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RESUMO 

LEONEL, J. A. F. Aspectos bioecológicos de flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: 
Phlebotominae) em área endêmica para leishmaniose visceral no estado de São Paulo. 145f. 
Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

Atualmente, temos observado importantes mudanças nos padrões de transmissão da 

leishmaniose tegumentar (LT) e visceral (LV) em áreas endêmicas do Brasil. Além disso, a 

LV vem avançando rapidamente para novas áreas antes consideradas indenes. Os 

flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) são pequenos dípteros com grande 

relevância em ciências médicas e veterinárias, por serem vetores de vírus, Bartonella 

bacilliformis e principalmente Leishmania spp. Os estudos sobre esses insetos são 

fundamentais para uma melhor compreensão da complexa epidemiologia das leishmanioses, 

revelando os aspectos biológicos desses vetores e suas relações com o parasita e seus 

reservatórios. Atualmente, abordagens moleculares vêm sendo incluídas nesses estudos e 

mostram-se ser ferramentas poderosas em pesquisas sobre esses dípteros. O objetivo desse 

trabalho, foi investigar os aspectos bioecológicos de flebotomíneos em área endêmica de LT e 

LV no estado de São Paulo, Brasil. Assim, foi realizado um levantamento entomológico para 

descrever a fauna, sazonalidade, taxa de PCR positivo para o DNA de Leishmania spp. e as 

fontes de repasto sanguíneo de flebotomíneos na área de estudo. Os insetos foram triados, 

identificados e o tórax e abdômen das fêmeas amostradas submetidas a extração de DNA e 

posterior PCR para a detecção do DNA do Kinetoplasto (kDNA) de parasitas do gênero 

Leishmania. Em seguida, amostras de DNA de fêmeas ingurgitadas, semi-ingurgitadas e 

grávidas foram submetidas a PCR para a amplificação do gene mitocondrial citocromo B 

(CYT-B) de vertebrados. Os produtos amplificados nas reações de CYT-B foram purificados 

e submetidos ao sequenciamento genético. As sequências encontradas foram confrontadas 

com a base de dados GenBank, para identificação da espécie de vertebrado envolvido no 

repasto sanguíneo, das fêmeas de flebotomíneos. Por empregar ferramentas moleculares, 

nesse trabalho, também foi analisado o desempenho de alguns métodos de extração de DNA 

em amostras individuais de tórax e abdômen de fêmeas desses insetos. Em nosso estudo, 

foram encontradas doze espécies de flebotomíneos, entre vetores comprovados e suspeitos 

nos ciclos epidemiológicos de LT e LV. Não foram observados padrões sazonais entre os 

fatores climáticos estudados (temperatura, umidade relativa do ar e precipitação) e a fauna 

desses insetos, capturados com armadilhas luminosas do tipo CDC. Sobre os métodos de 

extração de DNA, os métodos comerciais são uma boa opção para esse tipo de amostra. 



 

Contudo, os métodos caseiros baseado em fenol/clorofórmio/álcool isoamílico ou em 

NaCl/álcool apresentaram melhores resultados. As análises moleculares revelaram uma fêmea 

não ingurgitada de Ev. (Ald.) carmelinoi positiva na PCR do kDNA de Leishmania spp. A 

identificação das fontes de repasto sanguíneo revelou os suínos, humanos, cães, bovinos, 

galinhas e gambás como hospedeiros vertebrados de flebotomíneos na área em estudo. As 

implicações desses achados são aqui apresentadas na forma de dois artigos científicos 

submetidos para avaliação em revistas da área. 

Palavras-chave: Citocromo B. Evandromyia (Aldamyia) carmelinoi. Extração de DNA. 

Leishmania spp. kDNA. Repasto sanguíneo. 

  



 

ABSTRACT 

LEONEL, J. A. F. Bioecological aspects of Phlebotomine sandflies (Diptera: Psychodidae: 
Phlebotominae) in endemic area for visceral leishmaniasis in São Paulo state. 145f. 
Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

Nowadays, we have observed important changes in the transmission patterns of tegumentary 

(TL) and visceral leishmaniases (VL) on endemic areas of Brazil. In addition, the VL 

advances rapidly to new areas on the past considered indene. The Phlebotomine sandflies 

(Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) are small midges with great relevance in medical and 

veterinary sciences, as they are vectors of viruses, Bartonella bacilliformis and mainly 

Leishmania spp. The studies on Phlebotomine sandflies are fundamental to improve the 

comprehension of complex leishmaniasis epidemiology, revealing biological aspects of these 

vectors and its relationships with the parasite and its reservoirs. Molecular approaches have 

been included in these studies and have proven to be powerful tools for research about these 

dipterans. The aim of this work was to investigate the bioecological aspects of Phlebotomine 

sandflies on a TL and VL endemic area of São Paulo state, Brazil. Thus, an entomological 

survey was conducted to describe the fauna, its seasonality, rate of positive PCR by 

Leishmania spp. DNA and blood meals of sandflies in the study area. The insects were 

screened, identified and the thorax and abdomen of the females sampled submitted to DNA 

extraction and then PCR for the detection of Kinetoplast DNA (kDNA) of Leishmania spp. 

parasites. Next, DNA samples from engorged, partially engorged and gravid females were 

submitted to PCR amplification of the mitochondrial cytochrome B gene (CYT-B) of 

vertebrates. Amplified products in CYT-B reactions were purified and subjected to 

sequencing. The sequences found were compared in a database GenBank, to identify the 

vertebrate species involved in the blood meal of the female sandflies. By employing 

molecular tools, this work also analyzed the performance of some DNA extraction methods 

from individual samples of thorax and abdomen of females of these insects. In our study, 

twelve species of sandflies were found, among proven and suspected vectors in the TL and 

VL epidemiological cycles. No seasonal patterns were observed between climatic factors 

studied (temperature, relative humidity and rainfall) and the fauna of these insects, captured 

with CDC light traps. Regarding DNA extraction methods, commercial kits are a good option 

for this type of sample. However, in house methods based on phenol-chloroform/isoamyl 

alcohol or NaCl/alcohol showed better results. Molecular analyzes revealed one non-engorged 

Ev. (Ald.) carmelinoi female PCR positive by Leishmania spp. kDNA. Blood meal 



 

identification showed swine, humans, dogs, cattle, chickens and opossums as vertebrate hosts 

of sandflies in the study area. The implications of these findings are discussed in two 

scientific articles submitted for evaluation in journals of the area. 

Keywords: Blood meals. Cytochrome B. Evandromyia (Aldamyia) carmelinoi. DNA 

extraction. kDNA Leishmania spp.   
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 

As leishmanioses são importantes doenças parasitarias causadas por protozoários 

do gênero Leishmania spp. (DESJEUX, 2004; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA 

SAÚDE [OMS], 2016) que desde suas descrições iniciais, despertam a atenção da 

comunidade cientifica, e são focos de inúmeras pesquisas em diversos países, 

principalmente, naqueles onde elas ocorrem. São antropozoonoses que acometem, em 

sua maioria, populações carentes de países em desenvolvimento, onde possuem grande 

importância em saúde pública e veterinária (ROSS, 1903, DESJEUX, 2004; 

MARCUSSI et al., 2013; OMS, 2016). Em humanos apresentam basicamente sob duas 

formas clínicas, a leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV) 

(SARAVIA et al., 1989; GONTIJO; CARVALHO, 2003; GRAMICCIA; GRADONI, 

2005; GOTO; LINDOSO, 2012). 

Nas Américas, uma serie temporal de casos registrados de LT indica uma 

redução continua dos casos humanos da doença até 2015 (ORGANIZAÇÃO PAN-

AMERICANA DA SAÚDE [OPAS], 2017), redução que pode estar associada as 

mudanças climáticas como El Niño e La Niña (CARDENAS et al., 2006). Contudo 

continua sendo um grave problema de saúde pública, acometendo um número 

expressivo de pessoas no continente, com o Brasil reportando a maior número de casos 

humanos (OPAS, 2017). O padrão epidemiológico de transmissão da LT tem sofrido 

uma significativa mudança, de uma doença relacionada a matas e florestas, há alguns 

anos começa a se estabelecer nas zonas rurais e periurbanas de todo o país (BASANO; 

CAMARGO, 2004; BRASIL, 2010). No Estado de São Paulo, a LT é conhecida desde 

1884, com sua transmissão ocorrendo em áreas florestais com intenso desmatamento 

(SOUZA, 2017), mas que atualmente é considerada endêmica em 460 municípios 

(BRASIL, 2019a). 

Com relação a LV, apesar do número de casos humanos estar estável nos 

últimos anos, tem se observado uma expansão geográfica da doença nas Américas, 

principalmente, em países como a Argentina, Brasil e Paraguai (OPAS, 2017). 

Concomitantemente, ocorre um aumento na taxa de letalidade da doença na região 

(OPAS, 2017). De modo geral, apesar dos esforços na vigilância e controle, nos últimos 

anos, o mundo tem presenciado o aumento dos casos da infecção (WERNECK, 2010). 

No Brasil essa tendência também é observada, sendo atualmente considerado como um 
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país com transmissão de LV em expansão (MARCONDES; ROSSI, 2013; OPAS, 

2017). No estado de São Paulo, a porta de entrada da LV foi a região noroeste, no fim 

do século XX e desde então, vem se disseminando para todo o estado (CARDIM et al., 

2013). Atualmente, 103 municípios do estado apresentam casos humanos autóctones de 

LV (OLIVEIRA et al., 2019). 

Em 1980, o Brasil implementou o programa de ações e vigilância da LT, e vem, 

desde então, tentando conter a disseminação da doença, apesar de entender que o 

controle da enfermidade é difícil no país (BRASIL, 2010). Dificuldade que reside no 

fato da doença, apresentar no país, uma diversidade de agentes etiológicos, de 

reservatórios e de vetores (BRASIL, 2010). Além disso, possui diferentes padrões de 

transmissão e um conhecimento, ainda, limitado sobre a epidemiologia da doença 

(BRASIL, 2010). Também na década de 80, o país começou a adotar medidas para o 

controle da LV, como por exemplo, a eutanásia de cães soropositivos em áreas 

endêmicas e o controle da população do vetor, através de pulverização de inseticidas 

(BRASIL, 2014). Entretanto as estratégias de controle adotadas não estão sendo 

eficientes para a redução do número dos novos casos e nem conter a disseminação da 

doença (LOPES et al., 2018). De fato, desde os anos 80 observa-se um aumento no 

número de casos humanos de LV reportados (BRASIL, 2014). Dessa forma a 

importância da LV no contexto da saúde pública tem aumentado nas últimas décadas, 

muito em virtude, da sua expansão geográfica e urbanização (DESJEUX, 2004; SÃO 

PAULO, 2006). Relacionadas às modificações ambientais, como os processos 

migratórios, à interação e mobilização de reservatórios silvestres e domésticos para 

áreas livres, e a adaptação do vetor ao peridomicílio (MAIA-ELKHOURY et al., 2008). 

No estado de São Paulo, a expansão da doença é concomitante à adaptação do vetor em 

zonas urbanas e o aumento do número de casos caninos de LV (CAMARGO-NEVES, 

2004; CASANOVA et al., 2015). 

Segundo Quinnell e Courtenay (2009) a ineficiência dos métodos de controle da 

LV e consequente aumento na expansão dos casos, podem ser explicados pela baixa 

sensibilidade no diagnóstico de reservatórios assintomáticos, possibilidade de haver 

outras formas de transmissão ou ainda presença de outros reservatórios da doença. Esse 

fato, aliado à complexidade epidemiológica da LT no Brasil (BRASIL, 2010; 

LAINSON et al., 2010), corroboram a disseminação e urbanização das leishmanioses no 

país. 
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Os flebotomíneos, dípteros hematófagos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) 

são a principal forma de transmissão do parasita para o homem e para outros mamíferos 

(KILLICK-KENDRICK, 1999). Atualmente, cerca de 1.000 espécies foram descritas 

em todo o Mundo, com 530 delas ocorrendo nas Américas e desses, 265 no Brasil 

(SHIMABUKURO et al., 2017; GALATI, 2018). No estado de São Paulo, 69 espécies 

de flebotomíneos já foram registradas em 32,5% dos municípios, dentre elas, vetores de 

LT e LV (SHIMABUKURO; GALATI, 2011). 

A adoção de medidas de controle eficientes depende do amplo conhecimento de 

todos os parâmetros dinâmicos da infecção entre os vários participantes da cadeia 

epidemiológica da doença (LOPES et al., 2018). Apesar do avanço do conhecimento 

sobre a doença, pouco se conhece sobre a transmissão de Leishmania spp. entre os 

hospedeiros mamíferos e vetores (ROQUE; JANSEN, 2014). Nesse sentido, os estudos 

sobre as relações biológicas entre vetores, hospedeiros e patógenos constituem uma 

importante ferramenta epidemiológica, capaz de avaliar o potencial de transmissão 

vetor, presença de possível reservatório incriminado e elucidação do ciclo de 

transmissão natural em uma área, gerando adoção de medidas de controle mais efetivas 

(KILLICK-KENDRICK, 1990; 1999; MICHALSKY et al., 2002; ALEXANDER; 

MAROLI, 2003; DIAS et al., 2003; BARATA et al., 2005; ABBASI et al., 2009; 

BAUM et al., 2015). Em específico, o estudo dos flebotomíneos nos ajuda a entender 

como cada espécie interage e como ocorre transmissão das leishmanioses em uma área 

(BARATA et al., 2005). Nesse campo, pesquisas que investigam a fauna de 

flebotomíneos (SPADA et al., 2014), sua sazonalidade (ALMEIDA et al., 2010), a taxa 

de infecção natural dos vetores (SARAIVA et al., 2010; GONZÁLEZ et al., 2017) e os 

hábitos alimentares desses insetos (CARVALHO et al., 2017), têm sido amplamente 

realizados e vem se consolidando como uma importante ferramenta para melhor 

entender a epidemiologia e a transmissão da doença em uma região. 

Como dito, as alterações devido a atividade humana, tem levado nos últimos 

anos a mudanças no padrão de transmissão da LT e LV (SHIMABUKURO; GALATI, 

2011). Muito em virtude, dentre outras causas, a alterações na fauna sinantrópica de 

uma área (CRANSTON, 2005). Os estudos dos flebotomíneos são impulsionados pelo 

seu papel fundamental na epidemiologia da doença (SARAIVA et al., 2006). Assim, 

esses trabalhos têm demonstrado o dinamismo dessa população de insetos, e chamado a 

atenção para a necessidade de vigilância entomológica continua para conter a 

disseminação da doença (SHIMABUKURO; GALATI, 2011). Nesse contexto, 
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acreditamos na importância de identificar a fauna de flebotomíneos, a sazonalidade, a 

taxa de infecção natural por Leishmania spp. e as preferencias alimentares desses 

insetos em área endêmica para LV no estado de São Paulo. Dessa forma, podemos 

contribuir com informações sobre a fauna e bioecologia dos flebotomíneos nas áreas de 

estudo, de modo a melhorar o entendimento da epidemiologia das leishmanioses na 

região e embasar medidas de vigilância e controle adequadas. 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. Leishmanioses 

As leishmanioses são um grupo de doenças parasitárias, causada por 

protozoários flagelados que infectam diversos mamíferos, inclusive o homem 

(DESJEUX, 2004; OMS, 2016). São epidemiologicamente classificadas como 

antropozoonoses e causadas por protozoários pertencentes ao filo Sarcomastigophora, 

classe Kinetoplastea, ordem Trypanosomatida, família Trypanosomatidae e gênero 

Leishmania (ROSS, 1903, OMS, 2016). Sendo assim, sua importância em termos 

médicos e veterinários é bastante significativa, constituindo um problema global de 

saúde pública, especialmente em países tropicais e subtropicais (DESJEUX, 2004; 

MARCUSSI et al., 2013). São doenças endêmicas em 98 países e 3 territórios (ALVAR 

et al., 2012), tais como o leste e sudeste da Ásia, Oriente Médio, norte e leste da África, 

sul da Europa (Mediterrâneo) e Américas Central e do Sul (BRASIL, 2014; OMS, 

2016). Acometendo, em sua maioria populações de carentes de países tropicais e 

subtropicais, as leishmanioses estão entre mais importantes doenças negligenciadas do 

mundo (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; WERNECK, 2010; MARCONDES; 

ROSSI, 2013). Calcula-se que aproximadamente 350 milhões de pessoas estejam 

expostas ao risco de infecção e a doença pelas diversas espécies do parasito (DESJEUX, 

2004). 

A doença apresenta, em humanos, basicamente dois padrões clínicos, 

classificados de acordo com a espécie de Leishmania envolvida e a relação do parasito 

com seu hospedeiro, são eles: leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral 

(LV) (SARAVIA et al., 1989; GONTIJO; CARVALHO, 2003; GRAMICCIA; 

GRADONI, 2005; GOTO; LINDOSO, 2012). 
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2.1.1. Leishmaniose tegumentar 

A LT é uma doença crônica, não contagiosa e infecciosa parasitária causada por 

diferentes espécies de Leishmania spp., que em humanos, acomete principalmente a 

pele e as estruturas cartilaginosas da nasofaringe de forma localizada ou difusa 

(BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2010). Sendo caracterizada por lesões 

nodulares ulcerativas, geralmente no local da picada do vetor flebotomíneo, que pode 

ou não apresentar cura espontânea (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Apesar de ser 

considerada a forma clínica mais branda da doença, pode apresentar graves lesões 

destrutivas e desfigurantes, com grande repercussão no campo psicossocial do indivíduo 

(GONTIJO; CARVALHO, 2003). 

Estima-se que a cada ano, ocorra cerca de 600.000 a 1,2 milhões de novos casos 

de LT (ALVAR et al., 2012; OMS, 2019). Em 2017, mais de 95% dos casos de LT 

reportados ocorreram em 7 países: Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Irã, Iraque e 

Síria (OMS, 2019). Na América do Sul, a LT é endêmica em 18 países que apresentam 

intensidades de transmissão diferentes, variando de baixa a muito intensa (OPAS, 

2017). O Brasil concentra a maior parte dos casos no continente, sendo em 2015, 70% 

dos 46.082 casos ocorrendo no país (OPAS, 2017). 

No continente americano, a LT data do século I d.C., quando cerâmicas pré-

colombianas, feitas por índios peruanos, foram encontradas (LAINSON; SHAW, 1988; 

LAINSON, 1997; CAMARGO; BARCINSKI, 2003). Os desenhos representavam seres 

humanos com mutilações de lábio e nariz, característico com a clínica da doença em sua 

forma mais grave, a leishmaniose mucocutânea (LAINSON; SHAW, 1988). No país, 

relatos da doença datam de 1827 por Frei Dom Hipólito Sanches de Fayas y Quiros em 

regiões do vale amazônico (PARAGUASSU-CHAVES, 2001). Sendo seguido por 

Cerqueira em 1855, identificando uma moléstia da pele como botão de Biskra 

(BASANO; CAMARGO, 2004). Contudo apenas em 1909, Lindenberg confirma a 

natureza dessas lesões ao encontrar formas de Leishmania, idênticas as descritas no 

velho Mundo, em indivíduos que trabalhavam nas matas do interior do estado de São 

Paulo (PESSÔA, 1982). Posteriormente Gaspar Vianna, o descreve com uma nova 

espécie, Leishmania (Viannia) braziliensis, como o agente etiológico da popularmente 

conhecida “Úlcera de Bauru”, “Ferida Brava” ou “Nariz de Tapir” (SILVEIRA et al., 

1997). Todos esses fatos históricos, demonstram a origem e endemicidade da LT nas 

Américas, bem como, no Brasil. 
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No nosso país, a transmissão da doença vem sendo descrita em vários 

municípios de todos os estados (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL, 2010). 

Tendo seu padrão epidemiológico de transmissão sofrido algumas mudanças (BRASIL, 

2010). No passado, tida como uma zoonose de animais silvestres e seres humanos em 

contato com matas e florestas, a doença começa a se estabelecer em zonas rurais e em 

regiões periurbanas (BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2010). Muito em virtude 

a urbanização desordenada, com a exploração e desmatamento de matas e florestas, 

ecoturismo e adaptação dos vetores ao peridomicílio (BRASIL, 2010). No Brasil entre 

2008 a 2018, 213.320 casos humanos de LT foram registrados nos 26 estados e no 

Distrito Federal (Mapa 1) (BRASIL, 2019a).  

No Estado de São Paulo, LT é conhecida desde 1884, com sua transmissão 

ocorrendo em áreas florestais, relacionadas a ações antrópicas de desmatamentos para a 

expansão das plantações de café no século XIX e posteriormente, para a construção de 

rodovias e ferrovias no século XX (SOUZA, 2017). Contudo, houve na década de 50 

um declínio nos casos registrados no estado, reemergindo na década de 80 

(TOLEZANO, 1994). Atualmente, a doença está presente por todo o estado com surtos 

esporádicos ocorrendo em áreas rurais e periurbanas (SOUZA, 2017). Entre 2008 e 

2018, o estado de São Paulo registrou 2.563 casos de LT em 409 dos seus 645 

municípios (Mapa 1) (BRASIL, 2019a). Nas cidades de Andradina e Ilha Solteira (áreas 

desse estudo), pertencentes a mesorregião de Araçatuba, 13 e 3 casos humanos de LT 

foram registrados, respectivamente (Mapa 1) (BRASIL, 2019a). 
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Mapa 1 – Casos de leishmaniose tegumentar, por estado e município de infecção, registrados no Brasil e 
no estado de São Paulo entre os anos de 2008 e 2018  

Fonte: Mapa elaborado pelo autor, adaptado de Brasil (2019a), utilizando o software QGIS 2.18 “Las 
Palmas” (QGIS Development Team, 2016) com shapefiles de livre acesso do Instituto Brasileiro de 
Geografia e Estatística (IBGE) (2018). 

2.1.2. Leishmaniose visceral 

A LV é uma doença não contagiosa e infecciosa parasitária causada por 

Leishmania (Leishmania) donovani e L. (L.) infantum, responsável por uma 

manifestação sistêmica (STAUCH et al., 2011; BRASIL, 2014). Tendo, dois principais 

de ciclos de transmissão, o ciclo antroponótico e zoonótico (QUINNELL; 

COURTENAY, 2009; WERNECK, 2014). O ciclo antroponótico, aonde os seres 

humanos são os únicos e mais importantes reservatórios do parasita, ocorrendo na Índia 

e África Central (WERNECK, 2014). Por outro lado, o ciclo zoonótico, possui o 

envolvimento de animais domésticos e silvestres, ocorrendo no Mediterrâneo, Américas 

e Ásia Central (WERNECK, 2014). Para ambos os ciclos, a doença é caracterizada pela 

infecção do sistema reticulo-endotelial fagocitário, que incluem órgãos como fígado, 

baço e linfonodos (STAUCH et al., 2011). Geralmente causando graves quadros de 

febre alta e hiperpigmentação cutânea (originando o nome popular, Kala-azar), 

associados com fadiga, perda de peso e hepato-esplenomegalia (STAUCH et al., 2011). 
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Dessa forma, a LV é considerada a forma mais grave da doença e que quando não 

tratada apresenta alta letalidade (STAUCH et al., 2012). 

Pela sua incidência e alta letalidade, principalmente em indivíduos não tratados e 

crianças desnutridas, e portadores da infecção pelo vírus da imunodeficiência adquirida 

(HIV), é uma das doenças mais importantes da atualidade (BRASIL, 2014). Estima-se 

que a cada ano, ocorram cerca de 50.000 a 400.000 novos casos de LV (ALVAR et al., 

2012; OMS, 2019). Segundo a OMS (2019), no ano de 2017, mais de 95% dos casos de 

LV reportados estavam concentrados em 10 países: Bangladesh, Brasil, China, Etiópia, 

Índia, Quênia, Nepal, Somália, Sudão e Sudão do Sul. Na América do Sul, apesar da 

doença estar presente em pelo menos 12 países americanos, a maioria dos casos de LV 

(cerca de 96%) ocorrem no Brasil (OPAS, 2017), especialmente na região Nordeste 

(BRASIL, 2014). Tal informação, torna-se impressionante frente ao expressivo número 

de casos de LV subnotificados no país (MARCONDES; ROSSI, 2013). 

As primeiras referências de LV na América do Sul, são do inicio do século XX 

com Carlos Chagas, ao encontrar, no vale do Rio Amazonas, pacientes com 

esplenomegalia sem causa justificada (MARCONDES; ROSSI, 2013). Nos anos 

seguintes, Migone identificou o parasita durante uma necropsia em um indivíduo 

proveniente do estado do Mato Grosso (ALENCAR et al. 1991). Apenas em 1934, a 

doença é confirmada como autóctone e de alta ocorrência nas Américas, por Pena 

(PENA et al., 1934; MARCONDES; ROSSI, 2013). Finalmente em 1936, Evandro 

Chagas classifica a Leishmania chagasi como uma nova espécie do gênero Leishmania 

(CHAGAS et al., 1937; CUNHA; CHAGAS, 1937). Posteriormente reclassificada em 

L. (L.) infantum chagasi (MAURICIO et al., 1999; LAINSON; SHAW, 2005; KUHLS 

et al., 2011). 

Desde então, a LV tem apresentado mudanças importantes no seu padrão de 

transmissão em diversas partes do mundo e no Brasil, geralmente, associadas as 

alterações sociais e geográficas da paisagem (CERBINO-NETO; WERNECK; COSTA, 

2009; BRASIL, 2014). Assim, a doença tem mostrado grande expansão geográfica no 

território brasileiro (MARCONDES; ROSSI, 2013). Inicialmente, tida como uma 

doença rural do nordeste brasileiro, nos últimos 40 anos houve um aumento da sua 

ocorrência em grandes cidades do país (CERBINO-NETO; WERNECK; COSTA, 

2009; WERNECK, 2014). Dessa forma, o Brasil é classificado, quanto ao cenário 

epidemiológico da LV em país com transmissão em expansão, juntamente com a 
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Argentina e o Paraguai (OPAS, 2017). Entre 2008 e 2018, o país registrou 37.575 casos 

humanos de LV em 23 estados e no Distrito Federal (Mapa 2) (BRASIL, 2019b). 

Destacam-se estados da região sul que antes eram considerados indene para LV humana 

e canina até novembro de 2008 (Mapa 2) (MARCONDES; ROSSI, 2013). 

No estado de São Paulo, os primeiros registros da doença ocorrem em 1999 nas 

cidades de Araçatuba e Birigui (CARDIM et al., 2016). Nos anos seguintes a doença foi 

se expandido com casos descritos em várias cidades paulistas, interessantemente, em 

sua maioria, cidades cortadas pela rodovia Marechal Rondon e suas rodovias 

subjacentes (CARDIM et al., 2016). Assim, tem-se que a porta de entrada da LV no 

estado de São Paulo foi a região noroeste e vem se disseminando para a região sudeste 

do estado, acompanhando rodovia Marechal Rondon, a ferrovia Novoeste e a 

construção do gasoduto Bolívia-Brasil (CARDIM et al., 2013). Um segundo eixo de 

disseminação, foi caracterizado, sendo sua disseminação do noroeste para sul do estado 

(regiões de Presidente Prudente e Marília), e no sentido norte (região de São José do 

Rio Preto) (CARDIM et al., 2013). Entre 2008 e 2018, o estado de São Paulo registrou 

1.766 casos humanos de LV em 93 municípios paulistas, classificados como áreas de 

transmissão humana da doença no estado (Mapa 2) (BRASIL, 2019b; OLIVEIRA et al., 

2019). Nas cidades de Andradina e Ilha Solteira (áreas desse estudo), pertencentes a 

mesorregião de Araçatuba (porta de entrada da LV no estado), 52 e 7 casos humanos de 

LV foram registrados no mesmo período, respectivamente (Mapa 2) (BRASIL, 2019b). 
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Mapa 2 – Casos de leishmaniose visceral, por estado e município de infecção, registrados no Brasil e no 
estado de São Paulo entre os anos de 2008 e 2018 

Fonte: Mapa elaborado pelo autor, adaptado de Brasil (2019b), considerando os municípios do estado de 
São Paulo com ocorrência de transmissão humana de LV, de acordo com Oliveira et al. (2019). Foi 
utilizado o software QGIS 2.18 “Las Palmas” (QGIS Development Team, 2016) com shapefiles de livre 
acesso do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) (2018). 

2.1.3. Parasita 

Taxonomicamente, os agentes etiológicos das doenças leishmanioses são 

classificados segundo Levine et al., (1980) (Figura 1). 
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Figura 1 – Taxonomia de parasitas do gênero Leishmania 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de Levine et al. (1980). 

O gênero Leishmania dá origem a dois complexos fenotípicos, agrupados como 

dois subgêneros, Leishmania e Viannia, que diferem quanto ao desenvolvimento no 

vetor, crescimento em meio de cultivo e progressão da doença em cobaias 

experimentalmente infectadas (LAINSON; SHAW, 1987; MARZOCHI, 1992; 

GREENE, 2006).  

O subgênero Leishmania é caracterizado por espécies cujo desenvolvimento se 

dá no intestino anterior e médio do vetor (LAINSON, 2010). Além disso, crescem 

facilmente em meio de cultivo e são responsáveis por provocar grandes lesões em 

cobaias experimentalmente infectadas (MARZOCHI, 1992). Esse subgênero tem como 

espécie-tipo L. (L.) donovani Laveran & Mesnil, 1903 e composto pelas espécies: L. 

(L.) chagasi Cunha & Chagas, 1937; L. (L.) enriettii Muniz & Medina, 1948; L. (L.) 

mexicana Biagi, 1953 emend. Garnham, 1962; L. (L.) amazonensis Lainson & Shaw, 

1972; L. (L.) aristidesi Lainson & Shaw, 1979; L. (L.) venezuelensis Bonfante-Garrido, 
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1980; L. (L.) garnhami Scorza et al, 1979; L. (L.) pifanoi Medina & Romero, 1959; L. 

(L.) hertigi Herrer, 1971; L. (L.) deanei Lainson & Shaw,1977 (LAINSON, 2010). 

Já o subgênero Viannia é caracterizado por espécies cujo desenvolvimento se dá 

no intestino posterior do vetor, ocorrendo uma migração dos parasitas para os intestinos 

médio e anterior do vetor (LAINSON, 2010). Contrariamente, possuem 

desenvolvimento pobre em cultura e apresentam progressão lenta da doença em 

hamsters experimentalmente infectados (MARZOCHI, 1992). A espécie-tipo desse 

grupo é a L. (V.) braziliensis Vianna, 1911, emend Matta, 1916, incluindo as espécies L. 

(V.) peruviana Velez, 1913; L. (V.) guyanensis Floch, 1954; L. (V.) panamensis Lainson 

& Shaw (LAINSON, 2010). As espécies deste subgênero são conhecidas apenas no 

Novo Mundo (LAINSON, 2010). 

Atualmente, das 54 espécies descritas em todo o mundo (sem considerar as 

sinonímias), 31 espécies são conhecidas por acometer mamíferos e 21 consideradas 

patogênicas para os seres humanos (AKHOUNDI et al., 2016; AKHOUNDI et al., 

2017). No Brasil, 7 espécies são responsáveis por causar LT, seis pertencentes ao 

subgênero Viannia e uma ao subgênero Leishmania, são elas: L. (V.) braziliensis, L.(V.) 

guyanensis, L.(L.) amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. 

(V.) shawi (BRASIL, 2010). Sendo, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) 

amazonenses, as mais importantes espécies envolvidas nessa forma da doença no país 

(PASSOS et al, 1999; BRASIL, 2010). A distribuição geográfica das diversas espécies 

de Leishmania spp. causadoras de LT no Brasil está demonstrada no Mapa 3 

(BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2010). 
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Mapa 3 – Distribuição geográfica das espécies de Leishmania spp. responsáveis por casos de LT e LV no 
Brasil 

 
Fonte: Mapa elaborado pelo autor, adaptado de Basano e Camargo (2004), Azeredo-Coutinho et al. 
(2007), Tolezano et al. (2007), Brasil (2010; 2019b), utilizando o software QGIS 2.18 “Las Palmas” 
(QGIS Development Team, 2016) com shapefiles de livre acesso do Instituto Brasileiro de Geografia e 
Estatística (IBGE) (2018). 

Quanto à LV, duas espécies são incriminadas na epidemiologia da doença e são 

pertencentes ao subgênero Leishmania, L. (L.) donovani e L. (L.) infantum, sendo 

associadas aos ciclos antroponótico e zoonótico da doença, respectivamente 

(MICHALICK; GENARO, 2005; QUINNELL; COURTENAY, 2009). Nas Américas, 

apenas o ciclo zoonótico tendo L. (L.) infantum está presente. A distribuição geográfica 

de L. (L.) infantum no Brasil é apresentada no Mapa 3 (BRASIL, 2019b). 

No Brasil, desde a sua descrição por Cunha e Chagas (1937), acreditou-se que a 

espécie L. (L.) chagasi era a responsável pela LV no país, diferenciando a da L. (L.) 

infantum presente no Velho Mundo (SILVEIRA; CORBETT, 2010). Contudo, após 

estudo molecular abrangente entre cepas isoladas nas Américas, principalmente no 

Brasil, e cepas encontradas no Mediterrâneo, os pesquisadores concluíram que L. (L.) 

chagasi e L. (L.) infantum na verdade eram a mesma espécie (MAURICIO et al., 1999; 

KUHLS et al., 2011). Contudo, Lainson e Shaw (2005) propuseram uma nova 
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classificação do parasita a nível de subespécie, L. (L.) infantum chagasi, devido a 

características particulares na cadeia epidemiológica da doença.  

2.1.4. Ciclo biológico 

O parasita possui ciclo de vida heteroxeno, apresentando duas formas conforme 

o hospedeiro, a forma promastigota (com cerca de 15 x 2 µm), presente no hospedeiro 

invertebrado e a amastigota (com cerca de 3 x 2 a 6 x 4 µm), no hospedeiro vertebrado 

(MARZOCHI, 1992; DUNAISKY, 2006; DOSTÁLOVA; VOLF, 2012). A principal 

forma de transmissão do parasita para o homem e para outros mamíferos é pela picada 

de dípteros hematófagos denominados flebotomíneos (Figura 2) (REY, 2001; BATES; 

ROGERS, 2004; BRASIL, 2014).  

O ciclo tem início no hospedeiro vertebrado, com os parasitas (em sua forma 

amastigota) infectando as células do sistema fagocítico mononuclear (SFM), como 

monócitos, histiócitos e macrófagos, no interior de fagolissomos transformados em 

vacúolos parasitóforos (VP) (Figura 2) (MARZOCHI, 1992; REY, 2001; HANDMAN; 

BULLEN, 2002; BATES, 2007). A de se considerar, que normalmente as formas 

amastigotas ingeridas pelo vetor não estão presentes na circulação periférica, mas sim 

na pele do hospedeiro vertebrado, e que obviamente, os parasitas presentes em órgãos 

do sistema reticuloendotelial (como o fígado, baço e medula óssea) não são acessíveis 

ao vetor (BATES, 2007). Para se alimentar, o vetor insere seu aparelho bucal (como 

serras) na pele do hospedeiro vertebrado produzindo um dano tecidual (LANE, 1993), 

responsável por liberar macrófagos infectados que são então, ingeridos pelo 

flebotomíneo (BATES, 2007). A própria saliva do vetor, aumenta em três vezes a 

migração de células de defesa, primeiramente neutrófilos, seguidos de macrófagos, 

monócitos e células dendríticas, até o local da ferida (SÉGUIN; DESCOTEAUX, 

2016). Dessa forma, as fêmeas de flebotomíneos, quando se alimentam em um 

hospedeiro vertebrado infectado, ingerem as formas amastigotas de Leishmania spp., 

presentes no interior dos macrófagos (Figura 2) (MARZOCHI, 1992; REY, 2001).  

Uma vez no interior do hospedeiro invertebrado, mudanças no pH e temperatura 

vão desencadear o desenvolvimento das formas amastigotas para as formas seguintes, 

caracterizadas por diferenças não apenas morfológicas, mas de alterações funcionais 

que vão garantir a sobrevivência no vetor (Figura 3) (BATES; ROGERS, 2004; 

KAMHAWI, 2006). Primeiramente, as amastigotas se diferenciam em promastigotas 
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pró-cíclicas, caracterizadas por tamanho pequeno, flagelos curtos e movimentação lenta 

(KAMHAWI, 2006). Essas formas, darão inicio a primeira replicação no vetor no 

interior da matriz peritrófica (MP) por essa razão, são resistentes ao ataque das enzimas 

digestivas do vetor (Figura 3) (KAMHAWI, 2006). Em seguida, as promastigotas pró-

cíclicas se diferenciam em nectomonas, caracterizadas por seu tamanho maior e mais 

delgadas que saem da MP e vão se ancorar no epitélio de revestimento do intestino do 

vetor e dão inicio a migração para o intestino torácico (Figura 3) (KAMHAWI, 2006). 

Após o segundo ciclo de replicação, as nectomonas dão origem as leptomonas (Figura 

3) (BATES; ROGERS, 2004; KAMHAWI, 2006). As nectomonas são as formas que 

marcam a fase de estabelecimento da infecção após a completa digestão do sangue e 

defecação, assim, sua presença caracteriza um vetor verdadeiro de Leishmania spp. 

(BATES, 2007). Por fim, ancoradas na válvula estamodeal, as haptomonas, formas 

imóveis com flagelo curto lembrando o formato de uma folha são encontradas (Figura 

3) (KAMHAWI, 2006). Além disso, as promastigotas metacíclicas, formas móveis com 

um pequeno corpo celular e um flagelo longo são encontradas atrás da válvula (Figura 

3) (KAMHAWI, 2006). Essa última forma, considerada o estagio infeccioso do parasita, 

sendo altamente especializadas na infecção do hospedeiro vertebrado (KAMHAWI, 

2006). 

Todo esse desenvolvimento leva de 4 a 9 dias após o repasto sanguíneo 

dependendo da espécie de flebotomíneo vetor, ao fim desse período as formas 

metacíclicas presentes na válvula são responsáveis pelo seu mal funcionamento 

dificultando o repasto sanguíneo seguinte (MARZOCHI, 1992; REY, 2001; 

KAMHAWI, 2006). Essa dificuldade devido à oclusão da válvula pela intensa 

colonização do parasita, leva ao regurgitamento das formas metacíclicas durante um 

novo repasto sanguíneo em hospedeiro vertebrado não infectado (MARZOCHI, 1992; 

REY, 2001). Por fim, essas formas são fagocitadas pelas células do SFM, perdendo o 

flagelo e multiplicando-se em formas amastigotas no interior do VP, fechando o ciclo 

(Figura 02) (MARZOCHI, 1992; REY, 2001). 
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Figura 2 – Ciclo biológico de parasitas do gênero Leishmania 

 
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention [CDC] (2019). 
 

Figura 3 – Desenvolvimento de Leishmania (Leishmania) infantum dentro de um vetor flebotomíneo 
competente  

 
Fonte: Kamhawi (2006). 

2.1.5. Vetor 

 A principal forma de transmissão do parasita para o homem e para outros 

mamíferos é pela picada de fêmeas de dípteros hematófagos denominados 

flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) (KILLICK-KENDRICK, 1999). 
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Popularmente conhecidos como mosquito-palha, birigui, asa dura, asa branca, 

cangalhinha, arrupiado, tatuquira ou em inglês, Phlebotomine sandflies (mosquito da 

cor de areia) (BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2014; GALATI et al., 2017). 

São insetos extremamente pequenos medindo de 1,5 a 2 milímetros de comprimento, 

com o corpo piloso, pernas longas e delgadas e de coloração castanho claro (YOUNG; 

DUNCAN, 1994; BASANO; CAMARGO, 2004). Seu voo é saltitante, e quando em 

repouso, mantem as asas eretas, ao contrário dos outros dípteros (BASANO; 

CAMARGO, 2004). Tanto as fêmeas como os machos alimentam-se de fontes naturais 

de açúcar (AFONSO; ALVES-PIRES, 2008), porém apenas as fêmeas se alimentam de 

sangue o que lhes proporciona uma nutrição adequada para a produção e maturação dos 

seus ovos (ROSYPAL et al., 2003).  

 Dois gêneros são identificados como principais vetores de Leishmania spp., o 

Phlebotomus spp., no Velho Mundo e Lutzomyia spp., no Novo Mundo (MAROLI et 

al., 2013). Nas Américas, 530 espécies de flebotomíneos já foram descritas, cerca de 60 

(nas Américas) e 19 (no Brasil) são incriminadas na transmissão de Leishmania spp. 

(RANGEL; LAINSON, 2003; SHIMABUKURO et al., 2017; GALVIS-OVALLOS et 

al., 2017). Contudo poucas espécies são consideradas vetores comprovados do parasita, 

uma vez que para tal, parâmetros de capacidade vetorial e competência vetorial devem 

ser analisados (REISEN, 1989; KILLICK-KENDRICK, 1990; GALVIS-OVALLOS et 

al., 2017). Apenas cumprindo esses parâmetros uma espécie pode ser considera um 

vetor comprovado e essencial para a manutenção do parasita no ambiente (READY, 

2013; GALVIS-OVALLOS et al., 2017). 

Dessa forma, apenas seis espécies são consideradas vetores comprovados de LT: 

Bichromomyia flaviscutellata, Migonemyia (Migonemyia) migonei, Nyssomyia 

intermedia, Ny. umbratilis, Ny. whitmani e Psychodopygus wellcomei a depender da 

espécie de Leishmania spp. envolvida (Quadro 1) (BRASIL, 2010). As espécies Ny. 

antunesi, Ny. neivai, Pintomyia (Pintomyia) fischeri, Pi (Pin.) pessoai, Ps. ayrozai, Ps. 

paraenses, Ps. squamiventris e Trichophoromyia ubiquitalis são incriminadas como 

vetores altamente suspeitos de LT (Quadro 1) (FORATTINI et al., 1972; SILVEIRA et 

al., 1991a; RANGEL; LAINSON, 2009; PITA-PEREIRA et al., 2009; BRASIL, 2010; 

LAINSON, 2010; PITA-PEREIRA et al., 2011). Por sua vez, duas espécies estão 

relacionadas com a transmissão da LV no país, a Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis, 

considerado o principal vetor do parasita, e a Lu. (Lu.) cruzi incriminado por Galati et 

al. (1997) nos estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goiás (Quadro 1) 
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(BRASIL, 2014; GALATI, 2018). A distribuição geográfica das espécies de 

flebotomíneos, considerados vetores comprovados de Leishmania spp. no Brasil, está 

demonstrada no Mapa 4 (BRASIL, 2010; GALATI, 2018).  

Quadro 1 – Espécies de flebotomíneos incriminados como vetores comprovados ou suspeitos* na 
transmissão de Leishmania spp. no Brasil 

ESPÉCIE DE 
FLEBOTOMÍNEO 

ESPÉCIE DE 
Leishmania spp. REFERÊNCIAS 

Bi. flaviscutellata L. (L.) amazonensis LAINSON; SHAW (1968) 

Lu. (Lu.) cruzi L. (L.) infantum GALATI et al. (1997); BRASIL, 2014 

Lu. (Lu.) longipalpis L. (L.) infantum BRASIL, 2014 

Mg. (Mig.) migonei L. (V.) braziliensis RANGEL; LAINSON (2009) 

Ny. antunesi* L. (V.) lindenbergi LAINSON (2010) 

Ny. intermedia L. (V.) braziliensis RANGEL; LAINSON (2009) 

Ny. neivai* L. (V.) braziliensis PITA-PEREIRA et al. (2009) 

Ny. umbratilis L. (V.) guyanensis RANGEL; LAINSON (2009) 

Ny. whitmani 
L. (V.) braziliensis; 
L. (V.) shawi 

RANGEL; LAINSON (2009); LAINSON 
(2010) 

Pi. (Pin.) fischeri* L. (V.) braziliensis PITA-PEREIRA et al. (2011) 

Pi. (Pin.) pessoai* L. (V.) braziliensis FORATTINI et al. (1972) 

Ps. ayrozai* L. (V.) naiffi LAINSON (2010) 

Ps. paraenses* L. (V.) naiffi LAINSON (2010) 

Ps. squamiventris* L. (V.) naiffi LAINSON (2010) 

Ps. wellcomei L. (V.) braziliensis RANGEL; LAINSON (2009) 

Th. ubiquitalis* L. (V.) lainsoni SILVEIRA et al. (1991a) 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

40 

Mapa 4 – Distribuição geográfica das espécies de flebotomíneos considerados vetores comprovados de 
Leishmania spp. no Brasil 

 
Fonte: Mapa elaborado pelo autor, adaptado de Brasil (2010) e Galati (2018), utilizando o software QGIS 
2.18 “Las Palmas” (QGIS Development Team, 2016) com shapefiles de livre acesso do Instituto 
Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) (2018). 

2.1.6. Hospedeiros vertebrados 

Os parasitas do gênero Leishmania são caracterizados por possuírem alta 

heterogeneidade genética e um grande ecletismo biológico, sendo capazes de infectar 

diversos mamíferos (ROQUE, JANSEN, 2014). Dessa forma seu ciclo biológico é 

complexo e dinâmico com características epidemiológicas regionais especificas 

(ASHFORD, 1996; ROTUREAU, 2006). Nas Américas, há relatos de infecção por 

Leishmania spp. em uma ampla variedade de espécies de mamíferos domésticos e 

selvagens pertencentes a sete ordens: Carnivora, Chiroptera, Cingulata, 

Didelphimorphia, Pilosa, Primata e Rodentia (ASHFORD, 1996; ALVAR et al., 2012; 

ROQUE; JANSEN, 2014). Sendo, os roedores, gambás, caninos, primatas e equinos os 

principais reservatórios de Leishmania spp. no continente (DUARTE et al., 2010). 

Entretanto, é importante observar que no complexo sistema parasita-hospedeiro, 

inúmeros variáveis estão presentes, como fatores relacionados ao próprio hospedeiro, ao 

parasita, a exposição e ao ambiente (CHAVES et al., 2007; TOMMASI et al., 2013; 

ROQUE; JANSEN, 2014). Assim, determinados hospedeiros de uma região, podem não 
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ter o mesmo papel epidemiológico em outras localidades (DESJEUX, 2004; MILLS E 

CHILDS, 1998; ROQUE; JANSEN, 2014). 

Dentre as espécies domésticas, o cão (Canis lupus familiaris) é considerado 

hospedeiro reservatório principal no ciclo da LV, no ambiente doméstico (QUINNEL; 

COURTENAY, 2009; LAINSON, 2010; MAIA; CAMPINO, 2011). O gato doméstico 

(Felis catus) apesar do seu papel inconclusivo na epidemiologia das leishmanioses, tem 

sido frequentemente diagnosticado infectado por L. (L.) amazonensis, L. (V.) 

braziliensis (PASSOS et al., 1996; SCHUBACH et al., 2004; DUARTE et al., 2010) e 

L. (L.) infantum (PENNISI, 2002; SAVANI et al., 2004, SOLANO-GALLEGO et al., 

2007; MAIA; CAMPINO, 2011; BENASSI et al., 2017). Casos de equinos (Equus 

caballus) infectados por L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum também  são descritos 

(KOEHLER et al., 2002; BRANDÃO-FILHO et al., 2003; ROLÃO et al., 2005; 

VEDOVELLO-FILHO et al., 2008; SOARES et al., 2013; BENASSI et al., 2018), com 

a espécie sendo incriminada com possível reservatório primário de LT no ambiente 

peridoméstico (TRUPPEL, et al., 2014).  

Com relação as espécies de mamíferos selvagens, apesar de grande variedade de 

relatos de infecção por Leishmania spp. em várias espécies, há poucos estudos mais 

aprofundados sobre o papel desses animais na epidemiologia da doença, fazendo com 

que termos como "hospedeiro" e "reservatório" sejam geralmente tratados como 

sinônimos (OMS, 1990; ASHFORD, 1996; TRAVI et al., 2002; RAYMOND et al., 

2003; ROQUE; JANSEN, 2014). Essa escassez de estudos sobre essas populações, se 

dá pela óbvia complexidade no acompanhamento da infecção a longo prazo nesses 

animais, além da dificuldade de se manter essas espécies em cativeiro para infecção 

experimental (ROQUE; JANSEN, 2014). Contudo, em uma ampla revisão bibliográfica 

sobre reservatórios selvagens e sinantrópicos de Leishmania spp. nas Américas, Roque 

e Jansen (2014) trazem uma extensa relação de mamíferos, classificadas por eles como 

“hospedeiros” ou “potenciais reservatórios” do parasita. Com um enfoque no Brasil, o 

Quadro 2 apresenta as espécies de mamíferos selvagens e sinantrópicos incriminadas 

como potenciais reservatórios de Leishmania spp. no país, adaptada de Roque e Jansen 

(2014). 
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Quadro 2 – Espécies de mamíferos selvagens e sinantrópicos incriminados como potencias reservatórios 
de Leishmania spp. no Brasil 

ORDEM ESPÉCIE DE 
MAMÍFERO 

ESPÉCIE DE 
Leishmania spp. REFERÊNCIAS 

Carnivora 

Agouti paca L. (V.) lainsoni SILVEIRA et al., 1991b 

Cerdocyon thous L. (L.) infantum DEANE; DEANE, 1955a; 
COURTENAY et al., 1996 

Nasua nasua L. (V.) shawi LAINSON, 2010 

Speothos venaticus L. (L.) infantum FIGUEIREDO et al., 2008; 
LIMA et al., 2009 

Cingulata Dasypus novemcinctus L. (V.) naiffi LAINSON; SHAW, 1989; 
NAIFF et al., 1991 

Didelphimorphia 

Didelphis albiventris L. (L.) infantum SHERLOCK et al., 1984; 
SHERLOCK, 1996 

Didelphis marsupialis L. (V.) guyanensis ARIAS et al., 1981; DEDET 
et al., 1989 

Pilosa 

Bradypus tridactylus L. (V.) shawi LAINSON, 2010 

Choloepus didactylus L. (V.) guyanensis 
L. (V.) shawi 

GENTILE et al., 1981; 
LAINSON et al., 1981 

Tamandua tetradactyla L. (V.) guyanensis LAINSON et al., 1981 

Primata 
Cebus apella L. (V.) shawi LAINSON et al., 1989 

Chiropotes satanas L. (V.) shawi LAINSON et al., 1989 

Rodentia 

Necromys lasiurus L. (V.) braziliensis BRANDÃO-FILHO et al., 
2003; FREITAS et al., 2012 

Oryzomys spp. L. (L.) amazonenses LAINSON, 2010 

Proechimys spp. L. (L.) amazonenses ARIAS et al., 1981; DEDET 
et al., 1989 

Rattus rattus L. (V.) braziliensis VASCONCELOS et al., 1994; 
DE LIMA et al., 2002 

Thrichomys laurentius L. (L.) infantum 
L. (V.) braziliensis ROQUE et al., 2010 

Fonte: Adaptado de Roque e Jansen (2014). 

Para a espécie L. (V.) lindenbergi, até o 2010, apenas humanos são hospedeiros 

conhecidos dessa espécie (LAINSON, 2010). Por fim, para Roque e Jansen (2014), 

apesar do avanço do conhecimento sobre a doença, pouco se conhece sobre a 

transmissão de Leishmania spp. entre os hospedeiros mamíferos e vetores. 

Conhecimento fundamental para a compreensão da epidemiologia da doença nas 

diversas regiões que ela ocorre e embasar medidas adequadas de controle (ROQUE, 

JANSEN, 2014; LOPES et al., 2018). 

 



 

 

43 

2.2. Flebotomíneos 

2.2.1. Aspectos gerais 

Os flebotomíneos são dípteros taxonomicamente classificados na ordem Diptera, 

subordem Nematocera, família Psychodidae e subfamília Phlebotominae (KILLICK-

KENDRICK, 1999) com inúmeros nomes populares a depender do país e/ou região 

(BASANO; CAMARGO, 2004). São insetos pequenos, geralmente não ultrapassando 

3mm comprimento, de coloração castanho claro, corpo intensamente revestido por 

cerdas, asas lanceoladas, pernas e antenas longas e delgadas e aparelho bucal adaptada 

para picar e sugar (YOUNG; DUNCAN, 1994; KILLICK-KENDRICK, 1999; 

BASANO; CAMARGO, 2004; SOUZA, 2017). Os adultos se alimentam de fontes de 

naturais de açúcar como seiva vegetais e de frutas (SCHLEIN; WARBURG, 1986; 

BRETAS, 2016), contudo as fêmeas se alimentam de sangue para promover a 

maturação dos ovos após a cópula (KILLICK-KENDRICK, 1999). Em sua maioria, 

possuem hábitos crepusculares e noturnos, contudo algumas espécies podem apresentar 

atividade diurna (KILLICK-KENDRICK, 1999). Pelo hábito de se alimentar de sangue 

de diversos hospedeiros vertebrados, são importantes vetores de doenças em humanos e 

animais (BARATA et al., 2005; LATROFA et al., 2011).  

Até o momento, cerca de 1.000 espécies de flebotomíneos foram descritas em 

todo o Mundo com 530 ocorrendo nas Américas (SHIMABUKURO et al., 2017). 

Dessas, 98 espécies são vetores confirmados ou suspeitos na transmissão de vírus 

(Phlebovirus, Vesiculovirus e Orbivirus), bactérias (Bartonella bacilliformis) e 

principalmente protozoários do gênero Leishmania spp. (DEPAQUIT et al., 2010; 

MAROLI et al., 2013; MORICONI et al., 2017).  

2.2.2. Biologia de flebotomíneos 

São insetos holometábolos (apresentam metamorfose completa, em ovo, larva, 

pupa e adulto) (Figura 4) (KILLICK-KENDRICK, 1999). O acasalamento ocorre no 

próprio hospedeiro ou em troncos de grandes árvores (MEMMOTT, 1991; 1992). O 

ciclo total é relativamente longo, ocorrendo entre 30 e 45 dias (ALEXANDER, 2000). 

Contudo, considera-se que períodos precisos para o desenvolvimento de cada fase é 

difícil de ser determinado, uma vez que esse tempo é significativamente afetado pela 

temperatura do ambiente, onde temperaturas baixas prolongam o ciclo, e altas 

temperaturas encurtando os tempos (KILLICK-KENDRICK, 1999). Contudo, cerca de 
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4 a 8 dias (em laboratório), após a ingestão do sangue, ocorre a maturação dos ovos no 

abdômen da fêmea (KILLICK-KENDRICK, 1999). Esse tempo depende da espécie de 

flebotomíneo, da velocidade da digestão e da temperatura do ambiente (KILLICK-

KENDRICK, 1999). As fêmeas ovipõem em locais úmidos, ao abrigo de luz e ricos em 

matéria orgânica, como por exemplo, entre raízes expostas, sob folhas, pedras e 

entulhos, em fissuras de rochas, em covas de animais e/ou em abrigos de animais 

domésticos (principalmente, galinheiros) (FORATTINI, 1973; ALEXANDER, 2000; 

CASANOVA et al., 2013). Os ovos possuem forma elipsoide de coloração clara logo 

após a postura, tornando se escuros tempo depois (Figura 4A) (FIGUEIREDO, 2016) e 

em condições ambientais favoráveis, eclodem dentre 7 e 10 dias após a postura 

(KILLICK-KENDRICK, 1999). Seguindo um desenvolvimento larval, relativamente 

mais lento, que em geral leva ao menos 21 dias (KILLICK-KENDRICK, 1999). As 

larvas possuem aspecto vermiforme com coloração branca divididos em cabeça, 3 

segmentos torácicos com cerdas e 9 abdominais (Figura 4B-E) (FIGUEIREDO, 2016) e 

se alimentam da matéria orgânica em decomposição (ALEXANDER, 2000). Além 

disso, apresenta quatro estádios larvais, o primeiro estádio é caracterizado por um par de 

cerdas caudais, enquanto que os demais, possui dois pares (Figura 4B-E) 

(FIGUEIREDO, 2016). O quarto e último estádio larval apresenta, ainda, uma mancha 

escura no último segmento antes de empupar (Figura 4E-F) (FIGUEIREDO, 2016). A 

fase de pupa tem duração de aproximadamente 10 dias até a emergência dos adultos, 

interessantemente os machos tendem a emergir antes das fêmeas (KILLICK-

KENDRICK, 1999). Os adultos são alados e apresentam grande dimorfismo sexual, 

representados nos últimos segmentos abdominais (genitália) e na probóscide (aparelho 

bucal picador desenvolvido nas fêmeas) (Figura 5) (BRAZIL; BRAZIL, 2003). 
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Figura 4 – Ciclo de desenvolvimento de formas imaturas de Lu. (Lu.) longipalpis: (A) ovos; (B) larva de 
1º estádio (L1), (C) larva de 2º estádio (L2), (D) larva de 3º estádio (L3), (E) larva de 4º estádio (L4) e (F) 
pupa 

 
Fonte: Silva (2019). 

Figura 5 – Adultos de Lu. (Lu.) longipalpis machos (A) e fêmeas (B) capturados nesse trabalho 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Os insetos adultos são frequentemente encontrados em troncos de árvores, 

vegetação densa, fissuras em rochas ou solo, sob folhas caídas, tocas de animais, ninhos 

de pássaros, cavernas e cupinzeiros (KILLICK-KENDRICK, 1999; GALATI et al., 

2003). Também sendo frequentemente encontradas no ambiente peridoméstico como os 

abrigos de animais domésticos (currais, galinheiros e chiqueiros), fendas de paredes e 
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latrinas (KILLICK-KENDRICK, 1999; GUIMARÃES E SILVA, 2016). Geralmente, 

os adultos, tendem a não se afastar do local de reprodução, embora possam ser 

capturados até 1km do ponto em que forma liberados, a maioria possui um raio de voo 

de até 250m (MORRISON et al., 1993). 

2.2.3. Sistemática de Phlebotominae 

O primeiro flebotomíneo descrito foi o Bibio papatasi por Scopoli em 1786, na 

região da Lombardia, norte da Itália (SCOPOLI 1786; GRASSI 1907). Cerca de 50 

anos depois, Rondani (1840) propuseram o gênero Phlebotomus. Com o passar do 

tempo a taxonomia de flebotomíneos evoluiu rapidamente, principalmente pela sua 

importância com vetores de Leishmania spp. (GALATI, 2018). Contudo a evolução da 

taxonomia de flebotomíneos americanos foi mais lenta (SHIMABUKURO; GALATI, 

2011). Entretanto até 1948, todos os flebotomíneos eram descritos dentro do gênero 

Phlebotomus, quando na época, Theodor propõem a primeira divisão em quatro 

gêneros: Brumptomyia (França & Parrot, 1921) e Lutzomyia (França 1924) (no Novo 

Mundo) e Phlebotomus (Rondani & Berté, 1840) e Sergentomyia (França & Parrot, 

1920) (no Velho Mundo) (THEODOR, 1948; SHIMABUKURO et al., 2011). Ainda o 

gênero Warileya (Hertig 1948) (Novo Mundo) é incluído por Lewis et al (1977). 

Atualmente, permanece essa sistemática que divide esta subfamília divide em cinco 

gêneros (SHIMABUKURO et al., 2011).  

Chaves taxonômicas são importantes para a correta identificação dos organismos 

sendo, em geral, baseada em caracteres morfológicos (SHIMABUKURO et al., 2011; 

SILVA, 2016), assim atualmente duas classificações vêm sendo utilizadas por 

pesquisadores em todo o mundo: a sistemática proposta por Young e Duncan (1994) e a 

por Galati (1995; 2003ab) que é atualizada anualmente (SILVA, 2016). A proposta de 

Young e Duncan (1994) possui uma abordagem mais conservadora baseada em critérios 

simples e práticos, com o gênero Lutzomyia subdividido em 15 subgêneros e 11 grupos 

(SILVA, 2016). Já a sistemática de Galati (1995; 2003ab) tem uma abordagem 

filogenética, o que leva a uma inferência evolutiva mais substancial entre os 

flebotomíneos do gênero Lutzomyia, que foi então, reclassificado pela autora em 18 

gêneros, ao invés de um único (GALATI, 2003ab; SHIMABUKURO; GALATI, 2011; 

SILVA, 2016). Assim, a proposta de cladística elaborada por Galati (1995; 2003ab) 

para classificar os flebotomíneos das Américas (SHIMABUKURO et al., 2011) foi 

adotada nesse estudo. Essa classificação, consistiu de um extenso estudo morfológico de 
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diversos caracteres incluindo, principalmente, estruturas relacionadas aos apêndices dos 

insetos (SHIMABUKURO et al., 2011). Dessa forma, a autora propõe a reclassificação 

da tribo IDIOPHLEBOTOMINI (Artemiev, 1991) [sinonímia = HERTIGIINI 

(Abonnenc & Lèger, 1976)] e a manutenção da tribo PHLEBOTOMINI (Rondani 

1840). Propõe ainda, o uso de quatro subtribos BRUMPTOMYIINA (Artemiev 1991), 

PSYCHODOPYGINA (Galati 1995), SERGENTOMYIINA (Artemiev 1991) e 

LUTZOMYIINA (Abonnenc & Lèger 1976) (SHIMABUKURO et al., 2011). Baseado 

nessa classificação, os flebotomíneos do Novo Mundo foram reclassificados em 22 

gêneros (GALATI, 1995; 2003ab; SHIMABUKURO et al., 2011). 

2.2.4. Estudos de fauna de flebotomíneos 

Como mencionado anteriormente, no Brasil, o perfil epidemiológico da LT e LV 

vem mudando nos últimos anos, muito em virtude das ações antrópicas no ambiente 

(BRASIL, 2010; BRASIL, 2014). A pressão ambiental em certas regiões, tem 

impactado significativamente a fauna de flebotomíneos, fazendo com que certas 

espécies potencialmente vetoras frequentem o peridomícilio e o intradomícilio  

(MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; DIAS et al., 2007) que muitas vezes oferecem 

condição favorável à reprodução e alimentação dessas espécies (TEODORO et al., 

1993; DIAS et al., 2007). Em trabalho de Mayo et al. (1998) e Michalsky et al. (2009), 

Ny. whitmani (vetor de LT) e Lu. (Lu.) longipalpis (vetor de LV) foram dominantes no 

ambiente domiciliar. Além disso, algumas espécies de flebotomíneos possuem alta 

capacidade de se adaptarem a novos ambientes modificados por seres humanos 

(XIMENES et al., 2007). Dessa forma, populações humanas que residem em regiões 

periubanas e rurais de áreas endêmicas, são altamente expostas a picada desses dípteros 

(MARZOCHI; MARZOCHI, 1994), refletido nas altas taxas de humanos soropositivos 

saudáveis, no teste intradérmico de Montenegro (MARZOCHI et al., 1980).  

Os estudos sobre a fauna de flebotomíneos são fundamentais e no Brasil, 

diversos trabalhos vem sendo realizados, tentando elucidar características de 

distribuição geográfica, sazonalidade e bioecologia dessa família, mas em algumas 

regiões do país, pouco se sabe sobre a fauna desses insetos (ANDRADE FILHO et al., 

2001; SARAIVA et al., 2006). Das 530 espécies das Américas, 265 são descritas no 

Brasil, país que possui maior biodiversidade de espécies de flebotomíneos no continente 

americano (SHIMABUKURO et al., 2017; GALATI, 2018). No estado de São Paulo, 69 

espécies de flebotomíneos de 14 gêneros já foram registradas em 210 (32%) dos 645 
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municípios (GALATI, 2003; SHIMABUKURO; GALATI, 2011). O estado apresenta 

três espécies vetores de LT, são elas: Ny. intermedia (em 13 municípios), Ny. whitmani 

(em 105 municípios), Mg. (Mig.) migonei (em 93 municípios) e Bi. flaviscutellata 

(SHIMABUKURO; GALATI, 2011; GALATI, 2018). Além de outras três incriminadas 

como vetores suspeitos: Ny. neivai (em 40 municípios), Pi. (Pin.) fischeri (em 121 

municípios), Pi. (Pin.) pessoai (em 69 municípios) e Ps. ayrozai (SHIMABUKURO; 

GALATI, 2011; GALATI, 2018). O estado, também, registra em 29 municípios a 

principal espécie vetor de LV, Lu. (Lu.) longipalpis (SHIMABUKURO; GALATI, 

2011). 

2.2.5. Estudos de sazonalidade de flebotomíneos 

Estudo sobre a sazonalidade de flebotomíneos tentam entender aspectos 

climáticos que favorecem a biologia desses insetos e as suas implicações na 

epidemiologia das leishmanioses em uma área (SARAIVA, et al. 2006). Assim, esse 

tipo de estudo é fundamental, não apenas para os biólogos, mas também para os 

epidemiologistas (AGUIAR; SOUCASAUX, 1984). A partir deles, se sabe que fatores 

climáticos como temperatura, pluviosidade e umidade relativa, podem estar 

relacionadas a fauna de flebotomíneos em algumas áreas (MISCEVIC, 1981; 

ROBERTS, 1994; SCORZA et al., 1968). No Brasil, Barreto (1943) foi o primeiro a 

observar a sazonalidade de flebotomíneos (AGUIAR; SOUCASAUX, 1984). Em seu 

trabalho, a captura desses insetos foi menor no meses frios e secos do ano (BARRETO, 

1943), confirmado por outros trabalhos que o sucederam (COUTINHO; BARRETO, 

1941; DEANE; DEANE, 1955b; SHAW; LAINSON, 1972; GOMES; GALATI, 1977; 

AGUIAR; SOUCASAUX, 1984). De modo geral, os habitats naturais de reprodução 

dos flebotomíneos possuem uma temperatura e umidade ótimas, e pequenas variações 

nesses fatores levam a um prejuízo dessas populações (DIAS et al., 2007). A chuva, 

quando em quantidades adequadas parece ser um fator determinante para modificar as 

condições dos criadouros, beneficiando ou prejudicando (quando em excesso) a 

reprodução desses insetos (RUTLEDGE; ELLENWOOD, 1975).  

Apesar de se observar uma alta ocorrência desses insetos nos meses mais 

quentes e úmidos do ano (AGUIAR; SOUCASAUX, 1984), nem sempre essa lógica é 

observada (CONDINO et al., 1998; DIAS et al., 2007). Segundo Forattini (1954) há 

espécies mais resistentes a variação climática, assim, algumas continuam a ser 

encontradas, geralmente, em menor quantidade, nos meses frios e secos (AGUIAR; 
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SOUCASAUX, 1984). Trabalhos semelhantes verificaram que apenas a umidade e a 

pluviosidade impactaram significativamente a densidade de flebotomíneos (BARATA 

et al., 2004; MACEDO et al., 2008). Por sua vez, Saraiva et al. (2006) encontrou picos 

na quantidade de insetos nos meses quentes e úmidos e meses secos e quentes, tendo 

apenas a temperatura sido correlacionado com a densidade desses insetos. A 

temperatura e umidade relativa impactaram a densidade de flebótomos em trabalho de 

Almeida et al. (2010), que também observou, apesar de não significativo, picos de 

capturas após as chuvas. Segundo, Teodoro et al. (1993) e Saraiva et al. (2006), as 

alterações causadas pela presença humana, como a manutenção de animais (fonte 

alimentar) e aumento de lixo doméstico (nicho reprodutivo) podem influenciar a 

densidade de flebotomíneos em uma área, tendo um papel tão importante quanto o 

clima da região em estudo.  

Os estudos sobre a sazonalidade de flebotomíneos, tem contribuído com dados 

sobre riscos de transmissão de Leishmania spp. em uma região (MARCONDES et a., 

2001). A grande dificuldade desses estudos, reside no fato de necessitar de um 

acompanhamento longo dessas populações. Dados de sazonalidade confiáveis só podem 

ser obtidos em investigações com mais de 2 anos consecutivos, diminuído assim, as 

margens de erros por anos atípicos (DIAS et al., 2007). Entretanto, esses trabalhos, se 

fazem extremamente fundamentais para o entendimento da epidemiologia das doenças 

transmitidas por esses vetores, em especial as leishmanioses, predizendo ações de 

controle desses insetos em momentos mais adequados (SARAIVA et al., 2006). 

2.2.6. Estudos de infecção natural por Leishmania spp. 

em flebotomíneos 

Estudos epidemiológicos que determinam a presença de Leishmania spp. em 

flebotomíneos são fundamentais para o entendimento da competência vetorial e 

epidemiologia das leishmanioses, ajudando a elucidar os padrões de transmissão em 

uma área (ARANSAY et al., 2000; MICHALSKY et al., 2002; PERRUOLO et al., 

2006; GONZÁLEZ et al., 2017). Para Rossi et al. (2008) esses estudos são importantes 

indicadores sobre a intensidade da transmissão do parasita. Dessa forma, esses estudos 

têm sido amplamente realizados, seja através da visualização direta, em microscópio 

ótico, do parasita no trato digestivo do vetor, técnica laboriosa e de baixa sensibilidade 

(BEZERRA-VASCONCELOS et al., 2011), ou através de técnicas moleculares que 

permitem a identificação do DNA de Leishmania spp. Essas últimas, amplamente 
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empregadas, pois apresentam alta sensibilidade e especificidade mesmo em situações de 

baixa quantidade de parasita no trato digestivo do vetor (DE BRUIJN; BARKER, 1992; 

PEREZ et al., 1994; PITA-PEREIRA et al., 2005; SARAIVA et al., 2010). Assim, 

várias técnicas já foram empregadas como a reação em cadeia da polimerase 

convencional (cPCR) (SILVA et al., 2008), PCR-Restriction fragment length 

polymorphism (PCR-RFLP) (SARAIVA et al., 2010), PCR quantitativa em tempo real 

(qPCR) (BEZERRA-VASCONCELOS et al., 2011; CUNHA et al., 2014; GONZÁLEZ 

et al., 2017). Direcionados à uma variedade de genes, como região do DNA do 

Kinetoplasto do parasito (kDNA) (MICHALSKY et al., 2002; CUNHA et al., 2014; 

GONZÁLEZ et al., 2017), internal transcribed spacer 1 e 2 (ITS-1, ITS-2) (JIMÉNEZ et 

al., 2013; ÁVILA et al., 2018) e a subunidade 18S do DNA ribossomal (rDNA) 

(BEZERRA-VASCONCELOS et al., 2011). 

2.2.7. Estudos de identificação de hábitos alimentares de 

flebotomíneos 

Em consonância com os estudos de infecção natural por Leishmania spp., as 

investigações sobre os hábitos alimentares dos flebotomíneos possuem grande valor 

epidemiológico, uma vez que permitem identificar hospedeiros que sofrem 

frequentemente, o repasto sanguíneo dos flebótomos e podem indicar potenciais 

reservatórios de Leishmania spp. em uma região (BARATA et al., 2005; HAOUAS et 

al., 2007; QUARESMA et al., 2012). Nesse contexto, estudos sobre o conteúdo 

estomacal desses dípteros vêm sendo realizados a partir de métodos sorológicos, como o 

teste da precipitina e o ensaio de imunoabsorbância ligada a enzima (ELISA) (DIAS et 

al., 2003; BARATA et al., 2005; MARASSÁ, et al., 2013), e métodos moleculares 

(cPCR, qPCR e PCR-RFLP) (SANT’ANNA et al., 2008; SOARES et al., 2014; BAUM 

et al., 2015; SALES et al., 2015; CARVALHO et al., 2017). Para Haouas et al. (2007) 

as técnicas sorológicas tornaram-se ultrapassadas, principalmente pela baixa 

sensibilidade e especificidade e a necessidade de produção de anticorpos específicos 

para cada fonte de repasto a ser identificada, com consequente incapacidade de antever 

reservatórios não esperados.  

Tais desvantagens impulsionaram o uso das técnicas moleculares nesses estudos, 

que estão em sua maioria, direcionados ao gene nuclear, prepronociceptina (PNOC) 

(BAUM et al., 2015), e aos mitocondriais como o citocromo B (CYT-B) e a subunidade 

I do citocromo C oxidase (SANT’ANNA et al., 2008; KENT et al., 2009; SOARES et 
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al., 2014; SALES et al., 2015; CARVALHO et al., 2017). Contudo, muitos estudos têm 

demostrado que a utilização desses últimos, apresenta maiores vantagens, como a 

utilização do CYT-B que por ter localização genômica mitocondrial permanecem mais 

conservados e apresentam maior disponibilidade de sequências estudas e depositas em 

bancos de dados, como o Genbank® (PERKINS; SCHALL, 2002). Dessa forma, 

baseados nesse gene, Soares et al. (2014), através da PCR-RFLP, identificaram fêmeas 

de flebotomíneos alimentadas com sangue de humanos, equinos e bovinos. Já 

Sant’Anna et al. (2008), identificaram apenas repasto de sangue desses insetos em 

galinhas na PCR multiplex do mesmo gene. Em outro trabalho, Carvalho et al. (2017), 

reportaram repasto em humanos, cães, galinhas e roedor. Sales et al. (2015) 

identificaram como fonte alimentar, a galinha, o homem, cão, cavalo, rato e gato por 

qPCR. Ainda que ora similares, ora divergentes, esses resultados demonstram o 

oportunismo desses insetos, sendo capazes de se alimentar em uma ampla variedade de 

vertebrados (DIAS et al., 2003; BARATA et al., 2005). 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Investigar os aspectos bioecológicos de flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: 

Phlebotominae) em área endêmica para LT e LV no estado de São Paulo, Brasil. 

3.2. Objetivos específicos 

• Coletar e identificar, a nível de espécie, flebotomíneos machos e fêmeas em área 

endêmica para leishmanioses no estado de São Paulo. 

• Identificar padrões de sazonalidade de flebotomíneos. 

• Analisar os métodos de extração de DNA em amostras individuais de fêmeas de 

flebotomíneos. 

• Detectar a taxa de infecção natural por Leishmania spp. em fêmeas de 

flebotomíneos. 

• Identificar as fontes de repasto sanguíneo de fêmeas de flebotomíneos. 
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Resumo 33 

Atualmente, temos observado mudanças importantes nos padrões de transmissão 34 

da leishmaniose tegumentar (LT) e visceral (LV) em áreas endêmicas do Brasil. Além 35 

disso, a LV avança rapidamente para novas áreas, que no passado eram consideradas 36 

indenes. Os estudos sobre flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) são 37 

fundamentais para a melhor compreensão da complexa epidemiologia da doença, 38 

revelando os aspectos biológicos desses vetores e suas relações com o parasita e seus 39 

reservatórios. Dessa forma, realizamos um estudo sobre os aspectos bioecológicos de 40 

flebotomíneos em uma área endêmica de LT e LV no Brasil. Foi realizado um 41 

levantamento entomológico para descrever a fauna, sazonalidade, taxa de PCR positivo 42 

para o DNA de Leishmania spp. e as fontes de repasto sanguíneo de flebotomíneos na 43 

área de estudo. Em nosso trabalho, foram encontradas doze espécies de flebotomíneos, 44 

entre vetores comprovados ou suspeitos nos ciclos epidemiológicos da LT e LV. 45 

Padrões sazonais entre fatores climáticos estudados (temperatura, umidade relativa do ar 46 

e precipitação) e a fauna desses insetos, capturados com armadilhas luminosas do tipo 47 

CDC, não foram observados. Encontramos o kDNA de Leishmania spp. em uma fêmea 48 

não ingurgitada de Evandromyia (Aldamyia) carmelinoi. A identificação das fontes 49 

alimentares de sangue mostrou suínos, humanos, cães, bovinos, galinhas e gambás 50 

como hospedeiros vertebrados de flebotomíneos na área de estudo. Os resultados e as 51 

implicações de nossas descobertas são discutidos abaixo. 52 

Resumo do autor 53 

As leishmanioses são importantes doenças tropicais negligenciadas, presentes 54 

principalmente em países pobres do mundo. A leishmaniose tegumentar (TL) e a 55 

visceral (LV) são as principais formas clínicas da doença em humanos e são causadas 56 
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por protozoários do gênero Leishmania. A picada de fêmeas de flebotomíneos é a 57 

principal forma de transmissão nas cadeias epidemiológicas da LT e LV. Os estudos 58 

sobre esses insetos são fundamentais para a melhor compreensão da complexa 59 

epidemiologia da doença, e assim, prever medidas de controle mais assertivas em uma 60 

área. Neste trabalho, os aspectos bioecológicos da fauna de flebotomíneos foram 61 

estudados em uma área, no Brasil, onde LT e LV ocorrem comumente entre humanos e 62 

animais. Vetores comprovados e suspeitos foram encontrados na área de estudo. Além 63 

disso, o kDNA de Leishmania spp. foi encontrado em uma espécie de flebotomíneo não 64 

vetora. Na área de estudo, seis espécies de vertebrados (suínos, humanos, cães, bovinos, 65 

galinhas e gambás) foram comprovadamente fontes alimentares de sangue para 66 

flebotomíneos. Nossos resultados trazem novas informações sobre a bioecologia de 67 

flebotomíneos em uma área endêmica de LT e LV do Novo Mundo. 68 

Introdução 69 

As leishmanioses são importantes doenças transmitidas por vetores causadas por 70 

parasitas do gênero Leishmania (Trypanosomatida: Trypanosomatidae) endêmicas em 71 

102 países e territórios do mundo [1,2] e, desde suas descrições iniciais, tornaram-se o 72 

foco de pesquisas em vários países. São doenças tropicais negligenciadas, fortemente 73 

ligada à pobreza, que afetam principalmente populações pobres nos países em 74 

desenvolvimento, onde possuem grande importância em saúde pública e veterinária [3–75 

5]. 76 

Nas Américas, apesar da contínua redução no número de casos humanos de LT 77 

[6], a doença continua sendo um grave problema de saúde pública, com um número 78 

significativo de pessoas infectadas no continente, sendo o Brasil, responsável pelo 79 

maior número de casos [6]. Em relação aos casos humanos de LV, o número tem se 80 

mantido estável nos últimos anos, no entanto, houve uma expansão geográfica associada 81 
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a um aumento na taxa de mortalidade da doença nas Américas, especialmente em países 82 

como Argentina, Brasil, Paraguai [6]. Em 1980, o Brasil implementou os programas de 83 

vigilância e controle de LT e LV no território nacional [7,8]. No entanto, as estratégias 84 

de controle adotadas não vêm sendo eficazes para reduzir o número de novos casos ou 85 

conter a disseminação da doença [9]. A dificuldade do controle da LT no Brasil está 86 

relacionada à diversidade de agentes etiológicos, reservatórios e vetores, além de 87 

diferentes padrões de transmissão que a doença apresenta no país [7]. Por sua vez, a 88 

ineficiência do controle da LV pode ser explicada pela dificuldade no diagnóstico de 89 

reservatórios assintomáticos, a possibilidade de outras formas de transmissão ou a 90 

presença de outros reservatórios da doença [10]. Esses fatos podem explicar a 91 

disseminação e urbanização das leishmanioses no país. 92 

 Denominados de "mosquito-palha" devido ao corpo de coloração amarela pálida 93 

ou arenosa [11], os flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) são os 94 

principais vetores de leishmanioses, tendo papel central na manutenção da infeção por 95 

parasitas Leishmania spp. [10]. Atualmente, 1.000 espécies de flebotomíneos foram 96 

descritas em todo o mundo, das quais 530 estão presentes nas Américas [12]. 97 

Com cerca de 3 mm de comprimento corporal, esses pequenos e hirsutos insetos 98 

possuem grande relevância médica e veterinária [13,14]. Embora, machos e fêmeas de 99 

flebotomíneos se alimentem de fontes naturais de açúcar [13,15], apenas as fêmeas 100 

precisam se alimentar de sangue para prover a nutrição e maturação dos ovos [13]. As 101 

fêmeas de flebotomíneos são consideradas oportunistas, podendo se alimentar de sangue 102 

de uma grande variedade de hospedeiros, dessa foram, atuam como vetores de 103 

importantes patógenos para humanos e animais [16,17]. Cerca de 98 espécies de 104 

flebotomíneos são confirmadas ou suspeitas de serem vetoras de Leishmania spp., 105 

Phlebovírus, Vesiculovírus, Orbivírus e Bartonella bacilliformis [11,18]. 106 
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O conhecimento da epidemiologia da LT e LV ainda não está claro em alguns 107 

aspectos [7,19]. Apesar do significativo avanço do nosso conhecimento sobre a doença, 108 

pouco se sabe sobre as interações entre os flebotomíneos, parasitas e hospedeiros 109 

mamíferos [20]. A adoção de medidas de controle eficientes depende do amplo 110 

conhecimento de todos os parâmetros dinâmicos da infecção entre os vários 111 

participantes da cadeia epidemiológica da doença [9]. 112 

Nesse sentido, os estudos sobre a biologia dos flebotomíneos e suas relações 113 

entre hospedeiros vertebrados e patógenos constituem uma importante ferramenta 114 

epidemiológica [16,21,22]. A identificação de fontes de repasto sanguíneo e a taxa de 115 

flebotomíneos naturalmente infectados em áreas endêmicas, fornecem importantes 116 

informações epidemiológicas [22,23]. Essas investigações podem apontar um potencial 117 

vetor ou hospedeiro vertebrado reservatório e ajudar a elucidar o ciclo natural de 118 

transmissão em uma área, para dessa forma, liderar a adoção de medidas de controle 119 

mais eficientes [13,16,21–26]. Nesse trabalho, investigamos a fauna de flebotomíneos e 120 

seus aspectos biológicos, como sazonalidade, taxa de PCR positiva para o DNA de 121 

Leishmania spp. e os hábitos alimentares de flebotomíneos em área endêmica para LT e 122 

LV no estado de São Paulo, Brasil. 123 

Métodos 124 

Área de estudo 125 

As cidades de Andradina e Ilha Solteira estão localizadas na mesorregião 126 

administrativa de Araçatuba, estado de São Paulo, a cerca de 650 km da cidade de São 127 

Paulo, capital do estado (Fig. 1). Segundo a classificação de Köppen para ambas as 128 

cidades, o clima é do tipo 'Aw', tropical úmido com estação seca, e está associado ao 129 

bioma do Cerrado [27,28]. Em Andradina, nos últimos 10 anos, 13 e 50 casos humanos 130 
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de LT e LV foram relatados, respectivamente [29,30]. Por outro lado, Ilha Solteira 131 

registrou, no mesmo período, 3 e 10 casos humanos de LT e LV, respectivamente 132 

[29,30]. 133 

Fig 1. Localização das cidades de Andradina e Ilha Solteira, São Paulo, Brasil. 134 

135 
Fonte: Mapa elaborado pelo autor, utilizando o software QGIS 2.18 “Las Palmas” [76] com shapefiles de 136 
livre acesso do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) [77]. 137 

Capturas de flebotomíneos 138 

Entre janeiro de 2018 e junho de 2019, foram realizadas capturas sistematizadas 139 

de flebotomíneos em sete pontos distintos para cada cidade da área em estudo (Figura 140 

1). A cada mês, durante três noites consecutivas, uma armadilha luminosa do tipo CDC 141 

foi instalada no peridomicílio, próximo a abrigos de animais ou vegetação, entre 10 e 142 

20m da residência [31]. As armadilhas foram montadas a cerca de um metro do chão, 143 

entre as 17:00 e as 7:00 h, sem respeitar o horário de verão [31]. 144 
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Capturas não sistematizadas também foram realizadas com armadilhas 145 

luminosas do CDC nos mesmos pontos de cada cidade. Novamente, uma ou duas 146 

armadilhas foram colocadas entre uma e cinco noites consecutivas por mês, instaladas 147 

como descrito acima. 148 

Identificação de espécies 149 

Os insetos capturados foram rapidamente transportados ao laboratório em uma 150 

caixa de isopor com gelo reciclável. Em seguida, foram eutanasiados em freezer a -20 151 

°C por 20 minutos e examinados. O número de flebotomíneos capturados foi registrado 152 

de acordo com o sexo, local e data da captura. Machos e fêmeas (cabeça e terminália) 153 

foram preservados individualmente em microtubos estéreis com álcool 70%. Em 154 

seguida, os insetos foram submetidos a bateria de clarificação e montados em lâminas 155 

de vidro [32] para identificação de espécies conforme Galati et al. [33], com abreviação 156 

de gêneros de acordo com Marcondes et al. [34]. Além disso, o tórax e o abdômen das 157 

fêmeas foram preservados individualmente em tubos estéreis com álcool absoluto 158 

(Merck) a -20 ºC até o momento da extração do DNA e análises moleculares. Os 159 

instrumentos utilizados na etapa de triagem e corte dos insetos, bem como as áreas de 160 

trabalho foram desinfetados com solução de hipoclorito de sódio a 2%. 161 

Análises moleculares 162 

Extração de DNA. A extração do DNA do tórax e abdômen de cada fêmea, foi 163 

realizada de acordo com Bruford et al. [35], com modificações de Galvis-Ovallos et al. 164 

[31]. Para evitar a contaminação de DNA entre as amostras, todo o procedimento foi 165 

realizado em cabine de segurança biológica (ESCO). Os instrumentos e a cabine foram 166 

desinfetados como descrito acima, seguido por 15 minutos sob incidência de luz 167 

ultravioleta (UV). Além disso, foram utilizados machos de Lutzomyia (Lutzomyia) 168 
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longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) da colônia do Laboratório de Entomologia em Saúde 169 

Pública / Phlebotominae (LESP), da Faculdade de Saúde Pública (FSP), da 170 

Universidade de São Paulo (USP), como controles negativos internos em todas as 171 

extrações de DNA [36]. 172 

PCR convencional. O DNA extraído do tórax e abdômen de cada flebotomíneo 173 

fêmea foi submetido à PCRs convencionais descritas na Tabela 1. Para avaliar a 174 

qualidade da extração de DNA, foi realizada uma PCR para amplificação da região 175 

IVS6 do gene da cacofonia de flebotomíneos (controle endógeno), com os iniciadores 176 

descritos por Lins et al. [37] e protocolo de acordo com Pita-Pereira et al. [38] com 177 

modificações (Tabela 1). A detecção do DNA de Leishmania spp. foi realizada através 178 

da PCR para o DNA circular do Kinetoplasto (kDNA) do parasita, como descrito por 179 

Rodgers et al. [39] (Tabela 1). As amostras positivas na PCR anterior, foram ainda, 180 

submetidas a amplificação das regiões Internal Transcribed Spacer 1 e 2 (ITS-1; ITS-2), 181 

de acordo com El Tai et al. [40] (Tabela 1). Uma PCR para identificação das fontes 182 

alimentares de sangue foi realizada através do gene citocromo B (CYT-B), de acordo 183 

com Steuber et al. [41], apenas em amostras de DNA de tórax e abdômen de fêmeas 184 

ingurgitadas, parcialmente ingurgitadas ou grávidas (Tabela 1). 185 
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Tabela 1. Gene, primer e protocolos usados nas análises moleculares de DNA de tórax e abdômen de fêmeas de flebotomíneos nesse trabalho. 186 
 187 

Nota: *em pares de base (pb); Fonte: Elaborado pelo autor.188 

Gene alvo Primer Reagentes Sequência térmica Tamanho* Referências 

Cacofonia (IVS6) 

5Llcac (5′-GTGGCCGAACATAATGTTAG-3′) 

3Llcac (5′-CCACGAACAAGTTCAACATC-3’) 

Lins et al. [37] 

20mM Tris-HCl; 50mM KCl; 

1,5mM MgCl2; 200µM 

DNTP's; 0,5µM primer; 1U 

Platinum® Taq DNA 

Polymerase; 2,5µL DNA 

 

94°C 12 min, 35 ciclos 

(94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 

30s), 72°C 10 min 

220pb 

Pita-Pereira et al. 

[38] com 

modificações 

Citocromo B (CYT-

B) 

CYT-B1 (5’-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3’) 

CYT-B2 (5’-GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3’) 

10mM Tris-HCl; 50mM KCl; 

1,5mM MgCl2, 100µM 

DNTPs; 0,5µM primer; 1U 

Platinum® Taq DNA 

Polymerase; 2,5µL DNA 

95°C 10 min, 35 ciclos 

(94°C 30s, 52°C 30s, 72°C 

45s), 72°C 5 min 

359pb  

(sequenciamento) 
Steuber et al. [41] 

kDNA Leishmania 

spp. 

13A (5'-GTGGGGGAGGGGCGTTCT-3') 

13B (5'-ATTTTACACCAACCCCCAGTT-3') 

200mM Tris-HCl; 500mM 

KCl; 1,5mM MgCl2; 0,31mM 

DNTP's; 0,26µM primer; 1U 

Taq Polimerase; 2,5µL DNA 

94°C 3 min, 35 ciclos (94°C 

40s, 56°C 30s, 72°C 30s), 

72°C 5 min 

120pb 
Rodgers et al. 

[39] 

Internal Transcribed 

Spacer 1 (ITS-1) 

LITSR (5'-CTGGATCATTTTCCGATG-3') 

L5.8S (5'-TGATACCACTTATCGCACTT-3') 

50mM Tris-HCl; 10mM KCl; 

1,5mM MgCl2; 0,2mM 

DNTP's; 0,5µM primer; 2U 

Taq Polimerase; 2,5µL DNA 

95°C 4 min, 35 ciclos (95°C 

30s, 53°C 30s, 72°C 1 min), 

72°C 5 min 

300/350pb 

(sequenciamento) 
El Tai et al. [40] 

Internal Transcribed 

Spacer 2 (ITS-2) 

L5.8SR (5'-AAGTGCGATAAGTGGTA-3') 

LITSV (5'-ACACTCAGGTCTGTAAAC-3') 

50mM Tris-HCl; 10mM KCl; 

1,5mM MgCl2; 0,2mM 

DNTP's; 0,5µM primer; 2U 

Taq Polimerase; 2,5µL DNA 

95°C 4 min, 35 ciclos (95°C 

30s, 53°C 30s, 72°C 1 min), 

72°C 5 min 

700pb 

(sequenciamento) 
El Tai et al. [40] 
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Todas as amplificações foram realizadas em termociclador C1000 Touch™ 189 

Thermal Cycler (Bio-Rad) e água deionizada estéril foi usada como controle negativo. 190 

Amostras de DNA extraído de Lu. (Lu.) longipalpis da colônia do LESP-FSP/USP 191 

foram utilizadas como controle positivo na PCR de controle endógeno. Enquanto que 192 

DNA de Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1967/pH8) fornecido pelo 193 

Laboratório de Leishmaniose do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, 194 

foi utilizado como controle positivo na PCR para detecção de DNA de Leishmania spp. 195 

Além disso, DNA de cão foi utilizado como controle positivo na PCR de identificação 196 

de fontes de repasto sanguíneo. 197 

Doze microlitros dos produtos de PCR foram misturados com 3μl de tampão de 198 

amostra (Tris 10mM, EDTA 10mM, azul de bromofenol a 0,005% m/v e glicerol a 10% 199 

v/v) e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% [40,41] e 2% [37,39] corado 200 

com SYBR® Safe (Invitrogen). A corrida eletroforética foi realizada em tampão TBE 201 

1x (pH 8,0) (Invitrogen®) a 100V por 45-60min com DNA Ladder RTU® (KASVI) de 202 

100 pares de base (pb). Um transiluminador UV Photo Doc-It® (UVP) foi usado para 203 

visualizar e fotografar os produtos amplificados no gel de agarose. 204 

Sequenciamento. A PCR positiva para os genes ITS-1, ITS-2 e CYT-B foi 205 

enviada para o sequenciamento de Sanger usando 30ng/µl do produto de PCR 206 

purificado. O software Chromas foi utilizado para verificar manualmente os 207 

eletroferogramas das sequências forward e reverse. O BioEdit Sequence Alignment 208 

Editor foi usado para alinhar e gerar sequências consenso, que foram confrontadas com 209 

as sequências depositadas na base de dados GenBank através do Basic Local Alignment 210 

Search Tool (BLAST). A identificação das espécies de vertebrados e Leishmania spp. 211 

foi considerada correta quando as sequências apresentaram mais de 96% de identidade 212 

com pelo menos 95% da sequência analisada [36]. 213 
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Análise de dados  214 

Para complementar as informações obtidas através da identificação de espécies e 215 

análises moleculares dos flebotomíneos, foram coletadas informações sobre 216 

características ambientais de cada ponto. Assim, foram registrados dados qualitativos da 217 

paisagem e fauna doméstica ou selvagem em um raio de aproximadamente 500m de 218 

cada ponto de captura. Esses dados foram obtidos mensalmente por observação e 219 

conversas com os moradores locais. 220 

Para medir a influência de fatores climáticos no número de flebotomíneos 221 

capturados por mês, foram obtidos dados climáticos nos sites das estações 222 

meteorológicas do Centro Integrado de Informações Agrometeorológicas do Estado de 223 

São Paulo [42] e da Faculdade de Engenharia, da Universidade Estadual do Estado de 224 

São Paulo (UNESP). Os dados de umidade relativa do ar não estavam disponíveis para a 225 

cidade de Andradina. Assim, consideramos para essa variável os valores referentes à 226 

cidade de Ilha Solteira, a cerca de 40km de Andradina. As correlações de Spearman (ρ) 227 

e Pearson (r) (análise não paramétrica) foram usadas para avaliar a relação entre os 228 

fatores climáticos e a quantidade de flebotomíneos capturados por mês, considerando 229 

apenas as capturas sistematizadas. As análises foram realizadas no software estatístico 230 

R, versão 3.1.1 [43]. 231 

Resultados 232 

Ecótopos 233 

Neste estudo, quatorze ecótopos (sete para cada cidade) em área urbana ou rural 234 

foram definidos para capturas sistematizadas e não sistematizadas de flebotomíneos. A 235 

fauna e a paisagem em um raio de aproximadamente 500m da armadilha de luz, em 236 

cada ponto, foram registradas. A caracterização de cada ecótopo está apresentada na 237 
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Tabela 2. Em todos os pontos, animais domésticos estavam presentes (Tabela 2). Em 238 

relação aos animais selvagens, pelo menos uma espécie, das seis ordens de mamíferos 239 

conhecidas como reservatórios de Leishmania spp. nas Américas [20], foi observada ou 240 

relatada pelos moradores da área, em algum ponto de captura (Tabela 2). Quanto a 241 

paisagem, variaram entre ambiente urbano, ambiente modificado para agricultura ou 242 

pecuária e fragmentos de florestas nativas (Tabela 2). 243 



 

 

64 
Tabela 2. Caracterização dos ecótopos onde foram realizadas capturas sistematizadas e não sistematizadas de flebotomíneos nas cidades de Andradina 244 

e Ilha Solteira, com observações sobre fauna e paisagem presentes em cada um. 245 

ANDRADINA 

Ecótopos Área Descrição 
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Paisagem 
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AND-1 Urbana Bosque - X X - - - - - X - X X - X Fragmento de floresta nativa 

AND-2 Urbana Peridomícilio X X - - - - - X - - - - - - Ambiente urbano com árvores frutíferas 

AND-3 Rural Peridomícilio X X - - X - X X - - - - - - Ambiente modificado para agricultura 

AND-4 Rural Peridomícilio X X - - X - - X - - - - - - Ambiente modificado para pecuária 

AND-5 Urbana Hospital veterinário - - X X X X - X - - - - - - Ambiente modificado para pecuária 

AND-6 Rural Peridomícilio X X  X X - X X - - - - - - Ambiente modificado para pecuária 

AND-7 Rural Peridomícilio X X X X X X - X - - X - - - Ambiente modificado para pecuária 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

continua... 
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ILHA SOLTEIRA 

Ecótopos Área Descrição 
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IS-1 Rural Abrigo de animais X X X X X - X X - - - - - - Ambiente modificado para pecuária 

IS-2 Urbana Peridomícilio X X - X X - - X - - - - - - Ambiente modificado para pecuária 

IS-3 Rural Peridomícilio X X X - X - X X - - - - - - Ambiente modificado para pecuária 

IS-4 Rural Peridomícilio X X - - - - - X - - - - - - Ambiente modificado para agricultura 

IS-5 Urbana Abrigo de animais - X X - - - - - X - X - - - Ambiente urbano com árvores nativas 

IS-6 Urbana UNESP Campus - - - - - - - - - - - - - - Ambiente urbano com árvores nativas 

IS-7 Urbana Zoológico - - - - - - - X - X - X X X Fragmento de floresta nativa 

Nota: aconsiderando as principais ordens de mamíferos conhecidas como reservatórios de Leishmania spp. nas Américas, DIDELPHIMORPHIA (Didelphis albiventris e D. aurita), PILOSA 246 
(Tamandua tetradactyla), CINGULATA (Dasypus novemcinctus), RODENTIA (Ratus rattus), CARNIVORA (Cerdocyon thous), PRIMATA (Alouatta guariba) (2014). 247 

Fonte: Elaborado pelo autor.  248 
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Fauna de flebotomíneos 249 

As capturas sistematizadas e não sistematizadas revelaram 94 espécimes de 250 

flebotomíneos em Andradina, sendo 54 machos e 40 fêmeas (Tabela 3). Por outro lado, 251 

438 espécimes foram capturados na cidade de Ilha Solteira, 254 machos e 184 fêmeas 252 

(Tabela 3). 253 



 

 

67 
Tabela 3. Fauna de flebotomíneos coletados em capturas sistematizadas e não sistematizadas nas cidades de Andradina e Ilha Solteira, com 254 

quantidade e porcentagem por sexo e espécie. 255 

ANDRADINA 

Espécies / Ecótopos 
AND-1 AND-2 AND-3 AND-4 AND-5 AND-6 AND-7 TOTAL 

♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂♀ 

Brumptomyia spp. - 1 - - - - - - - - - - - - 0 1 (1.06%) 1 (1.06%) 

Evandromyia spp. - - - - - - - - - - - - - 1 0 1 (1.06%) 1 (1.06%) 

Ev. (Ald) carmelinoi - - - 1 1 1 2 2 - 1 6 11 - 3 9 (9.57%) 19 (20.21%) 28 (29.79%) 

Ev. (Ald.) lenti - - - - 2 - - - - - 14 2 1 - 17 (18.09%) 2 (2.13%) 19 (20.21%) 

Ev. (Bar.) cortelezzii - - - - - - - - - - 1 1 - - 1 (1.06%) 1 (1.06%) 2 (2.13%) 

Ev. (Bar.) Complexo cortelezzii - - - - - 1 - - - - - - - - 0 1 (1.06%) 1 (1.06%) 

Lu. (Lu.) longipalpis - - 8 5 2 1 - - 1 - 5 2 7 1 23 (24.47%) 9 (9.57%) 32 (32.04%) 

Ny. neivai 1 - - - - - - - 1 1 - 1 - - 2 (2.13%) 2 (2.13%) 4 (4.26%) 

Ny. whitmani - - - - 1 - - - - - - 1 - - 1 (1.06%) 1 (1.06%) 2 (2.13%) 

Sc. sordellii - - - - - - - - - - 1 3 - - 1 (1.06% 3 (3.19%) 4 (4.26%) 

TOTAL 1 1 8 6 6 3 2 2 2 2 27 21 8 5 54 (57.45%) 40 (42.55%) 94 (100%) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 continua... 
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ILHA SOLTEIRA 

Espécies / Ecótopos 
IS-1 IS-2 IS-3 IS-4 IS-5 IS-6 IS-7 TOTAL 

♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂♀ 

LUTZOMYIINA spp. 1 - - - - - 2 1 - - - - - - 3 (0.68%) 1 (0.23%) 4 (0.91%) 

Brumptomyia spp. - 1 - - - - - - - - - - - 4 0 5 (1.14%) 5 (1.14%) 

Br. avellari 9 9 - - 5 2 - - - - - - 12 7 26 (5.94%) 18 (4.11%) 44 (10.05%) 

Br. brumpti - 1 - - - - - - - - - - - 6 0 7 (1.60%) 7 (1.60%) 

Evandromyia spp. - - - - - - - 1 - - - - - - 0 1 (0.23%) 1 (0.23%) 

Ev. (Ald.) carmelinoi 23 17 - 1 - 1 12 10 - - - - 3 6 38 (8.68%) 35 (7.99%) 73 (16.67%) 

Ev. (Ald.) lenti 7 2 - - - - 8 7 - - - - - 2 15 (3.42%) 11 (2.51%) 26 (5.94%) 

Ev. (Ald.) termitophila - - - - - - 1 - - - - - - - 1 (0.23%) 0 1 (0.23%) 

Ev. (Bar.) cortelezzii 1 10 - - - - 1 3 - - - - - - 2 (0.46%) 13 (2.97%) 15 (3.42%) 

Ev. (Bar.) Complexo cortelezzii - - - - - - - - - - - - - 1 0 1 (0.23%) 1 (0.23%) 

Lu. (Lu.) longipalpis 44 24 1 4 2 1 74 36 - - - 1 2 - 123 (28.08%) 66 (15.07%) 189 (43.15%) 

Nyssomyia spp. - 2 - - - - - 1 - - - - - - 0 3 (0.68%) 3 (0.68%) 

Ny. neivai 2 6 - - 3 3 3 - - - - - - - 8 (1.83%) 9 (2.05%) 17 (3.88%) 

Ny. whitmani 29 5 - 1 2 - 2 - - - - - 1 1 34 (7.76%) 7 (1.60%) 41 (9.36%) 

Psa. (For.) brasiliensis - - - - 1 1 1 - - - - - - - 2 (0.46%) 1 (0.23%) 3 (0.68%) 

Psa. (Xip.) hermanlenti - - - - - - - - - - - - - 1 0 1 (0.23%) 1 (0.23%) 

Sc. sordellii - - - - 1 2 1 3 - - - - - - 2 (0.46%) 5 (1.14%) 7 (1.60%) 

TOTAL 116 77 1 6 14 10 105 62 0 0 0 1 18 28 254 (57.99%) 184 (42.01%) 438 (100%) 

 Fonte: Elaborado pelo autor.256 
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Quanto à identificação da fauna, foram encontradas doze espécies na área de 257 

estudo distribuídas em três subtribos: BRUMPTOMYIINA - Brumptomyia avellari 258 

(Costa Lima, 1932), Br. brumpti (Larrousse, 1920); LUTZOMYIINA – Evandromyia 259 

(Aldamyia) carmelinoi (Ryan, Fraiha, Lainson & Shaw, 1986), Ev. (Ald.) lenti 260 

(Mangabeira, 1938), Ev. (Ald.) termitophila (Martins, Falcão & Silva, 1964), Ev. 261 

(Barretomyia) cortelezzii (Brèthes, 1923), Lu. (Lu.) longipalpis (Lutz & Neivai, 1912), 262 

Sciopemyia sordellii (Shannon & Del Ponte, 1927); PSYCHODOPYGINA - Nyssomyia 263 

neivai (Pinto, 1926), Ny. whitmani (Antunes & Coutinho, 1939), Psathyromyia 264 

(Forattiniella) brasiliensis (Costa Lima, 1932), Psa. (Xiphopsathyromyia) hermanlenti 265 

(Martins, Silva & Falcão, 1970) (Tabela 3). 266 

Sete espécies foram encontradas em Andradina e Ilha Solteira, e cinco 267 

apareceram apenas nesta última cidade (Tabela 3). Quinze espécimes foram danificados 268 

durante o manuseio e, devido a isso, a identificação ao nível de espécie foi prejudicada. 269 

Assim, esses insetos foram identificados apenas no nível de tribo, LUTZOMYIINA (4 270 

espécimes) e no gênero, Brumptomyia spp. (6 espécimes), Evandromyia spp. (2 271 

espécimes), Nyssomyia spp. (3 espécimes) (Tabela 2). Além disso, não foi possível 272 

definir a identificação entre Ev. (Bar.) cortelezzii ou Ev. (Bar.) sallesi, devido à 273 

ausência do macho destas espécies nos mesmos ecótopos. Assim, esses espécimes 274 

foram considerados como Ev. (Bar.) Complexo cortelezzii (Tabela 3). 275 

Sazonalidade dos flebotomíneos 276 

Setenta e nove flebotomíneos foram coletados atráves de capturas sistematizadas 277 

em Andradina. O número de flebotomíneos e a distribuição dos dados climáticos 278 

obtidos para a cidade são apresentados na Figura 2. Não foi observado associação 279 

significativa, através das correlações de Spearman (ρ) e de Pearson (r), entre o número 280 
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mensal de insetos capturados e a temperatura (ρ = 0,461; r = 0,123), a umidade relativa 281 

do ar (ρ = 0,528; r = 0,156) e a precipitação (ρ = 0,063; r = 0,284). 282 

Fig 2. Distribuição mensal de flebotomíneos capturados e os parâmetros climáticos 283 

para as cidades de Andradina (A) e Ilha Solteira (B), estado de São Paulo, Brasil. 284 

285 
 Fonte: Elaborado pelo autor. 286 

Em Ilha Solteira, duzentos e dezessete flebotomíneos foram capturados por 287 

coletas sistematizadas. A Figura 2 mostra o número de flebotomíneos capturados e a 288 

distribuição dos dados climáticos mensais obtidos para a cidade. Novamente, não houve 289 

associação, através das correlações estudadas, entre o número mensal de insetos 290 
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capturados e as variáveis climáticas de temperatura (ρ = 0,294; r = -0,219), umidade 291 

relativa do ar (ρ = 0,528; r = -0,043) e precipitação (ρ = 0,282; r = -0,059). 292 

Análises moleculares 293 

Controle endógeno. Duzentas vinte e quatro amostras de DNA de tórax e 294 

abdômen de fêmeas de flebotomíneos foram submetidas a PCR para a região IVS6 do 295 

gene de cacofonia de flebotomíneos, e assim confirmar a extração de DNA. Duas 296 

amostras (de Ilha Solteira) não apresentaram amplificação e foram excluídas das 297 

análises subsequentes. Dessa forma, um total de 222 amostras de DNA de fêmeas de 298 

flebotomíneos foram analisadas para a detecção de DNA de Leishmania spp. 299 

Detecção de DNA de Leishmania spp. em flebotomíneos. A PCR para 300 

detecção de DNA de Leishmania spp. mostrou, uma Ev. (Ald.) carmelinoi positivo para 301 

Leishmania spp. kDNA, o que significa uma taxa natural de PCR positiva de 2,5% 302 

(1/40) das fêmeas de Andradina (Fig. 3). A PCR para a região genômica do ribossômico 303 

(rDNA) usando os genes ITS-1 e ITS-2 não mostraram amplificação, portanto, não foi 304 

possível definir a espécie de Leishmania por sequenciamento nesta amostra. Sob 305 

estereomicroscópico, nem sangue ou ovos foram observados no tórax e no abdômen 306 

dessa fêmea (Fig. 3). Não foram observadas fêmeas de flebotomíneos PCR positivo 307 

para o kDNA de Leishmania spp. na cidade de Ilha Solteira.  308 



 

 

72 

Fig 3. Análise molecular por PCR do tórax e abdômen de uma fêmea de 309 

Evandromyia (Aldamyia) carmelinoi capturada na cidade de Andradina, estado de 310 

São Paulo, Brasil. 311 

312 
Fonte: Elaborado pelo autor. 313 

Legenda: (A) gel de eletroforese em agarose a 2% para a região IVS6 do gene da cacofonia de 314 

flebotomíneos (250pb) com 100pb DNA Ladder (KASVI) (L), DNA de Lu. (Lu.) longipalpis macho 315 

(controle positivo) (CP), água ultrapura (controle negativo) (CN) e DNA de Ev. (Ald.) carmelinoi fêmea 316 

(1); (B) gel de eletroforese em agarose a 2% para o gene do kDNA de Leishmania spp. (120pb) com 317 

100pb DNA Ladder (KASVI) (L), DNA de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/pH8; FIOCRUZ) 318 

(controle positivo) (CP), água ultrapura (controle negativo) (CN) e DNA de Ev. (Ald.) carmelinoi fêmea 319 

(1); (C) gel de eletroforese em agarose a 1,5% para o gene do citocromo B (359pb) com 100pb DNA 320 

Ladder (KASVI) (L), DNA de Canis lupus familiaris (controle positivo) (CP), água ultrapura (controle 321 

negativo) (CN) e DNA de Ev. (Ald.) carmelinoi fêmea (1); (D) Fêmea de Ev. (Ald.) carmelinoi, 322 

visualizada em estereomicroscópio no momento da seccão da cabeça e terminália, para montagem em 323 

lâminas de vidro e identificação de espécie pela visualização do cibário (E) e espermateca (F). 324 
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Hospedeiros vertebrados de flebotomíneos. A identificação das fontes de 325 

repasto sanguíneo de fêmeas de flebotomíneos foi realizada através da PCR para o gene 326 

CYT-B nas amostras de tórax e abdômen de fêmeas ingurgitadas, parcialmente 327 

ingurgitadas ou grávidas. Assim, 111 amostras de DNA fêmeas de flebotomíneos foram 328 

submetidas à caracterização da fonte de alimentação sanguínea. Vinte e três amostras 329 

(23/111; 20,7%) foram positivas para a PCR do gene CYT-B e em seguida, 330 

sequenciadas para identificação do hospedeiro vertebrado envolvido no repasto (Tabela 331 

4). O sequenciamento genético de um fragmento de 359pb mostrou 11 flebotomíneos 332 

alimentados com sangue de seis hospedeiros vertebrados: Sus scrofa (5/11; 45,5%), 333 

Homo sapiens (2/11; 18,2%), Canis lupus familiaris (1/11; 9,1%), Bos taurus (1/11; 334 

9,1%), Gallus gallus (1/11; 9,1%) e Didelphis albiventris (1/11; 9,1%) (Tabela 4). Doze 335 

amostras (12/23; 52,2%) foram descartadas pois o sequenciamento revelou amplificação 336 

de DNA do inseto (Tabela 4).  337 
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Tabela 4. Identificação de hospedeiros vertebrados de flebotomíneos pelo PCR do gene CYT-B, seguido de sequenciamento, nas cidades de Andradina 338 
e Ilha Solteira, estado de São Paulo, Brasil. 339 

ANDRADINA 

Espécies Fêmeas PCR CYT-B positivas Homo sapiens Canis lupus familiaris Bos taurus Sus scrofa Gallus gallus Didelphis albiventris Insecta 

Evandromyia spp. 1 - - - - - - 1 
Ny. whitmani 1 - - - - - - 1 

TOTAL 2 0 0 0 0 0 0 2 

 
ILHA SOLTEIRA 

Espécies Fêmeas PCR CYT-B positivas Homo sapiens Canis lupus familiaris Bos taurus Sus scrofa Gallus gallus Didelphis albiventris Insecta 

Br. avellari 3 - - - - - - 3 
Br. brumpti 3 - - - - - - 3 
Ev. (Ald.) carmelinoi 3 - - - 1 - 1 1 
Lu. (Lu.) longipalpis 5 2 1 - 1 1 - - 
Ny. neivai 4 - - 1 2 - - 1 
Ny. whitmani 2 - - - 1 - - 1 
Sc. sordellii 1 - - - - - - 1 

TOTAL 21 2 1 1 5 1 1 10 

          Fonte: Elaborado pelo autor.340 
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Discussão 341 

Nesse trabalho a fauna de flebotomíneos e seus aspectos biológicos, como 342 

sazonalidade, taxa natural de PCR positivo para Leishmania spp. e o as fontes de 343 

repasto sanguíneo de flebotomineos foram investigados em uma área endêmica para LT 344 

e LV no estado de São Paulo, Brasil (Fig 1). As cidades de Andradina e Ilha Solteira 345 

estão localizadas na mesorregião administrativa de Araçatuba, região Centro-Oeste do 346 

estado (Fig. 1). Essa é uma importante região considerada a “porta de entrada” da LV 347 

no estado, registrando os primeiros casos humanos e caninos [44]. Nessa área de estudo, 348 

capturas sistematizadas e não sistematizadas de flebotomíneos foram realizadas em 349 

quatorze ecótopos (sete para cada cidade). Esses pontos estavam localizados em áreas 350 

urbanas (ambiente urbano ou fragmentos de florestas nativas) ou rurais (ambiente 351 

modificado para agricultura ou pecuária). Em todos os pontos de captura, animais 352 

domésticos e/ou silvestres estavam presentes (Tabela 2). 353 

Foram capturados 532 flebotomíneos nas cidades estudadas (Tabela 3). Cerca de 354 

57,9% (308/532) dos espécimes eram machos e outros 42,1% (224/532) fêmeas (Tabela 355 

3). A predominância de machos pode ser explicada por duas hipóteses: (1) os machos 356 

parecem emergir antes que as fêmeas [45,46]; (2) há uma intensa atividade dos machos 357 

nos abrigos de animais, como resultado da liberação de cairomônios pelos hospedeiros 358 

vertebrados, atraindo os machos e estimulando a formação de agregações para o 359 

acasalamento, como o observado para Lu. (Lu.) longipalpis [47]. Assim, o uso da 360 

armadilha luminosa próxima a abrigos de animais e/ou locais de reprodução de 361 

flebotomíneos (como neste estudo) tende a aumentar a proporção machos/fêmeas, 362 

também encontrada por outros autores [31]. 363 
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Como se sabe, a abundância de espécies não pode ser estimada quando apenas as 364 

armadilhas luminosas são utilizadas [48]. No entanto, os dados obtidos durante longos 365 

períodos de coleta (um ano e meio, neste trabalho) podem dar uma ideia aproximada 366 

sobre a diversidade de espécies nas cidades estudadas [46]. Doze espécies de 367 

flebotomíneos foram encontradas na área de estudo. Sete espécies foram encontradas 368 

em ambas as cidades, enquanto cinco outras ocorreram apenas na cidade de Ilha Solteira 369 

(Tabela 3). Nessas áreas, foram encontradas duas espécies vetoras, Lu. (Lu.) longipalpis 370 

e Ny. whitmani, que são os principais responsáveis pela transmissão de L. (L.) infantum 371 

chagasi e L. (Viannia) braziliensis, respectivamente, no Brasil [7,8]. Considerando 372 

capturas sistematizadas e não sistematizadas, Lu. (Lu) longipalpis foi a principal espécie 373 

de flebotomíneo capturada em quase todos os ecótopos, seja na área urbana ou rural de 374 

ambas as cidades (Tabela 2; Tabela 3). Além disso, esta espécie pôde ser capturada em 375 

qualquer época do ano. De fato, Lu. (Lu.) longipalpis parece estar completamente 376 

adaptado ao ambiente antrópico, como já observado em outras áreas [36]. 377 

No entanto, algumas outras espécies encontradas também merecem atenção, Ev. 378 

(Ald.) lenti, Ny. neivai e Sc. sordelli foram descritas infectadas por L. (L.) infantum 379 

chagasi e L. (V.) braziliensis [49,50]. Devido à falta de captura do macho de Ev. (Bar.) 380 

cortelezzii e Ev. (Bar.) sallesi nos pontos AND-3 e IS-7, não foi possível definir os 381 

espécimes das duas fêmeas capturadas nesses pontos (Tabela 2). A identificação 382 

específica da fêmea dessas espécies ocorre em associação com a dos machos, uma vez 383 

que há semelhanças morfológicas indistinguíveis entre as fêmeas dessas espécies [51]. 384 

Assim, consideramos esses dois espécimes como Ev. (Bar.) Complexo cortelezzii 385 

(Tabela 3), indicando a possível ocorrência de Ev. (Bar.) sallesi na área de estudo. De 386 

todo o modo, espécimes de Ev. (Bar.) cortelezzii, Ev. (Bar.) sallesi e Ev. (Bar.) 387 

Complexo cortelezzii foram encontrados infectado naturalmente pelos agentes 388 

etiológicos de TL e VL [49,50,52]. 389 
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Estudos sobre a sazonalidade de flebotomíneos tentam sobre tudo, entender 390 

quais fatores climáticos podem favorecer ou desfavorecer a biologia desses insetos, e 391 

quais as suas implicações na epidemiologia das leishmanioses em uma região [53]. O 392 

número de flebotomíneos capturados em capturas sistematizadas em Andradina e Ilha 393 

Solteira foram comparados com os dados climáticos mensais de cada cidade (Figura 2). 394 

Na mesma região, a estação chuvosa mostrou uma correlação significativa com a 395 

abundância de flebotomíneos [31]. Embora tenhamos observado uma tendência de 396 

maior de captura na primavera e no verão (entre setembro e março) sem correlação 397 

significativa. Em ambas as cidades, observamos capturas distribuídas em todas as 398 

estações do ano (Figura 2). Além disso, não foi encontrada correlação de Spearman ou 399 

de Pearson entre o número mensal de flebotomíneos capturados com as variáveis 400 

climáticas de temperatura, umidade relativa do ar e pluviosidade. Nossos achados 401 

coincidem com Spada et al. [54], que observaram numerosas capturas após picos de 402 

chuva na cidade de Ilha Solteira, contudo, sem correlação significativa com essa ou 403 

outra variável climática. Em contrário, outros autores reportaram que a temperatura e 404 

umidade relativa do ar foram correlacionadas com a densidade mensal de flebotomíneos 405 

capturados [31,53]. A grande dificuldade desses estudos é o fato de requererem um 406 

longo acompanhamento dessas populações. Além disso, mudanças causadas pela 407 

presença humana, como a manutenção de animais (fonte de alimento) e matéria 408 

orgânica (nicho reprodutivo) podem influenciar a densidade de flebotomíneos em uma 409 

área, desempenhando um papel tão importante quanto o clima da região em estudo [55]. 410 

No entanto, esses trabalhos são extremamente fundamentais para a compreensão da 411 

epidemiologia das leishmanioses, pois podem ajudar a prever ações de controle para 412 

esses insetos em momentos mais adequados [53]. 413 

A detecção de DNA de Leishmania spp. e a identificação dos hospedeiros 414 

vertebrados foram realizadas. Dessa forma, o DNA extraído de todas as 224 amostras de 415 
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tórax e abdômen de fêmeas de flebotomíneos foram submetidas a PCR para a região 416 

IVS6 do gene da cacofonia de Phlebotominae. A PCR de controle endógeno revelou 417 

222 amostras positivas, confirmando assim, a qualidade no processo de extração do 418 

DNA e excluindo a possibilidade de falsos negativos decorrentes de inibição na PCR ou 419 

degradação da amostra. Assim, um banco de DNA de 222 amostras de tórax e abdômen 420 

de fêmeas capturadas foram submetidas às análises subsequentes. 421 

Estudos investigando a presença de Leishmania spp. em flebotomíneos são 422 

fundamentais nos estudos epidemiológicos das leishmanioses, pois podem fornecer 423 

informações que ajudam a elucidar os padrões de transmissão em uma área [23,56]. Eles 424 

também são indicadores importantes da intensidade de transmissão do parasita em uma 425 

área [57]. A taxa de infecção natural é tradicionalmente estimada por dissecção das 426 

fêmeas com a visualização microscópica de Leishmania spp. em seus intestinos [58]. 427 

No entanto, essa técnica possui baixa sensibilidade [38,58]. Assim, métodos 428 

moleculares, como a PCR, vêm sendo utilizados nesses estudos epidemiológicos para 429 

determinar a taxa de infecção natural de flebotomíneos [56,58]. Em nossa análise, 430 

encontramos 2,5% (1/40) das fêmeas de flebotomíneos naturalmente PCR positivas para 431 

o kDNA de Leishmania spp. na cidade de Andradina. Esta taxa de infecção natural de 432 

Leishmania spp. é maior que a encontrada por Galvis-Ovallos et al. [31] em outra 433 

cidade nessa mesma região. Normalmente, a taxa natural de infecção por Leishmania 434 

spp. em flebotomíneos relatada pela maioria dos estudos é muito baixa, raramente 435 

atingindo 1% [49]. Não foi encontrado nenhuma fêmea de flebotomíneos positiva para a 436 

PCR do kDNA de Leishmania spp. na cidade de Ilha Solteira. 437 

Nesse trabalho, a detecção do DNA de Leishmania spp. foi realizada pela PCR 438 

no para o kDNA de Leishmania spp. Essa PCR é considerada muito sensível na 439 

detecção de parasitas em flebotomíneos, apresentando um limiar de detecção de 0,004 440 
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parasitas [58]. Embora espécies vetoras tenham sido encontradas na área de estudo, 441 

nenhuma fêmea dessas espécies fora positiva para o kDNA de Leishmania spp. No 442 

entanto, encontramos o kDNA do parasita em uma fêmea não ingurgitada de Ev. (Ald.) 443 

carmelinoi (Fig 3) em área rural (ecótopo AND-6) da cidade de Andradina (Tabela 2). 444 

Até o nosso conhecimento, este é o primeiro relato desta espécie PCR positiva para o 445 

DNA do parasita. A PCR para o kDNA de Leishmania spp. utilizada, embora tenha 446 

grande sensibilidade, é incapaz de determinar a espécie de Leishmania spp. Assim, 447 

utilizamos a PCR com alvo no rDNA de Leishmania spp. usando as regiões ITS-1 e 448 

ITS-2, que permitem a identificação de espécies através de sequenciamento. 449 

Infelizmente, não houve amplificação para esses genes, portanto, não foi possível 450 

definir a espécie de Leishmania nessa amostra. 451 

Nesse estudo encontramos o DNA de Leishmania spp. em uma espécie não 452 

vetora de flebotomíneo, fato também relatado por Lana et al. [50]. Essa descoberta deve 453 

ser interpretada com cautela. A simples detecção de DNA de Leishmania spp. em uma 454 

fêmea de Ev. (Ald.) carmelinoi não implica que essa espécie desempenhe um papel na 455 

transmissão de leishmanioses [50]. A presença de DNA nessa amostra, pode ser 456 

resultado do repasto sanguíneo em um hospedeiro infectado. No entanto, não foram 457 

encontrados resquícios de sangue no abdômen da fêmea em questão, nem pela 458 

visualização em estereomicroscópio nem pela PCR para o gene CYT-B (Fig 3). 459 

Infecções experimentais e estudos de competência vetorial são necessários para elucidar 460 

a relação entre o parasita e a espécie de flebotomíneo encontrada parasitada nesse 461 

estudo [49,50]. 462 

Juntamente com os estudos de infecção natural por Leishmania spp., as 463 

investigações para caracterização das fontes de repasto sanguíneo de flebotomíneos 464 

possuem grande valor epidemiológico [16]. Através desses estudos, é possível 465 
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identificar os hospedeiros vertebrados que frequentemente são fontes de repasto 466 

sanguíneo desses insetos e assim, fornecem dados indiretos sobre possíveis 467 

reservatórios de Leishmania spp. em uma região [16,59]. Em nosso estudo, as capturas 468 

com armadilhas de luz do tipo CDC revelaram fêmeas: ingurgitadas (4), parcialmente 469 

ingurgitadas (18) e grávidas (89). Apesar de amplamente utilizada nos estudos de 470 

hábitos alimentares de flebotomíneos, neste estudo as armadilhas luminosas não foram 471 

eficientes na captura de fêmeas ingurgitadas ou parcialmente ingurgitadas, também 472 

relatado por Forattini et al. [60]. Esse fato, talvez, possa ser explicado pelo padrão de 473 

comportamento das fêmeas de flebotomíneos que, após o repasto do sangue, tornam-se 474 

menos ativas, pousando para digestão do sangue, e assim menos atraídas pela fonte de 475 

luz. 476 

No total, 111 fêmeas de flebotomíneos (ingurgitadas, parcialmente ingurgitadas 477 

e grávidas) foram submetidos à caracterização das fontes alimentares de sangue pelo 478 

PCR do gene CYT-B. Decidimos usar as fêmeas grávidas na tentativa de encontrar 479 

restos de sangue de vertebrados usados na maturação dos ovos. Vinte e três amostras 480 

apresentaram um fragmento 359pb para o gene CYT-B e foram submetidas ao 481 

sequenciamento (Tabela 4). A identificação da espécie de vertebrado envolvido no 482 

repasto sanguíneo foi possível apenas em 11 fêmeas de flebotomíneos de quatro 483 

espécies: Ev. (Ald.) carmelinoi, Lu. (Lu.) longipalpis, Ny. neivai e Ny. whitmani (Tabela 484 

4). 485 

Nesse estudo, encontramos flebotomíneos alimentados com sangue de seis 486 

hospedeiros vertebrados (Tabela 4). Foi possível identificar as fontes de alimentares em 487 

flebotomíneos capturados nos ecótopos da cidade de Ilha Solteira (IS-1, IS-2, IS-3, IS-4, 488 

IS-7) (Tabela 2). Todas as identificações das espécies de vertebrados correspondem à 489 

fauna observada em cada ecótopo na área de estudo. Os suínos foram a principal fonte 490 
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de repasto sanguíneo (45,5%), seguido por humanos (18,2%), cães, bovinos, galinhas e 491 

gambás (9,1% cada) (Tabela 4). Como lembrado por Paternina et al. [61], nossos 492 

resultados não inferem necessariamente um hábito preferencial desses insetos para esses 493 

mamíferos. Embora tenhamos caracterizado a fauna de cada ecótopo, não foi realizado 494 

um levantamento quantitativo da abundância e disponibilidade relativa de cada espécie 495 

de vertebrado. No entanto, nossos resultados podem ajudar a entender o perfil de 496 

hospedeiros vertebrados de flebotomíneos na área de estudo. 497 

Hábitos alimentares em suínos também foram relatados por outros estudos 498 

[22,62]. Esta espécie foi a alvo de quatro espécies de flebotomíneos, incluindo Lu. (Lu.) 499 

longipalpis (vetor LV), Ny. whitmani (vetor LT) e Ny. neivai (vetor suspeito de LT) 500 

(Tabela 4). Mesmo em baixa frequência, as galinhas também foram fontes de sangue 501 

para Lu. (Lu.) longipalpis (Tabela 4). Embora as galinhas sejam resistentes à infecção 502 

por Leishmania spp., elas sofrem frequentemente o repasto sanguíneo de Lu. (Lu.) 503 

longipalpis [63]. Como já bem determinado, o galinheiro é um bom criadouro para esta 504 

espécie de flebotomíneo [64]. Além disso, porcos e galinhas podem influenciar a 505 

dinâmica populacional de flebotomíneos em uma área, atraindo o vetor para 506 

peridomicílio e contribuindo para o aumento do risco de infecção por Leishmania spp. 507 

no bairro [55]. Nossos achados reforçam a importância dessas espécies de vertebrados 508 

como amplificadores da população de vetores no peridomicílio da área em estudo. 509 

Nós encontramos uma fêmea de Lu. (Lu.) longipalpis alimentada com sangue de 510 

cão (Canis lupus familiaris). Como sabemos, os cães são considerados o principal 511 

hospedeiro reservatório de LV no ambiente doméstico [10]. A prevalência de 512 

leishmaniose visceral canina (CVL) é estimada em cerca de 14,5% na Ilha Solteira [65]. 513 

Nenhum dos espécimes fêmeas de Lu. (Lu.) longipalpis capturados neste estudo foram 514 

positivas para o kDNA de Leishmania spp. No entanto, a substancial prevalência de 515 
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CVL e a importante presença do vetor de LV no peridomicílio (Tabela 2) constituem o 516 

nicho de transmissão de LV nesta cidade e em outras áreas urbanas endêmicas do 517 

Brasil. Uma vez que, essa espécie de flebotomíneo também apresentou hábitos 518 

antropofílicos na cidade (Tabela 4), também relatado por Carvalho et al. [36]. 519 

Outro importante reservatório de LV é o gambá (Didelphis albiventris) 520 

encontrado infectado por L. (L.) infantum chagasi [66] e sendo incriminado como um 521 

fator de risco associado à infecção por L. (L.) infantum no peridomicílio [67]. Uma 522 

fêmea de Ev. (Ald.) carmelinoi foi encontrada ingurgitada por sangue de gambá na 523 

cidade de Ilha Solteira. Esse achado comprova as relações biológicas entre essa espécie 524 

de flebotomíneo e esse importante reservatório silvestre de LV. Embora não 525 

conseguimos identificar a espécie de Leishmania spp., essa estreita relação entre essas 526 

espécies pode explicar a detecção do kDNA de Leishmania spp. em uma fêmea de Ev. 527 

(Ald.) carmelinoi na cidade de Andradina (Fig. 3). 528 

Curiosamente, encontramos uma fêmea de Ny. neivai (vetor suspeito de LT) 529 

alimentada com sangue de bovino (Bos taurus). Os bovinos foram apontados pela 530 

primeira vez como potencial reservatório para Leishmania spp. na Índia [68]. 531 

Posteriormente, casos de bovinos infectados por Leishmania spp. foram relatados na 532 

Suíça, China, Índia e Brasil [69–72]. Uma fêmea de Lu (Lu.) longipalpis alimentada em 533 

um bovino também foi relatada em outra área endêmica do Brasil [73]. Mesmo assim, o 534 

papel dos bovinos na epidemiologia das leishmanioses precisa ser mais eluciado, nosso 535 

achado corrobora a preocupação com a presença desses animais em pequenas áreas 536 

(como o peridomicílio) [72], compartilhando o mesmo ambiente com súinos, galinhas, 537 

cães, humanos e espécies vetoras de flebotomineos (ecótopo IS-1) (Tabela 2; Tabela 3). 538 

Estudos sobre os hábitos alimentares de flebotomíneos são descritos utilizando 539 

provas sorológicas ou moleculares. As ferramentas moleculares, têm mostrado 540 
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identificação de fontes alimentares com maior grau de sensibilidade e especificidade 541 

[59]. No entanto, nesse estudo, algumas limitações foram observadas em relação a essa 542 

abordagem. Observamos baixa sensibilidade da PCR do gene CYT-B. Apenas 20,7% 543 

(23/111) das amostras foram positivas. Essa baixa taxa de positividade foi relatada por 544 

outros autores, que acreditam estar relacionada à quantidade de sangue e ao tempo de 545 

digestão após o repasto sanguíneo [36,74]. Nesse trabalho, 60% (3/5) das amostras de 546 

fêmeas ingurgitadas, 50% (9/18) das parcialmente ingurgitadas e 12% (11/89) das 547 

grávidas foram positivas para na PCR do gene CYT-B, confirmando as observações 548 

anteriores. Além disso, após o sequenciamento, apenas 11 amostras tiveram a fonte 549 

alimentar determinada com sucesso. Cerca de 12 amostras foram descartadas por 550 

revelarem sequências de insetos, o que também foi relatado por Paternina et al. [61]. Em 551 

nossa análise, todas essas sequências foram obtidas de amostras de DNA de tórax e 552 

abdômen de fêmeas de flebotomíneos com baixa quantidade de sangue (parcialmente 553 

ingurgitadas ou grávidas). Com todas essas observações, reafirmamos outros autores, 554 

que disseram que a PCR do gene CYT-B funciona satisfatoriamente apenas para 555 

amostras de fêmeas com recente ingurgitamento completo [36,74]. 556 

Em geral, nossos resultados sobre a identificação de fontes de repasto sanguíneo 557 

de flebotomíneos confirmam o oportunismo desses insetos, com a habilidade de se 558 

alimentar em uma grande variedade de vertebrados [16,17], destacando as relações 559 

biológicas entre as espécies vetoras e a fauna local de mamíferos vertebrados, incluindo 560 

os seres humanos [61]. 561 

Por fim, atualmente temos observado que as atividades humanas têm levado a 562 

mudanças no padrão de transmissão de LT e LV [75]. Uma melhor compreensão do 563 

ciclo de transmissão de Leishmania spp. exige que todas as relações entre o parasita, o 564 

vetor e o hospedeiro vertebrado reservatório sejam determinadas e esclarecidas [49]. Os 565 
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estudos dos flebotomíneos são conduzidos pelo papel fundamental desses insetos na 566 

epidemiologia da doença [48]. Assim, vários estudos têm demonstrado o dinamismo 567 

dessa população de dípteros e chamaram a atenção para a necessidade de vigilância 568 

entomológica contínua para conter a disseminação da doença [75]. Nossos resultados 569 

trazem novas informações sobre a bioecologia dos flebotomíneos no Novo Mundo. 570 

Conclusão 571 

Os resultados revelaram vetores comprovados e suspeitos nos ciclos 572 

epidemiológicos de LT e LV na área de estudo, mas não foram encontrados padrões 573 

sazonais entre fatores climáticos e a fauna de insetos. O kDNA de Leishmania spp. foi 574 

detectado em uma fêmea não ingurgitada de Ev. (Ald.) carmelinoi. Além disso, foi 575 

comprovado que seis espécies de mamíferos (suínos, humanos, cães, bovinos, galinhas e 576 

gambás) são importantes hospedeiros de flebotomíneos na área de estudo. 577 
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DESTAQUES 30 
 31 
1) Métodos de extração de DNA caseiros ou comerciais foram capazes de extrair 32 

DNA de amostras individuais de flebotomíneos. 33 
 34 
2) Os métodos de extração caseiros tiveram um desempenho melhor ou pelo 35 

menos igual aos métodos comerciais. 36 
 37 
3) O método caseiro baseado em NaCl/álcool é uma boa opção para extrair DNA 38 

de flebotomíneos. 39 
 40 

RESUMO 41 
 42 
Os flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) são pequenos dípteros 43 

com grande importância em ciências médicas e veterinárias. Esse grupo de insetos é 44 
intensamente estudado em todo o mundo, por serem vetores conhecidos de vírus, 45 
Bartonella bacilliformis e principalmente Leishmania spp. Atualmente, análises 46 
moleculares têm sido incluídas nos estudos desses insetos, mostrando-se serem 47 
ferramentas poderosas nos estudos sobre bioecologia desses dípteros. Contudo, quando 48 
essas ferramentas são empregadas, há, entre os pesquisadores, uma grande preocupação 49 
em relação a quantidade e a qualidade do DNA obtido para essas análises. Nesse 50 
trabalho, foram avaliados sete métodos de extração de DNA, entre kits comerciais e 51 
protocolos de extração caseiros. Para tal, consideramos as medidas de concentração e 52 
razões de pureza do DNA em espectrofotômetro para verificar o desempenho de cada 53 
protocolo. Além disso, a avaliação da qualidade do DNA extraído foi realizada pela 54 
PCR do gene endógeno de flebotomíneos nas amostras. Os resultados dos sete 55 
protocolos de extração de DNA avaliados e suas implicações são discutidos abaixo. 56 

 57 
Palavras-chaves: Análise molecular; Flebotomíneo; Kit de extração comercial; 58 

PCR; Protocolo de extração caseiro; Vetor; 59 
 60 

 61 
 62 
 63 

 64 
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RESUMO GRÁFICO 65 
 66 

 67 
Fonte: Elaborado pelo autor 68 

INTRODUÇÃO 69 

Denominados de "mosquito-palha" devido à coloração pálida ou arenosa (Maroli 70 
et al., 2013), os flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) são insetos 71 
pequenos e peludos, com no máximo 3mm de comprimento (Killick-Kendrick, 1999) e 72 
com grande relevância médica e veterinária (Dantas-torres et al., 2010). Os 73 
flebotomíneos machos e fêmeas se alimentam de fontes naturais de açúcar (Killick-74 
Kendrick, 1999; Schlein e Warburg, 1986). No entanto, as fêmeas também se 75 
alimentam de sangue, que fornece nutrição adequada para a produção e maturação dos 76 
ovos (Killick-Kendrick, 1999). As fêmeas desses insetos têm hábitos alimentares 77 
oportunistas (Barata et al., 2005), podendo se alimentar do sangue de uma grande 78 
variedade de hospedeiros, e dessa forma, atuam como vetores de patógenos importantes 79 
para humanos e animais (Latrofa et al., 2011). Até o momento, foram descritas 80 
aproximadamente 1.000 espécies de flebotomíneos, das quais mais de cinquenta por 81 
cento ocorrem nas Américas (Shimabukuro et al., 2017). Cerca de 98 espécies são 82 
consideradas vetores confirmados ou suspeitos de vírus (Phlebovirus, Vesiculovirus), 83 
bactérias (Bartonella bacilliformis) e principalmente protozoários (Leishmania spp.) 84 
(Depaquit et al., 2010; Maroli et al., 2013; Moriconi et al., 2017). 85 

 86 
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São insetos intensamente estudados em todo o mundo com pesquisas que inclui 87 
estudos taxonômicos (Galati et al., 2017), pesquisas entomológicas (Fernandes et al., 88 
2017), estudos de competência vetorial (Oliveira et al., 2017), estudos de hábitos 89 
alimentares (Fonteles et al., 2018) e pesquisas sobre infecção natural por patógenos 90 
(Fonteles et al., 2018). Nos últimos anos, custo das análises moleculares caiu (Depaquit, 91 
2014). Assim, as ferramentas moleculares começaram a ser incluídas nos estudos de 92 
flebotomíneos, aumentando a sensibilidade e a especificidade na detecção de DNA do 93 
parasita (Paiva et al., 2007) e/ou ajudando na identificação taxonômica desses dípteros 94 
(Casaril et al., 2017). 95 
 96 

Vários métodos de extração de DNA têm sido utilizados em amostras de 97 
flebotomíneos (Caligiuri et al., 2019). Esses protocolos geralmente são baseados em 98 
protocolos caseiros usando fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (Michalsky et al., 2002), 99 
ou sais/álcool (Paiva et al., 2007; Galvis-Ovallos et al., 2017) ou ainda kits comerciais 100 
baseados em colunas de sílica (Carvalho et al., 2017; Sales et al., 2015), em soluções 101 
(Rodrigues et al., 2017) ou resina Chelex® (Figueiredo et al., 2016). Em relação à 102 
preservação de amostras de flebotomíneos, os métodos variam entre os grupos de 103 
pesquisa. Esses métodos incluem amostras armazenadas secas a -20 °C (Sales et al., 104 
2015) ou a -80 °C (Rodrigues et al., 2017), em álcool 70% à temperatura ambiente 105 
(Silva et al., 2008) ou a 4 °C (González et al., 2015), em álcool absoluto à temperatura 106 
ambiente (Ávila et al., 2018), em isopropanol a 4 °C (Paiva et al., 2007) ou a -20 °C 107 
(Rodrigues et al., 2014) ou mesmo com PBS a -80 °C (Michalsky et al., 2002), TE -20 108 
°C (Pita-Pereira et al., 2005) e DMSO 6% em nitrogênio líquido (Michalsky et al., 109 
2011). 110 

 111 
Como se sabe, para análises moleculares eficientes, é extremamente importante 112 

obter DNA livre de contaminantes e em quantidades suficientes (Oliveira et al., 2007) 113 
fato, que é de grande preocupação em amostras de flebotomíneos que possuem corpos 114 
pequenos constituídos, principalmente, por um exoesqueleto de quitina, que pode atuar 115 
como inibidor de PCR (Casaril et al., 2017; Paiva et al., 2007). Além disso, o processo 116 
de preservação desses insetos, após a captura, é uma importante etapa anterior que deve 117 
ser levada em consideração pelos pesquisadores, a afim de realizar análises moleculares 118 
mais sensíveis e específicas (Paiva et al., 2007). Assim, o objetivo desse trabalho foi 119 
comparar sete métodos de extração de DNA de amostras individuais de fêmeas de 120 
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flebotomíneos, armazenadas em álcool absoluto por 30 dias ou 1 ano, quanto à 121 
quantidade e qualidade do DNA obtido. 122 
 123 

MATERIAL E MÉTODOS 124 
 125 
Amostras de flebotomíneos 126 
 127 
Em janeiro de 2018, foram realizadas capturas de flebotomíneos utilizando 128 

armadilhas luminosas do tipo CDC no município de Ilha Solteira, estado de São Paulo, 129 
Brasil. Os insetos capturados foram prontamente levados ao laboratório em caixa de 130 
isopor com gelo reciclável. No laboratório, os insetos foram eutanasiados em freezer a -131 
20 °C por 20 minutos e depois triados. Trinta e cinco fêmeas de flebotomíneos foram 132 
separadas e tiveram suas cabeças e terminálias seccionadas, clarificadas e montadas em 133 
lâminas de vidro (Forattini, 1973) para identificação de espécies de acordo com Galati 134 
(2018) e abreviação de gêneros seguida por Marcondes (2007). O tórax e o abdômen 135 
dessas fêmeas foram preservados, individualmente, em tubos estéreis, com álcool 136 
absoluto (Merck) a -20 ºC para extração de DNA após 30 dias. 137 

 138 
Para avaliar os mesmos métodos de extração de DNA para amostras de 139 

flebotomíneos acondicionadas em álcool absoluto por 1 ano, 35 fêmeas de Lutzomyia 140 
(Lutzomyia) longipalpis do Laboratório de Entomologia em Saúde 141 
Pública/Phlebotominae (LESP) da Faculdade de Saúde Pública (FSP), Universidade de 142 
São Paulo (USP). Os insetos foram eutanasiados e processados como descrito acima. 143 
Entretanto, o tórax e o abdômen dessas fêmeas foram acondicionados, individualmente, 144 
em tubos estéreis com álcool absoluto (Merck) a -20 ºC para extração de DNA após 1 145 
ano. 146 

 147 
Métodos de extração de DNA 148 
 149 
Foram avaliados sete métodos de extração de DNA, entre kits comerciais e 150 

protocolos caseiros de extração. Os métodos, protocolos de referência e número de 151 
amostras testadas por cada um deles são apresentados na Tabela 1. Para todos os 152 
métodos, antes de iniciar cada protocolo, as amostras foram centrifugadas a 14.000 153 
RPM por 15 min e o álcool removido com uma pipeta, seguida de uma incubação a 56 154 
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ºC por 15 min. No final de cada método, o DNA foi eluído em 50µL de água ultrapura 155 
autoclavada. 156 

 157 
Quantificação de DNA 158 
 159 
O DNA extraído foi quantificado usando um espectrofotômetro (DS-11, 160 

DeNovix®) com base nas recomendações do fabricante. A pureza de cada DNA 161 
extraído foi medida através das razões de absorbância 260/280nm e 260/230nm no 162 
mesmo equipamento (Riemann et al., 2007). Consideramos os valores de 1,8 para a 163 
razão 260/280nm e de 1,8 a 2,2 para a razão de 260/230nm, como padrão para o DNA 164 
puro (Riemann et al., 2007). 165 

 166 
Avaliação do DNA extraído 167 
 168 
Para avaliar a qualidade da extração do DNA, foi realizada uma PCR para a 169 

região IVS6 do gene da cacofonia de flebotomíneos, com os iniciadores descritos por 170 
Lins et al. (2002) e de acordo com Pita-Pereira et al. (2005) com modificações. Foram 171 
adicionados 2,5µL de amostras de DNA em 20mM Tris-HCl, 50mM KCl, 1,5mM 172 
MgCl2, 200µM DNTPs, 0,5µM primers e 1U Platinum® Taq DNA polimerase. A 173 
amplificação foi realizada em termociclador Veriti® (Applied Biosystems®) com ciclo 174 
inicial de desnaturação a 94 °C por 12 min, seguido de 35 ciclos de desnaturação a 94 175 
°C por 30s, anelamento a 55 °C por 30s e extensão a 72 °C por 30s, com uma extensão 176 
final a 72 °C por 10 min. Amostras de DNA de Lu. (Lu.) longipalpis do LESP 177 
(FSP/USP) e água ultrapura autoclavada foram utilizadas como controle positivo e 178 
negativo, respectivamente. 179 

 180 
Os produtos de PCR (12μL) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 181 

a 2% corada com DNA Gel Stain SYBR® safe (Invitrogen®) em tampão Tris-Borato-182 
EDTA (TBE) (pH 8,0) (Invitrogen®). O marcador de peso molecular de 100 pares de 183 
base (pb) (KASVI®) foi utilizado para estimar o tamanho dos amplificados. Os 184 
produtos foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotografados com 185 
a ajuda do fotodocumentador Photo Doc-It (UVP®). 186 
 187 

 188 
 189 
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Análises de custos e tempo 190 
 191 

Foi realizada uma cotação de preços on-line de kits comerciais, reagentes e 192 
materiais utilizados em cada método de extração de DNA. Não consideramos o custo da 193 
mão-de-obra, o equipamento ou o desgaste do equipamento (Caldart et al., 2011). 194 
Devido ao maior rendimento das soluções usadas nos métodos de extração caseiros, em 195 
nossa análise consideramos as quantidades necessárias para realizar 500 extrações por 196 
método. Em relação ao tempo, consideramos as horas e minutos necessários, de acordo 197 
com cada protocolo, para extrair o DNA de 10 amostras (Caldart et al., 2011). 198 

 199 
Análise estatística 200 
 201 
A média da concentração de DNA extraído pelos sete diferentes métodos de 202 

extração de DNA foi avaliada por análise de variância (ANOVA) usando o teste F, e as 203 
médias dos grupos foram comparadas pelo teste de Tukey usando o pacote de dados 204 
"agricolae". Para todos os testes, foram calculados intervalos de confiança de 95% e 205 
valores de p≤0,05 foram considerados significativos. Todas as análises foram realizadas 206 
no software estatístico R, versão 3.1.1 (R Development Core Team, 2014). 207 
 208 

RESULTADOS 209 
 210 
Banco de amostras de DNA de flebotomíneos  211 
 212 
Foi constituído um banco de amostras de DNA de 35 fêmeas de flebotomíneos 213 

de vida livre capturados no peridomicilio da cidade de Ilha Solteira, estado de São 214 
Paulo. Foram encontradas quatro espécies de flebotomíneos, Brumptomyia avellari 215 
(Costa Lima, 1932), Evandromyia (Aldamyia) carmelinoi (Ryan, Fraiha, Lainson & 216 
Shaw, 1986), Nyssomyia neivai (Pinto, 1926) e Lu. (Lu.) longipalpis (Lutz & Neivai, 217 
1912). O tórax e o abdômen de cada fêmea foram armazenados individualmente em 218 
tubos estéreis contendo álcool absoluto por 30 dias entre a data da captura e a extração 219 
do DNA. Enquanto isso, trinta e cinco fêmeas de Lu. (Lu.) longipalpis criadas em 220 
laboratório tiveram seu tórax e abdômen preservados como descrito acima, mas em 221 
álcool absoluto por 1 ano até o momento da extração do DNA. 222 

 223 
 224 
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Concentração do DNA extraído 225 
 226 

As concentrações de DNA obtidas por espectrofotômetro em cada método foram 227 
comparadas e os resultados estão apresentados na Tabela 2. Em relação às amostras de 228 
flebotomíneos preservadas por 30 dias, os métodos 3, 6 e 7 apresentaram maior 229 
concentração de DNA (p<0,05), sem diferenças observadas entre eles (p>0,05). Os 230 
métodos 1, 2, 4 e 5 apresentaram menor concentração de DNA que os métodos acima 231 
(p<0,05), também, sem diferença significativa entre eles (p>0,05) (Tabela 2). 232 

 233 
Em relação às amostras armazenadas por 1 ano, o método 7 apresentou uma 234 

concentração significativamente maior de DNA, em comparação com os demais 235 
(p<0,05), exceto o método 6 (p>0,05) (Tabela 2). O método 6 mostrou a segunda maior 236 
concentração, mas não foi significativo quando comparado ao método 1 (p>0,05). Os 237 
métodos 1, 2 e 5 apresentaram concentração decrescente de DNA extraído, mas não 238 
diferiram entre si (p>0,05). O método 4 mostrou a menor concentração (p<0,05), mas 239 
não estatisticamente diferente dos métodos 2, 5, 3 (p>0,05) (Tabela 2). 240 

 241 
Pureza do DNA extraído 242 
 243 
Em relação às razões de pureza 260/280nm e 260/230nm medidas em 244 

espectrofotômetro, os resultados também são apresentados na Tabela 2. Para a razão 245 
260/280nm, as amostras preservadas por 30 dias apresentaram valores próximos ao 246 
ideal para os métodos 2, 5 e 6, mas sem diferença significativa com os demais (p>0,05) 247 
(Tabela 2). Em relação à razão 260/230nm, apenas os métodos 1 e 6 apresentaram 248 
valores ideais, mas, não deferiram com os métodos 2, 3, 4 e 7 (p> 0,05) (Tabela 2). O 249 
método 5 apresentou o pior valor para essa relação, com diferença significativa para os 250 
demais (p<0,05) (Tabela 2). 251 

 252 
Sobre as amostras de flebotomíneos preservadas por 1 ano, para a razão 253 

260/280nm, os métodos 4 e 7 apresentaram melhores resultados e para a razão 254 
260/230nm, o método 6, porém, novamente, sem diferença significativa em relação a 255 
outros métodos (p>0,05) (Tabela 2) 256 

 257 
 258 
 259 
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Controle endógeno 260 
 261 
Para melhor avaliar a qualidade do DNA extraído a partir de cada método de 262 

extração, foi realizada uma PCR para a região IVS6 do gene da cacofonia dos 263 
flebotomíneos e os resultados apresentados na Figura 1. Observamos três padrões no 264 
tamanho das bandas de amplificação nessa PCR. As amostras de DNA do tórax e 265 
abdômen de Ny. whitmani e Ev. (Ald.) carmelinoi apresentaram uma banda de 220pb, as 266 
amostras de Lu. (Lu.) longipalpis (250pb) e Br. avellari (350pb) (Figura 1). Todos os 267 
métodos avaliados neste estudo mostraram amplificação para a PCR de gene endógeno 268 
em amostras preservadas por 30 dias (Figura 1A). Quanto as amostras armazenadas por 269 
1 ano, somente o método 4 não apresentou amplificação de DNA (Figura 1B). 270 

 271 
Análises de custos e tempos 272 
 273 
Os custos e o tempo para extrair DNA de uma amostra de flebotomíneo a partir 274 

de cada método de extração de DNA são apresentados na Tabela 3. Quanto aos custos, o 275 
método 5 apresentou o menor custo por amostra e o método 3, o custo mais alto (Tabela 276 
3). Em relação ao tempo necessário para a extração do DNA em cada método, o método 277 
1 mostrou-se o mais rápido, enquanto o método 6 é o mais demorado (Tabela 3). 278 

 279 
DISCUSSÃO 280 

 281 
Atualmente, as análises moleculares mostram-se ferramentas poderosas nos 282 

estudos de bioecologia de flebotomíneos, apoiando a caracterização de vetores e não 283 
vetores, a identificação de espécies crípticas ou ainda, a proposição de novas 284 
sistemáticas evolutivas (Casaril et al., 2017; Depaquit, 2014). Dessa forma, uma 285 
quantidade suficiente de DNA de alta qualidade é essencial para a utilização dessas 286 
ferramentas e a seleção de um método apropriado de extração de DNA desempenha um 287 
papel central nesse sentido (Psifidi et al., 2010). Portanto, comparamos sete métodos 288 
diferentes de extração de DNA em amostras individuais de tórax e abdômen de fêmeas 289 
de flebotomíneos, em relação à concentração e pureza do DNA extraído. Nosso objetivo 290 
não foi comparar métodos de preservação de amostras, todas as nossas amostras foram 291 
armazenadas em álcool absoluto a -20 ºC. No entanto, verificamos o desempenho de 292 
cada método de extração de DNA em amostras preservadas em duas condições de 293 
tempo (30 dias e 1 ano). Comparamos quatro kits comerciais (três baseados no sistema 294 
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de colunas de sílica e um no sistema de soluções) e três protocolos caseiros de extração 295 
de DNA (baseados em fenol/clorofórmio/álcool isoamílico, acetato de amônio/álcool e 296 
NaCl/álcool) sendo observadas diferenças entre eles (p<0,05) (Tabela 2). 297 

 298 
Em relação aos kits comerciais, a extração de DNA usando sistemas de coluna 299 

de sílica se baseia na adsorção do DNA em partículas de sílica na presença de sais 300 
específicos em um pH específico, seguido pelas etapas de lavagem até a eluição do 301 
DNA (Casaril et al., 2017; Yang et al., 1998). Utilizamos três métodos comerciais de 302 
extração de DNA baseados no sistema de coluna de sílica, método 1 (DNeasy Blood & 303 
Tissue Kits, QIAGEN®), método 2 (ilustra Blood genomicPrep Mini Spin, GE 304 
Healthcare®) e método 3 (ReliaPrep gDNA Tissue Miniprep System, PROMEGA ®). 305 
Esses métodos foram utilizados em vários estudos moleculares com flebotomíneos 306 
(Carvalho et al., 2017; Casaril et al., 2017; González et al., 2015; Sales et al., 2015). Em 307 
geral, esses métodos foram capazes de extrair DNA de amostras individuais de tórax e 308 
abdômen de fêmeas de flebotomíneos armazenados em álcool absoluto por 30 dias 309 
(Figura 1A) e 1 ano (Figura 1B). No entanto, foram observadas diferenças na 310 
concentração de DNA entre eles (Tabela 2) (p <0,05). O método 3 apresentou a maior 311 
concentração de DNA nas amostras preservadas em álcool absoluto por 30 dias 312 
(p<0,05) (Tabela 2). Este método foi testado por Casaril et al. (2017) que o 313 
recomendaram para a obtenção de DNA para métodos moleculares como PCR. Em 314 
relação às amostras armazenadas por 1 ano, o método 1 apresentou a concentração de 315 
DNA mais expressiva (p<0,05), embora não diferisse do método 2 (p>0,05) (Tabela 2). 316 
Outro kit comercial para extração de DNA utilizado neste trabalho, foi o Wizard 317 
genomic DNA Purification (PROMEGA®) (método 4) baseado sistema de precipitação 318 
de proteínas e do DNA através de soluções (Rodrigues et al., 2017). Este kit de extração 319 
foi utilizado para extrair DNA em amostras de Bactrocera oleae com sucesso 320 
(Tsoumani et al., 2013). Até o nosso conhecimento, essa é a primeira vez que esse 321 
método foi aplicado em amostras de flebotomíneos. Contudo, esse método apresentou a 322 
menor concentração de DNA nos dois tempos de preservação em álcool absoluto 323 
(p<0,05), embora não tenha diferido dos métodos 1 e 2 (nas amostras de 30 dias) e 2 e 3 324 
(nas amostras de 1 ano) (p>0,05) (Tabela 2). Além disso, foi capaz de extrair DNA 325 
apenas em amostras de tórax e abdômen de fêmeas de flebotomíneos armazenados em 326 
álcool absoluto por 30 dias (Figura 1A). Não foi observada amplificação para a PCR de 327 
gene endógeno em amostras armazenadas em álcool absoluto por ano extraídas por esse 328 
mesmo método (Figura 1B). 329 
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Os métodos caseiros de extração de DNA têm três etapas básicas: lise celular 330 
(com detergentes e/ou proteinase K), desnaturação/precipitação de proteínas (com 331 
solventes orgânicos ou sais) e precipitação de DNA (com álcool). Neste estudo, foram 332 
utilizados três protocolos caseiros que apresentaram diferença nas etapas de 333 
desnaturação/precipitação de proteínas e na precipitação de DNA. O método 5 é 334 
baseado na associação de acetato de amônio/álcool, o método 6, baseado no conjunto 335 
fenol/clorofórmio/álcool isoamílico e o método 7, baseado em NaCl/álcool. Ambos os 336 
métodos 5 e 6 são comumente utilizados em amostras de flebotomíneos (Galvis-Ovallos 337 
et al., 2017; Michalsky et al., 2011). Sobre o método 7, esse protocolo foi utilizado com 338 
sucesso na extração de DNA de amostras de suabe conjuntival de cães e gatos 339 
(Fernandes et al., 2019) e, até nosso conhecimento, é a primeira vez que esse método foi 340 
submetido às amostras de flebotomíneos. Em relação a esses métodos, mesmo em 341 
amostras preservadas em álcool absoluto por 30 dias ou 1 ano, o método 7 apresentou as 342 
maiores concentrações de DNA (p<0,05), mas não diferiu do método 6 (p>0,05) 343 
(Tabela 2). Ao contrário dos métodos 6 e 7, o método 5 demonstrou menor 344 
concentração de DNA nas duas condições de preservação das amostras (p<0,05) 345 
(Tabela 2). No entanto, para todos esses três métodos, houve amplificação para a PCR 346 
de gene endógeno em amostras preservadas em álcool absoluto por 30 dias e 1 ano 347 
(Figura 1). Como mencionado anteriormente, o método 6 é baseado em 348 
fenol/clorofórmio/álcool isoamílico e tem sido utilizado com sucesso em vários estudos 349 
moleculares com flebotomíneos. No entanto, de acordo com Paiva et al. (2007; 2003) 350 
esse método não mostrou boa sensibilidade; além disso, também foi observada perda de 351 
DNA durante o processo de lavagens. Da mesma forma, Arez et al. (2000) observaram 352 
uma possível inibição da PCR pela presença de inibidores no tecido do mosquito 353 
Anopheles spp. que aumentou quando protocolos com fenol/clorofórmio/álcool 354 
isoamílico foram empregados. Neste estudo, nenhuma dessas observações foi 355 
verificada. No entanto, deve-se considerar que, em nossa impressão, é um método 356 
tecnicamente mais trabalhoso, principalmente porque utiliza fenol, uma substância 357 
altamente tóxica (Psifidi et al., 2015). Assim, o método 7 pode ser uma boa e segura 358 
segunda opção para extrair DNA de flebotomíneos. 359 
 360 

Nesse trabalho, testamos vários protocolos que exigem em algum momento, o 361 
uso de solventes orgânicos, sais ou guanidina (kits comerciais), todas essas substâncias 362 
podem inibir a amplificação por PCR (Salonen et al., 2010). Além disso, a composição 363 
proteica do corpo dos insetos pode atuar como inibidores da PCR (Casaril et al., 2017; 364 
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Paiva et al., 2007). Assim, as razões de absorbância a 260/280nm e 260/230nm, foram 365 
utilizadas como critérios para a aferir a qualidade do DNA extraído a partir de cada 366 
método (Psifidi et al., 2010; 2015). Independentemente, dos tempos de preservação da 367 
amostra em álcool absoluto para métodos comerciais ou caseiros, não houve diferença 368 
significativa na razão 260/280nm (p>0,05), usada para avaliar a contaminação por 369 
proteínas e solventes orgânicos (Psifidi et al., 2015). A razão de 260/230nm pode 370 
indicar contaminação com NaCl e/ou guanidina (usada nas etapas de lavagem dos 371 
métodos comerciais baseados em colunas de sílica) (Psifidi et al., 2010). Apenas o 372 
método 5 mostrou um valor significativamente ruim para essa razão em comparação 373 
com outros métodos, mas apenas em amostras preservadas em álcool absoluto por 30 374 
dias (Tabela 2) (p<0,05). Mesmo que houvesse uma possível contaminação com NaCl 375 
nesse método, ainda não foi capaz de inibir a PCR para o gene endógeno (Figura 1). 376 

 377 
Analisando métodos de extração de DNA comerciais versus caseiros, todos 378 

foram capazer de extrair DNA de amostras individuais de tórax e abdômen de fêmeas 379 
de flebotomíneos, sejam acondicionados em álcool absoluto por 30 dias ou 1 ano 380 
(Figura 1). No entanto, algumas observações devem ser pontuadas. Em geral, seja nas 381 
amostras por 30 dias ou 1 ano, os métodos caseiros tiveram um desempenho melhor ou, 382 
pelo menos, igual aos métodos comerciais. Por exemplo, o método 6 mostrou melhores 383 
valores para concentração de DNA e razões de pureza do que outros métodos 384 
comerciais. Os kits comerciais têm a vantagem de realizar uma extração rápida e 385 
simples de DNA (Casaril et al., 2017; Psifidi et al., 2015). Sem dúvida, em nossos 386 
testes, esses métodos mostraram maior agilidade e simplicidade (Tabela 3). No entanto, 387 
eles oferecem extrações a um custo mais alto por amostra (Tabela 3). A partir de nossos 388 
resultados, não observamos outras vantagens do uso de kits comerciais em comparação 389 
com os protocolos caseiros de extração de DNA. Embora os métodos caseiros exigam 390 
mais tempo, custam menos e oferecem DNA em boa quantidade e qualidade (Tabela 3). 391 
Em particular, o método 6 (a base de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico) ou o método 392 
7 (a base de NaCl/álcool) são uma boa opção para extrair DNA amostras individuais de 393 
tórax e abdômen de fêmeas de flebotomíneos. 394 

 395 
Embora a escolha de um método de extração de DNA apropriado tenha um 396 

papel importante no sucesso de estudos moleculares (Psifidi et al., 2015), há poucos 397 
estudos que avaliam os procedimentos de extração de DNA genômico em amostras de 398 
flebotomíneos (Casaril et al., 2017; Paiva et al., 2003). Nossos resultados mostraram 399 
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que, dependendo do tempo em álcool absoluto a -20 ºC, os métodos comerciais 1, 2 e 3 400 
são uma boa opção para extração de DNA de flebotomíneos. No entanto, os métodos 401 
caseiros 6 e 7 apresentaram melhores resultados, independentemente, do tempo de 402 
preservação das amostras. O método ideal deve ser simples, rápido, seguro e econômico 403 
(Lahiri e Schnabel, 1993) e gerar o mínimo de resíduos tóxicos (Steiner et al., 1995). 404 
Assim, acreditamos que o método 7 é a melhor escolha para extrair DNA de amostras 405 
individuais de tórax e abdômen de fêmeas de flebotomíneos conservadas em álcool 406 
absoluto por até 1 ano. Nesse trabalho, não objetivamos padronizar métodos de 407 
preservação de amostras ou de extração de DNA de flebotomíneos. Nossos resultados 408 
pretendem servir de referência para apoiar a escolha do método de extração de DNA, 409 
mais adequado a realidade de outros grupos de pesquisa, em estudos moleculares de 410 
flebotomíneos. 411 
 412 

CONCLUSÃO 413 
 414 
Nossos resultados demonstram que os métodos comerciais 1, 2 e 3 são uma boa 415 

opção para extrair DNA de amostras de tórax e abdômen de fêmeas de flebotomíneos, 416 
mas o tempo em álcool absoluto deve ser considerado. Entretanto, os métodos caseiros 417 
6 e 7 apresentaram melhores resultados, independentemente do tempo de preservação 418 
das amostras em álcool absoluto. 419 
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TABELAS 445 

 446 

Tabela 1. Métodos de extração de DNA e protocolos de referência utilizados para obter DNA de amostras individuais de tórax e abdômen de 447 

fêmeas de flebotomíneos preservadas em álcool absoluto a -20 ºC por 30 dias e 1 ano. 448 

Fonte: Elaborado pelo autor. 449 
 450 

  451 

Número do 
método Método de extração de DNA Tipo de método Protocolo 

Amostras 
(álcool absoluto 

por 30 dias) 

Amostras 
(álcool absoluto 

por 1 ano) 
Número de 
amostras 

Método 1 DNeasy Blood & Tissue Kits 
(QIAGEN®) Comercial Instruções do fabricante 5 5 10 

Método 2 illustra Blood genomicPrep Mini Spin 
(GE Healthcare®) Comercial Instruções do fabricante 5 5 10 

Método 3 ReliaPrep gDNA Tissue Miniprep 
System (PROMEGA®) Comercial Instruções do fabricante 5 5 10 

Método 4 Wizard genomic DNA Purification 
(PROMEGA®) Comercial Instruções do fabricante 5 5 10 

Método 5 
Método caseiro A Caseiro Bruford et al. (1998) com modificações 

de Galvis-Ovallos et al. (2017) 5 5 10 

Método 6 
Método caseiro B Caseiro Michalsky et al. (2002) 5 5 10 

Método 7 
Método caseiro C Caseiro John et al. (1991)  com modificações de 

Lahiri and Nurnberger Jr. (1991) 5 5 10 
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Tabela 2. Desempenho dos sete métodos de extração de DNA a partir de amostras individuais de tórax e abdômen de fêmeas de flebotomíneos 452 

preservadas em álcool absoluto a -20 ºC por 30 dias e 1 ano. 453 

Método de 
extração de 

DNA 

Álcool absoluto por 30 dias Álcool absoluto por 1 ano 

Número 
de 

amostras 

Concentração 
de DNA 
(ng/µL) 

Razão 
A260/A280nm 

Razão 
A260/A230nm 

PCR de gene 
endógeno* 

Número de 
amostras 

Concentração 
de DNA 
(ng/µL) 

Razão 
A260/A280nm 

Razão 
A260/A230nm 

PCR de gene 
endógeno* 

Método 1 5 1,934b 2,461a 2,067a Positivoa 5 3,759bc 1,553a 0,453a Positivoa 

Método 2 5 2,485b 1,731a 1,042a Positivoa 5 2,291cd 1,661a 0,482a Positivoa 

Método 3 5 4,950a 2,197a 1,388a Positivoa 5 1,406d 0,527a 0,655a Positivoa 

Método 4 5 1,109b 1,501a 0.465a Positivoa 5 0,754d 1,868a -0,659a Negativob 

Método 5 5 2,089b 1,782a -2,209b Positivoa 5 2,274cd 2,034a -0,597a Positivoa 

Método 6 5 4,732a 1,747a 2,045a Positivoa 5 5,436ab 1,621a 1,961a Positivoa 

Método 7 5 4,855a 1,523a 0,716a Positivoa 5 6,839a 1,819a 1,045a Positivoa 

Nota: Letras minúsculas diferentes (a / b / c) indicam diferença estatística com 95% de probabilidade (p≤0,05). *PCR para a região IVS6 do gene da cacofonia de 454 
flebotomíneos. 455 

Fonte: Elaborado pelo autor. 456 
 457 

  458 
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Tabela 3. Análise de custo e tempo dos métodos de extração de DNA usados para processar amostras individuais de tórax e abdômen de fêmeas 459 

de flebotomíneos. 460 

 461 

 462 

 463 

 464 

 465 

 466 

 467 

 468 

 469 

 470 

Nota: *Os custos foram estimados com base em kits comerciais, reagentes e preços de materiais, necessários para processar 500 amostras, de acordo com cada protocolo; ** 471 
Tempo requerido para processar 10 amostras. 472 

Fonte: Elaborado pelo autor. 473 

Número do 
método Método de extração de DNA 

Custo / amostra 
(US$)* Tempo** 

Método 1 DNeasy Blood & Tissue Kits 
(QIAGEN®) 

$                 2,91 3h 19min 

Método 2 illustra Blood genomicPrep Mini Spin 
(GE Healthcare®) 

$                 2,18 3h 20min 

Método 3 ReliaPrep gDNA Tissue Miniprep 
System (PROMEGA®) 

$                 4,05 3h 21min 

Método 4 Wizard genomic DNA Purification 
(PROMEGA®) 

$                 2,31 13h 10min 

Método 5 
Método caseiro A 

$                 0,58 13h 55min 

Método 6 
Método caseiro B 

$                 0,89 25h 40min 

Método 7 
Método caseiro C 

$                 0,59 25h 25min 



 

 

115 

FIGURAS 474 
Figura 1. Amplificação por PCR da região IVS6 do gene da cacofonia de flebotomíneos em 475 
amostras individuais de DNA de tórax e abdômen de fêmeas de flebotomíneos preservadas 476 
em álcool absoluto a -20 ºC por 30 dias (A) e 1 ano (B), extraído por sete métodos de extração 477 
de DNA (1-7). 478 

Fonte: Elaborado pelo autor. 479 
Legenda: gel de eletroforese em agarose a 2% para o gene da cacofonia (250pb) em amostras individuais de 480 
DNA de tórax e abdômen de fêmeas de flebotomíneos capturadas (1-5) preservados em álcool absoluto a -20 °C 481 
por 30 dias (A) e amostras de DNA de tórax e abdômen de fêmeas de Lu. (Lu.) longipalpis (1-5) preservada em 482 
álcool absoluto a -20 ºC por 1 ano (B); com marcador de peso molecular de 100pb (KASVI) (L), DNA de Lu. 483 
(Lu.) longipalpis (controle positivo) (CP), água ultrapura (controle negativo) (CN). 484 

 485 
 486 
 487 
 488 

 489 
 490 
 491 
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6. CONCLUSÃO 

Esse trabalho gerou resultados que estão aqui apresentados sobre a forma de dois 
artigos científicos submetidos para apreciação em revistas internacionais.  

Durante dezoito meses foi realizado um inquérito entomológico nas cidades de 
Andradina e Ilha Solteira, estado de São Paulo, Brasil. Ambas as cidades são importantes 
áreas endêmicas de LT e LV no estado. Na área estudada foram encontradas doze espécies 
de flebotomíneos dentre elas, vetores comprovados ou suspeitos nos ciclos 
epidemiológicos de LT e LV. Não foram observados padrões sazonais na fauna desses 
dípteros devido a influência de fatores climáticos como temperatura, umidade relativa do 
ar e pluviosidade.  

Quanto à obtenção de DNA de flebotomíneos para as análises moleculares, os 
resultados demonstram que os métodos comerciais de extração são uma boa opção para 
extrair DNA de amostras individuais de tórax e abdômen de fêmeas de flebotomíneos. 
Contudo para esses métodos, o tempo de conservação em álcool absoluto deve ser 
considerado. Por sua vez, os métodos caseiros baseado em fenol/clorofórmio/álcool 
isoamílico ou NaCl/álcool apresentaram melhores resultados, independentemente do 
tempo de preservação das amostras em álcool absoluto.  

As análises moleculares de PCR para o kDNA de Leishmania spp. revelaram uma 
fêmea não ingurgitada de Ev. (Ald.) carmelinoi positiva no peridomicílio em zona rural da 
cidade de Andradina. Não observamos fêmeas de flebotomíneos positivas para o kDNA 
de Leishmania spp. na cidade de Ilha Solteira.  

A identificação de fontes de repasto sanguíneo por PCR para o gene CYT-B de 
vertebrados revelou suínos, humanos, cães, bovinos, galinhas e gambás como hospedeiros 
de flebotomíneos, servindo como fonte de alimentação sanguínea para maturação dos 
ovos das fêmeas desses insetos, na cidade de Ilha Solteira. Não foram identificados 
hábitos alimentares nas fêmeas de flebotomíneos capturadas em Andradina. 

Os resultados podem contribuir com informações relevantes sobre os aspectos 
bioecológicos de flebotomineos na área estudada. Dessa forma, contribuir com maior 
conhecimento sobre a complexa epidemiologia das leishmanioses e embasar medidas de 
vigilância e controle adequadas na região estudada. 
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