/ RP49 para L. longipalpis [(− 

0,146) ] foi em fêmeas com 1 dia e maior foi em fêmeas com 17 dias (0,077). O mesmo 

foi observado com gene o LL001619/RP49: o menor valor de log contraste também 

foi observado em insetos com 1 dia e maior em 17 dias (0,018 e 0,116, 

respectivamente). É importante salientar que os níveis de expressão são 
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inversamente proporcionais ao contraste logarítmico dos valores de Ct 

normalizados/abundância transcricional (Cook et al., 2006), então pode-se dizer que 

a abundância transcricional dos genes LL005905 e LL001619 aumentou com a idade 

dos flebotomíneos, indicando que a expressão de ambos os genes diminuiu com a 

idade. 

 

 

Figura 3.4.2 – Padrão de expressão dos genes LL005905 e LL001619 de L. 

longipalpis em diferentes idades (1, 3, 8, 10, 15, 17 dias) pelo método Logcontrast 

usando como referência GAPDH e RP49. Em (a) LL005905/GAPDH, equação da reta: 

y = 0,0087x - 0,0794 e R² = 0,614; (b) LL001619/RP49, equação da reta: y = 0,0053x 

+ 0,0422 e R² = 0,7571; (c) LL005905/ RP49, equação da reta: y = 0,0118x - 0,0983 

e R² = 0,7688 e (d) LL001619/GAPDH, equação da reta: y = 0,0022x + 0,061 e R² = 

0,2967 
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3.4.4. DISCUSSÃO  

 

Diferentes abordagens vêm sendo aplicadas no desenvolvimento de técnicas para 

estimativa de idade de insetos vetores, tais como avaliação de desenvolvimento 

ovariano e mudanças cuticulares, medida de concentração de pteridinas, e detecção 

de proporção de hidrocarbonetos de cutícula (Amendt et al., 2021; Lehane, 1985). 

Mais recentemente, com os resultados promissores, tem sido testada a estimativa de 

idade por espectroscopia no infravermelho próximo (Mayagaya et al., 2009; Milali et 

al., 2019; Reeves et al., 2010).  

Entretanto, esses modelos podem perder a precisão em função das variações de 

fatores ambientais (umidade e temperatura), assim como das condições fisiológicas 

do inseto (infecção, estado nutricional, espécies crípticas), podendo ser necessária a 

revalidação e otimização do método para diferentes populações de um determinado 

inseto vetor (Cook et al., 2007; Weeraratne et al., 2021).   

Neste trabalho, vemos que foi possível construir um modelo preditivo de idade a partir 

de alteração de padrão de expressão gênica de flebotomíneos, assim como já 

realizado em outros dípteros (Cook et al., 2006, 2007; Hugo et al., 2010; Weeraratne 

et al., 2021; Zhan et al., 2007).  

A partir dos resultados obtidos vimos que, assim como foi feito em Drosophila 

melanogaster e Aedes aegypti (Cook et al., 2006), também encontramos três dos 

quatro genes anteriormente descritos como bons marcadores de idade em L. 

longipalpis. 

Assim como em A. aegypti, foram avaliados diferentes genes de referência com 

variação mínima de expressão com as diferentes idades para serem usados como 

normalizadores. Semelhante ao observado em mosquitos, um gene de proteína 

ribossomal (LL-RP49, correspondente a Ae-RpS17) também foi o mais apropriado 

para uso como normalizador em L. longipalpis (Cook et al., 2006).  

Os genes estudados em flebotomíneos demonstraram uma menor expressão ao 

longo da idade, o que foi identificado pelo método comparativo de Ct (∆∆Ct), 
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tendência que foi reforçada quando analisamos os dados pelo método log contraste. 

O método ∆∆Ct nos mostra uma menor expressão conforme os insetos envelhecem, 

mas só nos mostra a taxa usando uma das idades como Ct normalizador 

(flebotomíneos com 3 dias de idade), o que limita a classificação entres as idades. 

Através do contraste logarítmico, criamos uma curva modelo sem comprometer os 

valores de Ct de nenhuma idade, sendo uma alternativa a necessidade de se fazer 

uma curva padrão de expressão relativa com amostras de idade conhecida  

O método log contraste se mostrou mais adequado para a análise de expressão 

idade-dependente, já que nos forneceu um modelo linear com R² próximo a 0,75, 

estando de acordo com resultados obtidos em mosquitos (Cook et al., 2006; Cook & 

Sinkins, 2010; Hugo et al., 2010; Weeraratne et al., 2021). 

A avaliação de idade por variação no perfil transcricional ainda pode fornecer uma 

vantagem frente a técnicas como infravermelho, por se mostrar mais estável e robusta 

mesmo em amostras em diferentes condições fisiológicas como mosquitos 

infectados, alimentadas com sangue (Caragata et al., 2011),  em condições de semi 

campo (Caragata et al., 2011; Cook et al., 2006; Hugo et al., 2010) ou criados em 

diferentes temperaturas (Weeraratne et al., 2021), uma vez que a expressão dos 

genes biomarcadores não teve alterações significativas nesses casos. Entretanto, 

essa estabilidade de marcadores precisaria ser confirmada com mais estudos em 

flebotomíneos. 

É possível que, agrupando os dados em faixas de idade 1-3 (novos), 8-10 (médios) e 

15-17 (velhos), as diferenças na expressão sejam mais visíveis similarmente à 

separação dos clusters observada por Zhan e cols em D. melanogaster  (15-20, 30-

45 e 60 dias) (Zhan et al., 2007).   
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3.4.5. CONCLUSÕES  

 

Esses resultados mostram que dois genes de L. longipalpis, LL005905 e LL001619, 

similares aos descritos em outros dípteros, também apresentaram variação no padrão 

de expressão ao longo da idade dos adultos. A partir dessa metodologia é possível 

prever a idade de flebotomíneos. Contudo, ainda é necessário testar a robustez da 

técnica frente a mudanças fisiológicas.  
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4. DISCUSSÃO GERAL  

 

O presente trabalho teve como objetivo apresentar resultados de aspectos pouco 

estudados da biologia básica de flebotomíneos: a influência de drogas anti-

Leishmania na fisiologia do vetor, avaliação desses compostos como redutores ou 

bloqueadores de transmissão, e desenvolvimento de técnicas para estimativas de 

idade de flebotomíneos. Aspectos que compõe sua capacidade vetorial e podem ser 

úteis em estudos futuros, que visem a elaboração de estratégias de controle vetorial.  

O trabalho 1 apresentou os possíveis efeitos repulsivos/atrativos, preferência 

alimentar e estimulantes ou inibidores de alimentação açucarada.  

Dos compostos avaliados em testes de efeitos repulsivos/atrativos, apenas L4 e 

pentamidina (P9) demonstraram efeitos atrativo e repulsivo, respectivamente.  

Uma explicação possível para observamos diferenças estatísticas somente nesses 

compostos pode ser o maior volume e concentração utilizados nos testes de L4 e P9, 

comparado aos demais compostos, já que essas quantidades variaram de acordo 

com o valor de IC50 previamente obtido para L. amazonensis. Os demais compostos 

ou não causam nenhuma alteração perceptiva aos receptores olfativos de 

flebotomíneos ou estão em concentrações muito baixas para serem detectados.  

Os efeitos repulsivos da pentamidina podem ter ocorrido pela presença do grupo 

amino (–NH2) próximo a anéis aromáticos, o que pode criar algum odor desagradável 

para as fêmeas, semelhante a outros compostos derivados de amônia que possuem 

essa característica (PubChem,2022; Britannica, 2022).  

As concentrações utilizadas nesses experimentos foram muito inferiores comparado 

às concentrações de outros compostos com sabida atividade repelente em insetos. 

Por exemplo, convertendo a concentração do DEET percentual (15%) e molar 

chegamos ao valor 0,78 mol/L, enquanto as utilizadas neste trabalho estão na ordem 

de micromolar.  

O DEET é um composto recomendado como repelente para flebotomíneos e 

mosquitos (Dickens & Bohbot, 2013; Mansueto et al., 2014; Moussa et al., 2015; 
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Yaghoobi-Ershadi et al., 2006), que teve seu efeito confirmado (controle positivo) 

quando usado em testes com isca viva, mas o efeito não se mantém quando 

misturamos o repelente à solução açucarada. O modo de ação do DEET em dípteros 

ainda não é completamente esclarecido. Segundo dados revisados (Dickens & 

Bohbot, 2013), esse composto pode modificar ou bloquear as respostas de receptores 

neuronais atrativos (olfactory receptor neurons - ORNs), que normalmente seriam 

sensíveis a moléculas atrativas, ou ainda que DEET poderia ativar ORNs ou 

receptores odorantes (ORs) específicos. Isso justifica a necessidade do uso de uma 

cobaia para melhor avaliação de efeitos atrativos ou repulsivos já que o sistema 

olfativo de insetos é sensível a componentes emitidos por mamíferos como CO2 e 

ácido lático (Dickens & Bohbot, 2013; Guidobaldi et al., 2014). 

Estudos realizados por Hassaballa e colaboradores (2021) com compostos orgânicos 

voláteis mostraram que flebotomíneos da espécie P. duboscqi apresentam uma 

atração diferencial entre machos e fêmeas, reforçando que variações na quantidade 

e qualidade de compostos com odor podem alterar a resposta de flebotomíneos 

(Hassaballa et al., 2021). A atratividade por odores humanos, de frutas e feromônios 

também foi influenciada por fatores como idade e status pré ou pós acasalamento de 

machos e fêmeas de outras espécies de dípteros (Devescovi, Hurtado, & Taylor, 

2021; Paixão et al., 2015). Possivelmente tais questões estejam influenciando no 

comportamento de L. longipalpis, fato que necessita ser mais profundamente 

investigado.  

Ao avaliar efeitos anti-alimentares em dietas açucaradas contendo os compostos, 

vemos que as fêmeas foram mais sensíveis às pterocarpanquinonas, quando 

comparadas aos machos (L1/ L3/L7 vs L4/P8/P10), sugerindo que a tolerância a 

compostos inibidores de alimentação difere entre os gêneros. Efeitos inibidores de 

alimentação foram descritos em Spodoptera litura (Drijfhout & Morgan, 2010; 

Sreelatha et al., 2009), assim como um efeito larvicida também em testes com 

derivados de quinonas (Silva et al., 2020).  

O composto P8 apresentou efeito inibidor de alimentação em machos. Os trabalhos 

que mostram efeitos inseticidas causados por derivados de piperazina descreveram 

mortalidade em larvas e adultos de mosquitos (Aretza et al., 2021; Xu et al., 2016), o 
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que estaria de acordo com os efeitos na longevidade de flebotomíneos observados 

no trabalho 3.  

No trabalho de Xu e colaboradores (2016), os autores relatam a importância de 

heterocíclicos como piridinas, pirazóis triazol, tiofeno e piperazinas na química 

médica. Os derivados de piperazina ocupariam um lugar de destaque, por 

apresentarem diversas propriedades biológicas como antivirais, antibacterianas, 

antimaláricos e antiparasitárias, como já descrito previamente (Cunico, Gomes, 

Facchinetti, et al., 2009; Cunico, Gomes, Moreth, et al., 2009; Vasconcelos et al., 

2014).  

Com relação à escolha entre as dietas, apenas quatro dos compostos testados foram 

preferidos por machos (P9, P10 (anfotericina)) ou fêmeas (L7, P8). Novamente 

sugerindo comportamento distinto entre machos e fêmeas para optar por compostos 

que tenham um odor ou sabor mais agradável.  

Os resultados de preferência e ingestão foram bastante coerentes para L1, L3 e L4, 

que foram desprezados entre as dietas disponíveis e também reduziram o volume de 

solução ingerido por flebotomíneos. Esse dado poderia criar um viés caso esses 

compostos fossem testados em demais aspectos como ingestão de sangue ou 

infecção com Leishmania, mas podem ampliar as perspectivas de estudos que 

avaliem o efeito inibidor de alimentação de derivados de quinonas ou pterocarpanas.  

No trabalho 3, seguimos avaliando a influência de alguns dessas drogas 

antiparasitárias, descontinuando aquelas que foram muito desprezadas e/ ou que 

causaram efeito anti-alimentar, especialmente nas fêmeas que se alimentam de 

sangue e são infectadas com Leishmania.  

Avaliamos se os compostos teriam efeito inseticida e novamente vemos uma 

diferença de resposta entre os sexos e somente o composto P8 reduziu a longevidade 

de ambos os sexos, efeito que foi ainda mais significativo em machos. O que foi 

similar ao observado em mosquitos dos gêneros Culex e Aedes (Aretza et al., 2021; 

Xu et al., 2016), conforme já descrito anteriormente. Esse resultado é coerente com 

os de preferência e ingestão, já que foi preterido e ainda inibiu a alimentação dos 
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machos, corroborando com os efeitos larvicidas ou inibidores de crescimento em 

lagartas (Pseudaletia separata (Walker)) (CAI et al., 2010).  

As pterocapanquinonas que causaram redução no tempo de vida foram L6 (machos) 

e L2 (fêmeas). Esses resultados estão de acordo com efeitos larvicidas em A. aegypti 

causados por tectoquinona (Silva et al., 2020), e com os efeitos redutores de 

longevidade e tóxicos pós digestão produzidos por derivados de quinonas em 

diferentes ordens de insetos (Castillo & Rossini, 2010; Sreelatha et al., 2009). 

As quinonas também são potencias geradoras de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) em ambientes ricos em oxigênio e podem ainda gerar efeitos anti-alimentares 

ou tóxicos por sua capacidade de alquilar nutrientes essenciais e componentes 

celulares (Barbehenn & Peter Constabel, 2011). Essas atividades podem explicar o 

porquê de a redução na longevidade ser um efeito observado a longo prazo.   

Avaliando o nível de significância dos compostos com ação redutora de longevidade, 

podemos sugerir que os machos sejam um pouco mais sensíveis do que as fêmeas, 

já que a redução no TMV das fêmeas foi de 3 dias (14 para 11 dias), enquanto nos 

machos P8 reduziu o TMV em 4 dias (17 para 13 dias) e L6 em 7 dias (17 para 10 

dias). Um resultado semelhante foi observado com a mandelonitrila (um aglicone – 

MSP da classe dos glicosídeos cianogênicos), que apresentou um efeito na 

mortalidade mais intenso em machos (redução de 10 dias) do que em fêmeas 

(redução de 5 dias) em trabalho anterior (Ferreira et al., 2018).  

Assim como em P8, o composto L6, apesar de não reduzido o volume de solução 

ingerido, também foi desprezado em relação à dieta controle (54 vs 33%). Isso 

demonstra que, mesmo tendo efeito tóxico para os machos, estes se alimentaram por 

falta de opção de outra fonte de açúcar nos testes de longevidade. 

Já os compostos L7 e P9 aumentaram o TMV de machos e fêmeas, respectivamente. 

Fato similar foi observado anteriormente também em machos de L. longipalpis, em 

dieta açucarada contendo esculetina (um aglicone – MSP do grupo das cumarinas) 

(Ferreira et al., 2018).   

Esse efeito provocado por L7 em machos pode estar relacionado ao fato dessa 

pterocarpanquinona ser uma orto-quinona e moléculas com essa configuração 
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estarem envolvidas no processo de esclerotização e escurecimento de cutícula, o que 

poderia beneficiar o flebotomíneo ao conferir mais resistência cuticular (Bittner, 2006; 

Klowden, 2008; Sugumaran, 2010). 

A pentamidina (P9) foi o único composto que causou efeito repulsivo nas fêmeas 

(capítulo 1) sugerindo que tenha algum odor desagradável para esses insetos. 

Contudo, quando ingerida parece ser bastante palatável, com uma ingestão de 68 ± 

10 nL, um dos maiores volumes se comparado às demais dietas. Ao que parece, P9 

foi benéfico para as fêmeas. Esse composto traz um dado contrário ao observado em 

estratégias de controle usadas em malária. Estudos identificaram aumento na 

mortalidade em mosquitos que se alimentavam de sangue de indivíduos tratados com 

ivermectina, droga com atividade antiparasitária e usada no tratamento da malária 

(Chaccour, Lines, & Whitty, 2010). Seria válido avaliar se fêmeas também teriam seu 

TMV aumentado caso se alimentassem do sangue de pacientes tratados com 

pentamidina.  

Em relação aos possíveis efeitos sobre alimentação sanguínea, vimos que somente 

o composto L6 causou um aumento na mortalidade das fêmeas durante o período de 

alimentação açucarada e pré exposição à alimentação sanguínea. Possivelmente 

estamos observando os efeitos deletérios pós digestão provocados por derivados de 

quinonas discorridos anteriormente (Barbehenn & Peter Constabel, 2011; Silva et al., 

2020; Sreelatha et al., 2009).  

Os compostos P8 e L6 parecem afetar a eclosão dos ovos. Esse resultado pode 

reforçar a hipótese de efeitos deletérios pós digestão, o que estaria afetando o 

direcionamento de nutrientes para o desenvolvimento dos ovos.  

O composto L2, curiosamente, aumentou a quantidade de sangue ingerida pelas 

fêmeas previamente alimentadas com açúcar, e manteve as taxas de eclosão de ovos 

em 100%. Entretanto, diferentemente do esperado devido à concordância gonotrófica 

em flebotomíneos (Brazil & Brazil 2018; Lehane, 2005), não se observou aumento na 

proporção de ovos por fêmea. Com isso, L2 se mostrou um composto estimulante de 

alimentação sanguínea e causou uma redução na longevidade de fêmeas quando 

disponibilizado em dieta açucarada. Isso abre uma perspectiva para a avaliação da 
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longevidade das fêmeas quando alimentadas da mistura sangue e L2. Se a redução 

no TMV se confirmar estaríamos diante de um composto com ação semelhante à 

ivermectina em mosquitos (Chaccour et al., 2010). 

Quanto aos efeitos na infecção, L2 foi a única droga que apresentou diminuição na 

carga parasitária de flebotomíneos infectados com L. amazonensis no 3º dia pós 

infecção. Era esperado que o efeito anti-Leishmania fosse mais pronunciado e 

persistisse ao longo dos dias da infecção.  

A provável explicação para esse efeito ocorrer apenas no 3º dia talvez esteja na 

dinâmica de digestão de açúcares. Flebotomíneos mantém um estoque de açúcar no 

divertículo que vai sendo metabolizado por glicosidases conforme a necessidade do 

inseto (Brazil et al., 1997; Brazil & Brazil, 2018; Soares & Turco, 2003). Então, é 

possível que as promastigotas que escaparam da matriz e migraram para a região 

anterior do intestino estejam em uma região com maior quantidade de L2, já que as 

fêmeas precisariam repor seus níveis energéticos pós digestão sanguínea (Kamhawi, 

2006; Takken & Koenraadt, 2013). 

Essa possibilidade é reforçada pelo maior volume de solução açucarada contendo L2 

(41 ± 7 nL) nos experimentos de ingestão mencionados no trabalho 1 (Ferreira et al., 

2022) comparando, por exemplo, à L7 (27 ± 2 nL), que não apresentou redução na 

carga parasitária em nenhum dos dias pós infecção.  

Diante dos efeitos expostos neste trabalho, o composto L2 se mostrou o mais 

promissor por reduzir o TMV de fêmeas e reduzir a carga parasitária no 3º dia pós 

infecção com L. amazonensis, ficando como perspectiva a repetição dos testes de 

infecção em doses maiores do composto, já que é difícil estimar a que concentração 

da droga os parasitos foram expostos.  

Um outro objetivo desse trabalho foi buscar formas de estimar a idade de 

flebotomíneos o que foi realizado através de duas técnicas distintas, por 

espectroscopia no infravermelho próximo (EIVP) e análise de padrões de expressão 

gênica, apresentadas nos capítulos 2 e 4.  

Por ser uma técnica mais rápida e que exigiu menos etapas de padronização, foi 

possível obter com a espectroscopia no infravermelho próximo (EIVP) resultados de 
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diferentes aspectos da biologia de flebotomíneos, como classificação de 

flebotomíneos em diferentes condições (cópula) e ciclo gonotrófico. Enquanto as 

análises de idade através de expressão gênica (EG) ficaram em uma fase preliminar 

de validação de alvos.  

Nos resultados de EIVP obtivemos perfis espectrais de flebotomíneos similares a 

outros insetos com picos de absorção em 1450, 1800 e 1930 nm, que estão 

associados à presença de água e composição lipídica na cutícula (Aw & Ballard, 2019; 

Fischnaller et al., 2012; Perez-mendoza et al., 2004). 

A redução da taxa de hidratação em flebotomíneos mais velhos também foi um 

fenômeno observado pelo perfil espectral mostrando sua influência na estimativa de 

idade de insetos (Mayagaya et al., 2009; Ong et al., 2020).  

De maneira geral, vimos que a precisão e acurácia da classificação aumenta quando 

a diferença de idade dos flebotomíneos é ≥ 8 dias, seja em flebotomíneos que tiveram 

a oportunidade de acasalar ou não. A exemplo disso, temos o aumento de 71 para 

91% de acurácia na análise de fêmeas novas/médias/velhas (1,8 e 15 dias) para 

novas/velhas (com < ou > de 8 dias) (tabela 2 - capítulo 2). O mesmo ocorre na 

porcentagem de predições corretas que vão de 80,58 e 87% para 97 e 93%. A mesma 

tendência foi observada em mosquitos (Mayagaya et al., 2009; Sikulu et al., 2010), 

culicoides (Reeves et al., 2010) e moscas (Aw et al., 2012). 

A redução na porcentagem de predições corretas de idade, observada principalmente 

em fêmeas (tabela 1 – parte A / trabalho 2) e machos (tabela 1 – parte A e B / trabalho 

2) com 10 dias de idade pode ser explicada pela perda de padrões estruturais, 

especialmente cuticulares, e bioquímicos ao longo da idade. Isso vai ser refletido na 

diminuição dos picos principais do espectro (1450, 1800 e 1930 nm), prejudicando a 

correta classificação das amostras (Amendt et al., 2021; Liebman et al., 2015).  

Observamos também que os resultados de previsão e acurácia foram maiores em 

fêmeas comparando os machos, principalmente nos flebotomíneos que não tiveram 

a oportunidade de copular. Isso sugere que além do tamanho menor, a cutícula dos 

machos sofre menos modificações bioquímicas e fisiológicas detectáveis no 
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infravermelho, já que machos não se alimentam de sangue nem produzem ovos, por 

exemplo (Mayagaya et al., 2009).  

A técnica EIVP se mostrou bastante eficiente na predição de idade de flebotomíneos 

em condições de laboratório, pois obtivemos porcentagens corretas de predição, 

entre 83 a 97%, em fêmeas com mais ou menos de 8 dias. Esse dado já indicaria a 

eficiência de um processo de intervenção em campo com uso de inseticida, pois um 

composto que aumentasse a mortalidade das fêmeas com 10 dias de idade, por 

exemplo, e em uma amostragem dessa população que tivesse sua idade estimada 

por EIVP, o resultado iria prever que a maior parte daquelas fêmeas seriam 

classificadas como novas (com menos de 8 dias). Isso geraria grande impacto na 

equação da capacidade vetorial, já que estariam sendo reduzidas tanto a 

sobrevivência como a densidade vetorial (Resh & Cardé, 2009; Takken & Koenraadt, 

2013). 

O infravermelho também se mostrou uma excelente metodologia de classificação de 

flebotomíneos copulados ou não. Esse dado teria grande relevância em estudos de 

controle de densidade vetorial em áreas endêmicas, pois uma maior classificação de 

fêmeas copuladas à procura de um hospedeiro vertebrado, indicaria falha na 

intervenção, já que a quantidade de fêmeas maduras não teria sido reduzida pela 

intervenção (Detinnova, 1962).  

A partir dos resultados do trabalho 4, identificamos dois genes (LL005905 e 

LL001619) com padrão de expressão idade-dependente em L. longipalpis. Esses 

genes são similares aos descritos para outros dípteros e tiveram menor expressão 

em insetos de maior idade (Cook et al., 2006, 2007; Hugo et al., 2010; Weeraratne et 

al., 2021; Zhan et al., 2007). 

A redução da expressão foi identificada pelo método 2-∆∆Ct, mas foi a partir da análise 

de contraste logarítmico que observamos uma tendência linear a partir da qual 

podemos extrair parâmetros como equação da reta e R2, valor este que foi similar aos 

modelos descritos para mosquitos (Cook et al., 2006; Cook & Sinkins, 2010; Hugo et 

al., 2010; Weeraratne et al., 2021). 
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Fazendo uma comparação entre as técnicas EIVP e expressão gênica, em relação à 

estimativa de idade, vemos que a primeira é mais vantajosa em termos de preparo de 

amostra, obtenção de resultados e análise, mas apresenta limitações quanto a taxa 

de previsões corretas em idades próximas e possíveis variações na precisão e 

acurácia de amostras de laboratório e campo (Mayagaya et al., 2009; Sikulu et al., 

2010).  

Nesse sentido, a análise de perfil transcricional pode oferecer uma vantagem por se 

mostrar mais estável e robusta, mesmo em amostras em diferentes condições 

fisiológicas como fêmeas infectadas, alimentadas com sangue (Caragata et al., 2011), 

mosquitos em condições de semi campo (Caragata et al., 2011; Cook et al., 2006; 

Hugo et al., 2010) ou criados em diferentes temperaturas (Weeraratne et al., 2021), 

já que a expressão dos genes não mostrou alterações significativas causadas por 

essas mudanças. Por exemplo, a análise de ciclo gonotrófico/dieta poderia apresentar 

resultados melhores avaliando a expressão de genes relacionados à oviposição. 

Contudo, essa robustez de marcadores ainda precisa ser confirmada com mais 

estudo em flebotomíneos. 

Como desvantagem, a quantificação de expressão relativa de marcadores 

transcricionais demanda mais tempo de preparo da amostra, padronização das 

condições experimentais (extração de RNA, condições de primers, curva de eficiência 

e condições da PCR) e maior custo (reagentes e equipamentos).  

Isso demonstra que estimar a idade de flebotomíneos não é um processo trivial e 

fatores como precisão, sensibilidade, tempo e custo/benefício devem ser avaliados 

antes de se optar por uma das técnicas, já que ambas apresentam aspectos positivos 

e negativos.  
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5. PERSPECTIVAS 

 

Verificar o efeito dos compostos L2, L7 e P9 em infecções com L. infantum através 

de sistema de alimentação artificial. 

Averiguar o efeito de antibióticos na atividade antiparasitária de L2, L7 e P9 em 

flebotomíneos infectados com Leishmania. 

Avaliar a estabilidade dos compostos L2, L7 e P9 nas iscas e após ingestão por 

fêmeas de flebotomíneos. 

Estudar o efeito de L2, L7 e P9 na fisiologia e infecção de flebotomíneos quando 

adicionados à alimentação sanguínea. 

Complementar os resultados de quantificação da carga parasitária de parte das 

amostras de intestinos infectados através de qPCR.  

Validar o modelo de previsão de idade de flebotomíneos através de expressão gênica 

em amostras com idade conhecida e em diferentes condições fisiológicas.   

Padronizar técnicas para quantificação dos compostos ingeridos.  
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6. CONCLUSÕES 

 

Tendo em vista os aspectos descritos nesse trabalho podemos concluir: 

 O composto L4 (pterocarpanquinona) e P9 (pentamidina) apresentaram 

atividades atrativas e repelentes, respectivamente, quando misturados à 

solução açucarada.  

 O DEET confirmou grande atividade repelente em flebotomíneos quando 

usado em isca animal, mas esse efeito desaparece quando é misturado a 

solução de açúcar e na ausência de uma isca viva. 

 Os compostos L1, L3 e L7 reduziram o volume de solução açucarada ingerido 

pelas fêmeas e L4, P8 e P10 em machos.  

 Os compostos L7 e P8 foram os preferidos pelas fêmeas, P9 (pentamidina) 

pelos machos e P10 (anfotericina B) por adultos de ambos os sexos, 

mostrando-se como estimulantes no momento de escolha da dieta açucarada. 

 Os compostos L6 e P8 reduziram a longevidade de flebotomíneos adultos e 

parecem influenciar na eclosão dos ovos, sendo bons candidatos a inseticidas 

por apresentarem efeito tóxico. 

 Os compostos L7 e P9 (pentamidina) foram benéficos para machos e fêmeas 

de L. longipalpis, respectivamente por aumentarem seu tempo médio de vida. 

 L2 se mostrou o mais promissor dos compostos testados para uso como 

inseticida, por reduzir a longevidade fêmeas de L. longipalpis e a carga 

parasitária de L. amazonensis no 3º dia pós infecção. 

 Vimos que a técnica de espectroscopia no infravermelho próximo para estimar 

a idade de flebotomíneos se mostrou bastante precisa e acurada, 

especialmente na classificação entre insetos jovens (< 8d) e velhos (> 8d) e 

status de cópula.   

 Através da técnica molecular identificamos que L. longipalpis possui, ao 

menos, 2 genes com padrão de expressão idade-dependente, e a partir da 

padronização desse modelo é possível prever a idade de flebotomíneos em 

determinadas condições fisiológicas.  
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