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RESUMO 

 

                     do protozoário Leishmania com o              vetor            

                                                                                

                                                                                      

Detalhes                                           -                            

                                            do               d                          

                                                     serem vetores exclusivos de 

determinadas espécies de Leishmania                                                    

                                                                                   

últimas                                                                             

                          dos Vetores Permissivos com o parasito Leishmania      

        -                             no                 desses vetores seja diferente 

dos “Vetores Naturais . O estudo aqui apresentado, descreve o desenvolvimento de cinco 

                      Leishmania - L. (Leishmania) infantum chagasi, L. (Leishmania) 

major, L. (Leishmania) amazonensis, L. (Leishmania) mexicana e L. (Viannia) 

braziliensis - em Lutzomyia (L.) longipalpis, considerado, experimentalmente, um vetor 

permissivo. Diferentes concentrações de parasitos foram utilizadas afim de compreender 

os aspectos determinantes da permissibilidade do vetor. Nossos resultados mostraram que 

a habilidade do Lu. (L.) longipalpis de se infectar experimentalmente por Leishmania é 

dose dependente e o vetor se mostrou competente para transmitir L. (L.) major e L. (L.) 

mexicana. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT  

 

 

Studies of the interaction between Leishmania protozoans with phlebotomine vector 

constitute an important field of research, since it can improve our knowledge of the 

processes involved in the transmission of the parasite and the epidemiology of 

Leishmaniasis. Details regarding all of the aspects between parasite-vector interaction are 

desirable for a formulation of novel protozoan and vector control strategies. Some 

phlebotomine species show remarkable specificity for exclusive vectors of certain 

Leishmania species transmitted in nature, while other species may be experimentally 

infected by more than one species of parasite. The term "Permissive Vectors" has been 

created to describe the latter. It is not yet known exactly how the interaction between 

Permissive Vectors with the Leishmania parasites works, but it is hypothesized that the 

mechanism of adhesion within the midgut of these vectors differs from the "Natural 

Vectors". The present study describes the development of five distinct species of 

Leishmania - L. (Leishmania) infantum chagasi, L. (Leishmania) major, L. (Leishmania) 

amazonensis, L. (Leishmania) mexicana and L. (Viannia) braziliensis - in Lutzomyia (L.) 

longipalpis, considered, experimentally, a permissive vector. Different concentrations of 

parasites were required for determination of vector permissibility. Our results showed 

that the ability of Lu. (L.) longipalpis from being infected experimentally by Leishmania 

is dose dependent and the vector proved to be competent to transmit L. (L.) major and L. 

(L.) mexicana. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 
1.1 As Leishmanioses  

 

 As Leishmanioses são um grupo de doenças causadas por parasitos protozoários 

do gênero Leishmania. Estes parasitos são transmitidos aos seres humanos pela picada da 

fêmea do flebotomíneo infectada. Existem três formas principais de Leishmaniose 

(Cutânea, Mucocutânea e Visceral), as quais variam em suas manifestações clínicas e 

sintomas, relacionados com as diferentes espécies do parasito (Herwaldt, 1999; WHO, 

2017). A maioria das pessoas infectadas pelo parasito não desenvolve nenhum sintoma 

em sua vida. Portanto, o termo Leishmaniose refere-se ao fato de se tornar doente devido 

a uma infecção por Leishmania e não ao simples fato de estar infectado com o parasito 

(WHO, 2017). O tratamento das Leishmanioses depende de uma variedade de drogas 

tóxicas (tais como, Antimonial Pentavalente e Anfotericina B) e o acesso a esses 

medicamentos é um desafio em alguns países pobres, os quais apresentam os maiores 

números de casos das doenças (WHO, 2017). 

Em 2014, mais de 90% dos casos de Leishmaniose notificados à OMS 

(Organização Mundial da Saúde) ocorreram em seis países: Brasil, Etiópia, Índia, 

Somália, Sudão do Sul e Sudão. Mais de 1 bilhão de pessoas vivem em áreas endêmicas 

para as Leishmanioses e estima-se que apareçam, em todo o mundo, cerca de 600.000 – 

1.000,000 de novos casos de Leishmaniose Cutânea (LC) por ano e 50.000 – 90.000 de 

novos casos de Leishmaniose Visceral (LV) (WHO, 2017). 

 A Leishmaniose Cutânea (LC) é a forma mais comum da doença e ocorre quando 

o parasito apresenta tropismo por células da pele. Geralmente, produz úlceras nas partes 

expostas do corpo, como o rosto, os braços e as pernas. Quando as úlceras cicatrizam, 

invariavelmente deixam cicatrizes permanentes, que muitas vezes são a causa de um 

grave prejuízo social (WHO, 2017).      pode se apresentar sob duas formas cl nicas  

localizada ou disseminada. Na    localizada a les o   nica ou m ltipla  até    les es   é 

geralmente do tipo  lcera  com tend ncia   cura espont nea e, geralmente, apresenta uma 

boa resposta ao tratamento.   forma disseminada da    é uma express o relativamente 

rara que pode ser observada em até    dos casos.  sta forma de apresentação da doença  

é caracterizada pelo aparecimento de múltiplas lesões papulares e de aparência 
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acneiforme que acometem vários segmentos corporais, envolvendo com frequência a face 

e o tronco. Pode haver um grande número de lesões, às vezes até 200, o que pode causar 

incapacidade grave no paciente. As lesões disseminadas, distantes do local da picada, 

aparecem após o desenvolvimento das lesões primárias, provavelmente por disseminação 

do parasito por via hemática ou via linfática. Essas lesões se estabelecem em poucos dias, 

as vezes em 24 horas (Ministério da Saúde, 2018).  

 A maioria dos casos de LC ocorre no Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, 

República Islâmica do Irã, Paquistão, Peru, Arábia Saudita e República Árabe da Síria. 

Nos países do Velho Mundo, a doença geralmente é caracterizada por grandes surtos em 

cidades densamente povoadas, especialmente em zonas de guerra e conflitos, campos de 

refugiados e em ambientes onde há migração em larga escala de populações (Herwaldt et 

al, 1999; WHO, 2017). No  rasil  a    é uma doença com diversidade de agentes 

etiológicos (múltiplas espécies de Leishmania circulantes em uma mesma área 

geográfica), de reservatórios e de vetores, os quais apresentam diferentes padrões de 

transmissão. A doença é amplamente distribuída pelo país, com registros em todas as 

regiões brasileiras. Em dez anos, o número de casos de LC no Brasil reduziu 27%, 

passando de 26.685 casos em 2005 para 19.395 casos em 2015. A região Norte registrou 

o maior número de casos (8.939) dessa doença, seguida do Nordeste (5.152), Centro-

Oeste (2.937), Sudeste (1.762) e Sul (493) (Ministério da Saúde, 2018).  

 Na Leishmaniose Mucocutânea (LM), as lesões podem levar à destruição parcial 

ou total das mucosas do nariz, cavidades da boca e garganta e tecidos circundantes. Esta 

forma incapacitante de Leishmaniose pode levar o paciente a ser rejeitado pela 

comunidade. Quase 90% dos casos de LM ocorrem no Estado Plurinacional da Bolívia, 

Brasil e Peru (WHO, 2017).  

A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como Kala-azar, é a forma 

sistêmica da doença e pode ser fatal se não tratada. Apresenta como principais sintomas 

febre, perda de peso, hepato-esplenomegalia e pancitopenia (redução dos elementos do 

sangue: hemácias, leucócitos e plaquetas) (Gramiccia & Grandoni, 2005; Chappuis et al., 

2007). A LV acomete principalmente crianças, indivíduos desnutridos e 

imunossuprimidos. Em alguns casos, após o tratamento, pode haver o aparecimento de 

uma forma cutânea pós Kala-azar. A Leishmaniose Cutânea pós-Kala-azar (LCPK) é uma 
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complicação da LV em áreas onde Leishmania donovani é endêmica, sendo uma 

manifestação clínica restrita ao Velho Mundo. A LCPK é caracterizada por uma erupção 

macular, maculopapular e nodular hipopigmentada em pacientes que se recuperaram da 

LV. Geralmente, aparece de 6 meses a 1 ano após a cura aparente da doença, mas pode 

ocorrer mais cedo ou mesmo em simultâneo com a LV, especialmente no Sudão. A 

LCPK cura espontaneamente na maioria dos casos na África, mas raramente em 

pacientes na Índia. Considera-se que a LCPK tenha um papel importante na manutenção 

e na transmissão da doença, particularmente em períodos interepidêmicos da LV, atuando 

como reservatório dos parasitos (WHO, 2017).  

 Na América Latina, a LV j  foi descrita em pelo menos    países, sendo que 90% 

dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na Região Nordeste. A doença tem 

apresentado mudanças importantes no padrão de transmissão, inicialmente predominado 

pelas características de ambientes rurais e periurbanos e  mais recentemente  em centros 

urbanos como  io de  aneiro        orumb         elo  orizonte        ra atuba 

       almas        r s  agoas        ampo  rande       entre outros. Recentemente, 

casos autóctones foram registrados pela primeira vez na Região Sul (Reis et al, 2017). 

Em dez anos, o número de casos de LV no Brasil reduziu 9%, passando de 3.597 casos, 

em 2005, para 3.289 casos, em 2015. Em 2015, a região Nordeste registrou o maior 

número de casos de LV (1.806), seguida pelas regiões Sudeste (538), Norte (469), 

Centro-Oeste (157) e Sul (5) (Ministério da Saúde, 2018). 

 

 

1.2 Os Flebotomíneos 

 

 Os flebotomíneos são insetos dípteros da família Psychodidae e, de acordo com 

sua distribuição geográfica e características morfológicas, podem ser classificados em 

dois grandes gêneros de importância médica: Phlebotomus no Velho Mundo (Europa, 

África e Ásia) e Lutzomyia no Novo Mundo (Américas) (Killick-Kendrick, 1990; 

Ashford, 1991; Young & Duncan, 1994; Desjeux, 2004).  No Brasil, os flebotomíneos 

são popularmente chamados de “mosquito palha”  “birigui”  “anjinho”  “gangalinha”  

“fleb tomo”, entre outros (Neves et al., 2011). Estes insetos são holometábolos e seu 

desenvolvimento, a partir do ovo, passa por quatro estádios larvais, pupa e adulto (Brazil 
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& Brazil, 2003; Rangel & Lainson, 2003). A eclosão da larva ocorre de 7 a 17 dias após a 

postura, em condições ambientais favoráveis e o seu desenvolvimento completo pode 

variar de 30 a 100 dias, dependendo da espécie e das condições ambientais. Lutzomyia 

(L.) longipalpis, por exemplo, apresenta um ciclo de desenvolvimento de 30 a 45 dias, em 

condições laboratoriais (Killick-Kendrick et al., 1977a; Soares & Turco, 2003). 

 As larvas se alimentam de matéria orgânica do solo e são encontradas em locais 

que apresentam matéria orgânica, umidade e baixos níveis de luz. As formas imaturas já 

foram encontradas em ambientes domésticos  fendas de ch o e paredes  por es de casas e 

construções abandonadas   peridomésticos  tocas de animais  latrinas  debaixo de pedras  

aterros) e silvestre (cavernas, formigueiros, raízes tubulares, toca de roedores) 

(Feliciangeli, 2004). Os flebotomíneos adultos vivem em abrigos úmidos como fendas de 

árvores, tocas de animais e fendas de pedras e se alimentam, tanto fêmeas quanto 

machos, de fontes naturais de açúcar (seiva de plantas, secreções de afídeos e néctar). 

Além da fonte de açúcar, as fêmeas necessitam de alimentação sanguínea para maturação 

do folículo ovariano que ocorre após a digestão e absorção dos nutrientes do sangue. Os 

flebotomíneos possuem, em sua maioria, hábitos crepusculares ou noturnos para 

realizarem a hematofagia (Forattini et al., 1953; Killick-Kendrick et al., 1977a; Ferro et 

al., 1997; Killick-Kendrick, 1999; Rangel & Lainson, 2003; Sangiorgi et al., 2012).  

 Aproximadamente 100 espécies são suspeitas de serem vetores de Leishmania sp, 

porém pouco menos que 50 espécies são vetores comprovados na transmissão do parasito 

(Desjeux, 2004; Lainson & Rangel, 2005). 

 A invasão humana em áreas florestais combinada com as mudanças ambientais 

altera os habitats naturais dos flebotomíneos e modificam a situação ecológica entre 

vetores e parasitos. A aproximação cada vez maior dos vetores do ambiente 

peridomiciliar e domiciliar propicia que a transmissão do parasito Leishmania ocorra de 

forma extra silvestre (Lainson & Shaw, 1998; Elnaien et al., 2003; Madeira et al., 2003; 

Pessoa et al., 2007; Queiroz et al., 2012).  
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1.3 Os parasitos do gênero Leishmania 

 

Protozoários parasitos do gênero Leishmania Ross, 1903, são membros da família 

Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, que compreende organismos unicelulares 

caracterizados pela presença de um flagelo simples e uma estrutura rica em DNA, o 

cinetoplasto. O ciclo de vida do parasito se distingue em dois estágios de 

desenvolvimento, um no hospedeiro vertebrado (forma intracelular amastigota) e o outro 

no hospedeiro invertebrado (forma extracelular promastigota), os flebotomíneos. Estes 

parasitos são encontrados em uma variedade de animais silvestres e domésticos 

(roedores, marsupiais, endentados, canídeos silvestres e domésticos) em todos os 

continentes, exceto na Antártica, e são agentes etiológicos de doenças conhecidas como 

Leishmanioses. Aproximadamente 40 espécies do gênero Leishmania já foram descritas, 

sendo cerca de 21 responsáveis por causar a doença (Killick-Kendrick, 1990). 

O gênero Leishmania foi dividido em três subgêneros (Sauroleishmania, Viannia 

e Leishmania) de acordo com as observações do tipo de desenvolvimento do parasito no 

intestino do hospedeiro invertebrado (inseto vetor), demonstrado na Figura 1. Na adesão 

do tipo hipopilárica, os parasitos se desenvolvem no intestino posterior e pertencem ao 

subgênero Sauroleishmania, tendo como hospedeiros apenas os lagartos do Velho Mundo 

e não apresentam importância médica. A transmissão ocorre quando o inseto infectado é 

ingerido por lagartos (Lainson & Shaw, 1979). 

O subgênero Viannia compreende os parasitos que se aderem ao intestino do vetor 

de forma peripilárica, estabelecendo uma infecção inicial no triângulo pilórico e no 

intestino posterior. Posteriormente, esses parasitos migram e se desenvolvem na região 

do intestino médio. Esse grupo inclui parasitos encontrados somente nas Américas, por 

exemplo, Leishmania (V.) braziliensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) guyanensis 

(Lainson & Shaw, 1979). 

A maioria das espécies de Leishmania do Velho e Novo Mundo, como por 

exemplo, L. (L.) infantum chagasi, L. (L.) donovani, L. (L.) amazonensis, L. (L.) 

mexicana, L. (L.) major e L. (L.) tropica apresentam adesão do tipo suprapilárica e 

pertencem ao subgênero Leishmania. Os parasitos dessas espécies têm o seu 

desenvolvimento restrito ao intestino médio do vetor (Lainson & Shaw, 1979). 
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Figura 1: Classificação das espécies de Leishmania determinada pelo seu padr o de 

desenvolvimento no tubo digest rio do vetor flebotom neo   odificado de Lainson & 

Shaw 1979). 

 

 

1.4 Interação do protozoário Leishmania com o flebotomíneo vetor 

 

O processo de interação do parasito com o vetor se inicia quando a fêmea do 

flebotomíneo está apta a se alimentar de sangue para o desenvolvimento dos seus óvulos. 

Durante o repasto sanguíneo, a fêmea pode ingerir, juntamente com o sangue do 

hospedeiro vertebrado, os protozoários Leishmania na forma amastigota, presentes dentro 

de macrófagos ou em outros tipos de células fagocitárias mononucleares. Os parasitos e o 

bolo sanguíneo são rapidamente direcionados ao intestino médio do inseto e envoltos pela 

Matriz Peritrófica (MP), uma matriz quitino-protéica secretada pelo epitélio intestinal do 

inseto logo após a ingestão do sangue (Terra, 1990; Walters et al., 1993, 1995; Pimenta et 

al., 1997; Secundino et al., 2005). O ciclo de vida da Leishmania no flebotomíneo é 
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extracelular, ou seja, os parasitos se desenvolvem livres na luz do trato digestório (Nieves 

& Pimenta, 2000; Sacks, 2001).  

Os parasitos enfrentam mudanças adversas durante a passagem do hospedeiro 

mamífero para o flebotom neo   illick-Kendrick, 1990; Bates & Rogers, 2004; 

Kamhawi, 2006). Para sobreviver a variações de pH, temperatura e disponibilidade de 

nutrientes e oxigênio, os parasitos precisam se diferenciar de amastigotas para 

promastigotas, formas altamente especializadas que se distinguem quanto ao seu 

requerimento nutricional, habilidade de se dividirem e também em sua morfologia 

(revisado por Sacks & Kamhawi, 2001; McConville & Handman, 2007; Besteiro et al., 

2007). As promastigotas são formas altamente multiplicativas, alongadas, flageladas e 

extremamente móveis.  Conforme a classificação de Lawyer e colaboradores (1990), os 

seguintes morfotipos podem ser encontrados dentro do vetor: promastigotas proc clicas 

(formas pequenas e volumosas com 3-12 m de comprimento e um flagelo geralmente 

curto), promastigotas nectomonas (formas longas, delgadas, medindo 12-19 m de 

comprimento e com flagelo longo   promastigotas paramastigotas  formas em forma de 

p ra ou ovalares com 3,5-9 m de comprimento  n cleo justaposto ao cinetoplasto e 

flagelo de comprimento vari vel   promastigotas haptomonas  formas largas com corpo 

celular pequeno medindo 5-12 m e flagelo de comprimento vari vel  e promastigotas 

metac clicas  formas finas e curtas medindo 6-10 m e com flagelo longo) (Figura 2).  
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Figura 2: Desenho esquemático dos morfotipos de Leishmania conforme a classificação 

de Lawyer e colaboradores (1990).  a esquerda para direita  promastigota proc clica  

promastigota nectomona, promastigota haptomona, promastigota paramastigota e 

promastigota metacíclica (Desenho de Paulo Pimenta). 

 

 O tempo necessário para que o parasito complete seu ciclo de vida no 

flebotom neo é de aproximadamente   a   dias  dependendo da espécie  revisado por 

Kamhawi, 2006). Durante os primeiros dias (0 a 2 dias), o desenvolvimento do parasito 

ocorre no bolo sanguíneo, dentro do intestino abdominal. A diferenciação das 

amastigotas ingeridas em promastigotas se inicia entre 18 e 24 horas após o repasto  

enquanto o sangue é envolvido pela MP (Lawyer et al., 1987, 1990; Secundino et al., 

2005). Nesse período, as promastigotas proc clicas sofrem múltiplas divisões e entre 36-

48 horas se diferenciam em nectomonas (Figura 3). 

 Posteriormente, de 2 a 5 dias após o repasto sanguíneo, os parasitos rompem a MP 

através da produ  o de quitinase (Sacks et al., 1994) e o conteúdo alimentar, 

parcialmente digerido, começa a ser eliminado. Uma intensa multiplicação das formas 

proc clicas e a completa transformação em nectomonas é observada durante esse período. 

Muitas nectomonas se aderem via flagelo, através de moléculas espécie-específicas de 

lipofosfoglicano (LPG) presentes na superfície do parasito, (Pimenta et al., 1992; Pimenta 

et al., 1994a)  s microvilosidades do epitélio intestinal, evitando sua eliminação durante a 

liberação do bolo fecal. As nectomonas migram para regi o anterior do intestino médio e 

se diferenciam em formas denominadas haptomonas, as quais sofrem diversas 
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multiplicações e s o embebidas por um gel produzido pelos parasitos chamado     

(Promastigote Secretory Gel) (Rogers et al., 2002, 2004; Gossage et al., 2003). As 

haptomonas podem se ligar   v lvula do estomodeu (Killick-Kendrick et al., 1974b), 

provocando um grande ac mulo de parasitos nessa regi o ou, ent o, ligarem-se umas  s 

outras formando um “plug” f sico conc ntrico   awyer et al., 1990; Sacks & Kamhawi, 

2001).  

 Durante o estágio final (5 dias ou mais) um grande número de parasitos pode ser 

observado na válvula do estomodeu e, finalmente, as formas infectantes metacíclicas 

surgem. Diferente das outras formas de desenvolvimento, as metacíclicas não se dividem 

e são altamente móveis e livres. Essas formas migram ao longo do intestino anterior, 

alcançando a faringe e prob cide  possibilitando, assim, a sua transmissão durante um 

novo repasto sanguíneo (Sacks & Kamhawi, 2001). 

 

 

 

 

Figura 3: Desenho esquemático do desenvolvimento do parasito Leishmania dentro do 

vetor (Modificado de Sacks & Kamhawi, 2001).  
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1.5 O mecanismo de transmissão  

 

   transmiss o é um momento chave no ciclo de vida dos parasitos.   

flebotom neo infectado tem de ser capaz de inocular os parasitos em um hospedeiro 

vertebrado durante a picada e, para que isso ocorra com sucesso, fatores como o dano 

físico e biológico provocados pelo parasito à válvula do estomodeu do inseto, o 

comportamento de sondagem dos flebotomíneos e a ação da saliva do vetor, influenciam 

e favorecem o mecanismo de transmissão. As f meas dos flebotom neos usam suas pe as 

bucais  que s o relativamente curtas e r gidas  para dilacerar os tecidos e vasos 

sangu neos do hospedeiro  formando um pequeno po o de sangue no qual elas podem se 

alimentar (telmatofagia) (Ribeiro, 1987).  

 Em 1981, Killick-Kendrick e Molyneaux sugeriram que a forma metacíclica do 

parasito afeta diretamente as sensilas, peças do aparelho bucal responsável por controlar a 

sondagem e alimentação do inseto, influenciando a taxa e o direcionamento do material 

no canal alimentar, e promovendo, então, a liberação dos parasitos na pele do vertebrado. 

Posteriormente, outros estudos relacionaram a transmissão ao dano físico causado   

válvula do estomodeu, provocado pela a  o de quitinases produzidas pela Leishmania 

(Schlein et al., 1992; Volf et al., 2004; Rogers et al, 2008). Esse dano físico dificultaria o 

repasto e favoreceria a regurgitação de promastigotas infectantes na pele do vertebrado.  

 Outros autores, entretanto, atribuem a transmissão ao bloqueio biológico, formado 

por massas de parasitos embebidos em uma matriz tipo gel, o PSG, na válvula do 

estomodeu. Esse gel secretado pelo parasito no intestino médio seria responsável por uma 

disfunção mecânica da válvula estomodeu, provocada pela pressão que a massa de 

parasitos exerce no local (Warburg et al., 1986; Lawyer et al., 1987, 1990; Walters et al., 

1987, 1989; Stierhof et al., 1999; Rogers et al., 2002; Bates, 2007). O bloqueio causado 

pelo PSG altera o comportamento de alimentação do flebotom neo  aumentando o 

número de tentativas de picada e o tempo de repasto (Killick-Kendrick et al., 1977b; 

Beach et al., 1985; Rogers et al., 2002; Rogers & Bates, 2007). Esse aumento na 

sondagem durante a alimentação, aumenta as chances de o inseto regurgitar os parasitos 

na pele do vertebrado.  
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A saliva também desempenha um papel importante na transmissão, intensificando 

e modulando o estabelecimento da infecção no local da picada no hospedeiro vertebrado 

(Ribeiro et al., 1995). A saliva dos flebotomíneos contém substâncias com diferentes 

atividades, tais como: anti-hemostática, vasodilatadora, anti-inflamatória, 

imunossupressora, anti-coagulante, anti-agregação plaquetária, fator de modulação da 

patogenicidade e fator indutor de infectividade de Leishmania para o vertebrado (Ribeiro, 

1987; Titus e Ribeiro, 1990; Ribeiro, 1995; Warburg et al., 1994).  sse repert rio de 

moléculas modulam as respostas hemostática, inflamatória e imunológica do hospedeiro 

(Teixeira et al., 2005).  

Vários estudos vêm demonstrando o papel importante da saliva na exacerbação da 

doença.  ara diversas espécies de Leishmania  a co-inje  o de parasitos com 

homogenados de gl ndula salivar de Lu. (L.) longipalpis ou P. (P.) papatasi produzem 

um aumento substancial no tamanho da les o   itus    ibeiro         heodos et al., 

1991; Belkaid et al., 1998; Donnelly et al., 1998; revisado por Sacks & Kamhawi, 2001; 

Norsworthy et al., 2004), quando comparados ao controle injetado somente com 

parasitos. Dentre as substâncias responsáveis por exacerbar a infecção, o maxadilan, 

presente apenas na saliva de Lu. (L.) longipalpis, é a mais estudada.   habilidade de o 

maxadilan exacerbar a infec  o por Leishmania j  foi demonstrada in vivo. No modelo 

murino  as inje  es de maxadilan com L. (L.) major produziram les es  -3 vezes maiores 

que o controle e continham um n mero de parasitos até 400 vezes maior (Titus & Mbow, 

1999). Além da exacerbação, a saliva pode estar envolvida em um possível mecanismo 

de bloqueio na transmissão da Leishmania e, até mesmo, na proteção do hospedeiro ao 

parasito (Samuelson et al., 1991; Lima & Titus, 1996; Donnelly et al., 1998; Valenzuela 

et al., 2001). 

Na literatura, a maioria do conhecimento gerado acerca do processo de infecção e 

do estabelecimento da Leishmania no hospedeiro vertebrado tem sido através da 

inoculação intradérmica ou subcutânea de parasitas. Os experimentos tradicionais e 

rotineiros utilizaram inóculos com quantidades variáveis de parasitos (Belkaid et al., 

1998, 2000). Em 1986, Warburg & Schlein propuseram que P. (P.) papatasi era capaz de 

transmitir uma dose estimada de 0 a 1.000 parasitos de L. (L.) major. Em 2004, Rogers e 

colaboradores sugeriram que a quantidade de L. (L.) mexicana regurgitada por Lu. (L.) 
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longipalpis variava de 10 a 10.000 parasitos. Rogers e colaboradores, 2012 demonstraram 

que para L. (L.) mexicana a dose regurgitada é de 1.000 metacíclicas, L. (L.) infantum de 

500 e para L. (L.) major é de 500 a 1.000 parasitos.  

Um estudo de transmissão iniciado através da picada do inseto e utilizando a 

técnica de PCR em tempo real da orelha de camundongos demonstrou que P. (P.) 

papatasi infectado com L. (L.) major pode inocular pela picada de 100 a 100.000 

parasitos. Cerca de 75% dos flebotomíneos liberaram 600 ou menos promastigotas, 

enquanto os demais liberaram mais de 1.000 células. Altas doses de infecção foram 

associadas a intestinos fortemente infectados, com mais de 30.000 parasitos (Kimblin et 

al., 2008). 

No entanto, a frequência de transmissão e a dose parasitária regurgitada durante a 

transmissão, podem variar dentro e entre as populações de flebotomíneos. Um estudo 

realizado em 2011 por Stamper e colaboradores, mostrou que o número de parasitos 

adquiridos pelo inseto durante a infecção artificial pode influenciar o desenvolvimento da 

infecção e a transmissão. Infecções iniciadas com uma alta dose parasitária apresentaram 

insetos com uma maior dose de infecção, assim como, uma porcentagem maior de 

promastigotas metacíclicas no intestino médio e, também, um número maior de parasitos 

presentes em orelhas de camundongos expostos a picada do inseto infectado. Em 2012, 

Secundino e colaboradoes demonstraram, através da quantificação por real time PCR de 

orelhas expostas a picada, que Lu. (L.) longipalpis é capaz de transmitir entre 10 a 10 000 

L. infantum chagasi (média de: 1.002), sendo que 75% dos flebotomíneos foram capazes 

de transmitir mais de 300 parasitos durante a picada.   

 

1.6 Competência Vetorial    

 

 Para a incriminação de uma espécie de flebotomíneo como vetor de Leishmania 

sp. diversos critérios devem ser preenchidos. Segundo Killick-Kendrick (1990), os 

parâmetros que orientam a incriminação dos flebotomíneos, são: (1) o comportamento 

antropofílico, (2) a distribuição geográfica coincidente com a da doença, (3) a 

competência vetorial e a capacidade de infectar-se naturalmente pela mesma espécie 

responsável pela infecção humana, (4) o grau de relacionamento com os reservatórios e 
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com o homem, (5) a densidade e a taxa de infecção natural pelo parasito, (6) a 

manutenção de todas as etapas do desenvolvimento parasitário nos espécimes infectados 

experimentalmente em laboratório e (7) a capacidade desses insetos se infectarem e 

transmitirem experimentalmente o parasita por meio da picada em modelos 

experimentais. Recentemente, após a revisão destes critérios, foi proposto a inclusão de 

novos parâmetros para a comprovação vetorial de uma espécie de flebotomíneo. Esses 

parâmetros incluem, uma modelagem matemática que demonstre que a espécie é 

fundamental para a manutenção da transmissão do parasito e também a verificação da 

diminuição da incidência da doença causada pela redução da densidade do vetor 

específico (Ready, 2013). 

 Estudos relacionados à interação parasito-vetor, sugerem que esses os 

flebotomíneos possam ser classificados em dois grupos: “Vetores Naturais” ou “Vetores 

Permissivos”. Algumas espécies de flebotomíneos vetores apresentam um 

comportamento refratário ao desenvolvimento da maioria das espécies de Leishmania, 

permitindo uma interação espécie-específica com o parasito. Essas espécies são 

denominadas de Vetores Naturais e apresentam como exemplares as espécies do Velho 

Mundo, P. (P.) papatasi e P. (P.) sergenti (Pimenta et al., 1994b; Kamhawi et al., 2000). 

Outras espécies, como por exemplo Lu. (L.) longipalpis (Walters et al. 1993), P. (P.) 

argentipes (Pimenta et al. 1994a), P. (A.) halepensis e P. (A.) arabicus (Sadlova et al., 

2003), suportam ou permitem a manutenção e desenvolvimento da infecção por mais de 

uma espécie de Leishmania, recebendo a denominação de vetores permissivos (Kamhawi, 

2006; Pimenta et al., 1994a; Rogers et al., 2002, 2004). 

 A capacidade vetorial dos flebotom neos é controlada pela habilidade das 

promastigotas de se ligarem  s microvilosidades do intestino médio do inseto.  ssa 

ades o é determinada pelo polimorfismo espécie-especifica de um lipofosfoglicano 

(LPG) presente no parasito.       é o glicoconjugado majorit rio na superf cie de 

promastigotas de Leishmania  est  localizado ao redor de todo o parasito, inclusive no 

flagelo  e é organizado como um glicoc lice filamentoso (Pimenta et al., 1992; Turco & 

Descoteaux, 1995; Pimenta et al., 1994a; Mahoney et al., 1999; Sacks et al.         oares 

et al.         oelho- inamore et al.       .  lém de mediar a intera  o dos parasitos 

com o epitélio intestinal do vetor  a molécula de     parece proteger a superf cie celular 
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das promastigotas de atividades l ticas do intestino   orovsky & Schlein, 1987; Schlein, 

1993). 

 A habilidade de P. (P.) papatasi em transmitir somente L. (L.) major é atribu da 

ao se     composto por m ltiplos res duos de -galactoses terminais  que permite a 

ades o dessa espécie especifica de Leishmania  mas n o de outras  uma vez que outras 

cinco espécies de Leishmania, que n o cont m os mesmos res duos  falharam em aderir 

ao intestino de P. (P.) papatasi ou em persistir no intestino ap s a defeca  o   imenta et 

al., 1994a). A ideia de que a ades o ao intestino é espécie-espec fica também é refor ada 

pelo trabalho de Kamhawi e colaboradores, 2000, que mostraram que intestinos de P. (P.) 

sergenti foram intensamente marcados ap s incuba  o com     purificado de L. (L.) 

tropica  mas n o com o LPG de L. (L.) major e L. (L.) donovani. Porém, acredita-se que o 

mecanismo de adesão do parasito ao intestino médio dos vetores permissivos não é 

dependente de LPG.  egundo  yskova e colaboradores em       alguns flebotom neos 

s o facultativos para o desenvolvimento de diferentes espécies de Leishmania e os fatores 

determinantes na intera  o com os parasitos n o resultam de intera  es com lectinas e 

     como proposto para o vetor natural .  esta forma o paradigma da  ades o  nos 

vetores permissivos pode ser entendido de forma diferente. Alguns autores demonstraram 

que N-acetilgalactosamina   alN c  estavam presentes nos insetos permissivos  mas n o 

nos vetores espec ficos. O ancoramento do parasito, então, estaria relacionado à presença 

de GalNAc no intestino médio e à ocorrência de lectinas na superfície de Leishmania. 

  yskova et al.        v rovsk  et al.        ecundino et al.      . 
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2. OBJETIVOS 

 

 
2.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar a competência vetorial do flebotomíneo Lu. (L.) longipalpis após a 

infecção com diferentes espécies de Leishmania, considerando diferentes concentrações 

de parasitos, a fim de compreender os aspectos determinantes da sua permissividade. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

2.2.1. Caracterizar a infecção experimental do Lu. (L.) longipalpis por diferentes espécies 

de Leishmania;  

 

2.2.2. Avaliar o índice de infecção experimental de Lu. (L.) longipalpis, 

utilizando diferentes concentrações de Leishmania; 

 

2.2.3. Avaliar a competência de Lu. (L.) longipalpis em transmitir diferentes espécies de 

Leishmania. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
3.1 Parasitos 

 

  Foram utilizadas as seguintes cepas de parasitos: Leishmania (L.) infantum 

chagasi (MHOM/BR/70/BH46), Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), 

Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/H2903), Leishmania (L.) major FV1 

(MHOM/IL/80/ NP) e Leishmania (L.) mexicana (MNYC/BZ/62/M379). Tais parasitos 

foram cultivados em Meio M199 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), suplementado com 

10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab), penicilina (100U/mL), streptomicina (50 

g/mL), glutamina (12,5 mM), Hepes (40 mM), adenina (0,1 mM) e 2,5 g/mL hemina 

(todos provenientes da Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Os parasitos foram cultivados em 

estufa BOD (FANEM, modelo 347CD) a 26
o
  no  aborat rio.  ara a realiza  o de todos 

os experimentos descritos a seguir foram utilizados somente parasitos de no m ximo    

passagens em cultura axênica.  

 

 
3.2 Flebotomíneos 

 

   s flebotom neos Lu. (L.) longipalpis foram capturados na Gruta da Lapinha, 

localizada nas imediações da cidade de Lagoa Santa, a 60 km de Belo Horizonte 

(longitude 43
o
5 ‟W  latitude   

o
 3‟    estado de  inas  erais   rasil.  s insetos foram 

capturados com armadilha luminosa tipo CDC (Center for Disease Control light trap) 

(Sudia & Chamberlain, 1962). Estas armadilhas foram colocadas no início da tarde  por 

volta das    horas  e retiradas no in cio da manh  do dia seguinte  por volta das   horas . 

 m espécime de Gallus gallus domesticus foi mantido no interior da gruta, servindo 

como fonte de atra  o para os flebotom neos  Figura 4). Os experimentos de transmissão, 

via picada, e xenodiagnóstico foram realizados utilizando flebotomíneos provenientes de 

colônia. Os insetos adultos foram mantidos em recipientes de papel a 25°C e 75% de 

umidade relativa em um ciclo de luz/escuridão de 12 h. 
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Figura 4: Local de coleta de Lu. (L.) longipalpis - Gruta da Lapinha, Lagoa Santa/MG. 

(A) Vista geral da entrada da gruta (seta). (B) e (C) detalhe do local de coleta onde foram 

colocadas as armadilhas (Fonte: Vanessa Freitas).  

 

 

C 
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3.3 Infecção Experimental 

 

3.3.1 Preparo do sangue 

 

  O sangue foi coletado diretamente por punção cardíaca em camundongos (Mus 

musculus) Balb/c. Os camundongos foram previamente anestesiados com Tiopental 

(Tiopental Sódico via intramuscular) e, após a retirada do sangue, o camundongo, ainda 

anestesiado, foi submetido à eutanásia por deslocamento cervical. O plasma foi colocado 

em “banho maria” a 57 ºC por uma hora, para inativação do sistema complemento e as 

hemácias foram lavadas em PBS estéril por três vezes. 

 

3.3.2 Preparo dos parasitos 

 

Cinco mililitros da cultura de cada cepa de Leishmania foram centrifugados (3200 

rpm) por  5 minutos a  ° .   sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi ressuspenso 

em meio M199 (não suplementado com soro) e/ou em PBS estéril. Centrifugou-se 

novamente  nas mesmas condi  es anteriores.  o novo “pellet” foi adicionado cerca de 

1000μl de meio      e ou     estéril.  s parasitos foram contados em hemocitômetro 

(tipo câmera de Neubauer). Posteriormente, o sangue foi reconstituído (hemácias e 

plasma) e os parasitos foram adicionados nas concentrações de 4x10
7
 ou 5x10

6
 por mL de 

sangue. Também foram adicionados 30 l de antibióticos, Penicilina-Streptomicina (1 x 

10
4
 U/mL Penicilina, 10 mg/mL Estreptomicina diluído em 0.9% Salina), por mL de 

sangue. 

 

3.3.3 Processo de Infecção Experimental 

 

A infecção experimental dos insetos foi realizada por meio de um sistema 

artificial de alimentação que simula a temperatura de um hospedeiro vertebrado, no qual 

pequenos recipientes de vidro, semelhantes a funis invertidos com capacidade de 300-500 

l, foram conectados através de mangueiras finas (do tipo usado em aquário). Cada 

recipiente de vidro (alimentador) foi revestido, na parte inferior, com pele recém 

dissecada de Gallus gallus domesticus jovem e preenchido com sangue de camundongo 
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(Mus musculus) Balb/c heparinizado, contendo as concentrações de parasitos já descritas 

acima. O sistema de alimentação descrito pode ser observado na Figura 5.  

O sangue foi mantido entre 37°C e o sistema foi conectado a um banho maria, no 

qual a água circulava através dos recipientes ligados às finas mangueiras, utilizando-se 

uma bomba do tipo aquário. A parte inferior do recipiente, revestida com a pele de G. (g.) 

domesticus jovem, foi colocada no orifício no tecido do tipo filó (localizada na parte 

superior da gaiola contendo os insetos), permitindo dessa forma, que os flebotomíneos 

fossem atraídos pelo calor e se alimentassem com sucesso. O tempo de repasto 

geralmente foi de 2-3 horas.  

Após a alimentação experimental, as fêmeas engorgitadas foram separadas e 

mantidas no infectório, se alimentando com solução de sacarose 30% ad libitum. 

Diariamente os flebotomíneos mortos foram retirados dos potes. Todos os experimentos 

foram realizados em triplicata e uma média de 150 flebotomíneos, por espécies de 

Leishmania, foi utilizada em cada infecção experimental. 

 

 

 

 

Figura 5: Esquema do processo de infecção experimental. (A) Vista geral do processo de 

alimentação e dos potes contendo os flebotomíneos. (B) Detalhe do alimentador artificial 

revestido por pele de Gallus gallus domesticus jovem contendo sangue e promastigotas 

de Leishmania (Esquema adaptado de Vanessa Freitas).  

 

 

 

Potes contendo fêmeas  
de Lu. (L.) longipalpis Fêmea de Lu. (L.) longipalpis 

Sangue inativado 

contendo Leishmania 

Membrana de 

Gallus gallus 

domesticus  

Banho Maria a 37ºC A B 
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3.3.3 Dissecção do intestino médio 

 

 Fêmeas alimentadas foram anestesiadas no freezer (-20º C) por 5 minutos e 

transferidas para uma placa de Petri contendo PBS (pH 7,2) sobre gelo, de forma que os 

insetos ficassem imobilizados. As fêmeas foram colocadas em uma lâmina contendo uma 

gota de PBS (cerca de 30-40 microlitros) e com a ajuda de estiletes e sob um microscópio 

estereoscópio foram dissecadas. Cada intestino dissecado, individualmente, foi colocado 

em um tubo de 1,5 mL contendo 30 l de PBS, em seguida foram macerados e o número 

de promastigotas em cada intestino foi quantificado através de contagem em câmara de 

Neubauer. 

 

 

3.3 Transmissão 

 

  Para os experimentos de transmissão, além das doses de 4x10
7
 e 5x10

6
, foi 

adicionada uma terceira concentração de parasitos (5x10
5
). Quatorze dias após a infecção 

(14 d.p.i.), 15-20 flebotomíneos foram transferidas para frascos de plástico pequenos com 

um dos lados revestidos com malha, e colocadas nas orelhas de camundongos Balb/c 

(Mus musculus) por um período de 1-3 horas no escuro. Os camundongos expostos a 

picadas de flebotomíneos infectadas com L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (L.) 

major ou L. (L.) mexicana foram mantidos no biotério por até três meses. Após esse 

período, a carga parasitária das orelhas expostas às picadas de Lu. (L.) longipalpis foi 

quantificada seguindo o protocolo descrito em Lima et al., 1997. Os camundongos 

expostos a picadas dos flebotomíneos infectadas com L. (L.) infantum chagasi foram 

eutanasiados imediatamente após a transmissão e as orelhas foram analisadas por qPCR 

(Qiagen), seguindo o manual do fabricante.  
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Figura 6: Processo de transmissão, no qual Lu. (L.) longipalpis infectados foram 

colocados na orelha de camundongos Balb/c (Mus musculus). Em destaque na seta está 

um flebotomíneo engorgitado (Fonte: Nágila Secundino).  

 

 

3.4 Infecção dos camundongos e Xenodiagnóstico 

 

 Para realizar os experimentos de xenodiagnóstico, 1000 parasitos de L. (L.) 

amazonensis, L. (L.) mexicana ou L. (L.) major foram inoculados na pata esquerda de 

camundongos Balb/c (Mus musculus) e o progresso das lesões cutâneas foi acompanhado. 

Quando lesões cutâneas aparentes foram detectadas, 150-200 flebotomíneos naïve foram 

colocados para se alimentarem do local da lesão. Sete e quatorze dias após o 

xenodiagnóstico, grupos de flebotomíneos foram dissecados para determinar a carga 

parasitária. O intestino de cada flebotomíneo foi dissecado, individualmente e os 

parasitos quantificados seguindo o protocolo já descrito anteriormente.  

 

 

3.5 Análise estatística 

 

 Os resultados foram analisados usando o GraphPad Prism 7. Utilizamos o teste 

não paramétrico Kruskal-Wallis (ANOVA) para análise estatística. Os valores de p < 

0,05 foram considerados significativos. 
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3.6 Comitê de Ética  

 

 Este estudo foi conduzido de acordo com as recomendações do Manual de Uso de 

Animais (FIOCRUZ, Ministério da Saúde do Brasil, Decreto Nacional, Nr. 3179), 

aprovado pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais da Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ, Ministério da Saúde do Brasil, Nr. L-1715) e pelo National Institute of 

Allergy and Infectious Diseases (NIAID) Animal Care and Use Committee, sob 

protocolo animal LMVR4E, e tratado de acordo com o Care and Use of Laboratory 

Animals and with the NIH OACU ARAC. 
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4. RESULTADOS  

 
4.1 Infecção experimental  

 

 A densidade parasitária, por flebotomíneo, foi analisada durante o 

desenvolvimento inicial da infecção (2 dias pós infecção – 2 d.p.i.), quando o sangue 

ainda está presente no intestino médio do inseto, e durante o desenvolvimento tardio (6 

dias pós infecção – 6 d.p.i.), quando o sangue já foi totalmente digerido. O Lu. (L.) 

longipalpis foi capaz de manter a infecção por todas as espécies de Leishmania até o 

último dia analisado, quando a maior concentração de parasitos (4x10
7
) foi usada. A 

densidade parasitária variou de acordo com as espécies de Leishmania.  

 Os flebotomíneos infectados com L. (L.) major ou L. (L.) mexicana apresentaram 

as maiores densidades parasitárias, nos dois dias analisados (média de parasitos: 2 d.p.i. = 

37.100 e 50.372; 6 d.p.i. = 4.457 e 16.950, respectivamente). Os insetos infectados com 

L. (L.) infantum chagasi ou L. (L.) amazonensis apresentaram no 2 d.p.i. uma média de 

20.191 e 11.065 parasitos, respectivamente. No 6 d.p.i, a densidade de parasitos dentro do 

vetor diminuiu para ambas as espécies (média: 9.780 e 4.566, respectivamente). 

Leishmania braziliensis apresentou as menores densidades de parasitos durante as 

infecções inicial e tardia (média de parasitos: 2 d.p.i. = 1.400 e 6 d.p.i. = 881) (Figura 

7A).   

 Com a dose de 5x10
6
, a média de parasitos durante as infecções inicial e tardia foi 

a seguinte: L. (L.) infantum chagasi = 24.970 e 875; L. (L.) amazonensis = 4.278 e 1.121; 

L. (L.) major = 1.737 e 1.462, e L. (L.) mexicana = 25.920 e 4.500. A L. (L.) braziliensis 

não foi analisada, uma vez que esta espécie só conseguiu se desenvolver bem na dose 

mais alta de parasitos, como mostrado acima. Ao comparar as infecções iniciais e tardias 

de Lu. (L.) longipalpis para cada espécie de Leishmania, houve diferenças significativas 

no número de parasitos em L. (L.) infantum chagasi (p <0,001), L. (L.) amazonensis (p 

<0,001) e L. (L.) mexicana (p <0,001). Observamos, também, uma diferença significativa 

entre L. (L.) infantum chagasi com L. (L.) major (p <0,001) e L. (L.) amazonensis, em 

ambos os dias (p <0,001). (Figura 7B) 
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Figura 7: Lu. (L.) longipalpis é capaz de sustentar o desenvolvimento inicial de todas 

as espécies de Leishmania na alta dose parasitária. Lu. (L.) longipalpis infectado com 

L. (L.) infantum, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (L.) major ou L. (L.) 

mexicana na concentração de 4x10
7
 (A) e 5x10

6
 (B) parasitas por mL de sangue. 

Leishmania (L.) amazonensis, L. (L.) major e L. (L.) mexicana mostraram um alto 

número de parasitos, enquanto L. (V.) braziliensis apresentou a menor carga parasitária. 

(4x10
7
 – estimativa de 8.000 parasitos/flebotomíneo; 5x10

6 
– estimativa de 1.000 

parasitos/flebotomíneo). As linhas horizontais indicam a mediana. (*** p <0,001; ** p 

<0,01 e * p <0,05). 

 

 
4.2 Transmissão  

 

 Com o objetivo de investigar fatores importantes que caracterizam uma infecção 

madura  n mero de parasitos  presen a do “plug” parasit rio e de formas metacíclicas), 

13 dias após a infecção experimental, 5 insetos infectados por cada espécie de 

Leishmania foram dissecados e analisados. Todos os flebotomíneos infectados com L. 

(L.) infantum chagasi, L. (L.) major ou L. (L.) mexicana apresentaram um alto número de 

parasitos, presença do plug parasitário e de formas metacíclicos na região anterior do 

trato digestivo do vetor, em todas as doses utilizadas. Em contraste, os insetos infectados 

2d 6d 2d 6d 2d 6d 2d 6d 2d 6d

0

10000

20000

40000

80000

120000

160000

D
e

n
s

id
a

d
e

 d
e

 p
a

ra
s

it
o

s
/i

n
te

s
ti

n
o

 m
é

d
io

 

L.infantum L.amazonensis L.braziliensis L.major L.mexicana

Lu. longipalpis infectado com 4x107 parasitos/mL 

de sangue A

***

***
***

***

*

****

2d 6d 2d 6d 2d 6d 2d 6d

0

10000

20000

25000

50000

75000

100000

D
e

n
s

id
a

d
e

 d
e

 p
a

ra
s

it
o

s
/i
n

te
s

ti
n

o
 m

é
d

io
 

Lu. longipalpis infectado com  5x106 parasitos/mL 

de sangue 

L.infantum L.amazonensis L.major L.mexicana

B

***

***
**

****



42 

 

com L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis apresentaram baixo número de parasitos e 

não foi observado nenhum plug e, tampouco, a presença de parasitos metacíclicos na 

região anterior do intestino (Tabela 1).  

 

Tabela 1:  Condições importantes de uma infecção madura em Lu. (L.) longipalpis 

infectados com diferentes espécies de Leishmania.  

 

 Os camundongos expostos às picadas de flebotomíneos infectados (dose: 4x10
7
) 

com L. (L.) major ou L. (L.) mexicana mostraram um aumento na espessura das orelhas e 

as lesões aparentes foram observadas 3 semanas após a transmissão para L. (L.) major 

(Figura 8C) e 12 semanas para L. (L.) mexicana. Os camundongos expostos a picadas de 

flebotomíneos infectados com L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis não 

apresentaram aumento na espessura das orelhas e nenhuma lesão aparente foi observada 

até 12 semanas após a transmissão (Figura 8A). 

 Os animais expostos a picada dos flebotomíneos infectados com a dose de 5x10
6 

de
 
L. (L.) major ou L. (L.) mexicana também apresentaram aumento na espessura das 

orelhas, porém, o contrário do que foi observado na dose mais alta, as lesões aparentes 

foram menores. Os camundongos expostos a picadas de flebotomíneos infectados com L. 

(L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis mais uma vez não apresentaram aumento na 

espessura das orelhas e nenhuma lesão aparente foi observada 12 semanas após a 

transmissão (Figura 8A). 

 Quando os flebotomíneos foram infectados com a menor dose parasitária, 5x10
5
, 

os insetos não foram capazes de transmitir nenhuma espécie de Leishmania. Os 

camundongos expostos a picadas de flebotomíneos infectados, por todas as espécies, não 

apresentaram aumento na espessura das orelhas e nenhuma lesão aparente foi observada 

até 12 semanas após a transmissão (Figura 8A). Aparentemente a dose de 5x10
6
, em 

x = presença / - = ausência  
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condições experimentais, é a dose limite para o Lu. (L.) longipalpis ser capaz de 

transmitir o parasito.  

 Após 12 semanas todos os animais foram sacrificados e a carga parasitária 

presente nas orelhas foi quantificada. Apenas os animais expostos a insetos infectados 

com L. (L.) major ou L. (L.) mexicana apresentaram parasitos na orelha. Os 

flebotomíneos infectados com L. (L.) major se mostraram mais eficientes na transmissão 

do parasito, na dose maior, uma vez que todas as orelhas analisadas e expostas às picadas 

foram positivas para Leishmania (Figura 8B). 

 

Figura 8: Leishmaniose cutânea (LC) causada por Lu. (L.) longipalpis infectados 

com L. (L.) major ou L. (L.) mexicana. (A) Espessura das orelhas em animais expostos 

às picadas de flebotomíneos infectados com L. (L.) mexicana, L. (L.) major, L. (V.) 

braziliensis ou L. (L.) amazonensis. (B) Carga parasitária de 12 semanas após 

transmissão. As setas determinam o tempo em que a carga foi quantificada. (C) Carga 

parasitária de orelhas expostas às picadas de Lu. (L.) longipalpis infectado com L. (L.) 

infantum chagasi. (D) Orelha com picadas de flebotomíneos (esquerda) após transmissão 

e lesões cutâneas (direita, seta) 3 semanas pós-transmissão por picada de Lu. (L.) 

longipalpis infectado com L. (L.) major (dose 4x10
7
). 
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4.3 Xenodiagnóstico  

 

 O Lu. (L.) longipalpis foi capaz de se infectar, através da picada, com parasitos de 

lesões cutâneas em animais infectados com L. (L.) amazonensis, L. (L.) mexicana ou L. 

(L.) major. O vetor, também, sustentou a infecção por essas espécies por até 14 dias após 

a infecção (Figura 9A). As espécies L. (L.) amazonensis e L. (L.) mexicana apresentaram 

uma taxa de crescimento semelhante no vetor (intestinos médios infectados: 66% e 53%, 

respectivamente), enquanto a espécie L. (L.) major apresentou a menor porcentagem de 

intestinos positivos, 37%.  

 A presença das formas metacíclicas no intestino médio do vetor foi avaliada no 7º 

e 14º dias após a infecção. Todas as espécies de Leishmania foram capazes de se 

diferenciar pelo processo de metaciclogênese dentro de Lu. (L.) longipalpis, porém os 

insetos infectados com L. (L.) mexicana só apresentaram a forma metacíclica no 14º dia. 

A presença da forma infectiva ao hospedeiro vertebrado no vetor é essencial para o 

sucesso da transmissão (Figura 9B). 

 O Lu. (L.) longipalpis se mostrou ser um vetor competente, em condições 

experimentais, para L. (L.) major e L. (L.) mexicana, se infectando de lesões cutâneas e 

transmitindo os demais parasitos a camundongos Balb/c naïves. Esses animais mostraram 

um aumento na espessura da orelha, lesões cutâneas aparentes e presença de parasitos na 

orelha (Figura 9C-E). 
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Figura 9: Lu. (L.) longipalpis foi capaz de se infectar de uma lesão cutânea causada 

por L. (L.) major ou L. (L.) mexicana e transmiti-los a camundongos Balb/c naïves. 

(A) Intestinos médios de Lu. (L.) longipalpis infectados com L. (L.) amazonensis, L. (L.) 

major ou L. (L.) mexicana. (B) Porcentagem de metacíclicas presentes no intestino médio 

de Lu. (L.) longipalpis. (C) Espessura das orelhas de animais expostos às picadas do 

vetor infectados com L. (L.) major ou L. (L.) mexicana. (D) Porcentagem de orelhas 

positivas após exposição às picadas de insetos infectados. (E) Lesão cutânea, causado por 

Lu. (L.) longipalpis infectado com L. (L.) major em Balb/c.  
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5 DISCUSSÃO 

 

 A maioria dos estudos que caracterizaram a interação do protozoário Leishmania 

com Vetores Permissivos foi desenvolvida com espécies do Velho Mundo e com altas 

doses parasitárias (Walters et al., 1993; Pimenta et al., 1994a, 1994b; Kamhawi et al., 

2000; Sacks & Kamhawi, 2001; Sadlova et al., 2003; Myskova et al., 2007; Volf & 

Myskova, 2007; Svárovská et al., 2010, Secundino et al., 2010). As condições 

experimentais, principalmente o número excessivo de parasitos utilizados nas infecções 

experimentais, pode permitir um desenvolvimento “artificial” dos parasitos dentro do 

vetor. Até o momento, este é o primeiro estudo focalizando a competência vetorial de Lu. 

(L.) longipalpis utilizando, além de diversas espécies de Leishmania, diferentes 

concentrações de parasito (4x10
7
- estimativa de 8.000 parasitos/flebotomíneo alimentado; 

5x10
6
- estimativa de 1.000 parasitos/flebotomíneo alimentado e 5x10

5
 - 100 

parasitos/flebotomíneo alimentados).  

  A história da epidemiologia da Leishmaniose Visceral no Brasil tem mostrado 

um papel constante do Lu. (L.) longipalpis como um elo essencial na cadeia de 

transmissão, sendo o principal vetor da doença no país. A capacidade de se alimentar com 

frequência em animais domésticos e sinantrópicos, bem como sua antropofilia notável, 

favorecem o Lu. (L.) longipalpis em sua adaptação a ambientes modificados, permitindo 

a manutenção do ciclo de transmissão da Leishmaniose Visceral no meio rural e sua 

disseminação para áreas urbanizadas (Rangel et al, 2008). Consequentemente, é 

importante ressaltar a necessidade em acrescentar novos conhecimentos sobre a biologia 

de Lu. (L.) longipalpis para melhor entender os processos envolvidos na transmissão do 

parasito e na epidemiologia das Leishmanioses.  

 Nossos resultados demonstraram que quando usamos uma maior dose parasitária 

(4x10
7
), dose similar a usadas na maioria dos estudos, todas as espécies de Leishmania 

foram capazes de se desenvolverem no Lu. (L.) longipalpis, corroborando com os 

diversos estudos que mostraram a capacidade desse vetor em se infectar, 

experimentalmente, por L. (L.) tropica, L. (L.) mexicana, L. (V.) guyanensis, L. (L.) 

amazonensis e L. (L.) major (Coelho et al., 1967a, b; Abdulrahman et al., 1998; 

Molyneux et al., 1975; Silva et al., 1990; Walters et al., 1993; Stierhof et al., 1999; 
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Rogers et al., 2002). No entanto, a espécie L. (V.) braziliensis apresentou um índice baixo 

de infecção nos dois dias analisados (média de parasitos: 2 d.p.i. = 1.400 e 6 d.p.i. = 881) 

e, quando diminuímos a concentração de parasitos, essa espécie não foi capaz de se 

desenvolver dentro do vetor. Acreditamos que esse fato pode estar atribuído ao diferente 

comportamento de colonização do trato digestório do flebotomíneo que o subgênero 

Viannia apresenta, visto que os parasitos inicialmente ficam restritas ao intestino 

posterior, principalmente o triângulo pilórico, e depois migram para a região anterior do 

intestino e se aderem ao epitélio intestinal (Lainson & Shaw, 1979). Em 2000, Nieves & 

Pimenta, ao estudar o desenvolvimento de L. (V.) braziliensis em Lutzomyia (L.) migonei, 

observaram o típico comportamento peripilárico do parasito, com uma invasão de órgãos 

diferentes do intestino e dos tubos de Malpighi. Considerando esses fatos, acreditamos 

que Lu. (L.) longipalpis infectados com L. (V.) braziliensis não foram capazes de manter 

a infecção, pois essa espécie não conseguiu colonizar a parte anterior do trato digestório 

do vetor. 

 As demais espécies de Leishmania – L. (L.) infantum chagasi, L (L.) amazonensis, 

L. (L.) major e L. (L.) mexicana – foram capazes de desenvolverem no vetor mesmo 

quando a dose mais baixa foi utilizada, porém uma diminuição no número de parasitos 

presentes no intestino médio do vetor foi observada. Quando comparamos a capacidade 

de Lu. (L) lonipalpis em sustentar a infecção, utilizando 4x10
7 

e 5x10
6
, foi possível ver 

uma drástica queda no número de parasitos (L. (L.) major - 2 d.p.i. = 37.100 para 1.737 e 

6 d.p.i. = 4.457 para 1.462; L. (L.) mexicana - 2 d.p.i. = 50.372 para 25.920 e 6 d.p.i. = 

16.950 para 4.500). Portanto, a habilidade de Lu. (L.) longipalpis em se infectar, 

experimentalmente, por diferentes espécies de Leishmania é dose dependente, sugerindo, 

então, que em altas cargas parasitárias o vetor desenvolve um “comportamento 

permissivo no laboratório” e esse perfil vai se perdendo à medida que essas doses vão 

simulando o número de parasitos que um flebotomíneo pode ingerir na natureza durante 

um repasto sanguíneo. 

 Um decréscimo no número de parasitos, quando comparamos o tempo inicial da 

infecção (2 d.p.i.) e o tempo tardio (6 d.p.i.), também foi observado. Esse decréscimo no 

índice da infecção é normal durante o processo de colonização do trato digestório do 

flebotomíneo, demonstrado também por Nieves & Pimenta, 2000 e Secundino et al., 
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2005. A presença de parasitos seis dias após a infecção experimental, quando o sangue já 

foi totalmente digerido, sugere que as espécies de Leishmania foram capazes de se 

aderirem ao epitélio intestinal do Lu. (L.) longipalpis e não foram eliminadas após a 

digestão completa do bolo alimentar. Porém, alguns decréscimos no número de parasitos 

são observados, devido à eliminação daqueles parasitos que não conseguiram sobreviver 

a essa etapa do ciclo de vida. O alto índice de parasitos encontrados no segundo dia após 

a infecção experimental pode ser atribuído, principalmente, pela presença de sangue no 

intestino médio do vetor. O sangue, que não foi totalmente digerido, funciona como um 

meio de cultura e favorece o desenvolvimento dos parasitos. 

 Para ser considerado um vetor competente, o flebotomíneo deve ser capaz de se 

infectar com Leishmania e ser capaz de transmitir o parasita ao hospedeiro vertebrado 

durante o repasto sanguíneo, através da picada. Na natureza, os flebotomíneos tornam-se 

infectados com doses diferentes de parasitos dependendo de seu comportamento 

alimentar, concentração de parasitos na lesão ou da fonte alimentar na qual os insetos se 

alimentam. Em 2011, Stamper e colaboradores observaram que os grupos de 

flebotomíneos infectados com doses iniciais maiores de parasitos, tinham infecções mais 

pesadas e maior probabilidade de transmiti-los durante uma segunda tentativa de 

alimentação, causando uma doença mais grave quando a transmissão era bem-sucedida.  

O mesmo foi observado por Kimblin e colaboradores (2008), em um estudo de 

transmissão utilizando picadas de flebotomíneos individualizados, no qual foi observado 

uma correlação direta entre a intensidade das infecções intestinais e da dose transmitida. 

Nossos dados de transmissão, utilizando insetos infectados com L. (L.) major ou L. (L.) 

mexicana, também comprovam essa correlação dose parasitária-transmissão sucedida. Os 

insetos infectados com maior carga parasitária foram mais eficientes na transmissão da 

Leishmania para o hospedeiro vertebrado. Essa eficiência na transmissão foi se perdendo 

a medida que a carga parasitária foi diminuindo, demonstrando que altas cargas 

parasitárias favorecem as chances do vetor em transmitir o parasito, visto que o número 

de parasitos eliminados após a digestão completa do sangue é superado pelo número 

excessivo de parasitos utilizados nas infecções experimentais.  

 Lutzomyia (L.) longipalpis infectados, através de infecções experimentais ou 

através da picada em lesões cutâneas, com L. (L.) amazonensis não foram capazes de 
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transmitir o parasito durante a picada ao camundongo. Os flebotomíneos expostos às 

lesões cutâneas apresentaram números maiores de parasitos e uma boa porcentagem de 

metacíclicas no 14º dia após a infecção. Possivelmente fatores envolvidos na obtenção 

natural do parasito, tais como microbiota do vertebrado e componentes do sistema imune, 

podem ter influenciado o desenvolvimento desse parasito dentro do vetor. A falha na 

transmissão do parasito ao hospedeiro pode ser atribuída à algum erro durante a etapa de 

adesão ao epitélio do intestino médio, migração para o intestino anterior ou no processo 

de metaciclogênese. A presença de metacíclicas, localizadas predominantemente na 

porção posterior do intestino dos insetos infectados com L. (L.) amazonensis, sugere que 

essa espécie pode necessitar de um tempo maior para migrar para a região anterior do 

inseto ou, até mesmo, que o parasito sofra algum bloqueio físico ou biológico dentro do 

vetor que o impede de migrar e ser transmitido durante um novo repasto sanguíneo. Um 

estudo realizado por Nieves & Pimenta (2000), avaliando o desenvolvimento de L. (L.) 

amazonensis em Lu. (L.) migonei mostrou que o parasito apresentou uma taxa de 

infecção maior do que o par natural do vetor, L. (V.) braziliensis, e diferente dos nossos 

dados, o vetor foi capaz de transmitir o parasito ao vertebrado, sugerindo, então, que Lu. 

(L.) migonei possa ser vetor competente para essa espécie de Leishmania, que coexiste 

com o vetor nas mesmas áreas geográficas. Uma vez que os aspectos da interação L. (L.) 

amazonensis–Lu. (L.) longipalpis ainda não estão totalmente elucidados, estudos que 

aumente os conhecimentos dessa interação são fundamentais.  

 A capacidade de Lu. (L.) longipalpis de se infectar, experimentalmente, por L. (L.) 

major e L. (L.) mexicana já foi demonstrada em outros trabalhos (Walters et al., 1993; 

Coelho et al., 1967; Abdulrahman et al., 1998; Stierhof et al., 1999; Rogers et al. 2002), 

no entanto, o nosso estudo é o primeiro a comprovar a competência do vetor em 

transmitir essas espécies ao hospedeiro vertebrado e de sustentar infecções iniciadas com 

baixa carga parasitária. O Lu. (L.) longipalpis foi capaz de se infectar, tanto através de 

infecções experimentais quanto pela picada em lesões cutâneas, por ambas as espécies de 

Leishmania. Embora essas espécies não sejam os pares naturais para o vetor na natureza, 

os parasitos conseguiram se desenvolver dentro do vetor, superando todos os obstáculos e 

completando o ciclo de vida do parasito. Possivelmente pressões seletivas devem atuar 

para favorecer a compatibilidade dessas espécies de Leishmania com o Lu. (L.) 
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longipalpis. A L. (L.) mexicana, assim como o par natural do vetor – a L (L.) infantum 

chagasi, está presente nas Américas e pode sofrer pressões semelhantes, permitindo que 

L. (L.) mexicana ocupe o mesmo nicho parasitário. Por outro lado, o Lu. (L.) longipalpis, 

por não habitar os mesmos ambientes que a L. (L.) major não foi capaz de desenvolver 

mecanismos de defesa contra a infecção por essa espécie de Leishmania.  
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5. CONCLUSÕES 

 

 
I. O Lutzomyia (L.) longipalpis pode sustentar o desenvolvimento inicial de todas as 

espécies de Leishmania na alta dose parasitária (4x10
7
) usada em nosso estudo; 

 

II. A menor dose utilizada (5x10
6
) não permitiu altos índices parasitários no vetor Lu. 

(L.) longipalpis;  

 

III. A habilidade do Lu. (L.) longipalpis de se infectar, experimentalmente, por espécies 

de Leishmania foi dose dependente; 

 

IV. A presença de parasitos no intestino médio do Lu. (L.) longipalpis no 6
o
 d.p.i, indicou 

a capacidade de sustentar uma infecção permanente;  

 

V. As espécies de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis infectaram o Lu. (L.) 

longipalpis, mas o vetor não foi capaz de transmitir essas duas espécies de 

Leishmania via picada para camundongos naïves; 

 

VI. O vetor foi capaz de transmitir L. (L.) mexicana e L. (L.) major via picada para 

camundongos naïves; 

 

VII. Experimentalmente, foi demonstrado que o Lu. (L.) longipalpis, além de ser um vetor 

para L. (L.) infantum chagasi, é também um vetor competente para L. (L.) major e L. 

(L.) mexicana. 
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PARTE II 

 

RESUMO 

As Leishmanioses são um grupo de doenças causadas por protozoários do gênero 

Leishmania, que são transmitidos pela pica da fêmea do flebotomíneo. No Novo Mundo, 

Lutzomyia longipalpis é o vetor mais importante da Leishmaniose Visceral e é o vetor 

comprovado para Leishmania (L.) infantum chagasi no Brasil.  urante toda a vida  o 

inseto é exposto a uma variedade diversificada de comunidades microbianas que 

contribuir  para formar a microbiota do intestino médio.   f mea  durante o repasto 

sangu neo  pode ingerir o parasito que é direcionado ao intestino médio do inseto, onde 

entra em contato com uma variedade de micro-organismos, como fungos e bactérias. A 

presença de bactérias no intestino médio dos flebotomíneos pode influenciar o 

desenvolvimento e sobrevivência do parasita. In vitro, a a  o dessa microbiota sobre o 

parasito foi avaliada demonstrando a lise na parede celular de Leishmania (L.) infantum 

chagasi e Leishmania (V.) braziliensis causada por Serratia marcescens. A riqueza e a 

abundância bacteriana também podem ser moduladas pelo tipo de alimentação. Neste 

trabalho foi feita a identificação, por metagenômica, da microbiota de Lu. longipalpis 

capturados no campo em condições fisiológicas distintas (BF, UF, GR e BFI). O perfil 

metagenômico revelou 64 gêneros bacterianos e 46 famílias. Ao cruzar os táxons de cada 

condição experimental, um núcleo comum composto de 6 gêneros foi identificado 

(Enterobacter, Serratia, Stenotrophomonas, Enhydrobacter, Pseudomonas e 

Chryseobacterium). A natureza dinâmica observada da comunidade bacteriana expande 

os conhecimentos relativos às interações hospedeiro-microbiota-patógeno. Outros estudos 

abordando o modo como as comunidades coletadas em laboratório e em campo são 

necessários para desenvolver com sucesso estratégias de controle baseadas em simbiontes 

bacterianos e paratransgênese, como já foi testado em outros vetores artrópodes. 
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ABSTRACT  

 

 

The leishmaniases are a group of diseases caused by protozoans of the genus Leishmania, 

which are transmitted by the bite of phlebotomine sand flies. In the New World, 

Lutzomyia longipalpis is the most important vector of visceral leishmaniasis and is a 

proven vector for Leishmania infantum chagasi in Brazil. Throughout the life, the insect 

is exposed to a diversity of microbial communities that contribute to form the microbiota 

of the midgut of the insect. The sandfly is able to ingest the parasite during the blood 

meal which is directed to the insect midgut where it interacts with a variety of 

microorganisms, such as fungi and bacteria. The presence of bacteria in the midgut of 

sand flies can influence the development and survival of the parasite. The microbiota 

activity over the parasite was evaluated in vitro demonstrating cell walls lysis of 

Leishmania (L.) infantum chagasi and L. braziliensis caused by Serratia marcescens. A 

richness and bacterial abundance can also be modulated by the type of feed. In this work, 

the bacterial diversity of wild-caught Lutzomyia longipalpis, under distinct physiological 

conditions, was identified by metagenomic. The bacteria-targeted metagenomic analysis 

revealed different community compositions between the distinct physiological stages of 

those tested (BF, UF, GR e BFI). The amplicon-oriented metagenomic profiling revealed 

64 bacterial genera and 46 families. By crossing the taxa indices from each experimental 

condition a core composed of 6 genera was identified (Enterobacter, Serratia, 

Stenotrophomonas, Enhydrobacter, Pseudomonas and Chryseobacterium). The observed 

dynamic nature of the bacterial community expands the knowledge pertaining to the 

tripartite host-microbiota-pathogen interactions. Further studies addressing how 

laboratory and field collected communities differ are critical to successfully develop 

control strategies based on bacterial symbionts and paratransgenesis, as already tested in 

other arthropod vectors.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

 
1.1 A Microbiota dos flebotomíneos   

 

 Durante toda a vida, insetos são expostos a uma variedade diversificada de 

comunidades microbianas que contribuirá para formar a microbiota do intestino médio e, 

atualmente, é amplamente aceito que a microbiota intestinal é proveniente do ambiente 

ao redor, incluindo fontes de alimentação. Uma microbiota distinta pode ser encontrada 

em insetos em diferentes fases de vida como em larvas  recém-emergidos ou alimentados 

(revisado em Dillon & Dillon, 2004).  

 Estudos demonstram que a microbiota pode fornecer resistência contra inimigos 

naturais e parasitos (Oliver et al., 2003; Dillon et al., 2005), pode interferir em relações 

sociais (Dillon & Charney, 2002) e afetar a resposta imune do inseto hospedeiro 

(Hoffman & Reichhart 2002; Basset et al., 2003; Baton et at., 2009). Os micro-

organismos do intestino tem a habilidade de se adaptarem rapidamente às mudanças na 

dieta do inseto  induzindo a a  o enzimática e mudando a população da microbiota 

intestinal (revisado em Dillon & Dillon, 2004).  Contudo, os insetos desenvolveram uma 

resposta imune inata, composta por componentes humorais e celulares, eficiente para 

combater a invasão de micro-organismos não simbiontes (Christophides et al., 2002; Osta 

et al., 2004; Hillyer & Christensen, 2005).  

  A maior parte dos estudos sobre microbiota associada aos insetos foi 

desenvolvida em mosquitos. No entanto, o número de estudos sobre a composição 

bacteriana de diversas espécies de flebotomíneos está crescendo a cada dia e vem 

contribuindo para o maior conhecimento dessa área na comunidade científica. Os dados 

gerados por esses estudos podem fornecer ferramentas importantes para a elaboração de 

estratégicas de controle vetorial.  mbora  chlein e colaboradores     5  tenham 

demonstrado que o divert culo esofagiano de P. papatasi apresenta atividade anti-

bactericida e postulado que o intestino médio do inseto é livre de bactérias devido ao 

efeito destes inibidores presentes no divert culo  estudos recentes demonstram a presen a 

de uma microbiota intestinal em flebotom neos.  illon e colaboradores        mostraram 
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que o n mero de bactérias presentes no intestino médio de P. (P.) papatasi varia durante 

a vida da f mea. Em 2002, Volf e colaboradores demonstraram que P. (P.) duboscqi 

apresentava bactérias imediatamente após a emersão do adulto, sugerindo, então, que essa 

microbiota deve ser proveniente da fase larvar. Hillesland e colaboradores (2008) 

isolaram e identificaram uma ampla diversidade de micro-organismos do intestino médio 

de P. (P.) argentipes. As espécies mais prevalentes encontradas nesse estudo foram: 

Staphilococcus sp., Bacillus megaterium e Brevibacterium linens.  

 Estudos realizados em Lu. (L.) longipalpis, sob diferentes condições, mostraram 

que a composição bacteriana desse inseto inclui bactérias dos gêneros Acinetobacter, 

Stenotrophomonas, Pseudomonas, Flavimonas, Enterobacter, Klebsiella, Bacillus, 

Staphylococcus, Serratia, Yokenella, Stenotrophomonas, Burkholderia, Citrobacter, 

Escherichia, Pantoea, Morganella e Weeksella (Oliveira et al., 2000; Oliveira et al., 

2001; Gouveia et al., 2008; McCarthy et al., 2011;  ant‟ nna et al., 2012; Fraihi et al., 

2017).  

 Durante o desenvolvimento dentro do vetor, os parasitos podem interagir com 

essa variedade de micro-organismos, tais como fungos e bactérias. A presença de 

bactérias no intestino médio dos flebotomíneos pode influenciar o desenvolvimento do 

parasito competindo por nutrientes, pelo local de adesão no intestino e também alterando 

o pH intestinal do vetor. Estudos recentes vêm demonstrando que a microbiota do 

intestino médio dos flebotomíneos tem efeito sobre o desenvolvimento e a sobrevivência 

de Leishmania. Experimentos in vitro mostraram que bactérias da espécie Serratia 

marcescens podem causar a lise da parede celular de L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) 

braziliensis (Moraes et al., 2008; Moraes et al., 2009). Quando Lu. (L.) longipalpis foi 

pré-alimentado com Pseudozyma, Asaia ou Ochrobactrum, observou-se uma taxa de 

sobrevivência reduzida dos parasitos ( ant‟ nna et al, 2014). Em 2016, Monteiro e 

colaboradores revelaram que a riqueza e a abundância bacteriana de Lu. (L.) intermedia 

são moduladas pelo estado fisiológico do inseto. Um resultado semelhante foi observado 

em Lu. (L.) longipalpis silvestre (Pires et al, 2017). A microbiota intestinal do Lu. (L.) 

longipalpis recentemente demonstrou ser essencial para a sobrevivência do parasito. Foi 

observado que a diminuição da microbiota do intestino médio, mediada por antibióticos, 
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prejudica a sobrevivência de L. (L.) infantum dentro do vetor, inibe o crescimento do 

parasito e, também, a diferenciação do parasito na forma metacíclica (Kelly et al., 2017). 

2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Explorar a dinâmica da composição bacteriana do Lu. (L.) longipalpis silvestres 

em condições fisiológicas distintas. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos  

2.2.1. Descrever a composição bacteriana do Lu. (L.) longipalpis sob condições 

fisiológicas distintas; 

2.2.2. Compreender o papel da microbiota intestinal durante a infecção; 

2.2.3. Avaliar o distúrbio ecológico causado por Leishmania na microbiota do 

flebotomíneo adulto. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
3.1 Cultura de parasitos  

 

 Leishmania (L.) infantum chagasi (HMOM/BR/70/BH46) foi cultivada em Meio 

M199 (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino 

(SFB) (Cultilab), penicilina (100U/mL), estreptomicina (50 g/mL), glutamina (12,5 

mM), Hepes (40 mM), adenina (0,1 mM) e 2,5 g/mL hemina (Sigma). Os parasitos 

foram cultivados em estufa BOD modelo347CD (FANEM, São Paulo-Brasil) a 26 
o
C no 

Laboratório.  

 

3.2 Coleta e manutenção dos flebotomíneos 

 

  Lutzomyia longipalpis silvestres foram coletados na Gruta da Lapinha, uma área 

não endêmica pra Leishmanioses, localizada nas imediações da cidade de Lagoa Santa, a 

60 km de Belo Horizonte (longitude 43
o
5 ‟W  latitude   

o
 3‟    estado de  inas  erais  

Brasil. As fêmeas não alimentadas foram separadas sob estereomicroscópio e mantidas 

com solução de sacarose 30% ad libitium no insetário (25ºC e 75% de humidade) do 

Laboratório de Entomologia Médica do Centro de Pesquisas René Rachou por 3-4 dias 

antes dos experimentos de alimentação. 

 

3.3 Alimentação e Infecção Experimental 

 

 Fêmeas de Lu. (L.) longipalpis foram divididas em 3 grupos de 100 insetos cada e 

alimentadas por: (i) sacarose (“ lood  nfed” = UF); (ii) sangue não infectado (“ lood 

 ed” = BF); ou (iii) sangue infectado (BFI = “ lood  ed  nfected”). Os insetos do grupo 

UF foram alimentados apenas em solução de sacarose 30% ad libitium e separados para 

extração do DNA (Qiagen, Hilden, Alemanha).  

 A infecção experimental dos insetos foi realizada por meio de um sistema de 

alimentação artificial que simula a temperatura de um hospedeiro vertebrado, no qual 

pequenos recipientes de vidro, semelhantes a funis invertidos com capacidade de 300-500 

l, foram conectados através de mangueiras finas (do tipo usado em aquário). Cada 
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recipiente de vidro (alimentador) foi revestido, na parte inferior, com pele recém 

dissecada de Gallus gallus domesticus jovem e preenchido com sangue de camundongo 

(Mus musculus) Balb/c heparinizado. A alimentação sanguínea foi oferecida aos grupos 

BF e BFI, sendo acrescido ao sangue oferecido ao grupo BFI 4×10
6
 promastigotas/ml de 

L. (L.) infantum chagasi. As fêmeas engorgitadas foram separadas e mantidas 

alimentadas em solução de sacarose 30% ad libitium no infectório a 25 °C e 75% de 

umidade.  

Três e sete dias após a infecção (3 d.p.i. e 7 d.p.i.), 10 insetos do grupo BFI foram 

anestesiados com CO2 e mortos em solução de 5% detergente e, em seguida, lavados com 

PBS. Os intestinos foram dissecados, transferidos para tubos Eppendorfs contendo 3  μl 

de PBS e maceradas brevemente.  ma amostra de    μl desse macerado foi contada sob 

um hemocitômetro, para confirmar a presença de parasitos no intestino médio dos 

insetos. No 3º d.p.i., 30 insetos dos grupos UF, BF e BFI foram esterilizados com água 

destilada estéril, hipoclorito a 1% (1 min submerso), PBS estéril (3 lavagens) e 

dissecados sob um estereoscópio em uma cabine de biossegurança. O pool de cada grupo 

experimental foi armazenado a -20 ° C para extração de DNA. No 7º d.p.i., 30 fêmeas do 

grupo BF foram separadas como descrito acima e renomeadas como grávidas (GR). 

Neste grupo, a condição fisiológica dos insetos foi confirmada através da observação dos 

ovários em desenvolvimento. 

 

 

3.4 Extração de DNA 

 

 O DNA genômico foi extraído utilizando o kit DNeasy Blood and Tissue Kit 

(Qiagen) seguindo o manual do fabricante.  

 

 

 
3.5 Perfil bacteriano   

 

 As amostras de DNA foram cuidadosamente embaladas em gelo seco e enviadas 

para Macrogen, Coréia do Sul. Estas amostras foram sequenciados usando a plataforma 

Illumina MiSeq Next-Generation Sequencing (NGS) visando o gene 16S rRNA (300 
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pares de bases que cobrem a região hipervariável V3-V4) de acordo com as condutas 

internas de Macrogen, considerando: QC, Operational Taxonomic Unit (OTU) agrupada 

em um limite de similaridade de 97% (CD-HIT-OTU), riqueza da comunidade 

microbiana (Mothur v.1.33.0) e atribuição taxonômica (Silva rRNA Database e software 

classificador interno com 80% de valor de confiança mínimo). Para avaliar se a 

homogeneidade da comunidade (medida de diversidade alfa) foi modulada pela 

alimentação de sangue e presença de patógenos, utilizamos o Índice de Shannon 

(Shannon, 1948) para cada amostra. 

 

 
3.6 Dendrograma filogenético 

 

 A relação filogenética entre OTUs a nível de gênero (g-OTUs), descritos nos 

quatro grupos testados, foi explorada por meios ilustrativos usando o navegador de 

taxonomia NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree/wwwcmt.cgi). 

A árvore do formato Philip foi visualizada e editada usando a ferramenta baseada na Web 

Interactive Tree of Life (iTOL). 

 

 

3.7 Análise multivariada da ecologia microbiana 

 

 As análises comparativas da diversidade da comunidade foram realizadas 

utilizando a matriz de dados de abundância bacteriana para avaliar um padrão biológico 

potencial ou perfis de assinaturas discriminando, comparativamente, os grupos de 

flebotomíneos analisados. As comparações da comunidade ecológica, com base na 

diversidade β foram realizadas em uma matriz que abrange os dados de abundância 

relativa de OTU bacteriana pertencentes às quatro condições testadas que foram 

explicadas anteriormente. Para realizar análises mais robustas, reduzindo o número de 

zeros na matriz de dados, optamos por trabalhar ao nível de família taxonômica, uma 

abordagem mais conservadora. A variação na estrutura da comunidade foi explorada por 

análises multivariadas com base nas distâncias entre os quatro grupos testados. Uma 

transformação estabilizadora de variância foi aplicada à matriz de abundância relativa 

para reduzir a dispersão expressando os valores como arcsin√x  ver Ramette, 2007; 
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Mason et al., 2013). Um agrupamento hierárquico e avaliações de escala 

multidimensional não métricas (NMDS) do índice de similaridade Bray-Curtis (B-C) 

foram gerados usando o R-studio v.0.98.507. Para interpretar ainda mais os padrões 

biológicos e o agrupamento dos grupos experimentais, buscamos a correspondência f-

OTU (com base na sua abundância relativa) com as condições biológicas que cada grupo 

representa. Uma análise de correspondência canônica (CCA) foi realizada usando uma 

matriz explicativa restritiva adicional, com variáveis binárias e referindo-se às seguintes 

condições biológicas: sangue presente no intestino médio, infecção por Leishmania e 

exposição prévia a sangue (para considerar o caso dos insetos do grupo GR). Ao 

restringir a análise, não só testamos a correspondência (ou a preferência ecológica) entre 

f-OTUs e os grupos baseando-se na fonte de alimentos, mas também exploramos como as 

variáveis explicativas que propusemos poderiam influenciar a variância dentro da matriz 

de abundância e a localização dos objetos no espaço de ordenação. 
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4. RESULTADOS  

 

 

4.1 Composição da comunidade bacteriana associada ao Lu. (L.) longipalpis 

silvestres 

 

 A análise metagenômica revelou diferentes composições comunitárias entre os 

diferentes estados fisiológicos testados. O sequenciamento revelou um total de 1.178.018 

“reads” de alta qualidade, que foram agrupadas da seguinte forma: UF = 93.244; GR = 

284.017; BF = 388.670 e BFI = 412.087. O perfil metagenômico revelou a presença de 

cinco filos (Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria e Spirochaetes), 64 

gêneros e 46 famílias. Ao considerar as g-OTUs previstas para cada uma das condições 

experimentais, o grupo UF albergou o maior número de OTUs com 57 gêneros, sendo 14 

exclusivos (Zymobacter, Aquabacterium, Empedobacter, Myroide, Petrimonas, 

Sphingobacterium, Niabella, “Candidatus Cloacimonas”, Sporolactobacillus, 

Lactobacillus, Streptomyces, Lentzea, “Candidatus Lum- bricincola” e Edwardsiella ); 

seguido pelo grupo GR = 46 gêneros, sendo 3 exclusivos (Acidovorax, Plesiomonas e 

Sphaerotilus), BFI = 22 gêneros, sendo 3 exclusivos (Rickettsiella, Mucispirillum and 

“ andidatus  ardinium") e, finalmente, o grupo BF com 6 gêneros e nenhum exclusivo. 

Cruzando os táxons de cada condição experimental, foi observado um “core” (parte 

central/parte comum) composto de 6 gêneros (Enterobacter, Serratia, Stenotrophomonas, 

Enhydrobacter, Pseudomonas e Chryseobacterium) (Figura 1). Em termos de 

homogeneidade da comunidade entre os táxons bacterianos, cada um dos grupos 

apresentou os seguintes índices de Shannon: UF = 1.42; GR = 1.12; BF = 0.70 e BFI = 

0.48.  
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Figura 1: Dendrograma filogenético dos gêneros bacterianos identificados em cada uma das 

condições experimentais do Lu. (L.) longipalpis silvestre. As g-OTUs identificadas são 

mostradas seguidas de uma chave de cor que representa as condições fisiológicas das fêmeas de 

flebotomíneos: UF (verde); BF (azul); BFI (laranja) e GR (vermelho). 
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4.2 Riqueza e abundância da comunidade bacteriana 

 

 A riqueza e a abundância das bactérias (f-OTU) associadas a Lu. (L.) longipalpis 

silvestres variaram entre os grupos estudados. Nos grupos UF e GR, a família 

Pseudomonadaceae foi a mais prevalente e representou 76.031 e 204.688 “reads” (81,60 

e 72,23%), respectivamente. Enterobacteriaceae foi a família mais abundante nos grupos 

BF e BFI, representando 236.442 e 393.927 reads em cada grupo (60,83 e 95,60%), 

respectivamente. 

 Após a alimentação sanguínea, a abundância das bactérias aumentou quando os 

grupos UF e GR foram comparados. Isso foi concomitante com a perda de riqueza de f-

OTUs. A presença de sangue no intestino médio modulou negativamente a abundância de 

Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Flavobacteriaceae no grupo BF, e 

Enterobacteriaceae e Xanthomonadaceae foram os táxons dominantes. No grupo BFI, a 

abundância de Enterobacteriaceae aumentou quando comparado com os demais grupos 

(Tabela 1). 

 

 

Tabela 1:  Perfil taxonômico e abundância relativa de f-OTUs associadas a Lu. (L.) 

longipalpis sob diferentes condições fisiológicas.  

 

Famílias UF GR BF BFI 

Streptococcaceae 0,02 0,02 0,00 0,00 

Bacillaceae 0,06 0,11 0,00 0,00 

Deferribacteraceae 0,00 0,00 0,00 0,07 

Thermotogaceae 0,03 0,01 0,00 0,00 

Actinomycetaceae 0,02 0,02 0,00 0,00 

Planococcaceae 0,06 0,02 0,00 0,00 

Neisseriaceae 0,93 1,59 0,00 0,01 

Veillonellaceae 0,03 0,04 0,00 0,00 

Pseudomonadaceae 81,60 72,23 0,09 0,01 

Burkholderiaceae 0,06 0,06 0,00 0,00 

Aeromonadaceae 1,24 2,83 0,00 0,00 

Staphylococcaceae 0,44 0,15 0,00 0,03 
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Corynebacteriaceae 0,38 0,27 0,00 0,00 

Erysipelotrichaceae 0,07 0,04 0,00 0,00 

Sinobacteraceae 0,11 0,06 0,00 0,00 

Lactobacillaceae 0,00 0,06 0,00 0,00 

Mycoplasmataceae 0,00 0,05 0,00 0,00 

Spirochaetaceae 0,02 0,03 0,00 0,00 

Geobacteraceae 0,07 0,03 0,00 0,00 

Halomonadaceae 1,63 1,04 0,00 0,00 

Rikenellaceae 0,21 0,29 0,00 0,00 

Propionibacteriaceae 0,05 0,06 0,00 0,00 

Alicyclobacillaceae 0,52 0,16 0,00 0,00 

Desulfovibrionaceae 0,06 0,17 0,00 0,00 

Brevibacteriaceae 0,14 0,18 0,00 0,01 

Rhodocyclaceae 0,43 0,35 0,00 0,01 

Flammeovirgaceae 0,00 0,00 0,00 0,62 

Coxiellaceae 0,00 0,00 0,00 0,10 

Moraxellaceae 1,14 0,35 0,00 0,04 

Porphyromonadaceae 0,07 0,09 0,00 0,00 

Glycomycetaceae 0,00 0,02 0,00 0,00 

Prevotellaceae 0,04 0,02 0,00 0,00 

Xanthomonadaceae 0,86 0,85 39,06 0,01 

Streptomycetaceae 0,00 0,02 0,00 0,00 

Actinosynnemataceae 0,00 0,02 0,00 0,00 

Bacteroidaceae 0,08 0,00 0,00 1,17 

Comamonadaceae 2,18 1,70 0,00 0,05 

Enterococcaceae 0,37 0,68 0,00 2,23 

Enterobacteriaceae 5,74 14,14 60,83 95,59 

Flavobacteriaceae 1,26 2,04 0,01 0,04 

Sphingobacteriaceae 0,08 0,16 0,00 0,00 

Sporolactobacillaceae 0,00 0,01 0,00 0,00 
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4.3 Análises multivariadas que exploram os perfis bacterianos subjacentes 

 

 Inicialmente, métodos sem restrições foram aplicados para explorar como os 

perfis de abundância bacteriana (na classificação taxonômica familiar) pode atuar como 

uma "assinatura" capaz de discriminar entre os grupos experimentais em condições 

fisiológicas distintas e com base na influência do ecossistema interno em que se 

desenvolvem. Tanto o agrupamento hierárquico como o NMDS revelaram dois padrões 

biologicamente relevantes com base em uma matriz de distância B-C (Figura 2). Em 

primeiro lugar, uma clara semelhança entre a abundância bacteriana dos grupos GR e UF 

separou-os dos dois grupos alimentados por sangue (os grupos BF e BFI). Em segundo 

lugar, a presença da Leishmania pode modular a composição da comunidade bacteriana 

(diversidade e abundância) uma vez que o grupo BFI se separou de seu grupo homólogo 

BF. 

Figura 2: NMDS - Análise multivariada sem restrições de padrões biológicos. A 

abundância bacteriana, ao nível de família (f-OTUs), pode ser descriminada entre os 

quatro grupos experimentais. Conforme observado em todas as dimensões do NMDS (1 e 

2), os insetos dos grupos GR e UF apresentam perfis de abundância bacteriana 

semelhantes, ao passo que a alimentação sanguínea parece gerar duas assinaturas distintas 
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que explicam o agrupamento espacial e os padrões de ramificação em ambas as 

dimensões 

 

 Com base nos métodos exploratórios sem restrições, um CCA (escala 2: foco em 

variáveis de resposta) foi realizado seguindo as recomendações encontradas na literatura 

de ecologia microbiológica. A análise CCA permitiu a estimativa da proporção de 

variância explicada por cada eixo (CCA1 = 67,87% e CCA2 = 28,86%, Figura 3). Assim, 

abrangidos nestes dois eixos, foi encontrado 96,73% da variância total dentro da matriz 

de dissimilaridade. Ao longo do eixo CCA1, os grupos UF e GR se colocalizam e se 

separam de ambos os grupos alimentados por sangue (grupos BF e BFI). Ao longo do 

CCA2, observamos como a presença do patógeno modula o perfil bacteriano, 

direcionando o grupo BFI para o quadrante inferior direito do espaço das ordenadas. Ao 

restringir a análise, também foi possível avaliar o impacto das variáveis explicativas. Os 

vetores azuis, mostrados no quadrante inferior direito, indicam claramente a influência da 

alimentação sanguínea e da infecção pela Leishmania como forças motrizes que 

agruparam os grupos experimentais (o comprimento do vetor é indicativo do seu efeito 

sobre a distribuição espacial dos elementos). 

 Uma outra informação obtida deste método foi a preferência ecológica em relação 

a cada um dos estados nutricionais/fisiológicos que cada f-OTU mostrou e sua resposta 

aos vetores explicativos. Isso é avaliado por: sua localização dentro do espaço de 

ordenação e sua proximidade com cada um de seus "nichos ecológicos" ou do grupo de 

flebotomíneo e uma projeção em ângulo reto nas setas do vetor. A correspondência 

ecológica foi a seguinte: grupo BF = Xantomonadaceae; Grupo BFI = 

Enterobacteriaceae, Enterococcaceae, Bacteroidaceae, Coxiellaceae, Flameovirgaceae, 

Deferribacteraceae, Glycomycetaceae; e “colocalizados” os grupos UF e GR = 

Streptococcaceae, Bacillaceae, Thermotogaceae, Actinomycetaceae, Planococcaceae, 

Neisseriaceae, Veillonellaceae, Pseudomonadaceae, Burkholderiaceae, 

Aeromonadaceae, Staphylococcaceae, Corynebacteriaceae, Erysipelotrichaceae, 

Sinobacteraceae, Lactobacillaceae, Mycoplasmataceae, Spirochaetaceae, 

Geobacteraceae, Halomonadaceae, Rikenellaceae, Propionibacteriaceae, 

Alicyclobacillaceae, Desulfovibrionaceae, Brevibacteriaceae, Chromatiaceae, 
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Rhodocyclaceae, Moraxellaceae, Porphyromonadaceae, Prevotellaceae, 

Xanthomonadaceae, Streptomycetaceae, Actinosynnemataceae, Comamonadaceae, 

Cytophagaceae, Flavobacteriaceae, Sphingobacteriaceae e Sporolactobacillaceae.  
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Figura 3: Análise multivariada restrita dos perfis de abundância bacteriana de Lu. 

(L.) longipalpis baseada na fonte alimentar. Os eixos CCA1 e CCA2 explicam 

aproximadamente 97% da abundância bacteriana dentro da matriz. Os grupos UF e GR se 

colocalizam no quadrante superior esquerdo e estão separados, ao longo do CCA1, dos 

dois grupos alimentados com sangue (grupos BF e BFI). A presença do parasito afasta, ao 

longo do CCA2, o grupo BFI do seu contra-grupo BF. O comprimento dos vetores em 

azul corresponde à importância que cada uma das variáveis explicativas (restritivas) teve 

sobre o padrão de agrupamento. A preferência de cada um dos f-OTUs (vermelho) por 

um "nicho ecológico" pode ser atribuída à sua proximidade com cada um dos grupos 

experimentais. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 A maioria dos estudos que avaliam a microbiota dos flebotomíneos utilizaram 

técnicas microbiológicas clássicas, como a cultura bacteriana e o isolamento, que são 

limitados na sua capacidade de analisar amplamente a microbiota do inseto, uma vez que 

muitas bactérias não são cultiváveis (Zhou et al., 2015). Nosso estudo analisou a 

composição da microbiota de Lu. (L.) longipalpis, capturados na Gruta da Lapinha, 

através da metagenômica (alvo 16S rRNA), uma técnica que permite a detecção de um 

grande número de táxons bacterianos sem a necessidade do cultivo e isolamento. 

 O perfil meta-taxonômico revelou 64 OTUs bacterianas no nível de gênero 

associados aos grupos experimentais de Lu. (L.) longipalpis. A maioria desses gêneros 

inclui bactérias comumente associadas ao solo, à água e às plantas, as quais podem ser 

adquiridas durante os hábitos alimentares dos flebotomíneos, ou seja, o solo durante o 

estádio larval e a seiva das plantas durante a fase adulta (Hassan et al., 2014; Volf et al., 

2002; Maleki-Ravasan et al. 2015; Peterkova-Koci et al., 2012). Em termos de números 

de g-OTUs, o grupo com maior diversidade foi o grupo UF (57 gêneros), seguido de GR 

(46 gêneros), BFI (22 gêneros) e BF (6 gêneros). Ao abordar a riqueza da comunidade 

em termos de uniformidade, as medidas dos índices de Shannon revelaram que as OTUs 

bacterianas são mais diversas e igualmente distribuídas nos flebotomíneos grávidas e 

alimentadas com açúcar, mas são distribuídas de forma menos homogênea nos grupos 

expostos ao sangue e/ou ao patógeno. 

 Nosso estudo de composição da comunidade pode ser contrastado com um estudo 

recente que também visou o perfil bacteriano da microbiota de flebotomíneo em 

diferentes condições fisiológicas (Monteiro et al., 2016; Kelly et al. 2017). O estudo 

metagenômico de Kelly e colaboradores (2017) também analisou a microbiota de Lu. (L.) 

longipalpis, levando em consideração o efeito da modulação da infecção por patógenos. 

Em seu estudo, Acetobacteraceae e Enterobacteriacae foram as famílias mais abundantes 

nos grupos infectados e alimentados com sangue, e Methylobacteriaceae, 

Microbacteriaceae, Shingomonadaceae, Alcaligenaceae e Brucellaceae associadas aos 

seus grupos de testes. Também detectamos a predominância de Enterobacteriacae nas 

mesmas condições, mas não detectamos Acetobacteraceae. A família Xanthomonadaceae 
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foi o f-OTU co-dominante no grupo alimentado por sangue. Estas divergências na 

diversidade para as mesmas espécies hospedeiras são plausíveis, uma vez que Lu. (L.) 

longipalpis silvestre e de colônia abrigam diferentes gêneros bacterianos, em termos de 

abundância e riqueza. Esse fenômeno já foi observado em outros insetos, como 

Anopheles (Boissière et al., 2012). Em um estudo recente, Fraihi e colaboradores (2017) 

demonstraram que a composição da microbiota mostra a diminuição da diversidade ao 

nível de espécie durante o curso do período de transmissão. Realizamos infecções 

experimentais com flebotomíneos de uma área não endêmica e, portanto, não analisamos 

o período de transmissão. No entanto, nosso grupo BFI também mostrou uma diminuição 

na composição da microbiota quando comparado com os grupos UF e GR. Juntos, esses 

dados sugerem que a invasão bem-sucedida e a transmissão desses parasitos são refletidas 

pelo distúrbio ecológico da comunidade bacteriana nativa no vetor. Esse fato já foi 

observado antes, no qual infecção por Leishmania causa exclusão competitiva, 

impactando na população bacteriana de Lu. L. longipalpis de mesma forma que a 

colonização do intestino do inseto vetor por bactéria impacta na colonização de 

Leishmania   ant‟ nna et al       .  

 Um conjunto de OTUs bacterianos (principalmente nos níveis taxonômicos de 

gênero e família) permanece presente no ecossistema interno do inseto, em diferentes 

estágios de vida, diferentes condições fisiológicas e em diferentes partes do corpo. Os 

efeitos da biologia interna do vetor, tais como nutrição, resposta imune e idade, seriam 

então, responsáveis pela modulação desse grupo central de táxons, em termos de 

abundância relativa (Wang et al., 2011; Gimonneau et al., 2014; David et al., 2016; 

Segata et al., 2016). A sua importância dependeria do seu papel como fornecedor de 

nutrientes, funções genéticas nas principais redes metabólicas hospedeiro-simbionte 

(Engel et al., 2013; Gendrin et al., 2013; Minard et al., 2013; Coon et al., 2014) ou no seu 

envolvimento na homeostase redox relacionada aos insetos hematófagos (Champion et 

al., 2017).  

 Entre os táxons principais identificados, os gêneros Enterobacter e Serratia 

(família Enterobacteriaceae) foram descritos anteriormente em flebotomíneos do Velho e 

Novo Mundo, incluindo o Lu. (L.) longipalpis da Gruta de Lapinha (Dillon et al., 1996; 

Volf et al., 2002; Oliveira et al., 2000; de Oliveira et al., 2001; Gouveia et al., 2008; 
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Hillesland et al., 2008; Mukhopadhyay et al., 2012; Peterkova-Koci et al., 2012; 

Akhoundi et al., 2012; Fraihi et al., 2017; Monteiro et al., 2016; Kelly et al., 2017). Este 

f-OTU é comumente reportado como um componente abundante na comunidade 

bacteriana em artrópodes hematófagos e prospera particularmente no intestino médio de 

anofelinos alimentados com sangue e infectados com Plasmodium (Wang et al., 2011; 

Boissière et al., 2012) e em outras fêmeas adultas de Culicídeos (Novakova et al., 2017). 

Curiosamente, em Aedes aegypti, os táxons desta família crescem significativamente 

mais em mosquitos alimentados com açúcar do que nos mosquitos alimentados com 

sangue (David et al., 2016), nos quais Comamonadaceae (Coon et al., 2014) e 

Pseudomonadaceae (David et al., 2016), são as famílias que proliferam 

predominantemente quando expostas ao sangue. Em nosso estudo, Enterobacteriaceae 

foi o mais abundante nos grupos BF e BFI.  

 Ao nível de gênero, Stenotrophomonas foi o mais prevalente no grupo BF. Este g-

OTU foi anteriormente descrito em fêmeas do Lu. (L.) longipalpis silvestre (Oliveira et 

al., 2000; Gouveia et al., 2008; Fraihi et al., 2017) e alimentadas com sangue (Oliveira et 

al., 2000; Kelly et al., 2017), bem como em P. duboscqi (Volf et al., 2002). Conforme 

observado em Anopheles gambiae (Wang et al., 2011) um aumento da biomassa 

bacteriana (em termos de número de reads) em indivíduos alimentados com sangue foi 

devido à maior abundância de Enterobacteriaceae, que ocorre junto com uma redução 

nos números OTU. Esta desigualdade ecológica se reflete de forma concordante nos 

índices de Shannon estimados para os grupos de flebotomíneos expostos à alimentação 

sanguínea e é acentuado quando a alimentação infecciosa ocorreu. 

 O gênero Pseudomonas foi o mais prevalente nos grupos UF e GR, representando 

76.031 e 204.688 reads respectivamente. Este g-OTU foi previamente identificado em 

Lu. (L.) longipalpis (Oliveira et al., 2000; de Oliveira et al., 2001; Chakravorty et al., 

2007; Peterkova-Koci et al., 2012; Monteiro et al., 2016; Kelly et al., 2017), P. 

argentipes, P. duboscqi, P. papatasi, P. perfiliewi e P. sergenti (Dillon et al., 1996; Volf 

et al., 2002; Gouveia et al., 2008; Hillesland et al., 2008; Maleki-Ravasan et al., 2015). 

Este é o primeiro relato de Enhydrobacter e Chryseobacterium em flebotomíneos, 

gêneros pertencentes às famílias Moraxellaceae e Flavobacteriaceae, respectivamente, 
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cuja presença em flebotomíneos foi relatada recentemente (Kelly et al, 2017). Ambos os 

gêneros foram mais abundantes nos grupos UF e GR do que nos grupos BF e BFI. 

 Ao explorar a beta diversidade, tanto pelo método de classificação (NMDS) como 

pelo método de restrição (CCA), observamos que a composição da comunidade dentro do 

flebotomíneo é modulada pelo tipo de alimentação, a presença ou ausência do parasito e à 

vitelogênese. A análise CCA revelou uma semelhança entre os perfis de abundância 

bacteriana dos grupos UF e GR. Ambos localizam-se ao longo do primeiro eixo (Fig. 2) 

que os separou dos dois grupos com presença de sangue no intestino médio presentes no 

sangue (BF e BFI). O efeito biológico da nutrição e a infecção do sangue, representado 

pelos vetores restritivos, conduzem claramente esses dois grupos de flebotomíneos para 

se localizar separadamente ao longo do eixo CCA2. A modulação dos perfis bacterianos 

por infecção de um patógeno protozoário, que é refletida pelo espaço de ordenação 

confinada, já havia sido relatada para o modelo de An. gambiae-Plasmodium falciparum 

usando o método RDA (Wang et al., 2011). Avanços recentes na área da ecologia 

microbiana indicaram a necessidade de estudar microbiomas sob a luz da ecologia 

comunitária. 

 O perfil bacteriano de f-OTU das fêmeas grávidas se assemelhou o grupo UF de 

acordo com sua co-localização no gráfico CCA. Essa assinatura baseada na diversidade 

implicaria que a montagem microbiana dentro do inseto mostra "resiliência da 

composição" quando se aborda o comportamento alimentar da perspectiva dos inquilinos 

de ecologia perturbadora (Christian et al., 2015).  Nesse caso, a comunidade bacteriana 

reconquistaria o perfil de assinatura nutricional de carboidratos (UF) após o distúrbio de 

alimentação de sangue. A análise CCA, um método baseado na teoria do nicho ecológico 

(Ramette et al., 2007; Paliy et al., 2016), permitiu compreender a preferência que f-OTU 

exibe e prospera em condições biológicas particulares. Assim, sua resposta a efetores 

bióticos e abióticos revela perfis de assinatura que podem ajudar a elucidar as interações 

metabólicas entre o hospedeiro e a microbiota à medida que os abordamos como uma 

"unidade macrobiana", como foi sugerido de forma interessante ao estudar holobiont 

phylosimbiosis (Brooks et al., 2016). 
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6. CONCLUSÕES 

 

I. A riqueza e a abundância bacteriana do Lu. (L.) longipalpis silvestre são moduladas 

pelo tipo de alimentação e, também, pela presença ou ausência de Leishmania no 

intestino do vetor; 

 

II. O grupo UF apresentou a maior diversidade bacteriana, enquanto o grupo BF 

apresentou a menor diversidade; 

 

III. Uma clara divisão entre os grupos UF e GR (sem sangue presente no intestino) dos 

grupos BF e BFI (com sangue presente no intestino) foi observada; 

 

IV. A natureza dinâmica observada da comunidade bacteriana expande o conhecimento 

relativo às interações do hospedeiro-microbiota-patógeno. 
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7. ANEXOS 

 
 

7.1 PRODUCÃO CIENTÍFICA  

 

 

7.1.1 Artigo 1 

 

 Bacterial diversity of wild-caught Lutzomyia longipalpis (a vector of zoonotic 

visceral leishmaniasis in Brazil) under distinct physiological conditions by metagenomics 

analysis.  

 

Autores: Ana Clara Araújo Machado Pires, Luís Eduardo Martinez Villegas, Thaís 

Bonifácio Campolina, Alessandra Silva Orfanó, Paulo Filemon Paolucci Pimenta
 
and 

Nágila Francinete Costa Secundino 
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7.1.2 Artigo 2 

 

 

 

 Bacterial diversity of the American sand fly Lutzomyia intermedia using high-

throughput metagenomic sequencing. 

 

Autores: Carolina Cunha Monteiro, Luís Eduardo Martinez Villegas, Thais Bonifácio 

Campolina, Ana Clara Araújo Machado Pires, Jose Carlos Miranda, Paulo Filemon 

Paolucci Pimenta
 
and Nágila Francinete Costa Secundino 
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7.2 Doutorado Sanduíche – Ciências Sem Fronteiras (CAPES) 

 

 Durante o período de maio de 2016 a abril de 2017 realizei parte do meu 

doutorado no Laboratory of Malaria and Vector Research - NIAID, no National Institue 

of Health (NIH) em Bethesda/Maryland - Estados Unidos, sob a supervisão do Dr. 

Fabiano Oliveira e Dr. Jesus Valenzuela.  

 

 

 

7.3 Participações em Congressos 

 

7.3.1 Internacional Symposium on Phlebotomine Sandflies (ISOPS VIII), 

Missiones/Argentina, 2014. Study of the susceptibility of Lutzomyia (L.) longipalpis with 

different species of Leishmania – APRESENTAÇÃO ORAL; 

 

7.3.2 65th Annual Meeting - American Society of Tropical Medicine & Hygiene, 2016, 

Atlanta. ASTMH, 2016. Lutzomyia longipalpis vector competence to different species of 

Leishmania. Ana Clara Araújo M. Pires, Fabiano Oliveira, Jesus G. Valenzuela, Paulo 

F. P. Pimenta, Nágila F. C. Secundino – APRESENTAÇÃO DE POSTER; 

 

7.3.3 GRC - Gordon Research Conference on Tropical Infectious Diseases, Galveston 

– Texas/Estados Unidos, 2017. Lutzomyia longipalpis vector competence to different 

species of Leishmania. Ana Clara Araújo M. Pires, Fabiano Oliveira, Jesus G. 

Valenzuela, Paulo F. P. Pimenta, Nágila F. C. Secundino - APRESENTAÇÃO DE 

POSTER; 

 

7.3.4 GRS - Cordon Research Seminars on Tropical Infectious Diseases, Galveston – 

Texas/Estados Unidos, 2017. Lutzomyia longipalpis vector competence to different 

species of Leishmania. Ana Clara Araújo M. Pires, Fabiano Oliveira, Jesus G. 

Valenzuela, Paulo F. P. Pimenta, Nágila F. C. Secundino - APRESENTAÇÃO DE 

POSTER; 
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7.3.5 XXI Encontro Anual do Grupo Arthromint, Ilha Grande – Angra dos Reis/RJ, 

2017- Lutzomyia longipalpis vector competence to different species of Leishmania - 

APRESENTAÇÃO ORAL; 

 

7.3.6 7º International Congress Society Vector Ecology – Palma de Maiorca/Espanha, 

2017. Bacterial diversity of wild-caught Lutzomyia longipalpis (a vector of Visceral 

Leishmaniasis) under distinct physiological conditions by metagenomics analysis. Ana 

Clara Araújo M. Pires; Luís M. Villegas; Thaís B. Campolina; Alessandra A. Orfanó; 

Paulo F. P. Pimenta
 
and Nágila F. C. Secundino - APRESENTAÇÃO DE POSTER; 

 

 

7.3 Participação em Simpósio  

 

 Palestra no I Simpósio de Entomologia Médica do Sudoeste da Bahia: Estudos 

Integrados de Estratégias e Inovações Biológicas e Sociais, Vitória da Conquista/Bahia, 

    . „‟ spectos da permissibilidade de Lutzomyia (L.) longipalpis a diferentes espécies 

de Leishmania. „‟ 

 

 

7.4 Participação em banca de conclusão de curso 

 

 PIRES, A. C. A. M.; MELO, F. F.; BEZERRA, J. M. T. Participação em banca 

de Thaís Bonifácio Campolina. Estudo da microbiota intestinal do Lutzomyia longipalpis. 

2014. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Ciências Biológicas) - Pontifícia 

Universidade Católica de Minas Gerais. 

 

 

7.6 Colaboração em Capítulo de Livro 

 
The biology of the Leishmania-sand fly interaction 

Authors: Paulo Filemon Paolucci Pimenta, Vanessa Cabreira de Freitas, Carolina Cunha 

Monteiro, Ana Clara Araújo Machado Pires and Nágila Francinete Costa Secundino. 
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