
1 

 

 FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 

CENTRO DE PESQUISAS AGGEU MAGALHÃES 

DOUTORADO EM BIOCIÊNCIAS E BIOTECNOLOGIA EM SAÚDE  

 

 

 

 

 

Vanessa Cristina Fitipaldi Veloso Guimarães 

 

 

 

 

 

Avaliação da susceptibilidade de  Lutzomyia migonei 

(Diptera:Psychodidae) ao desenvolvimento de Leishmania 

(Leishmania) infantum  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE 

2016



 

Vanessa Cristina Fitipaldi Veloso Guimarães 

 

 

 

Avaliação da susceptibilidade de Lutzomyia migonei (Diptera: Psychodidae) ao 

desenvolvimento de Leishmania (Leishmania) infantum 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Curso de Doutorado em 

Biociências e Biotecnologia em Saúde do 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 

Fundação Oswaldo Cruz para obtenção do grau 

de Doutor em Ciências. 

 

 

 

 

 

Orientador: Dr. Sinval Pinto Brandão Filho 

Co-orientador: Dr. Petr Volf 

 

                          

 

 

 

 

 

 

Recife 

2016



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catalogação na fonte: Biblioteca do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 

 

 

G963a 

 

Guimarães, Vanessa Cristina Fitipaldi Veloso.  

Avaliação da susceptibilidade de Lutzomyia 

migonei (Diptera: Psychodidae) ao desenvolvimento de 

Leishmania (Leishmania) infantum / Vanessa Cristina 

Fitipaldi Veloso Guimarães. - Recife: [s.n.], 2016.  

84 p. ; 30 cm.  

 

Tese (Doutorado em Biociências e Biotecnologia 

em Saúde) - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 

Fundação Oswaldo Cruz, 2016.  

Orientador: Sinval Pinto Brandão Filho, co-

orientador: Petr Volf.  

 

1. Psychodidae 2. Leishmania infantum - 

parasitologia.  3. Leishmania infantum -  crescimento & 

desenvolvimento. 4. Insetos vetores. 1. Brandão Filho, 

Sinval Pinto. II. Volf, Petr. III. Título. 

 

 

CDU 616.993.161 

 

 

 

 

 



 

 

Vanessa Cristina Fitipaldi Veloso Guimarães 

 

 

Avaliação da susceptibilidade de Lutzomyia migonei (Diptera: Psychodidae) ao 

desenvolvimento de Leishmania (Leishmania) infantum 

 

 

  

Tese apresentada ao Curso de Doutorado em 

Biociências e Biotecnologia em Saúde do 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 

Fundação Oswaldo Cruz para obtenção do grau 

de Doutor em Ciências. 

 

Aprovada em: 27/04/16 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

_______________________________________________ 

Dr. Sinval Pinto Brandão Filho  

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM/Fiocruz) 

 

_______________________________________________ 

                                    Dra. Maria Helena Neves Lobo Silva Filha 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM/Fiocruz) 

 

______________________________________________ 

Dr. Luiz Carlos Alves 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM/Fiocruz) 

 

                         _______________________________________________ 

Dr. Valdir de Queiroz Balbino 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) 

 

                        ________________________________________________ 

Dr. Jeffrey Jon Shaw 

                                               Universidade de São Paulo (USP) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À minha mãe Auxiliadora, exemplo de vida; 

Ao meu esposo Washington e ao meu filho Caio, 

que são a minha força; 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus, por todas as conquistas e pelo aprendizado adquirido em cada dificuldade. 

 

Ao alicerce da minha vida, minha família, que me proporcionou o amor, o apoio e o 

encorajamento necessários para que eu pudesse realizar mais uma conquista. 

 

Ao Dr. Sinval Brandão Filho pela amizade, incentivo e aprendizado construídos ao longo 

desses 10 anos de convivência. Agradeço pela valiosa oportunidade profissional e pela 

confiança depositada em conduzir um trabalho desta magnitude.  

 

Ao Prof. Petr Volf pela receptividade, paciência e valiosos ensinamentos que foram 

fundamentais para o meu amadurecimento profissional e pessoal durante o período que estive 

em Praga. Agradeço a toda a sua equipe em especial a Jovana Sádlová, Katerina Pruzinova e 

Vera Volfova por todo o aprendizado. 

 

À Dra. Milena de Paiva Cavalcanti, pelas sugestões e incentivo. 

 

A Pietra Costa, Débora Miranda e Fernando Silva por todas as contribuições durante o 

trabalho de campo. 

 

A Kyldman Silva pela amizade e pelas contribuições na colônia dos flebotomíneos. 

 

A todos os colegas do Laboratório de Imunoparasitologia que torceram pela realização deste 

trabalho. 

 

Aos colegas de turma do Doutorado (2012-2016), pela amizade e convívio durante o curso. 

 

Aos moradores de Baturité-CE, pela receptividade durante o trabalho de campo. 

 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) e ao Programa 

Ciência sem Fronteiras pelo suporte financeiro. 

 

 

 

 



 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   ―A pouca ciência afasta de Deus; a muita ciência leva a Deus‖. 

Louis Pasteur 

 

 

 

 

 

 



 

 

GUIMARÃES, Vanessa Cristina Fitipaldi Veloso. Avaliação da susceptibilidade de 

Lutzomyia migonei (Diptera: Psychodidae) ao desenvolvimento de Leishmania (Leishmania) 

infantum. 2016. Tese (Doutorado em Biociências e Biotecnologia em Saúde) – Centro de 

Pesquisas Aggeu Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2016. 

 

 

RESUMO 

 

Leishmania (Leishmania) infantum é o agente etiológico da leishmaniose visceral (LV) mais 

disseminado no mundo, com taxas de mortalidade significativas em casos humanos. Na 

América Latina, este parasito é transmitido principalmente por Lutzomyia longipalpis, 

entretanto, o papel de Lutzomyia migonei como um potencial vetor deste protozoário tem sido 

discutido. Investigações laboratoriais e de campo têm contribuído para esta hipótese, no 

entanto, a prova da competência vetorial de L. migonei ainda não foi fornecida. Neste estudo, 

foi avaliada pela primeira vez a susceptibilidade de L. migonei para duas cepas de L. (L.) 

infantum e realizada a comparação com o desenvolvimento em L. longipalpis. A colônia de L. 

migonei foi estabelecida na Faculdade de Ciências da Charles University em Praga, República 

Theca de espécimes capturados no município de Baturité, estado do Ceará. As fêmeas foram 

alimentadas através de uma membrana de pele de pinto com sangue de coelho contendo 

promastigotas de L. (L.) infantum, dissecadas no 1°, 5° e 8° dias pós-infecção (PI) e 

verificadas microscopicamente quanto a presença, intensidade e localização de infecções por 

Leishmania. Adicionalmente, a análise morfométrica de L. (L.) infantum foi realizada. Altas 

taxas de infecção de ambas as cepas avaliadas foram observadas em L. migonei, com a 

colonização da válvula do estomodeu já no dia 5° PI. Na infecção em estágio final (8° dia PI), 

a maioria das fêmeas de L. migonei tiveram a região da cárdia e a válvula do estomodeu 

colonizadas por um elevado número de parasitos, e não foram observadas diferenças 

significativas em relação ao desenvolvimento de L. longipalpis. Formas metacíclicas foram 

encontradas em todas as combinações vetor-parasito desde o 5° dia PI. Os dados demonstram 

que L. migonei é altamente susceptível ao desenvolvimento de L. (L.) infantum. Estes 

resultados juntamente com a antropofilia da espécie, abundância em focos da (LV) e a 

infecção natural por L. (L.) infantum, constitui uma prova importante que L. migonei é outro 

vetor do parasito na América Latina. 

 

 

Palavras-chave: Lutzomyia migonei, Leishmania (Leishmania) infantum, competência 

vetorial. 
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ABSTRACT 

 

Leishmania (Leishmania) infantum is the most widespread etiological agent of visceral 

leishmaniases (VL) in the world, with significant mortality rates in human cases. In Latin 

America, this parasite is primarily transmitted by Lutzomyia longipalpis, but the role of 

Lutzomyia migonei as a potential vector for this protozoan has been discussed. Laboratory and 

field investigations have contributed to this hypothesis. However, proof of the vector 

competence of L. migonei has not yet been provided. In this study, we evaluate for the first 

time the susceptibility of L. migonei to two L. (L.) infantum strains and compared with 

development of L. longipalpis. Colony of L. migonei was established at Faculty of Science, 

Charles University in Prague from specimens captured in Baturité municipality, Ceará state. 

Females were fed through a chick-skin membrane on rabbit blood containing L. (L.) infantum 

promastigotes, dissected at 1, 5 and 8 days post-infection (PI) and checked microscopically 

for the presence, intensity and localization of Leishmania infections. In addition, 

morphometric analysis of L. (L.) infantum promastigotes was performed. High infection rates 

of both L. (L.) infantum strains tested were observed in L. migonei, with colonization of the 

stomodeal valve already on day 5 PI. At the late-stage infection, most L. migonei females had 

their cardia and stomodeal valve colonized by high numbers of parasites, and no significant 

differences were found compared to the development in L. longipalpis. Metacyclic forms 

were found in all parasite-vector combinations since day 5 PI. We propose that L. migonei 

belongs to sand fly species permissive to various Leishmania. Here we demonstrate that L. 

migonei is highly susceptible to the development of L. (L.) infantum. This, together with its 

known anthropophily, abundance in VL foci and natural infection by L. (L.) infantum, 

constitute important evidence that L. migonei is another vector of this parasite in Latin 

America. 

 

 

Keywords: Lutzomyia migonei, Leishmania (Leishmania) infantum, vector competence. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 As leishmanioses são zoonoses causadas por protozoários (Kinetoplastida: 

Trypanosomatidae) do gênero Leishmania, transmitidos para os animais e o homem pela 

picada das fêmeas de diversas espécies de flebotomíneos (Diptera, Psychodidae, 

Phlebotominae) (MAROLI et al., 2013; READY, 2013). Atualmente, afetam 12 milhões de 

pessoas em 98 países, com cerca de 1,3 milhões de novos casos e 20 a 40 mil mortes por ano 

(ALVAR et al., 2012; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2016).  

 Apesar da existência de mais de 988 espécies de flebotomíneos em diversas regiões do 

mundo (BATES et al., 2015; GALATI, 2014), a transmissão de Leishmania para os seres 

humanos inclui espécies apenas pertencentes aos gêneros Lutzomyia e Phlebotomus 

(KILLICK-KENDRICK, 1990; YOUNG; DUNCAN, 1994; READY, 2013). Destas, 

aproximadamente, 500 foram descritas nas Américas (GALATI, 2014) e 56 estão envolvidas 

na transmissão de 15 espécies de Leishmania, incriminadas como vetoras baseando-se nas 

características antropofílicas, na identificação da infecção natural e na distribuição geográfica 

do vetor em associação com o registro de casos humanos da doença (KILLICK-KENDRICK, 

1990, 1999; MAROLI, 2013).  

De fato, a incriminação de uma espécie de flebotomíneo como um vetor é baseada em 

uma série de critérios que incluem, além das condições anteriormente citadas, a capacidade do 

parasito em superar as barreiras existentes do intestino médio do vetor e completar o seu 

desenvolvimento após a digestão do repasto sanguíneo. Além disso, o inseto deve ser capaz 

de transmitir o parasito a um hospedeiro susceptível, caracterizando a sua competência 

vetorial (BATES et al., 2015; DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012; KILLICK-KENDRICK, 1990; 

SACKS; KAMHAWI, 2001).  

No entanto, há restritas informações sobre vários destes aspectos, particularmente no 

Novo Mundo, de modo que algumas espécies de flebotomíneos têm sido consideradas como 

possíveis vetores da leishmaniose visceral (LV), causada por Leishmamia (Leishmania) 

infantum (sinônimo de Leishmania chagasi) sem a avaliação da susceptibilidade ao parasito 

(CARVALHO et al., 2008, 2010; MONTOYA-LERMA et al., 2003; MOYA et al., 2015; 

PITA-PEREIRA et al., 2008; SALOMÓN et al., 2010; SANTOS et al., 1998; SAVANI et al., 

2009). 

No Brasil, a principal espécie associada à transmissão da LV é Lutzomyia longipalpis 

(LAINSON; RANGEL, 2005; ROMERO; BAELAERT, 2010). Contudo, o papel vetorial de 

Lutzomyia migonei também tem sido discutido em áreas com registro de casos humanos e 
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caninos da doença onde o vetor comprovado não está presente (CARVALHO et al., 2007, 

2010; SOUZA et al., 2003). 

L. migonei é uma espécie amplamente distribuída na América Latina, inclusive no 

Brasil, onde pode ser encontrada nos domicílios e abrigos de animais, com capacidade de 

adaptação a ambientes modificados (AZEVEDO; RANGEL, 1991; FORATTINI et al., 1973; 

GUIMARÃES et al., 2012; RANGEL;  LAINSON, 2009). Além disso, a espécie é 

antropofílica e alimenta-se em cães, galinhas e equinos, bem como de animais silvestres 

(AGUIAR et al., 1987; FORATTINI et al., 1973). Ademais, L. migonei é vetor comprovado 

de Leishmania (Viannia) braziliensis, principal agente etiológico da leishmaniose tegumentar 

americana (LTA) (NIEVES; PIMENTA, 2000).  

No estado de Pernambuco, L. migonei é relatada principalmente em áreas rurais, 

inclusive no município de São Vicente Férrer, Zona da Mata Norte, onde a espécie predomina 

com 72% da fauna local (GUIMARÃES et al., 2012) e onde há registro da taxa de infecção 

natural de 4% por L. (L.) infantum (CARVALHO et al., 2010). No estado do Rio de Janeiro, a 

participação de L. migonei como vetor de L. (L.) infantum foi sugerida em seis áreas de 

ocorrência de casos autóctones de LV sem o registro de L. longipalpis (SOUZA et al., 2003). 

Aspectos epidemiológicos de L. migonei também foram estudados na cidade de La 

Banda, na Argentina, em área de transmissão da LV, na qual foi relatada a elevada densidade 

da espécie (93% da fauna) associada a casos humanos e caninos no ambiente peridomiciliar 

(SALOMÓN et al., 2010). Posteriormente, o relato de infecção natural de L. migonei por L. 

(L.) infantum reforçou a hipótese de participação no ciclo de transmissão do parasito (MOYA 

et al., 2015). 

  Apesar das características epidemiológicas e comportamentais que indicam a 

participação de L. migonei no ciclo de transmissão do parasito, não existem estudos que 

demonstrem o desenvolvimento de L. (L.) infantum nesta espécie. Estudos sobre a interação 

Leishmania-vetor nas populações de flebotomíneos são importantes e podem contribuir para 

uma melhor compreensão do potencial de transmissão e sobre os fatores que influenciam a 

epidemiologia da doença em uma determinada área. Neste sentido, o presente estudo visou 

avaliar a susceptibilidade de espécimes colonizados de L. migonei ao desenvolvimento de L. 

(L.) infantum. 
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2 MARCO TEÓRICO CONCEITUAL 

  

2.1 Leishmanioses como problema de saúde pública 

 

 Protozoários do gênero Leishmania, são parasitos digenéticos que pertencem à ordem 

Kinetoplastida e família Trypanosomatidae. São os agentes causadores de um amplo conjunto 

de doenças conhecidas como leishmanioses, as quais variam em suas manifestações clínicas e 

sintomas, nas formas visceral e tegumentar dependendo da espécie de Leishmania envolvida 

na transmissão e da resposta imunológica do hospedeiro (READY, 2010). 

São doenças de evolução crônica, particularmente a forma tegumentar, manifesta- se 

por lesões cutâneas que podem ser única ou múltiplas, bem como lesões mucosas, que 

ocorrem no local da picada do inseto vetor e podem resultar em deformidades severas 

(REITHINGER et al., 2007; RUAS et al., 2014). A forma visceral é a mais grave, 

caracterizada por hepatoesplenomegalia e linfadenopatia e exibe taxas de letalidade que 

variam de 10 a 20%, constituindo-se em um importante problema de saúde pública (ALVAR 

et al., 2012; ARAÚJO et al., 2012). 

As leishmanioses constituíram por vários anos endemias predominantemente silvestres 

e rurais (DEANE; DEANE, 1955; LAINSON, 1988; SHAW, 2007). As mudanças ambientais, 

o acelerado processo de urbanização e a migração para áreas endêmicas, modificaram o 

padrão epidemiológico tradicional (DESJEUX, 2004; PAVLI; MALTEZOU, 2010). Estes 

aspectos, associados à persistência de condições inadequadas de vida, têm aumentado a 

frequência de casos em áreas urbanas (ARAÚJO et al., 2013; DANTAS-TORRES; 

BRANDÃO-FILHO, 2006a), sendo evidente a correlação entre a condição socioeconômica da 

população e a doença (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; CLEM, 2010; DESJEUX, 2004).  

Atualmente, as leishmanioses ocorre em 98 países nas regiões tropicais e subtropicais 

do mundo, incluindo países das Américas, África, Ásia, Oriente Médio e Europa (CHAPPUIS 

et al., 2007; MAROLI et al., 2013), sendo considerada como  principais doenças tropicais 

negligenciadas (ALVAR et al., 2012). Estima-se que a prevalência seja de cerca de 12 

milhões de pessoas e que, a cada ano, 400 mil desenvolvem a forma visceral e 1,2 milhões a 

forma tegumentar da doença. Entretanto, um número significativo de casos não são 

registrados devido à notificação ser obrigatória em apenas 32 países (ALVAR et al., 2012; 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2015).  
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A situação da LV é uma das mais preocupantes no cenário da saúde pública mundial, 

onde 90% dos casos ocorrem em apenas seis países: Brasil, Índia, Bangladesh, Sudão, Sudão 

do Sul e Etiópia (ALVAR et al., 2012) (Figura 1). O aumento na distribuição da doença é 

devido, em parte, a co-infecções com HIV/AIDS, desnutrição e fatores genéticos (ALVAR et 

al., 2008, 2012; DANTAS-TORRES, BRANDÃO-FILHO 2006b; READY, 2014),  

 

 

  Figura 1 – Distribuição geográfica dos casos de leishmaniose visceral no mundo, 2013. 

 

 

                           

Fonte: Organização Mundial de Saúde (2015). 

 

 

No Brasil, a LV apresenta-se em expansão geográfica nos últimos anos. Em 2009, 

foram registrados 3.693 casos autóctones em 21 unidades federadas de todas as regiões, sendo 

confirmados os primeiros casos na região Sul. Apesar de o maior número se concentrar na 

região Nordeste, a análise da série histórica indica uma redução nesta região que passou de 

83% (4.029/4.858) do total de confirmados em 2000, para 58,5% (2.022/3.453) em 2014. A 

doença tem se expandido, de forma gradativa, para as regiões Norte, Sudeste e Centro-Oeste, 

que passaram de 17% (829/4.858) do total de casos em 2000, para 30,4% (1.052/3.453) em 

2014 (Gráfico 1) (SISTEMA DE INFORMAÇÃO NACIONAL DE AGRAVOS DE 

NOTIFICAÇÃO, 2016).  
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Gráfico 1- Casos notificados de leishmaniose visceral no Brasil, por região, durante o período de 2000 a 2014. 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Fonte: Sistema de Informação Nacional de Agravos de Notificação (2016). 

 

 

A LV tem sido observada no Nordeste do Brasil desde a década de 1930 (ARRUDA, 

1949; DEANE; DEANE, 1962), sendo o primeiro relato no estado de Pernambuco em 1934 

com casos humanos esporádicos (PENNA, 1934). No período entre 1990 e 2001, o número de 

municípios que haviam notificado um ou mais casos da doença praticamente aumentou cinco 

vezes, elevando-se de 28 para 144 municípios pernambucanos, de forma que, atualmente a 

LV apresenta incidência em praticamente todo estado (DANTAS-TORRES; BRANDÃO-

FILHO, 2006a; GUIMARÃES et al., 2014).  

Os casos de LV em Pernambuco concentram-se nos municípios do Sertão, merecendo 

destaque Petrolina, Salgueiro, Dormentes, Ouricuri e Santa Maria da Boa Vista 

(LEISHMANIOSE, 2009). Não menos importantes, Caruaru, Altinho, Surubim, São Caitano 

e Riacho das Almas, localizados no Agreste do estado, apresentam número significativos de 

casos, assim como Itamaracá na Região Metropolitana do Recife e Goiana, na Zona da Mata 

(DANTAS-TORRES; BRANDÃO- FILHO, 2006a).   

   O padrão epidemiológico da LV em Pernambuco possui semelhança com o de outros 

estados do país, nos quais o aumento da incidência em áreas urbanas está relacionado à 

pressão antrópica sobre o meio ambiente (AGUIAR et al., 2003; DANTAS-TORRES; 

BRANDÃO-FILHO, 2005). Apresenta incidência em todas as faixas etárias, acometendo em 

sua maioria crianças menores de 10 anos e adultos jovens do sexo masculino (ARAÚJO et al., 

2012). 

No estado do Ceará, a LV é endêmica em todas as sete mesorregiões, 33 microrregiões 

e em 162 dos 184 municípios. No período de 2007 a 2011, foi observada uma média anual de 
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596,8 ± 29,65 casos, o que corresponde a aproximadamente 15% dos casos do país, com uma 

incidência de 6,1 casos/100 mil habitantes e prevalência de 7,1 casos/100 mil habitantes. Dos 

184 municípios cearenses, 16 municípios apresentam transmissão intensa da doença, 23 

municípios apresentam transmissão moderada e 123 apresentam transmissão esporádica. A 

capital Fortaleza é o município com a maior quantidade de casos no país, com 

aproximadamente 5,6% dos casos nacionais (CAVALCANTE; VALE, 2014).  

O aumento da densidade populacional humana, a diversidade de vetores, espécies de 

Leishmania, reservatórios, condições ecológicas, epidemiológicas e culturais contribuem para 

aumentar a disseminação das leishmanioses. Da mesma forma, a subnotificação dos casos, a 

ausência de uma vacina capaz de imunizar a população humana, o surgimento de resistência 

parasitária às drogas administradas, a ausência de novas drogas para o tratamento e a 

substituição de programas de controle por ações esporádicas dificultam o estabelecimento de 

políticas públicas melhor direcionadas e eficazes.  

 

2.2 Leishmaniose visceral: etiologia e hospedeiros reservatórios  

  

 A LV é causada por protozoário heteroxênico, intracelular obrigatório de células do 

sistema fagocítico mononuclear, pertencente ao complexo Leishmania donovani. Na América 

Latina, região Mediterrânea e Europa a doença é causada por L. (L.) infantum, enquanto que 

na África e Índia o agente etiológico é L. (L.) donovani (READY, 2014).  

 Desde a primeira descrição de L. (L.) chagasi (CUNHA; CHAGAS, 1937) como 

espécie responsável pela doença nas Américas, a nomenclatura e, particularmente, a origem 

do agente etiológico da LV tem causado opiniões divergentes entre os pesquisadores. A 

doença tem sido atribuída por muitos autores a L. (L.) chagasi, para o agente etiológico nas 

Américas, diferenciando-o da L. (L.) infantum (NICOLLE, 1908), própria da região 

Mediterrânea (DESJEUX, 1992). Alguns afirmam que as espécies são idênticas e que foram 

importadas para o continente durante as invasões portuguesas e espanholas (KILLICK-

KENDRICK, 1985, RIOUX et al., 1990). Outros autores acreditam que L. (L.) chagasi já 

estava presente no Continente Americano antes da colonização Européia e as classificam 

como subespécies (LAINSON; RANGEL, 2005). Baseados em estudos bioquímicos e 

moleculares, Maurício, Stothard e Miles (2000), afirmam que L. (L.) infantum, e L. (L.) 

chagasi, são a mesma espécie e, portanto, devem ser consideradas como sinônimos, tendo 

prioridade a nomenclatura mais antiga. 
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 Existem dois tipos de LV as quais diferem em suas características de transmissão: a 

zoonótica, transmitida do animal para o vetor e para o humano, encontrada em áreas de 

transmissão de L. (L.) infantum, e antroponótica, transmitida de humano a humano pelo vetor, 

encontrada em áreas de transmissão de L. (L.) donovani (MAROLI et al., 2013; READY, 

2004). 

  Dentre as diversas espécies de mamíferos no Novo Mundo que podem atuar como 

reservatório de L. (L.) infantum, o cão doméstico (Canis lupus familiaris) é o único 

reservatório primário confirmado do parasito (COURTENAY et al., 2014; DANTAS-

TORRES; OTRANTO, 2014). No entanto, a infecção natural no gato doméstico (Felis 

silvestres catus) também tem sido descrita (COELHO et al., 2010; SAVANI et al., 2004), 

demonstrando a necessidade de estudos que esclareçam o real papel destes animais como 

reservatórios. No ambiente silvestre, os reservatórios são as raposas (Dusicyon vetulus e 

Cerdocyon thous) (ALENCAR, 1961; COURTENAY et al., 2002; DEANE; DEANE, 1955, 

ROQUE; JANSEN, 2014). Marsupiais didelfídeos (Didelphis albiventris e Didelphis 

marsupialis) (HUMBERG et al., 2012; QUINNELL; COURTENEY, 2009; SHERLOCK, 

1996) e roedores (Nectomys squamipes, Rattus rattus e Holochilus scieurus) foram 

encontrados naturalmente infectados no Brasil, na Colômbia e na Venezuela  (DANTAS-

TORRES; BRANDÃO-FILHO, 2006b; LIMA et al., 2013; TRAVI et al., 1998; ZULUETA et 

al., 1999), e podem estar envolvidos na manutenção do parasito em áreas endêmicas. 

 

2.3 Flebotomíneos: taxonomia, distribuição e biologia 

 

Os flebotomíneos são dípteros que pertencem a família Psychodidae, subfamília 

Phlebotominae, agrupados nos gêneros: Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius no Velho 

Mundo e Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya, no Novo Mundo (YOUNG; DUNCAN, 1994). 

Estão presentes principalmente nas zonas quentes da Ásia, África, Austrália, Sul da Europa e 

das Américas. Na subfamília Phlebotominae, os gêneros Phlebotomus e Lutzomyia são os que 

apresentam importância médica, pela ampla distribuição geográfica e pela capacidade de 

transmitir Leishmania (KILLICK-KENDRICK, 1999; READY, 2013). 

São conhecidas cerca de 988 espécies destes insetos no mundo, 269 delas são 

registradas no Brasil (GALATI, 2014), representando uma das faunas mais bem estudadas. 

Estima-se que 98 espécies, sendo 42 do gênero Phlebotomus e 56 do gênero Lutzomyia, são 

capazes de transmitir o parasito no mundo (MAROLI et al., 2013). A primeira evidência 
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experimental de transmissão de Leishmania pela picada de flebotomíneos foi descrita por 

Shortt et al. (1931), que demonstrou a transmissão de L. (L.) donovani para hamsters 

(Mesocricetus auratus) por espécimes de P. argentipes.  

Algumas espécies de flebotomíneos além de transmitir Leishmania, estão envolvidas 

na transmissão de bactérias como Bartonella spp. que causa a bartonelose ou Doença de 

Carrión, e alguns vírus como Phlebovirus, causadores da febre dos flebotomíneos e de outras 

arboviroses (BATES et al., 2015; MAROLI et al., 2013). Além disso, estes insetos são 

capazes de albergar outros tripanosomatídeos como Trypanosoma e Endotrypanum 

(CUPOLILLO, 2000).  

Os flebotomíneos são insetos holometábolos e seu desenvolvimento a partir do ovo 

passa por quatro estádios larvais, pupa e adulto. São pequenos, raramente excedem 3,5 mm de 

comprimento, possuem o corpo coberto de pêlos e sua coloração varia do branco ao preto 

dependendo da espécie. Apresentam um par de asas que confere saltos curtos e quando em 

repouso ficam em posição semi-ereta (KILLICK-KENDRICK, 1999). Geralmente são 

encontrados em locais úmidos e escuros, onde o microclima é favorável para a sua 

sobrevivência, tais como, cavernas, fissuras em paredes, rochas, tronco de árvores, tocas de 

roedores e abrigo de animais como estábulos, galinheiros e pocilgas (CARVALHO et al, 

2013; CASANOVA et al., 2013; SOUZA et al., 2014).  

Os adultos de ambos os sexos, se alimentam de seiva vegetal e apenas as fêmeas são 

hematófagas, sendo o alimento importante para maturação dos ovos, embora algumas espécies 

sejam capazes de produzir ovos viáveis sem o repasto sanguíneo (BRAZIL; OLIVEIRA, 

1999). Possuem hábitos crepusculares e noturnos para realizar a hematofagia e algumas 

espécies também possuem hábitos matutinos e vespertinos (SHARMA; SINGH, 2008). 

Alguns estudos indicam que espécies silvestres podem se dispersar a distâncias mais 

curtas do que as do peridomicílio, em geral cerca de 300m, de maneira que as atividades 

adultas são geralmente restritas à vizinhança de criadouros de larvas. No entanto, algumas 

espécies peridomiciliares podem se dispersar por até 2,2 km (KILLICK-KENDRICK et al., 

1984; RIOUX et al., 1979). A atividade sazonal dos flebotomíneos adultos é influenciada por 

diversos fatores abióticos como temperatura, umidade e pluviosidade (CASANOVA et al., 

2013; GUIMARÃES et al., 2012). O ciclo de desenvolvimento dos flebotomíneos ocorre em 

cerca de 30 a 40 dias (Figura 2) e nenhuma das etapas ocorre em ambientes aquáticos, o que 

os distingue de outros dípteros hematófagos, como os mosquitos. As fêmeas depositam os 

ovos isolados ou em pequenos conjuntos no solo úmido rico em matéria orgânica. O período 

de incubação pode variar de acordo com a espécie e com diversos fatores externos, mas em 
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geral, as larvas eclodem no período de 7 a 10 dias e podem sofrer diapausa desencadeada por 

condições ambientais extremas, como temperaturas quentes ou frias, ambientes secos ou com 

fotoperíodo mais curto (KILLICK-KENDRICK, 1978). Os ovos possuem 0,3 a 0,5 mm de 

comprimento, possuem forma ovóide ou elipsóide, são inicialmente brancos ou cinzas, porém, 

se transformam em marrom ou preto dentro de algumas horas de oviposição (VOLF; 

VOLFOVA, 2011).  

As larvas desenvolvem seus quatro estádios em aproximadamente três semanas e se 

diferenciam morfologicamente pelo tamanho e número de cerdas caudais. As larvas de 

primeiro estágio possuem um par de cerdas, enquanto que o segundo a quarto estágios 

possuem dois pares de cerdas. Se locomovem com movimentos ondulatórios a procura de 

alimento, que se compõe basicamente de matéria orgânica. Cerca de um ou dois dias antes de 

mudar para a fase de pupa, a quarta fase larval deixa de se alimentar e procura algum suporte 

sólido que serve de substrato para a fixação da pupa através da última exúvia larval, um 

período que pode perdurar por 7 a 12 dias até a emergência do adulto (LAWYER; PERKINS, 

2004). Após a oviposição as fêmeas morrem (VOLF; VOLFOVA, 2011).  

 

 

                                              Figura 2 - Ciclo evolutivo dos flebotomíneos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    

 

 

 

 

 

 

                              Fonte: adaptado de Lawyer e Perkins (2004). 

                    Nota: 1. Ovo; 2. Quatro estádios larvais; 3. Pupa; 4. Adulto. 
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2.4 Flebotomíneos como vetores de Leishmania (Leishmania) infantum 

 

Diversas espécies de flebotomíneos estão envolvidas na transmissão de L. (L.) 

infantum no Velho Mundo, tais como: P. perfiliewi, P. perniciosus, P. argentipes, P. ariasi e 

P. neglectus (READY, 2010). No Novo Mundo, L. longipalpis é comprovadamente o vetor da 

LV (LAINSON et al., 1977), onde apresenta ampla distribuição geográfica coincidente com 

os focos da doença, hábito alimentar eclético e antropofílico (LAINSON; RANGEL, 2003; 

2005), além da habilidade de ocupar diversos nichos ecológicos, incluindo àqueles resultantes 

de ação antrópica (RANGEL; VILELA, 2008; YOUNG; DUNCAN, 1994). 

Contudo, o papel vetorial de outras espécies em áreas endêmicas também tem sido 

discutido, principalmente onde a presença do vetor primário não é confirmada (CARVALHO 

et al., 2007, 2010; PITA-PEREIRA et al., 2008; SALOMÓN et al., 2010; SOUZA et al., 

2003). No estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, L. cruzi e L. forattinii foram consideradas 

como potenciais vetoras da LV (PITA-PEREIRA et al., 2008; SANTOS et al., 1998), devido 

aos achados de infecção natural associados a antropofilia das espécies. Ainda neste estado, na 

Serra da Bodoquena, L. almerioi juntamente com L. longipalpis pode está atuando na 

transmissão do parasito (SAVANI et al., 2009). Adicionalmente, L. cortelezzii no Estado de 

Minas Gerais e L. evansi na Colômbia e na Venezuela também são espécies que podem estar 

envolvidas no ciclo de transmissão de L. (L.) infantum (CARVALHO et al., 2008; ROMERO; 

BOELAERT, 2010). 

 Estudos realizados no Brasil apresentaram evidências epidemiológicas da participação 

de L. migonei como vetor (CARVALHO et al., 2007, 2010; SOUZA et al., 2003). Em São 

Vicente Férrer, Zona da Mata Norte de Pernambuco, devido a predominância de L. migonei 

na fauna local, como em habitações e abrigos de animais no peridomicílio, a espécie foi 

sugerida como possível transmissora do parasito (CARVALHO et al., 2007). Posteriormente, 

o encontro de infecção natural associada a sua antropofilia reforçaram as evidências da sua 

participação no ciclo epidemiológico da LV nesta área (CARVALHO, et al., 2010). No Rio 

de Janeiro, Souza et al. (2003), não observaram a presença de L. longipalpis em seis áreas de 

ocorrência de casos autóctones da doença. Nesta ocasião, os autores sugeriram a importância 

epidemiológica de L. migonei na transmissão da LV. Aspectos epidemiológicos desta espécie 

também foram estudados na Argentina, em área de transmissão da doença, na qual foi relatada 

a elevada densidade de L. migonei associada a casos humanos e caninos no ambiente 

peridomiciliar (SALOMÓN et al., 2010). Recentemente, Moya et al. (2015) relataram a 
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infecção natural da espécie evidenciando a importância de estudos que definam o papel de L. 

migonei como vetor específico ou permissivo de L. (L.) infantum. 

L. migonei é uma espécie com ampla distribuição geográfica na América do Sul, 

inclusive no Brasil, onde pode ser encontrada tanto em ambientes silvestres quanto nos 

domicílios e abrigos de animais, com capacidade de adaptação a ambientes que sofreram 

intensa ação antrópica (AZEVEDO; RANGEL, 1991; FORATTINI et al., 1973; 

GUIMARÃES et al., 2012; RANGEL;  LAINSON, 2009). Além disso, a espécie é altamente 

antropofílica, sendo considerada uma espécie eclética por se alimentar de uma variedade de 

animais (AGUIAR et al., 1987; FORATTINI et al., 1973). Ademais, L. migonei é vetor 

comprovado de Leishmania (Viannia) braziliensis no Brasil (NIEVES; PIMENTA, 2000) e na 

Venezuela (GRIMALDI Jr.; TESH, 1993). 

Segundo Killick-Kendrick (1990), a capacidade de um flebotomíneo atuar como um 

vetor é determinada pelo sucesso do desenvolvimento do parasito no interior do tubo 

digestivo do inseto, que depende de sua habilidade em superar as barreiras existentes no 

intestino médio do flebotomíneo, tais como, resistir à ação de enzimas digestivas, ter 

capacidade de atravessar a matriz peritrófica (MP), assim como de se aderir às células 

epiteliais do intestino médio. Além disso, o desempenho de determinadas espécies de 

flebotomíneos em relação à sua incriminação como vetor, implica não apenas na sua 

habilidade de completar a metaciclogênese do parasito, mas também de ser capaz de realizar a 

sua transmissão para os hospedeiros.  

No entanto, a transmissão de Leishmania spp. aos hospedeiros suscetíveis é de difícil 

demonstração prática. De acordo com Maroli et al. (2013), tais critérios devem estar inseridos 

em um contexto epidemiológico, de maneira que exista uma relação entre a distribuição 

geográfica do vetor e o registro de casos humanos da doença, bem como a comprovação da 

antropofilia da espécie e da capacidade do vetor em suportar a infecção com a mesma espécie 

do parasito que ocorre em humanos. 

Recentemente, dois novos critérios envolvendo modelagem matemática foram 

propostos para a incriminação de flebotomíneos vetores. De acordo com Ready (2013), é 

necessário demonstrar que o flebotomíneo é essencial para manter a transmissão com ou sem 

o envolvimento de outros vetores e que a incidência da doença diminui significativamente 

com a diminuição na densidade do vetor específico.  
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2.5 Ciclo biológico de Leishmania spp 

  

Parasitos do gênero Leishmania possuem um complexo ciclo de vida que envolve 

diferentes formas de desenvolvimento. Estas formas representam adaptações às condições 

ambientais que ocorrem dentro dos hospedeiros vertebrados e invertebrados (DOSTÁLOVÁ; 

VOLF, 2012; KAMHAWI, 2006; SACKS; KAMHAWI, 2001). O parasito apresenta dois 

estágios no seu ciclo de vida: promastigotas, células alongadas com motilidade flagelar, 

encontradas no trato digestivo dos flebotomíneos, e amastigotas, células intracelulares, 

ovóides, imóveis, encontradas em fagócitos mononucleares dos hospedeiros vertebrados 

(CUPOLILLO et al., 2000; MUYLDER et al., 2011). 

 As espécies pertencentes ao subgênero Leishmania desenvolvem-se nas regiões 

abdominal e torácica do intestino médio (seção Suprapilária) e, posteriormente, migram para 

o intestino anterior, onde podem ser transmitidos aos hospedeiros vertebrados. As espécies do 

subgênero Viannia, estabelecem uma infecção inicial na porção posterior do trato digestivo, 

na região do piloro (seção Peripilária) antes de migrar para o intestino médio abdominal e, em 

seguida, para o intestino anterior para serem transmitidos (Figura 3) (BATES, 2007; 

KAMHAWI, 2006; LAINSON; SHAW, 1987). 

 

 

            Figura 3 - Diferentes formas de desenvolvimento de Leishmania no flebotomíneo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: adaptado de Assis et al. (2012) 
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No presente estudo, é demonstrado apenas o ciclo biológico dos parasitos com 

comportamento suprapilárico, uma vez que L. (L.) infantum é o objeto da pesquisa e possui 

este padrão de desenvolvimento. 

O ciclo se inicia quando a fêmea de flebotomíneo realiza repasto sanguíneo em um 

hospedeiro infectado. As fêmeas utilizam as suas peças bucais para dilacerar os tecidos e 

vasos sanguíneos, formando poços de sangue no qual elas se alimentam. Durante este 

processo conhecido por telmatofagia, são ingeridos macrófagos parasitados por formas 

amastigotas. Os macrófagos se rompem e liberam as amastigotas que, em seguida, devido a 

alterações no intestino do flebotomíneo, como diminuição da temperatura e aumento do pH, 

se transformam em promastigotas que passarão por diferentes fases à medida que migram do 

intestino médio para o anterior (BATES, 2007; DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012). Cada uma 

destas fases é caracterizada por alterações morfológicas e funcionais destinadas a garantir o 

seu requerimento nutricional, crescimento, habilidade de se dividirem, expressão de 

moléculas de superfície, bem como a sobrevivência do parasito no trato digestivo do vetor 

(Figura 4) (KAMHAWI, 2006; MCCONVILLE; HANDMAN, 2007; SACKS; KAMHAWI, 

2001).  

 

                                 Figura 4- Ciclo biológico de Leishmania spp. no vetor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Bates e Rogers (2004), Gossage, 

Rogers e Bates (2003) e Kamhawi (2006).  
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Diversos estudos têm utilizado diferentes denominações para as formas promastigotas 

(LAWYER et al., 1990; ROGERS; CHANCE; BATES, 2002; BATES; ROGERS, 2004). No 

presente estudo, foram utilizadas as denominações propostas por Gossage, Rogers e Bates 

(2003). 

Primeiramente, as formas amastigotas diferenciam-se em promastigotas procíclicas, 

forma curta e levemente móvel que inicia o ciclo de proliferação no vetor. Estas formas são 

confinadas pela matriz peritrófica (MP), secretada por células que revestem o epitélio 

intestinal de um grande número de insetos hematófagos, composta por proteínas, 

glicoproteínas e quitina (BATES, 2007; DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012; PIMENTA et al., 

1997; PRUZINOVA et al., 2015). No período de 24 a 48h, as procíclicas proliferam e 

diferenciam-se em promastigotas nectomonas, forma delgada e altamente móvel. A 

desintegração da MP ocorre 3 dias após o repasto sanguíneo devido a quitinases liberadas 

pelo parasito (SCHLEIN; SCHNUR; JACOBSON, 1990) e pelo vetor (RAMALHO-

ORTIGÃO et al., 2005), o que proporciona a adesão das nectomonas ao epitélio intestinal. 

Tanto o não escape da matriz, quanto a não adesão à parede do epitélio faz com que os 

parasitos sejam eliminados ao fim da digestão do sangue pelo inseto. Esta adesão das 

promastigotas ao epitélio do trato digestivo do flebotomíneo é proporcionada pelo 

lipofosfoglicano (LPG) (PIMENTA et al., 1994; SACKS et al., 1984; SARAIVA et al., 1995).  

Durante a migração das nectomonas para o intestino médio torácico, que ocorre 4 a 5 

dias após o repasto sanguíneo, elas originam formas curtas e largas denominadas 

promastigotas leptomonas, a segunda forma promastigota replicativa, que aumenta o número 

de parasitos e são responsáveis pela produção do PSG (promastigote secretory gel), que 

desempenha um papel fundamental na transmissão, provocando um grande acúmulo de 

parasitos na válvula do estomodeu (BATES; ROGERS, 2004; BATES, 2007; KAMHAWI, 

2006; SACKS; KAMHAWI, 2001).  

No período de 5 a 7 dias após o repasto sanguíneo surgem as promastigotas 

haptomonas, formas imóveis que possuem um flagelo modificado com o qual podem se ligar 

a válvula do estomodeu por meio de estruturas tipo hemidesmossomos e promover a sua 

degeneração através da secreção de quitinases (VOLF et al., 2004). A forma precursora das 

haptomonas ainda é discutida, nectomonas ou leptomonas, mas devido ao seu tamanho, forma 

e tempo de aparecimento é mais provável que elas diferenciam-se a partir das leptomonas, 

assim como as promastigotas metacíclicas (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003). As formas 

metacíclicas infectantes são altamente ativas e migram ao longo do intestino anterior, 
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possibilitando a sua transmissão (BATES, 2007; SACKS et al., 1995; SARAIVA et al., 

1995). 

 A disfunção da válvula do estomodeu promovida pelas promastigotas haptomonas faz 

com que ela permaneça por mais tempo aberta. Desta forma, o inseto ao realizar o repasto 

sanguíneo, regurgita uma parte do conteúdo intestinal, carreando os parasitos presentes na 

porção anterior do trato digestivo, infectando o hospedeiro vertebrado (ROGERS; CHANCE; 

BATES, 2002; SCHLEIN; JACOBSON; MESSER, 1992). No hospedeiro, as formas 

promastigotas são fagocitadas pelos macrófagos e transformam-se nas formas amastigotas, 

capazes de multiplicarem-se no meio ácido encontrado no vacúolo digestivo das células 

fagocitárias (CHANG; FONG; BRAY, 1985). As amastigotas se multiplicam por divisão 

binária, até provocarem o rompimento da célula. Os parasitos livres são então fagocitados por 

novos macrófagos, e disseminados pelo organismo (ASHFORD, 2000).         

 

2.6 Barreiras naturais ao desenvolvimento de Leishmania no vetor 

 

Para completar o seu desenvolvimento nos flebotomíneos, o parasito deve ser capaz de 

superar algumas barreiras que dificultam a infecção, tais como, as enzimas digestivas no 

intestino que podem promover a morte dos parasitos, a MP, que pode se comportar como 

barreira física permitindo o escape do parasito para fora do intestino médio, a excreção do 

sangue digerido, que pode resultar em perda de infecção do intestino médio (subgênero 

Leishmania), as reações do sistema imune, a anatomia e fisiologia do intestino anterior, que 

pode impedir a fixação de Leishmania no epitélio do intestino médio, a migração anterior e a 

regurgitação de promastigotas metacíclicas durante o repasto sanguíneo no tecido do 

hospedeiro (DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012; KILLICK-KENDRICK, 1990; SACKS; 

KAMHAWI, 2001; VOLF et al., 2014). 
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2.6.1 Enzimas digestivas  

 

As enzimas digestivas representam a primeira e uma das barreiras mais significativas 

para a sobrevivência do parasito no intestino médio de flebotomíneos. A produção das 

proteases, principalmente tripsina e quimiotripsina por células epiteliais do intestino médio, 

inicia após o repasto sanguíneo e apresentam níveis significativos no período de 18-48 horas, 

dependendo da espécie de flebotomíneo (DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012; KAMHAWI, 2006; 

SACKS; KAMHAWI, 2001; PRUZINOVA et al., 2015; RAMALHO-ORTIGÃO; 

SARAIVA; TRAUB-CSEKO, 2010). 

Diversos estudos têm revelado que a atividade das proteases influenciam o 

desenvolvimento de Leishmania e a competência vetorial dos flebotomíneos (BOROVSKY; 

SCHLEIN, 1987; PIMENTA et al., 1997). Em estudo pioneiro, Adler (1938) utilizou P. 

papatasi para avaliar a digestão de sangue nas fases iniciais de infecção, período o qual 

corresponde a atividade proteolítica, e observou que, com a diminuição da porcentagem de 

soro no sangue, a taxa de infecção aumentou em espécies que normalmente não infectam este 

vetor. Este aumento seria devido à diminuição dos componentes do soro que induzem 

proteases. Desta forma, foi sugerido que os produtos da digestão eram os responsáveis pela 

destruição dos parasitos.  

Similarmente, estudo realizado com L. (L.) donovani em P. papatasi revelou que 

apenas 5% dos parasitos no intestino médio sobreviveram quando o sangue total foi utilizado 

na alimentação artificial. Por outro lado, este número aumentou para 70% quando os insetos 

foram alimentados apenas com amastigotas, eritrócitos e solução salina. O aumento da 

sobrevivência dos parasitos foi correlacionado com a diminuição dos níveis de atividade das 

proteases (SCHLEIN; JACOBSON, 1998). 

Além disso, outros estudos demonstraram que, mesmo utilizando parasitos e vetores 

competentes como P. papatasi e L. (L.) major, cerca de 50% da quantidade inicial das formas 

amastigotas foram mortas no primeiro dia após o repasto sanguíneo (ROGERS; CHANCE; 

BATES, 2002; WALTERS, 1993). Esta morte precoce dos parasitos também foi observada 

em espécies do Novo Mundo, tais como, L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis durante o 

desenvolvimento em L. migonei (NIEVES; PIMENTA, 2002), e L. (L.) mexicana no intestino 

de L. longipalpis (ROGERS; CHANCE; BATES, 2002). 

Recentemente, Pruzinova et al. (2015) compararam a atividade protolítica em quatro 

espécies de flebotomíneos durante o desenvolvimento de L. (L.) donovani e observaram que 

os picos de atividade da tripsina nas espécies refratárias P. papatasi e S. schwetzi foram 
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maiores do que nas espécies susceptíveis (P. argentipes e P. orientalis), reforçando a hipótese 

de que a tripsina influencia o desenvolvimento de Leishmania em flebotomíneos.  

Vários estudos têm demonstrado que, a reduzida atividade proteolítica no  intestino 

médio do vetor, a partir da adição de inibidor de tripsina ao sangue, é capaz de promover a 

sobrevivência de L. (L.) donovani no estágio inicial de infecção em P. papatasi 

(BOROVSKY; SCHLEIN, 1987) e L. (L.) mexicana durante o desenvolvimento em L. 

longipalpis (ROGERS et al., 2008).  

As espécies de Leishmania evoluíram estratégias para inibir ou retardar o nível e o 

tempo de atividade proteolítica no intestino médio de flebotomíneos como mecanismo para 

superar os efeitos prejudiciais de enzimas digestivas e completar o seu desenvolvimento no 

vetor (SACKS; KAMHAWI, 2001). Schlein e Romano (1986) e Dillon e Lane (1993) 

demonstraram que promastigotas diferenciadas de L. (L.) major foram mais resistentes à 

morte do os que parasitos em estágio inicial, devido à habilidade em retardar e diminuir o pico 

de atividade da tripsina e aminopeptidase no intestino de P. papatasi. Adicionalmente, outros 

estudos têm demonstrado uma diminuição na atividade da tripsina no intestino de L. 

longipalpis quando infectado por L. (L.) mexicana (SANT´ANNA et al., 2009) e L. (L.) 

infantum (TELLERIA et al., 2010).   

Adicionalmente, estudos têm revelado que em combinações de vetores e parasitos 

compatíveis, Leishmania é capaz de modular os níveis de enzimas digestivas do inseto, tanto 

no nível de proteína quanto transcricional (DOSTÁLOVÁ et al., 2011; SCHLEIN; 

ROMANO, 1986; TELLERIA, 2010). Recentemente, Santos et al. (2014) demonstraram que 

L. (L.) infantum durante desenvolvimento em L. longipalpis modula a atividade da tripsina, 

supostamente diminuindo o pH do intestino médio. 

Apesar dos numerosos estudos relacionados com a susceptibilidade de Leishmania às 

enzimas digestivas, há poucas informações sobre a regulação da sua expressão pelos 

flebotomíneos e como elas são moduladas nas infecções. De modo geral, estas enzimas são 

um dos fatores críticos que influenciam a competência vetorial dos flebotomíneos e 

representam alvos atraentes para estudos de bloqueio de transmissão em vetores. 
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2.6.2 Matriz peritrófica (MP) 

  

 A segunda potencial barreira para a infecção por Leishmania é a MP, um envoltório 

acelular semi-permeável que separa o sangue ingerido do epitélio do intestino médio e 

compartimentaliza a digestão entre os espaços endo e ectoperitrófico. Esta estrutura é 

composta por quitina, proteínas e glicoproteínas, e desempenha um papel fundamental na 

proteção do epitélio do intestino médio de agentes patogênicos, químicos e danos mecânicos 

(LEHANE, 1997; PIMENTA et al., 1997). Em mosquitos e outros insetos hematófagos, a MP 

realiza um importante papel na desintoxicação de heme (PÁSCOA et al., 2002) e o seu 

rompimento afeta a fecundidade das fêmeas de flebotomíneos (ARAÚJO et al., 2012). 

 A MP é secretada pelo epitélio intestinal em resposta a distensão do intestino 

promovida pelo repasto sanguíneo, de maneira que em poucas horas o sangue é envolvido por 

uma MP fina composta principalmente por fibras de quitina. Posteriormente, dependendo da 

espécie de flebotomíneo, cerca de 12h a 48h após o repasto sanguíneo a estrutura torna-se 

mais espessa e amadurece. As proteínas e glicoproteínas são incorporadas na sua composição 

e, com cerca de 72h, a MP tem o aspecto enrugado e inicia a desintegração (SÁDLOVÁ; 

VOLF, 2009; SECUNDINO et al., 2005; WALTERS et al., 1993). 

 Vários estudos sugerem um papel duplo para MP de flebotomíneos em relação ao 

desenvolvimento de Leishmania: proteger os parasitos contra a degradação proteolítica 

durante a fase de transição da forma amastigota para promastigota (PIMENTA et al., 1997), e 

agir como uma barreira à colonização do intestino que deve ocorrer antes da eliminação do 

bolo fecal (BATES; ROGERS, 2004; DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012; SÁDLOVÁ; VOLF, 

2009). 

O importante papel da desintegração da MP tem sido atribuído às quitinases derivadas 

do flebotomíneo e/ou parasito. Pimenta et al. (1997) observaram que o bloqueio da formação 

da MP em P. papatasi através da adição de quitinase ocasionou um aumento do número de 

parasitos mortos de L. (L.) major em algumas horas. A mortalidade precoce do parasito foi 

revertida pela adição do inibidor de tripsina, sugerindo que a MP cria uma barreira para a 

rápida difusão de enzimas digestivas e limita a exposição de parasitos durante o tempo em que 

eles são vulneráveis aos danos proteolíticos.  

Por outro lado, em fases posteriores a MP parece atuar como uma barreira para o 

desenvolvimento do parasito. Walters et al. (1993) relataram aprisionamento de L. (V.) 

panamensis no espaço endoperitrófico de P. papatasi. O fracasso do parasito para escapar da 

MP resultou em sua expulsão do intestino médio. Pimenta et al. (1997) demonstraram ainda 
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que a adição de alosamidina, um inibidor da quitinase,  levou ao espessamento da MP, que se 

sustentou intacta por mais tempo e promoveu o aprisionamento de L. (L.) major dentro do 

espaço endoperitrófico evitando o estabelecimento da infecção em P. papatasi.  

 Schlein, Jacobso e Schlomai (1991) propuseram pela primeira vez que a fuga de 

Leishmania da MP é realizada por um quitinase produzida por promastigotas e sugeriram que 

L. (L.) major poderiam causar a desintegração da porção anterior da MP de P. papatasi, 

permitindo o escape do parasito. Outro estudo reforçou esta hipótese ao demonstrar que a 

super expressão de quitinase de L. (L.) mexicana promoveu o escape do parasito da MP em L. 

longipalpis (ROGERS et al., 2008). Para Ramalho-Ortigão et al. (2005), estes resultados 

associados a elevada atividade enzimática de P. papatasi e L. longipalpis observadas após 

repasto sanguíneo sugerem que o escape do parasito da MP é promovido pelos efeitos de 

quitinases produzidas tanto pelo vetor quanto pelo parasito.  

  Entretanto, mais recentemente, Sádlová e Volf (2009) sugeriram que a quitinase 

produzida por L. (L.) major não possui um papel importante na desintegração da MP em P. 

duboscqi. Os autores demostraram que os parasitos permanecem no espaço intraperitrófico até 

que a MP seja desintegrada por quitinases provenientes do vetor e, posteriormente, colonizam 

o espaço ectoperitrófico do intestino médio. Além disso, os autores revelaram que a 

desintegração coincide com o período de transformação das promastigotas procíclicas em 

nectomonas, que são capazes de se ligarem ao epitélio do intestino e evitar a defecação com o 

sangue ingerido. Esta transformação está associada com a difusão de moléculas sinalizadoras 

do espaco ectoperitrófico para o parasito migrar através da ruptura da MP. 

  A contribuição dos vetores e parasitos na secreção de quitinases que proporcionam a 

degradação da MP precisa ser mais bem elucidada, pois podem fornecer as informações 

necessárias para o entendimento dos mecanismos de escape do parasito. Além disso, o 

processo de formação e desintegração da MP em insetos hematófagos é altamente específico 

da espécie (LEHANE, 1997) e, possivelmente, é um dos principais fatores envolvidos na 

competência vetorial dos flebotomíneos. 
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2.6.3 Fixação dos parasitos ao epitélio intestinal 

 

 Com a desintegração da MP durante o estágio tardio da infecção, os parasitos precisam 

se ligar ao epitélio intestinal para evitar a eliminação com o resto do sangue digerido. Para 

tanto, após o escape do espaço endoperitrófico, as promastigotas inserem os flagelos entre as 

microvilosidades do epitélio do intestino médio (BATES, 2008; KAMHAWI, 2006; 

MYSKOVA et al., 2007; WILSON et al., 2010). Desta forma, tem sido postulado que esta 

ligação é o principal determinante da especificidade vetor-parasito (PIMENTA et al., 1994; 

SACKS, 2000).  

 Baseado em estudos experimentais, devido a capacidade do vetor em suportar o 

desenvolvimento de uma ampla variedade ou a determinada espécie de Leishmania, os 

flebotomíneos tem sido classificados como permissivos ou específicos (VOLF; MYSKOVA, 

2007). Neste sentido, diversos estudos têm investigado o papel do lipofosfoglicano (LPG) em 

mediar a adesão dos parasitos ao intestino médio dos flebotomíneos (DOBSON et al., 2010; 

MYSKOVA et al., 2007; SACKS; KAMHAWI, 2001).  

 O LPG é um glicolípido abundante que reveste toda a superfície, incluindo o flagelo 

de todas as fases promastigotas de Leishmania e sua estrutura básica é altamente conservada 

em todas as espécies. O LPG consiste de quatro domínios distintos: uma âncora lipídica de 

glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) seguida por uma parte central ―core‖ formada por um núcleo 

de heptassacarídeo, uma região com um polímero de 10-30 unidades repetitivas de 

dissacarídeos fosforilados (P) terminados por um pequeno oligossacarídeo neutro formando 

uma estrutura do tipo ―cap‖ (Figura 5) (TURCO; DESCOTEAUX, 1992). 

 

                     Figura 5- Estrutura bioquímica do lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania. 

 

  

 

 

 

 

  

  

  Fonte: adaptado de Assis et al. (2012) 
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 As evidências do papel do LPG foram obtidas utilizando L. (L.) major mutantes de P. 

papatasi que não possuem o gene que codifica o LPG1 galactofuranosiltransferase necessário 

para a síntese do núcleo de glicano, tornando as células deficientes em LPG. Desta forma, a 

capacidade do parasito em persistir no intestino médio foi completamente perdida após a 

excreção do bolo fecal, e esta perda foi correlacionada com a incapacidade das promastigotas 

em se ligarem as células epiteliais do intestino médio in vitro (SACKS, 2000). Similarmente, 

Svarosvka et al. (2010) obtiveram os mesmos resultados ao avaliar os mutantes de L. (L.) 

major em P. duboscqui. 

 Polimorfismo nos LPGs tem sido demonstrado e variam na composição e na 

frequência dos açúcares, tais como manose, galactose ou glicose das cadeias laterais de 

diferentes espécies de Leishmania (SACKS et al., 1994, 1995; MAHONEY et al, 1999). O 

LPG de L. (L.) donovani proveniente da Índia possui as repetições de PG modificadas com 

resíduos de glicose, enquanto que o do Sudão, não possui cadeias laterais (SACKS et al. 

1995; MAHONEY et al., 1999). Variabilidade intra-específica do LPG tem sido observada 

também entre espécies de L. (L.) infantum obtidas de diferentes isolados. Em L. (L.) 

mexicana, o LPG contém β-glicoses (SOARES et al., 2002), em L. (L.) major 1-4 β-

galactoses frequentemente com arabinose terminal (MCCONVILLE et al., 1990) e L. (V.) 

braziliensis não possui cadeias laterais (SOARES et al., 2005). Esta variabilidade inter e intra-

específica do LPG está relacionada à seletividade, permissividade e sua função como ligante 

do parasito aos receptores do intestino e pode explicar a competência vetorial espécie-

específica (DOBSON et al., 2010; VOLF et al., 2014). 

 Além do polimorfismo estrutural entre as espécies de Leishmania, a variabilidade 

também ocorre entre as formas do parasito. Durante a metaciclogênese, o LPG das 

promastigotas metacíclicas sofre modificações, tornando-se estruturalmente mais alongados, 

com maior número de resíduos das cadeias laterais quando comparado com as promastigotas 

procíclicas, revelando um papel importante na infectividade do parasito (SACKS et al., 1995). 

 Pimenta et al. (1994) demonstraram a ligação in vitro do LPG purificado de L. (L.) 

donovani, L. (L.) major e L. (L.) amazonensis durante o desenvolvimento em P. argentipes e 

sugeriram que o intestino médio do vetor possui um receptor para uma parte conservada do 

LPG, representando a ampla permissividade para várias espécies de Leishmania. 

Posteriormente, foi sugerido que a ligação de L. (L.) donovani em P. argentipes ocorre através 

de receptores para sacarídeos neutros que são mascarados pelas alterações conformacionais 

nas cadeias PG de promastigotas metacíclicas da espécie, revelando que, devido às variações 
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exibidas nas cadeias laterais do LPG, é pouco provável a existência de um receptor comum 

(SACKS et al., 1995).  

Recentemente foi observado o desenvolvimento de Leishmania independente de LPG 

em quatro vetores permissivos para L. (L.) major: P. arabicus, P. argentipes, P. perniciosus e 

L. longipalpis. Os parasitos isentos de LPG sobreviveram e desenvolveram infecções 

comparáveis ao tipo selvagem nestas espécies de flebotomíneos (SVAROVSKA et al., 2010; 

MYSKOVA et al., 2007). Da mesma forma, Rogers et al. (2004) relataram que L. (L.) 

mexicana mutantes em LPG1 sobrevivem e completam o seu desenvolvimento em L. 

longipalpis. 

Para Myskova et al. (2007) o LPG é necessário em vetores específicos, enquanto que, 

em vetores permissivos, o parasito se liga através de um mecanismo independente de LPG. Os 

autores observaram a ocorrência de N-acetilgalactosamina (GalNAc) nos glicoconjugados do 

intestino médio de P. halepensis durante estudo in vitro com promastigotas de L. (L.) major e 

sugeriram que estas moléculas funcionam como ligantes para Leishmania. Para tanto, os 

autores propuseram que o parasito exibe um receptor de heparina, anteriormente descrito na 

superfície de várias espécies de Leishmania, e que realizam o papel de fixação do parasito no 

intestino médio de flebotomíneos (SVOBODOVA; BATES; VOLF, 1997). 

 Embora o papel do LPG de L. (L.) major em P. papatasi e P. duboscqi tenha sido 

provado inequivocamente, demonstrando a sua importância para a competência vetorial de 

flebotomíneos, os mecanismos de fixação do parasito, os receptores no intestino do vetor, 

bem como a liberação do parasito na fase posterior da infecção ainda necessitam ser mais bem 

esclarecidos em outras espécies de flebotomíneos. 

 

2.6.4 Sistema imune 

 

Nos insetos, a resposta imune desempenha um papel importante na manutenção da 

homeostase no intestino e na eliminação de patógenos (TELLERIA et al., 2013). Em 

flebotomíneos, os poucos estudos direcionados às reações da resposta imune têm identificado 

defensinas e peptídeos catiônicos anti-bacterianos como os principais componentes da 

resposta inata (BOULANGER; BULET; LOWENBERGER, 2006; TELLERIA et al., 2013).  

Boulanger, Bulet e Lowenberger (2006) ao estudar defensina em P. dubosqui 

observaram que o peptídeo recombinante exibiu uma significante atividade antiparasitária 

contra as formas promastigotas de L. (L.) major in vitro. No entanto, em L. longipalpis, a 

produção de defensina foi induzida por L. (L.) mexicana e revelou uma superexpressão 48h 
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após a alimentação e um decréscimo após 72h. Os autores concluíram que o aumento na 

expressão inicial de defensina pode ser uma resposta à proliferação de Leishmania no 

intestino. Desta forma, a elevada carga parasitária foi correlacionada a baixa expressão de 

defensinas, o que permitiu a sobrevivência e a multiplicação do parasito (TELLERIA et al., 

2013). 

Análises de expressão de transcritos têm revelado outros possíveis componentes da 

resposta imune inata no intestino de P. papatasi e L. longipalpis como um padrão de 

reconhecimento de proteínas (PITALUGA et al. 2009; RAMALHO-ORTIGÃO et al. 2007). 

O papel destas proteínas e da imunidade na infecção por Leishmania em flebotomíneos 

precisam ser melhor elucidados, uma vez que estudos indicam que diferentes espécies de 

Leishmania podem provocar diversas respostas imunológicas. 

 

 

2.6.5 Migração dos parasitos para região anterior e sua regurgitação durante repasto  

sanguíneo 

 

O estágio final de desenvolvimento de Leishmania no vetor envolve a diferenciação 

dos parasitos na forma metacíclica e a sua regurgitação na pele do hospedeiro vertebrado. As 

formas metacíclicas são encontradas próximas à válvula do estomodeu e são altamente 

móveis e livres para migrar ao longo do intestino anterior e alcançar a probóscide, 

possibilitando a transmissão (BATES, 2007). 

Os mecanismos que desencadeiam a metaciclogênese in vivo são pouco conhecidos, 

no entanto, sabe-se que a metaciclogênese in vitro é induzida pelo baixo pH, condições 

anaeróbicas e um decréscimo nos níveis de tetrahidrobiopterina (um co-factor essencial para a 

atividade catalítica da enzima óxido nítrico sintase), que atua como um sinal para a 

diferenciação nas formas metacíclicas (BATES, 2008; CUNNINGHAM et al., 2001; 

DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012). 

Um aspecto importante da fase final de infecção é a produção do promastigote 

secretory gel (PSG) por promastigotas leptomonas. O PSG é uma matriz gelatinosa densa 

constituída principalmente por proteofosfoglicanos (fPPG), uma glicoproteína de alto peso 

molecular, a maior molécula secretada por Leishmania spp., que representa o componente 

ativo do PSG (ROGERS, 2012) e que se acumula no intestino anterior envolvendo os 

parasitos (RAMALHO-ORTIGÃO et al., 2007; ROGERS; BATES, 2007). 
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Durante o repasto sanguíneo, o plug do PSG exerce pressão sobre a válvula do 

estomodeu, e como resultado, tende a ficar permanentemente aberta (ROGERS, 2012; 

ROGERS; BATES, 2007) permitindo a regurgitação do PSG, parasitos e saliva com o repasto 

sanguíneo. Além disso, quitinases secretadas pelos parasitos contribuem para o dano da 

válvula do estomodeu (SCHLEIN et al., 1992; VOLF et al., 2004), promovendo a sua 

disfunção e prejudicando a ingestão de sangue. 

Estudos recentes têm investigado o papel do PSG na transmissão de Leishmania 

(ROGERS et al., 2004; ROGERS; BATES, 2007; ROGERS; CHANCE; BATES, 2002). 

Rogers et al. (2004) demonstraram que promastigotas metacíclicas de L. (L.) mexicana são 

regurgitadas do intestino médio de flebotomíneos juntamente com PSG e eliminadas com a 

saliva durante a picada. Adicionalmente, foi observado que o PSG atua como um potente fator 

de virulência capaz de recrutar neutrófilos e macrófagos para o local da picada, exacerbando a 

infecção (BATES; ROGERS, 2004; ROGERS et al., 2004; ROGERS et al., 2009; SACKS; 

KAMHAWI, 2001). 

No flebotomíneo não infectado o sangue é bombeado através da probóscide para a 

faringe e, posteriormente, para o intestino médio através da válvula do estomodeu (Figura 6A 

e 6B). No entanto, no flebotomíneo infectado o plug do PSG conecta-se a válvula do 

estomodeu e impede a absorção sanguínea imediata no intenstino médio, de modo que o 

sangue se mistura com o parasito e o PSG na faringe antes de ser regurgitado novamente 

(Figuras 6C e 6D). 

 O acúmulo do PSG altera o comportamento alimentar dos flebotomíneos, tornando 

maior o tempo do repasto sanguíneo, bem como o número de tentativas de picada, 

aumentando a possibilidade de transmissão do parasito (ROGERS et al., 2002; ROGERS; 

BATES, 2007). Rogers et al. (2009) demonstraram que fPPG determina não só o 

comportamento alimentar, mas também o número de parasitos transmitidos. O aumento do 

tempo de alimentação foi positivamente correlacionado com o número de formas 

promastigotas metacíclicas e a quantidade de PSG regurgitado.  Portanto, o bloqueio e a 

manipulação da alimentação coincidem com um pico da metaciclogênese no vetor, que é 

essencial para o sucesso na transmissão. 
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                Figura 6 – Alterações na alimentação dos flebotomíneos devido ao plug de PSG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                          Fonte: adaptado de Rogers (2012) 

Nota: Mecanismo de alimentação de fêmea de flebotomíneo não infectada (A e B)                                                                                                

                                                  e  infectada (C e D). 

 

 

Adicionalmente, a saliva também exerce um papel importante na transmissão de 

Leishmania através das suas propriedades vasodilatadoras, antiplaquetária e anti-hemostáticas 

que facilitam a alimentação sanguínea, inibem a coagulação do sangue, modulam a resposta 

imunológica, exacerbam a infecção e induzem a infecciosidade do parasito para o hospedeiro 

vertebrado (ROGERS, 2012). 

Alguns estudos têm demonstrado que o maxadilan, um vasodilatador presente na 

saliva de L. longipalpis atua na exarcebação da infecção ao inibir a ação dos macrófagos, 

além de aumentar o fluxo sanguíneo proporcionando a aceleração e otimização do repasto 

sanguíneo e o prolongamento da sobrevivência do parasito no hospedeiro (MORRIS et al., 

2001; ROGERS; TITUS, 2003). Além disso, a apirase, uma enzima com função de anti-

agregação plaquetária encontrada em ambos os gêneros, Phlebotomus e Lutzomyia também 

exerce papel importante durante o processo de transmissão de Leishmania (VOLF; 

TESAROVÁ; NOHÝNKOVA, 2000). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

 A incidência da LV tem aumentado significativamente em várias regiões endêmicas, 

inclusive no estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, onde há uma expansão gradual ao 

longo dos últimos anos. Diante da persistência e aumento do número de casos, esta zoonose 

tem causado um grande impacto na saúde pública. 

 Estudos de interação Leishmania-vetor são cruciais para o entendimento dos 

mecanismos envolvidos no desenvolvimento e transmissão do parasito. No entanto, apenas 

um número limitado de espécies do Novo Mundo tem sido avaliadas experimentalmente para 

a susceptibilidade de Leishmania spp. Até o momento, a maioria dos estudos tem avaliado o 

desenvolvimento de L. (L.) infantum em L. longipalpis (LAINSON; SHAW, 1988; MAIA et 

al., 2011; ROGERS; BATES, 2007;  SEBLOVA et al., 2015), de maneira que as informações 

sobre a competência vetorial de outras espécies de flebotomíneos permanecem desconhecidas. 

 Apesar das características epidemiológicas e comportamentais que indicam a 

participação de L. migonei como vetor de L. (L.) infantum, não existem estudos que 

demonstrem o desenvolvimento do parasito nesta espécie. Estes estudos poderão auxiliar 

estudos futuros para a comprovação da competência vetorial de L. migonei, bem como estimar 

o risco de surgimento de novos focos da LV e subsidiar o desenvolvimento de estratégias 

mais específicas e eficazes de controle da doença. 
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4 PERGUNTA CONDUTORA 

 

 Lutzomyia migonei é susceptível ao desenvolvimento de Leishmania (Leishmania) 

infantum? 
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5 OBJETIVOS 

 

 

5.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar a susceptibilidade de Lutzomyia migonei ao desenvolvimento de Leishmania 

(Leishmania) infantum para elucidar o papel desta espécie de flebotomíno no ciclo de 

transmissão da LV. 

 

 

5.2 Objetivos Específicos 

 

 

a) Estabelecer a colônia de espécimes de L. migonei; 

 

b) Avaliar o ciclo de vida de L. migonei em condições laboratoriais; 

 

c) Estudar o desenvolvimento de L. (L.) infantum em espécimes colonizados de L. 

migonei;  

 

d) Comparar a intensidade e a localização de L. (L.) infantum em L. migonei e L. 

longipalpis.  
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6 MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1 Captura dos flebotomíneos 

 

Os flebotomíneos utilizados para o estabelecimento da colônia de L. migonei foram 

capturados no município de Baturité (04°19’41‖S, 38°53’05‖W), localizado na mesorregião 

Norte, distante 93 km de Fortaleza, estado do Ceará, Brasil (Figura 7). O municipío apresenta 

incidência de ambas as formas de leishmanioses, sendo classificado como uma área de 

transmissão esporádica para LV. Os insetos foram capturados com armadilhas luminosas tipo 

CDC (Center for Disease Control) posicionadas por um período de 12h em abrigos de animais 

(estábulos, galinheiros e chiqueiros) (Figura 8) localizados no peridomicílio de casas onde 

estudos entomológicos prévios demonstraram a predominância da espécie (95% da fauna). 

 

                               Figura 7 – Vista panorâmica do município de Baturité, Ceará. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

                    Figura 8 – Locais de captura de Lutzomyia migonei no município de Baturité, Ceará. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora 

Fonte: a autora 
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Os espécimes capturados foram transferidos com o auxílio de capturadores para 

gaiolas (20 x 20cm) revestidas com tecido voil (Figura 9A), envolvidas por um saco plástico 

contendo um chumaço de algodão umedecido com água para manutenção da umidade 

necessária a sobrevivência dos insetos (Figura 9B). As gaiolas foram acondicionadas em 

caixas de isopor, nas quais também havia chumaços úmidos de algodão e transportadas para o 

ponto de apoio localizado na área de estudo.  

 

 

                    Figura 9 – Materiais utilizados para o acondicionamento dos flebotomíneos. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora 

Nota: A- gaiola para flebotomíneos, B- gaiola envolta por saco plástico. 

 

 

6.2 Estabelecimento e manutenção da colônia de L. migonei 

 

 O estabelecimento e a manutenção da colônia de L. migonei foram realizados de 

acordo com Volf e Volfova (2011). As fêmeas capturadas foram alimentadas por um período 

de uma hora em hamster (Mesocricetus auratus) colocado dentro da gaiola (Figura 10A), 

previamente anestesiado por via intramuscular com quetamina (0,1mL/ 100g). Decorridas 24h 

após repasto sanguíneo, as fêmeas ingurgitadas foram transferidas individualmente para 

frascos de vidro forrados com papel de filtro para realização da oviposição (Figura 10B). 

Posteriormente, foram condicionadas em caixa de isopor e transportadas para o insetário do 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, Recife, Pernambuco, Brasil. 

 Diariamente, os insetos foram alimentados com solução de sacarose a 50% e o papel 

de filtro foi umedecido com água destilada para a manutenção da umidade. Após a morte, as 

fêmeas foram montadas entre lâmina e lamínula em solução Berlese e identificadas de acordo 

com a classificação proposta por Young & Duncan (1994). Os ovos pertencentes as fêmeas de 

L. migonei foram transferidos com o auxílio de um pincel fino para papel de filtro 

A B 
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previamente umedecido com água destilada e enviados para o laboratório de parasitologia da 

Faculdade de Ciências da Charles University em Praga, República Theca, onde a colônia foi 

mantida.  

Os ovos foram transferidos para potes de plástico com base e laterais de gesso 

mantidos dentro de caixas com areia autoclavada umedecida com água destilada, para a  

emergência e sobrevivência das larvas (Figura 10C). Após eclosão, as larvas foram 

alimentadas com uma mistura de fezes e ração para coelho na proporção de 1:1. Para a 

alimentação das larvas no quarto estádio, a esta mistura foi acrescida ração para peixe 

triturada. 

Após a emergência, os espécimes adultos foram transferidos para gaiolas de criação 

(40 x 40cm) envoltas por um saco plástico transparente contendo algodão embebido em água, 

onde receberam solução de sacarose a 50% suplementada com antibiótico penicilina na 

concentração de 5000U/mL e alimentação sanguínea em hamsters (Mesocricetus auratus), 

camundongos (Mus musculus) ou coelhos (Oryctolagus cuniculus) (Figura 10D). 

Adicionalmente, os insetos foram expostos a fotoperíodo (14h de luz e 10h de escuro), 

mantidos a uma temperatura de 26ºC e 70% de umidade. Os recipientes de criação foram 

inspecionados diariamente para avaliação do ciclo de vida. 

 

 

Figura 10 – Animais e equipamentos utilizados para o estabelecimento e manutenção da colônia de Lutzomyia 

migonei. 

 

 

 

 

                                                   

 

Fonte: a autora 

Nota: A- alimentação sanguínea de flebotomíneos capturados no campo, B- frascos utilizados para 

individualização das fêmeas, C- potes com larvas mantidos dentro de caixas com areia autoclavada, D- 

alimentação sanguínea de flebotomíneos em coelho. 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

C 

 

A D 
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6.3 Manutenção da colônia de L. longipalpis 

  

 Fêmeas de L. longipalpis pertencentes a colônia previamente estabelecida no insetário 

da Faculdade de Ciências da Charles University de espécimes capturados no município de 

Jacobina, Bahia, Brasil,  foram mantidos a temperatura de 27°C e 70% de umidade expostos a 

fotoperíodo (14h de luz e 10h de escuro) (VOLF; VOLFOVA, 2011). A alimentação das 

formas imaturas, bem como dos espécimes adultos foram realizadas como descrito para a 

manutenção da colônia de L. migonei e utilizadas como controle nos ensaios de infecção 

experimental. 

 

6.4 Cultivo de Leishmania (Leishmania) infantum e contagem dos parasitos 

 

Foram utilizadas promastigotas de L. (L.) infantum cepa viscerotrópica 

(MHOM/BR/76/M4192) isolada de um paciente no Brasil e L. (L.) infantum cepa 

dermatotrópica (ITOB/TR/2005/CUK3) isolada de Phlebotomus tobbi na Turquia 

(SVOBODOVA et al., 2009). Os parasitos com menos de 12 passagens in vitro desde o 

isolamento foram cultivados a 23°C em 1,5 mL de meio M199 (Sigma), suplementado com 

10% de soro fetal bovino (Gibco, USA), 250 µg/mL de antibiótico amicacina (Bristol-Myers 

Squibb, República Theca), 1% BME vitaminas (Sigma) e 2% de urina estéril. O crescimento 

dos parasitos foi observado diariamente por microscopia óptica. 

Após o crescimento, os parasitos foram centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos a 

23ºC. O meio de cultura foi desprezado e o sedimento lavado e ressuspenso em 990µL de 

solução salina estéril. Desta suspensão, foi retirada uma alíquota de 10µL que foi diluída em 

990 µL de formaldeído em solução salina a 1%. Posteriormente, 10 µL desta diluição foi 

aplicada em cada lado da câmara de Neubauer e as promastigotas foram contadas para a 

obtenção de 1x10
6
 parasitos/mL.  
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6.5 Infecção experimental dos flebotomíneos 

 

Os flebotomíneos foram infectados artificialmente com sangue de coelho desfibrinado 

(Bioveta, República Theca) através de alimentador de vidro (Figura 11A) envolto por uma 

membrana de pele de pinto. Para tanto, a pele foi retirada da região ventral dos animais com o 

auxílio de tesouras e pinças esterilizadas. Posteriormente, foram lavadas por duas vezes 

durante cinco minutos em solução de etanol a 70%, seguida por duas lavagens de cinco 

minutos em solução salina estéril e armazenadas individualmente em placas de Petri a -20°C. 

Anteriormente a sua utilização, as membranas foram descongeladas posicionadas sobre a 

abertura do alimentador e envoltas com parafilme.  

Para a infecção experimental, foram utilizados 1x10
6
 parasitos/mL obtidos através da 

diluição de 300 µL da suspensão do parasito em solução salina (1x10
7
 promastigotas/ml de 

Leishmania (L.) infantum) em 2700 µL de sangue de coelho inativado pelo calor (56°C por 35 

minutos).  

O sangue de coelho contendo as formas promastigotas foi adicionado aos 

alimentadores em condições estéreis e, em seguida, os alimentadores foram fixados em um 

suporte e conectados a tubulação com banho de água a 37°C para manter o sangue na 

temperatura fisiológica (Figura 11B). Os alimentadores foram colocados dentro de gaiolas 

(Figuras 11C e 11D), nas quais, cerca de 300 fêmeas de L. migonei (utilizadas a partir da 6ª 

geração) e 150 de L. longipalpis foram utilizadas por experimento. As fêmeas com 2 a 6 dias 

de emergência, cuja alimentação com sacarose foi retirada 24h antes da infecção 

experimental, foram alimentadas por um período de 2h. Adicionalmente, CO2 foi exalado nas 

gaiolas para estimular a alimentação sanguínea. Em todos os experimentos foram utilizadas as 

seguintes combinações: L. migonei-(MHOM/BR/76/M4192), L. migonei-

(ITOB/TR/2005/CUK3) e L. longipalpis- (MHOM/BR/76/M4192) com susceptibilidade 

conhecida para L. (L.) infantum (MAIA et al., 2011) foi utilizada como controle. 

As fêmeas alimentadas foram contadas, transferidas para outras gaiolas e mantidas sob 

as mesmas condições da colônia. Posteriormente, foram dissecadas para estudar o 

desenvolvimento e localização da infecção no intestino dos flebotomíneos e para observação 

da intensidade da infecção. Os experimentos foram repetidos cinco vezes. 
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Figura 11 – Método de alimentação artificial dos flebotomíneos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.6 Desenvolvimento e localização de Leishmania (Leishmania) infantum in situ 

 

No 1°, 5° e 8° dias (PI), as fêmeas foram transferidas para uma placa de Petri sobre 

gelo para imobilização dos insetos. Posteriormente, foram colocadas em uma lâmina e 

dissecadas em uma gota de solução salina estéril removendo a cabeça, pernas e asas com 

estilete com ângulo de 90°. Em seguida, o intestino foi removido do corpo do flebotomíneo 

puxando delicadamente os dois últimos segmentos abdominais. O intestino dissecado foi 

analisado sob microscopia ótica para a localização do parasito no intestino médio abdominal, 

intestino médio torácico, região da cárdia ou válvula do estomodeu, bem como para avaliar a 

intensidade da infecção. 

 Níveis de infecções de L. (L.) infantum foram classificados em quatro categorias de 

acordo com a Myskova, Votypka e Volf (2008) como: não infectadas, baixa (<100 parasitos 

por intestino), moderada (100 a 1000 parasitos por intestino) e alta infecção (>1000 parasitos 

por intestino).  

 

 

Fonte: a autora 

Nota: A- alimentador de vidro, B- tubulação com água a 37°C, C- gaiola para flebotomíneos, D- 

gaiolas com alimentadores de vidro para infecção dos flebotomíneos. 

A 

C 
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6.7 Morfometria dos parasitos 

 

Esfregaços do intestino de L. migonei e L. longipalpis infectados com L. (L). infantum 

no 5° e  8° dia (PI) foram fixados com metanol 100%, corados com Giemsa durante 20 

minutos, examinados em microscópio óptico com objetiva de 100x e fotografados com uma 

câmera D70 Olympus. O comprimento e largura do corpo celular e o comprimento do flagelo 

de 240 promastigotas selecionadas aleatoriamente de seis fêmeas foram medidos para cada 

combinação de espécie de flebotomíneo e de L. (L). infantum usando o software da Imagem –

J.  

As promastigotas foram classificadas de acordo com Cihakova e Volf (1997) como (I) 

nectomonas: comprimento do corpo ≥14 µm; (II) leptomonas: comprimento do corpo <14 µm 

e comprimento do flagelo < 2 vezes que o comprimento do corpo; (III) metacíclicas: 

comprimento do corpo < 14 µm e comprimento do flagelo ≥ 2 vezes o comprimento do corpo.  

 

6.8 Análise estatística 

 

 Análise descritiva foi utilizada para avaliar o ciclo de vida de L. migonei com o 

software Rv2.10.0. As diferenças na intensidade das infecções (baixa, moderada ou alta 

infecção), localização do parasito (intestino médio abdominal, intestino médio torácico, região 

da cárdia e válvula do estomodeu), foram avaliadas por qui-quadrado (χ2). Medidas dos 

parasitos foram comparados pela análise de variância utilizando o software SPSS v. 23, 

adotando-se como significante (p <0,05). 
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7 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Os animais utilizados para a alimentação sanguínea dos flebotomíneos foram mantidos 

no biotério da Faculdade de Ciências da Charles University em Praga na República Theca de 

acordo com as orientações institucionais e legislação Theca (Lei n° 246/1992 e 359/2012) 

sobre a proteção de animais contra crueldade, que cumpre com todos as orientações da União 

Européia e Internacional para experimentação animal. Todos os experimentos foram 

aprovados pelo comitê de ética de experimentos de laboratório da Charles University em 

Praga e foram realizados sob o certificado de competência (registro: CZ 03069). 
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8 RESULTADOS 

 

8.1 Ciclo evolutivo de L. migonei em condições laboratoriais 

  

 O ciclo de vida de L. migonei a partir dos ovos até a eclosão dos flebotomíneos adultos 

variou de 35 a 45 dias. O período de incubação dos ovos apresentou um intervalo de 5 a 7 

dias, a duração da fase larval foi no mínimo de 17 dias e no máximo de 23 dias e o estágio de 

pupa perdurou de 5 a 7 dias (Tabela 1). Similarmente, como a maioria das outras espécies de 

flebotomíneos mantidas na Charles University, foi possível estabelecer e manter a colônia de 

L. migonei com sucesso na temperatura de 26°C e umidade relativa de 70% com controle da 

presença de fungos e ácaros.  

 Em relação à alimentação sanguínea, inicialmente as fêmeas foram alimentadas no 

antebraço de seres humanos e, posteriormente, a fonte de repasto sanguíneo foi substituída por 

animais. L. migonei apresentou preferência alimentar por coelhos, seguido por hamsters e uma 

baixa preferência por camundongos. Não foram observadas dificuldades durante a 

alimentação experimental através da membrana de pele de pinto, de maneira que as fêmeas de 

L. migonei revelaram taxa de repasto sanguíneo (68,2%) similar a L. longipalpis (70,6%).   

    

 

 Tabela 1- Duração do ciclo de vida de Lutzomyia migonei em condições laboratoriais. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Estádio Variação (dias) Média +DPM 

Ovo 5- 7 6,47+0,92 

L1 5-7 5,27+ 0,27 

L2 5-7 5,53+0,83 

L4 7-9 7,2+0,56 

Pupa 5-7 6,33+0,90 

Adulto 8-10 8,27+0,59 

Duração do ciclo de vida 35-45               36,6+2,79 

Fonte: a autora 

Nota: Desvio Padrão da Média (DPM) 
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8.2 Desenvolvimento de L. (L.) infantum em L. migonei e L. longipalpis 

 

 O desenvolvimento de L. (L.) infantum em L. migonei foi observado do 1° ao 8° dia PI 

e comparado com o desenvolvimento em L. longipalpis. No 1° dia PI, foram observadas altas 

taxas de infecção nas fêmeas de todas as combinações vetor-parasito: 75% e 95% em L. 

migonei quando infectado com a cepa CUK3 e M4192, respectivamente e ~90% para as 

fêmeas de L. longipalpis, com todos os parasitos restritos ao interior da MP nas fêmeas de 

ambas as espécies. Neste estágio da infecção, (45% - 59%) das fêmeas de L. migonei e 70% 

das fêmeas de L. longipalpis exibiram uma moderada infecção (100 a 1000 parasitos). Não 

foram observadas diferenças significativas na taxa de infecção (χ
2
 = 2,84, df = 2, P = 0,24) ou 

intensidade de infecção (χ
2
 = 5,73, df = 6, P =0,45) (Gráfico 2). 

 

 

Gráfico 2 –Percentual de fêmeas de Lutzomyia migonei e Lutzomyia longipalpis infectadas por L. (L.) infantum 

e densidade de parasitos no intestino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora. 

Nota: os números localizados acima das colunas indicam a quantidade de fêmeas dissecadas. 

 

 

 No 5° dia PI, quando o repasto sanguíneo havia sido digerido e os remanescentes da 

digestão sanguínea defecados em ambas as espécies, as taxas de infecção mantiveram-se 

elevadas, 90% em L. migonei-CUK3, 82% em L. migonei-M4192 e 94% em L. longipalpis-
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M4192 e a intensidade das infecções foram altas em todas as combinações vetor-parasito 

avaliadas. Similarmente, não foram observadas diferenças significativas nas taxas de infecção 

(χ
2
 = 3,26, df = 2, P = 0,19) ou intensidade de infecção (χ

2
 = 4,36, df = 6, P = 0,62) entre as 

espécies. Os parasitos migraram anteriormente para colonizar o intestino médio torácico e a 

região da cárdia em 43% de L. migonei-CUK3, 31% de L. migonei-M4192 e 44% de L. 

longipalpis-M4192. A colonização da válvula do estomodeu foi observada mais 

frequentemente em L. migonei-CUK3 (35%), seguido por L. migonei-M4192 (34%) e L. 

longipalpis-M4192 (27% das fêmeas infectadas). Nenhuma diferença estatística significativa 

foi observada na localização da infecção entre os grupos (χ
2
 = 2,3, df = 6, P = 0,88) (Gráfico 

3).  

 

Gráfico 3 – Localização da infecção de L. (L.) infantum de acordo com os dias pós-infecção em diferentes 

regiões do intestino de fêmeas de L. migonei e L. longipalpis. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora. 

             Nota: IMA (intestino médio abdominal), IMT (intestino médio torácico). 

 

 

No estágio tardio da infecção (8° dia PI), ambas as cepas de L. (L.) infantum 

continuaram o desenvolvimento. Em todas as combinações vetor-parasito, as taxas de 

infecção foram elevadas, 75% em L. migonei-CUK3, 82% em L. migonei-M4192 e 86% em 

L. longipalpis-M4192 (χ
2
 = 1,12, df = 2, P = 0,56). Foi observada alta intensidade de infecção 

na maioria das fêmeas de todos os grupos (χ
2
 = 1,17, df = 4, P = 0,82). A colonização da 
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válvula do estomodeu foi observada em 45% de L. migonei-CUK3 e L. longipalpis-M4192 e 

35% de L. migonei-M4192. Os parasitos desenvolveram similarmente de maneira que 

nenhuma diferença significativa foi observada na localização da infecção (χ
2
 = 1,96, df = 4, P 

= 0,74). 

 Análise por microscopia óptica revelou no intestino das fêmeas de L. migonei 

dissecadas uma massa de promastigotas de L. (L.) infantum CUK3 e M4192 na região da 

cárdia aderida à válvula do estomodeu (Figura 12). Esta massa de parasitos acompanhada do 

PSG também foi observada no intestino médio abdominal.  

 

 

Figura 12- Intestino médio torácico com a região da cárdia e a válvula do estomodeu de Lutzomyia migonei. 

 

 

Fonte: a autora 

Nota: A) Infecção de L. infantum CUK3 no 5° dia PI, B) Infecção de L. infantum M4192 no 8° dia PI. 

 

 

8.3 Análise morfométrica de promastigotas de L. infantum em L. migonei e L. longipalpis 

 

  

 A morfologia de L. (L.) infantum foi estudada em L. migonei e L. longipalpis no 5° e 

8° dias PI quando havia ocorrido a desintegração da MP. As formas nectomonas, leptomonas 

e metacíclicas foram encontradas no intestino de ambas as espécies durante a evolução da 

infecção (Figura 13A-I).   
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Massa de parasitos 

Válvula do estomodeu 
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 Figura 13- Formas morfológicas de L. (L.) infantum encontradas no intestino de Lutzomyia migonei 

   e Lutzomyia longipalpis no 8° dia PI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora. 

Nota: A, B e C – Promastigota nectomona, leptomona e metacíclica de L. (L.) infantum-CUK3 encontradas em 

L. migonei. D, E e F – Promastigota nectomona, leptomona e metacíclica de L. (L.) infantum-M4192 encontradas 

em L. migonei. G, H, I – Promastigota nectomona, leptomona e metacíclica de L. (L.) infantum-M4192 

encontradas em L. longipalpis. 

  

 

 No 5° dia PI, período pós-defecação, foram observadas diferenças no desenvolvimento 

das cepas de L. (L.) infantum (Gráfico 4). A maioria dos parasitos foram nectomonas nas 

infecções por L. infantum M4192 em L. migonei (52%) e L. longipalpis (71%), seguido pelas 

formas leptomonas 44% e 28%, respectivamente. Em contrapartida, 64% dos parasitos foram 

leptomonas em L. migonei infectados por L. (L.) infantum CUK3. As formas metacíclicas 

foram encontradas em todas as combinações vetor-parasito, mas em baixa proporção, de 1 a 

3%. As diferenças nas formas promastigotas entre os grupos foram estatisticamente 

significativas (χ
2
 = 74,5, df = 4, P <0,001).  

 No 8° dia PI, os parasitos evoluíram de forma semelhante e o percentual de formas 

metacíclicas aumentou em todas as combinações estudadas. Não houve diferenças 

A 

D 

B C 

E F 

G H I 
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significativas na proporção das formas morfológicas de L. (L.) infantum M4192 e CUK3 em 

fêmeas de L. migonei (χ
2
 = 3,37, df = 2, P = 0,18). A porcentagem das formas nectomonas 

diminuiu, enquanto que as formas leptomonas aumentaram para 78% e 75%, respectivamente. 

As formas metacíclicas em L. migonei foram encontradas em 5% e 7,5% de CUK3 e M4192, 

respectivamente. Em L. longipalpis, a proporção de formas morfológicas foi estatisticamente 

diferente, com 63% de leptomonas, 23% de nectomonas e 13% de formas metacíclicas (χ
2
 = 

19,7, df = 4, P = 0,001) (Gráfico 4). 

  

  

Gráfico 4 – Formas morfológicas de L. (L.) infantum durante o desenvolvimento em Lutzomyia migonei e 

Lutzomyia longipalpis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A análise morfométrica dos parasitos no 5° e 8° dias PI mostraram diferenças significativas em todos os parâmetros analisados: comprimento do corpo, largura e comprimento corpo flagelar de todas as combinações vetor-parasito avaliadas (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora 
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Tabela 2 - Dimensões das formas morfológicas de L. (L.) infantum descritos no gráfico 4 durante o 

desenvolvimento em Lutzomyia migonei e Lutzomyia longipalpis no 5° e 8° dias PI. 

 

Fonte: a autora 

Nota: Promastigota Nectomona (PN), Promastigota Leptomona (PL) e Promastigota metacíclica (PM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Comprimento do corpo Largura do corpo Comprimento do flagelo 

Dia 

PI 

Vetor-parasito  

 

Forma 

morfológica 
N 

Média  

(μm) 

Variação 

(μm) 

Média 

(μm) 

Variação 

(μm) 

Média 

 (μm) 

Variação 

(μm) 

5 L. migonei-CUK3 PN 78 15.8 (1.4) 14.0-19.1 2.4 (0.4) 1.6-3.7 17.6 (3.5) 7.0-26.1 

 

 PL 155 10.4 (2.0) 5.9-13.8 2.3 (0.5) 1.2-3.7 13.7 (3.4) 5.5-24.2 

 

 PM 7 8.2 (1.2) 6.4-9.9 2.6 (0.5) 1.9-3.6 19.0 (4.5) 13.8-24.8 

  Total 240 12.1 (3.1) 5.9-19.1 2.4 (0.5) 1.2-3.7 15.1 (3.9) 5.5-26.1 

 L. migonei-M4192 PN 125 16.1 (1.5) 14.0-20.9 2.6 (0.5) 1.7-4.2 18.1 (4.5) 6.1-31.7 

  PL 107 11.7 (1.7) 6.8-13.9 2.6 (0.6) 1.4-5.9 15.7 (4.8) 6.8- 27.7 

 

 PM 8 8.5 (0.6) 7.7-9.8 2.7 (1.1) 1.4-5.2 20.3 (3.5) 15.4-25.1 

  Total 240 13.9 (2.8) 6.8-20.9 2.6 (0.6) 1.4-5.9 17.1 (4.8) 6.1-31.7 

 L. longipalpis-M4192 PN 171 17.5 (3.0) 14.0-26.8 2.4 (0.5) 1.0-3.8 22.0 (6.0) 4.5-36.8 

  PL 68 11.2 (1.8) 7.0-13.9 2.4 (0.5) 1.1-3.8 14.8 (4.5) 7.9-24.1 

  PM 1 13.7  2.3  28.0  

  Total 240 15.7 (3.9) 7.0-26.8 2.4 (0.5) 1.0-3.8 20.0 (6.5) 4.5-36.8 

8 L. migonei-CUK3 PN 48 16.0 (2.0) 14.0-22.1 2.4 (0.5) 1.5-3.8 16.2 (2.7) 9.6-21.7 

  PL 180 10.2 (2.0) 5.0-13.9 2.1 (0.6) 1.0-4.4 13.5 (3.2) 5.4-24.1 

  PM 12 6.6 (1.4) 3.6-8.8 1.8 (0.5) 1.1-3.0 15.7 (2.9) 8.7-19.2 

  Total 240 11.2 (3.2) 3.6-22.1 2.1 (0.6) 1.0-4.4 14.2 (3.3) 5.4-24.1 

 L. migonei-M4192 PN 35 15.4 (1.1) 14.0-18.1 2.2 (0.4) 1.4-3.3 16.1 (4.1) 8.0-24.0 

  PL 187 9.8 (2.1) 5.4-13.9 2.4 (0.5) 1.1-4.1 13.4 (3.5) 3.7-24.0 

  PM 18 6.9 (1.2) 5.0-10.3 2.1 (0.7) 1.2-3.8 16.4 (2.0) 13.5-22.2 

  Total 240 10.4 (2.9) 5.0-18.1 2.3 (0.5) 1.1-4.1 14.0 (3.7) 3.7-24.0 

 L. longipalpis-M4192 PN 56 15.9 (1.3) 14.0-19.2 2.2 (0.4) 1.6-3.4 18.1 (4.1) 8.2-28.4 

  PL 152 10.5 (1.9) 6.4-13.9 2.2 (0.6) 1.1-4.6 14.4 (3.1) 7.3-22.8 

  PM 32 7.3 (1.3) 5.1-12.2 2.1 (0.8) 1.1-5.6 16.4 (2.5) 12.7-26.3 

  Total 240 11.3 (3.2) 5.1-19.2 2.2 (0.8) 1.1-5.6 15.5 (3.6) 7.3-28.4 
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9 DISCUSSÃO 

 

 

 A demonstração do desenvolvimento de Leishmania em flebotomíneos sob condições 

experimentais constitui um dos parâmetros essenciais para incriminação vetorial. É 

insuficiente estudar a competência vetorial usando apenas PCR com base na detecção de 

DNA de Leishmania (SEBLOVA et al., 2013), uma vez que esta abordagem não fornece 

qualquer informação sobre a viabilidade, localização e estágio de desenvolvimento dos 

parasitos no vetor. Neste sentido, torna-se imprescindível a colonização de espécies de 

flebotomíneos em número suficiente para investigar a susceptibilidade ao parasito em 

condições de laboratório, no entanto, isto tem sido um fator crítico e limitante devido às 

dificuldades no estabelecimento e manutenção das colônias destes insetos (VOLF; 

VOLFOVA, 2011). 

Uma importante limitação para a criação de flebotomíneos é a necessidade de ter uma 

alimentação adequada para as larvas, que representa um dos requisitos básicos para a criação 

e constitui o fator mais importante para manter colônias vigorosas destes insetos (MODI; 

TESH, 1983). Vários estudos têm investigado as dietas para as fases imaturas de diferentes 

espécies de flebotomíneos (GOULART et al., 2015; MANN; KAUFMAN, 2010; RIBEIRO et 

al, 2015; SEBLOVA et al., 2013). A mistura de fezes e ração para coelho tem sido utilizada 

com sucesso em condições de laboratório (SEBLOVA et al., 2013; VOLF; VOLFOVA, 

2011), sendo importante na redução do crescimento de fungos (YOUNG; PERKINS; 

ENDRIS, 1981). Em nossos experimentos, a alimentação das larvas do quarto estádio foi 

enriquecida com ração para peixe. Goulart et al. (2015) observaram que durante a colonização 

de L. neivai, as dietas que utilizaram este componente foram mais atrativas para as larvas de 

flebotomíneos em comparação com aquelas sem este alimento. Estas observações corroboram 

com estudo prévio durante a colonização de L. intermedia e L. longipalpis (RANGEL et al., 

1986).  

A duração do ciclo de vida de L. migonei (35 a 45 dias) mantidos na temperatura de 

26° C e 70% de umidade relatado neste estudo é semelhante ao observado em outras espécies 

de flebotomíneos, tais como L. longipalpis (VOLF; VOLFOVA, 2011), L. lenti (BRAZIL et 

al., 1997), L. evansi (MONTOYA-LERMA; CADENA-PEÑA; JARAMILLO-SALAZAR, 

1998) e P. papatasi (VOLF; VOLFOVA, 2011). Por outro lado, espécimes de L. migonei 

apresentaram um período de desenvolvimento de 41 a 55 dias quando colonizados na 

temperatura de 25° C e 80% de umidade (OVALLOS, 2011). A diferença entre o tempo de 
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desenvolvimento de L. migonei no presente estudo e o descrito pode estar relacionada a 

diferenças na temperatura, umidade, alimentação para as larvas ou a fonte de repasto 

sanguíneo utilizados para a colonização dos insetos.   

 Considerando que a fonte de alimentação sanguínea dos flebotomíneos pode variar de 

acordo com a espécie (VOLF; VOLFOVA, 2011), e que constitui um dos fatores 

influenciadores na oviposição (CHAGAS et al., 2007; NOGUERA; RONDÓN; NIEVES, 

2006), L. migonei foi submetido ao repasto sanguíneo em três espécies de animais e exibiu 

preferência por coelhos. Este resultado se assemelha aos obtidos em estudos com P. 

perniciosus (VOLF; VOLFOVA, 2011) e P. tobbi (SEBLOVA et al., 2015). De acordo com 

Volf e Volfova (2011), este conhecimento é fundamental para o sucesso na criação de 

populações de flebotomíneos, uma vez que a adaptação dos insetos a uma fonte alternativa de 

repasto sanguíneo é um processo longo e pode perdurar por muitas gerações. 

 Vários estudos de interação vetor-parasito têm utilizado o método de infecção 

experimental por Leishmania com alimentação em animais infectados ou em sistemas de 

alimentação artificial que podem ser usados para infectar flebotomíneos (FREITAS et al., 

2012; MAIA et al., 2011; PRUZINOVA et al., 2015; SÁDLOVÁ et al., 2013; SEBLOVA et 

al., 2015; WARD; LAINSON; SHAW, 1978). Em animais infectados, tais como 

camundongos BALB/c e hamsters (Mesocricetus auratus) a taxa de infecção é imprevisível, 

uma vez que existem muitas variáveis que influenciam a infecção. A variação local da 

densidade de parasitos na pele e as infecções por L. (L.) infantum, geralmente, resultam em 

taxas de infecção muito baixas em torno de 5% (MICHALSKY et al., 2007; VOLF; 

VOLFOVA, 2012). Desta forma, no presente estudo foi utilizada a alimentação artificial em 

membrana que permite controlar e quantificar alguns fatores, tais como a forma evolutiva e a 

concentração do parasito utilizada durante a alimentação. Embora algumas espécies de 

flebotomíneos apresentem relutância para se alimentarem através deste método (MANN; 

KAUFMAN, 2009; SEBLOVA et al., 2015), não foram observadas dificuldades durante a 

alimentação experimental de L. migonei ao utilizar a membrana de pele de pinto.    

 O presente estudo demonstra, pela primeira vez, a elevada suscetibilidade de L. 

migonei para cepa viscerotrópica (M4192) e dermatotrópica (CUK3) de L. (L.) infantum. Uma 

alta porcentagem de fêmeas infectadas de L. migonei e L. longipalpis foi observada em todos 

os dias analisados nas infecções por ambas as cepas do parasito com média de 80%. Outros 

estudos têm demonstrado porcentagens similares de L. migonei infectados por L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) amazonensis (NIEVES; PIMENTA, 2000), bem como nos estudos 

realizados de infecção de L. longipalpis com L. (L.) infantum (FREITAS et al., 2012; 
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SÁDLOVÁ et al., 2013; SEBLOVA et al., 2015).  

 Em síntese, os parasitos sobreviveram à digestão do repasto sanguíneo, evitaram a 

expulsão durante o processo de defecação, estabeleceram infecções em estágio final no 

intestino médio e colonizaram o intestino torácico e a válvula do estomodeu, que é o pré-

requisito para o êxito da transmissão pela picada (DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012; KAMHAWI, 

2006; ROGERS; BATES, 2007). Além disso, o desenvolvimento de ambas as cepas de L. 

infantum em L. migonei foi semelhante e não foram encontradas diferenças significativas em 

comparação ao desenvolvimento de L. longipalpis. 

O desenvolvimento dos parasitos foi similar a outros estudos com a presença de 

promastigotas metacíclicas e a colonização da válvula do estomodeu já no dia 5° dia PI. 

Estudos prévios que utilizaram L. migonei infectados por L. amazonensis (NIEVES; 

PIMENTA, 2000) e L. longipalpis infectados por L. infantum (FREITAS et al., 2012) também 

demonstraram o estabelecimento da infecção no intestino médio torácico a partir do 5° dia PI. 

Por outro lado, o surgimento de promastigotas metacíclicas de L. (L.) infantum em L. 

longipalpis após este período também tem sido demonstrado (GOSSAGE; ROGERS; 

BATES, 2003; MONTOYA-LERMA et al., 2003). O tempo para o aparecimento das formas 

metacíclicas nesta região pode variar de acordo com a combinação vetor-parasito (ROGERS; 

CHANCE; BATES, 2002) e pode representar adaptações das espécies para possibilitar a 

transmissão em condições naturais (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003). 

 Com relação à morfologia dos parasitos, a distribuição das formas promastigotas de 

Leishmania no 5° dia PI, revelou um percentual de 64% das formas leptomonas em (CUK3), 

demonstrando que em L. migonei a cepa dermotrópica apresentou um desenvolvimento 

morfológico mais rápido do que a viscerotrópica (M4192), que apresentou um percentual de 

44% destas formas. Neste estágio da infecção, quando a desintegração da MP havia ocorrido 

em ambas as espécies, as formas nectomonas colonizaram o epitélio do intestino médio, 

evitando a sua defecação junto com as fezes e migraram como leptomonas para colonizar o 

intestino médio torácico.   

Diversos estudos têm sido realizados com o objetivo de elucidar o processo de 

desintegração da MP (PIMENTA et al., 1997; PRUZINOVA et al., 2015; SÁDLOVÁ; 

VOLF, 2009; SCHLEIN; JACOBSON; SCHLOMAI, 1991). Os estudos mais recentes 

sugerem que seja um processo espécie-específico (PRUZINOVA et al., 2015; SÁDLOVÁ; 

VOLF, 2009). Entretanto, alguns autores sugerem as quitinases do parasito (SCHLEIN; 

JACOBSO; SCHLOMAI, 1991), do próprio flebotomíneo (SÁDLOVÁ; VOLF, 2009), ou 

que a ação de ambas as quitinases produzidas por Leishmania e o vetor sejam responsáveis 
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pela desintegração (RAMALHO-ORTIGÃO et al., 2005). Para a interação L. migonei-L. (L.) 

infantum, outros estudos são necessários para esclarecer qual o real mecanismo utilizado. 

 No estágio tardio da infecção (8° dia PI), a maioria as fêmeas de ambas as espécies 

tiveram a região da cárdia e a válvula do estomodeu colonizadas por um elevado número de 

parasitos. Formas metacíclicas foram observadas em todas as combinações vetor-parasito com 

a porcentagem de (5 - 7,5%) em L. migonei comparável aos relatos de L. (L.) infantum em L. 

longipalpis (ELNAIEM; WARD, YOUNG, 1994; FREITAS et al., 2012). Até o momento, 

não há relatos sobre a frequência de promastigotas metacíclicas em flebotomíneos 

naturalmente infectados, de maneira que, baixas porcentagens de formas infectantes têm sido 

relatadas em estudos experimentais com espécies de flebotomíneos do Novo Mundo 

(ELNAIEM; WARD, YOUNG, 1994; FREITAS et al., 2012; NIEVES; PIMENTA, 2000). 

Em contrapartida, uma proporção de 60% de formas metacíclicas de L. (L.) major foi relatada 

em P. papatasi (SARAIVA et al., 1995), sugerindo que as espécies do Velho Mundo podem 

ser adaptadas para gerar maior número de formas infectantes. 

 A grande quantidade de parasitos embebidos em gel tipo PSG na região da cárdia e no 

intestino médio abdominal observado nas fêmeas de L. migonei e L. Longipalpis corrobora 

com os resultados de diversos estudos (FREITAS et al., 2012; ROGERS et al., 2004; 

ROGERS; BATES, 2007). O acúmulo de altas concentrações do PSG estimula a 

metaciclogênese in vitro pelo aumento das condições ácidas nessa região devido o fPPG 

(principal componente do PSG), ser carregado negativamente e promover a diminuição do pH 

(ROGERS; CHANCE; BATES, 2002; ZAKAI; CHANCE; BATES, 2008). Além disso, a 

natureza gelatinosa do PSG juntamente com a grande quantidade de parasitos propicia a 

diminuição local de oxigênio, conhecida por estimular a metaciclogênese in vitro (MENDEZ 

et al., 1999). 

 O processo de metaciclogênese no inseto vetor é acompanhado por alterações 

morfológicas nos parasitos, bem como em algumas alterações bioquímicas no LPG e na 

expressão de proteínas de superfície (CUNNINGHAM et al., 2001; DOSTÁLOVÁ; VOLF, 

2012). A análise morfométrica dos parasitos no 5º e 8º dias PI revelou diferenças 

significativas em todos os parâmetro avaliados, com a diminuição do tamanho do corpo 

celular e aumento do comprimento do flagelo em todas as combinações vetor-parasito, o que 

caracteriza o processo de metaciclogênese. 

 De acordo com a susceptibilidade a Leishmania spp., os flebotomíneos foram 

classificados como vetores específicos ou permissivos (DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012; VOLF; 

MYSKOVA, 2007). As diferenças entre a especificidade dos grupos estão relacionadas com a 



62 

GUIMARÃES, V.C.F.V.                                                  Avaliação da susceptibilidade... 

 

capacidade de apoiar o desenvolvimento de uma ou várias espécies de Leishmania, 

respectivamente. Durante a fase inicial da infecção, os parasitos devem se anexar ao epitélio 

do intestino médio do flebotomíneo para evitar a expulsão durante o processo de defecação 

(DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012; KAMHAWI, 2006). Em vetores específicos a adesão é 

controlada por lectinas do intestino médio dos flebotomíneos que se ligam a carboidratos 

terminais do LPG do parasito (KAMHAWI, 2006). Em contraste, o mecanismo de fixação em 

vetores permisssivos de Leishmania é provavelmente independente de LPG (MYSKOVA et 

al., 2007). No entanto, a caracterização detalhada de moléculas que participam permanece a 

ser determinada. Neste sentido, o relato de que L. migonei é susceptível ao desenvolvimento 

de outras espécies de Leishmania, como L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis (NIEVES; 

PIMENTA, 2000), permite agrupar esta espécie de flebotomíneo ao grupo de vetores 

permissivos. 

 De acordo com Maroli et al. (2013), a incriminação vetorial de espécies de 

flebotomíneos deve ter um contexto epidemiológico, de modo que exista uma relação entre a 

distribuição geográfica do vetor e o registro de casos humanos da doença, bem como a prova 

de antropofilia da espécie e da capacidade do vetor em suportar a infecção com as mesmas 

espécies de parasitos que ocorrem em seres humanos. Neste contexto, a demonstração da 

elevada susceptibilidade de L. migonei à infecção por L. (L.) infantum M4192 é o fator crucial 

para a epidemiologia da LV nas Américas, uma vez que esta cepa foi isolada de um paciente 

do nordeste do Brasil com LV. Este achado associado aos relatos anteriores de infecção 

natural desta espécie no Brasil (CARVALHO et al., 2010) e Argentina (MOYA et al., 2015), 

ao seu hábito alimentar oportunista e comportamento antropofílico (AGUIAR et al., 1987; 

RANGEL; LAINSON, 2009) caracterizam L. migonei como um importante vetor permissivo 

deste parasito. 
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10 CONCLUSÕES 

 

 

a) Fêmas de L. migonei apresentaram preferência alimentar por coelhos, o que demonstra que 

esta fonte de repasto sanguíneo é fundamental para o sucesso na colonização desses insetos;  

 

b) Fêmeas colonizadas de L. migonei foram capazes de se infectar artificialmente através de 

membrana de pele de pinto, revelando alta taxa de repasto sanguíneo; 

 

c) O presente estudo fornece, pela primeira vez, evidência experimental de que L. migonei é 

susceptível ao desenvolvimento de L. (L.) infantum. Ambas as cepas dermatrotópica (CUK3) 

e viscerotrópica (M4192) desenvolveram infecção em estágio final com a colonização da 

válvula do estomodeu na maioria das fêmeas analisadas; 

 

d) Estes achados permitem uma melhor compreensão do papel de L. migonei na 

epidemiologia da LV. 
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