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RESUMO 

 

DANTAS DA SILVA, M. Investigação de fatores ecológicos relacionados ao potencial 

de transmissão de Leishmania infantum por dois quimiotipos do complexo Lutzomyia 

longipalpis. [Dissertação de Mestrado]. São Paulo: Faculdade de Saúde Pública da 

Universidade de São Paulo, 2019. 

 

Introdução: A leishmaniose visceral é causada por Leishmania infantum e tem 

Lutzomyia longipalpis como o principal vetor no Brasil. Análises químicas de feromônios 

produzidos por machos da espécie sugerem que Lu. longipalpis é um complexo de 

espécies, formado por quatro quimiotipos: 3α-himachaleno, (S)-9-metilgermacreno-B, 

cembreno-1 e cembreno-2. No estado de São Paulo, dois quimiotipos estão presentes: (S)-

9-metilgermacreno-B e cembreno-1, e é notável a rápida expansão urbana de ambas 

populações, associada à LV, tanto canina como humana. Por outro lado, a LV associada 

à população cembreno-1 de Lu. longipalpis tem um perfil mais rural e está relacionada a 

população canina. Na dinâmica de transmissão da LV é reconhecido o papel do cão 

doméstico (Canis familiaris) como fonte de infecção para os flebotomíneos e a presença  

de cães infectados  tem sido apontada como fator de risco para a LV em humanos. 

Todavia, o papel de outras populações de animais presentes em áreas urbanas é 

desconhecido. Gatos (Felis catus) frequentemente estão presentes em domicílios e 

infecções destes animais com Le. infantum têm sido relatadas, mas o seu papel como fonte 

de infecção para os flebotomíneos não está esclarecido. Objetivo: Investigar aspectos 

ecológicos relacionados ao potencial de duas populações do complexo Lu. longipalpis: 

(S)-9-metilgermacreno- B e cembreno-1, em se infectarem por Le. infantum, com base  

em infecção natural ou se alimentando em modelo artificial,  e também para a população 

(S)-9-metilgermacreno-B alimentando em modelo animal representado por gatos 

comprovadamente infectados por Le. infantum. Métodos: Foram realizadas capturas nos 

municípios de Dracena e Valinhos, no estado de São Paulo, para obtenção de amostras 

das duas populações alvo do estudo para a investigação de infecção natural, realização de 

infecção experimental por meio de alimentação sanguínea em modelo artificial e animal. 

Resultados: A infecção natural foi detectada apenas na população de Lu. longipalpis 

cembreno-1, com taxa de 4,2%. Nos experimentos de infecção em modelo artificial as 

duas populações de Lu. longipalpis apresentaram infecção após o repasto. Nas fêmeas 

que realizaram repasto sanguíneo em gatos infectados não foram observadas formas 



 
 

flageladas. Conclusão: A detecção de fêmeas naturalmente infectadas no município de 

Valinhos sugere um alto risco de transmissão de leishmaniose na área de estudo. As 

populações utilizadas no estudo não apresentaram diferenças na susceptibilidade de 

infecção por Le. infantum em modelo artificial. Gatos infectados por Le. infantum não se 

mostraram como fonte de infecção para Lu. longipalpis no xenodiagnóstico. 

Palavra chaves: Leishmaniose visceral, Leishmania infantum, Lutzomyia longipalpis, 

(S)-9-metilgermacreno-B, cembreno-1, infecção natural, infecção experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

DANTAS DA SILVA, M. Investigation of ecological factors related to the potential 

transmission of Leishmania infantum by two chemotypes of the Lutzomyia longipalpis 

complex. [Dissertação de mestrado]. São Paulo: Faculdade de Saúde Pública da 

Universidade de São Paulo, 2019. 

 

 

Introduction: Visceral leishmaniasis is caused by Leishmania infantum having 

Lutzomyia longipalpis as the main vector in Brazil. Chemical analyzes of pheromones 

produced by males suggest that Lu. longipalpis is a species complex composed of four 

chemotypes: 3α-himachalene, (S) -9-methylgermacrene-B, cembrene-1 and cembrene-2. 

In the state of São Paulo, two chemotypes are present: (S)-9-methylgermacrene-B and 

cembrene-1, and has been observed the rapid urban expansion of both populations 

associated with LV canine and human. On the other hand, the LV associated with the 

cembreno-1 population of Lu. longipalpis has a more rural profile and is related to the 

canine population. In the transmission dynamics of LV, the role of the domestic dog 

(Canis familiaris) as a source of infection for sandflies is recognized and the presence of 

infected dogs is a factor of risk  for LV in humans. However, the role of other animal 

populations present in urban areas as infection source is unknown. Cats (Felis catus) are 

often present in households and infections of these animals with Le. infantum have been 

reported, but their role as a source of infection for sandflies is unclear. Objective: To 

investigate ecological aspects related to the potential of two populations of the Lu. 

longipalpis complex, (S) -9-methylgermacrene-B and cembrene-1, to be naturally  

infected by Le. infantum or acquire the infection by feeding in an artificial feeder, and 

also for the (S) -9-methylgermacrene-B population feeding in an animal model 

represented by cats proven to be infected by Le. infantum. Methods: Captures were 

carried out in the municipalities of Dracena and Valinhos, in the state of São Paulo to 

obtain samples of the two target populations of the study for the investigation of natural 

infection, experimental infection by means of blood supply in artificial and animal 

models. Results: The natural infection by L. infantum was only observed in the 

population cembreno-1, with a 4.2% rate. In the experiments of infection in artificial 

model the two populations of Lu. longipalpis presented infection after repast. In females 

that have fed in infected cats, no flagellated forms were observed. Conclusion: The 



 
 

detection of naturally infected females in the city of Valinhos suggests a high risk of 

transmission of leishmaniasis in the study area. The populations used in the study did not 

show differences in the susceptibility of infection by Le. infantum in artificial model. Cats 

infected by Le. infantum did not show up as a source of infection for Lu. longipalpis in 

xenodiagnosis. 

Key words: Visceral leishmaniasis, Lutzomyia longipalpis, Leishmania infantum, (S) -9-

methylgermacrene-B, cembreno-1, natural infection, experimental infection. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 ASPECTOS GERAIS DAS LEISHMANIOSES 

 

 As leishmanioses têm como agente causal protozoários da família 

Trypanosomatidae, do gênero Leishmania, transmitidos aos vertebrados através da picada 

de fêmeas de flebotomíneos (Diptera: Psychodidae). Registradas em 98 países das regiões 

tropicais e subtropicais, estima-se que 350 milhões de pessoas vivem em áreas de risco 

de transmissão das leishmanioses, que se constituem em um complexo de doenças com 

diferentes espectros clínicos. Dentre as manifestações clínicas, são encontradas as formas: 

cutânea localizada, cutânea disseminada, mucocutânea e visceral, que podem variar de 

acordo com a espécie de Leishmania e do estado imunológico do indivíduo, entre outros 

fatores (ALVAR et al., 2012; WHO, 2015). 

Dentre as formas clínicas, a cutânea é a mais prevalente, sendo registrada em 88 

países, distribuída por quatro continentes: África, Ásia, América e Europa (ALVAR et 

al., 2012).  

Nas Américas, as espécies de Leishmania responsáveis pelas formas cutâneas da 

doença humana são: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Le. (Le.) garnhami, Le. (Le.)  

martiniquensis, Le. (Le.) mexicana, Le. (Le.) pifanoi, Le. (Le.) venezuelensis, Le. (Le.) 

waltoni, Le. (Viannia) braziliensis, Le. (Vi.) guyanensis, Le. (Vi.) lainsoni, Le. (Vi.) 

lindenbergi, Le. (Vi.) naiffi, Le. (Vi.) panamensis, Le (Vi.) peruviana e Le. (Vi.)  shawi 

(LAINSON e SHAW, 2005; DESBOIS et. al. 2014; SHAW et al., 2015; ESPINOSA et 

al., 2016). 

A forma cutânea localizada caracteriza-se pela presença de lesões nodulares no 

local da picada do inseto, enquanto a forma cutânea disseminada se manifesta por lesões 

nodulares de tamanhos variados e espalhados por todo o corpo. A leishmaniose 

mucocutânea, a mais grave dentre as formas cutâneas, caracteriza-se por lesões presentes 

no nariz, boca, palato, faringe, laringe, podendo causar a destruição de toda a cavidade 

oral.  Sua manifestação pode ocorrer meses ou até anos após o surgimento das primeiras 

lesões (DAVID e CRAFT, 2009; GOTO e LINDOSO, 2012). 

A leishmaniose visceral é causada por Leishmania infantum e tem Lutzomyia 

longipalpis como o vetor principal nas Américas. É considerada endêmica em 12 países 

das Américas, os quais, de acordo com o cenário epidemiológico, são classificados em: 
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países com expansão da transmissão (Argentina, Brasil e Paraguai), países com controle 

de transmissão (Colômbia e Venezuela) e países com casos esporádicos de transmissão 

(Costa Rica, Guatemala, Honduras, Nicarágua, Bolívia, Guiana e México) (PAHO, 

2016).  

O Brasil é o único país no continente americano considerado entre os cinco países 

do mundo (Índia, Sudão, Bangladesh, Nepal, Brasil) que juntos respondem por 90% dos 

casos da leishmaniose visceral, com a maior incidência registrada na Região Nordeste 

(LAINSON e RANGEL, 2003; ALVAR et al., 2012; WHO, 2015).  

 

 

1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL NO ESTADO DE SÃO PAULO 

 

Entre os anos de 2000 e 2017, um total de 60.997 casos de LV foram registrados 

em todo o país, com um total de 4.187 óbitos, e a Região Nordeste respondendo por 54% 

dos casos, seguida das Regiões Norte com 17% e Sudeste com 16% (MS, 2017). 

No estado de São Paulo, entre 1999 e 2016, 2.712 casos de LV em humanos foram 

registrados, com um total de 233 óbitos. Dos 645 municípios paulistas, 178 (27,6%) 

apresentam positividade para a presença do vetor (HIRAMOTO et al., 2019).  

O primeiro registro de Lu. longipalpis em área rural neste estado ocorreu no 

município de Salto de Pirapora, na década de 70 (FORATTINI et al., 1970), e em área 

urbana no município de Araçatuba, no ano de 1997 (COSTA et al., 1997). Logo depois, 

no ano de 1998, o primeiro caso autóctone canino da doença foi registrado neste 

município, seguido pelo primeiro caso autóctone humano, em 1999 (TOLEZANO et al., 

1999). 

A presença de abrigos de animais domésticos, como galinheiros e canis propiciam 

altas densidades de Lu. longipalpis, que apresenta hábito alimentar eclético (COLLA -                                                                       

JACQUES et al., 2010; HOLCMAN et al., 2013). 

Estudos epidemiológicos sobre a doença no estado de São Paulo têm apontado 

que a densidade elevada do vetor  no período compreendido entre os meses de outubro a 

março (estação com predominância de chuvas), associada à alta prevalência de casos 

caninos da doença são uma condição precursora para a ocorrência dos casos humanos em 

área urbana (GALVIS - OVALLOS et al., 2017). 
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1.3 BIOLOGIA DO PARASITA 

 

Parasitas do gênero Leishmania apresentam duas formas principais de 

desenvolvimento: promastigota, forma flagelada presente no intestino do vetor, e 

amastigota, forma aflagelada intracelular obrigatória encontrada no hospedeiro 

vertebrado (MC GWIRE e SATOSCAR, 2014). 

O ciclo do parasita inicia-se quando a fêmea, ao realizar o repasto sanguíneo em 

um hospedeiro vertebrado infectado, ingere as formas amastigotas juntamente com o 

sangue. No intestino médio abdominal, o sangue ingerido é envolto pela matriz 

peritrófica, as alterações fisiológicas que ocorrem no local estimulam a diferenciação das 

formas amastigotas em promastigotas procíclicas, que se multiplicam intensamente, e em 

seguida, se diferem em formas nectomonas. A degradação da matriz peritrófica permite 

que as nectomonas migrem para o lúmen intestinal rumo ao epitélio, onde permanecem 

aderidas em suas microvilosidades e, em seguida, diferenciam-se em leptomonas. Estas 

se multiplicam intensamente, sendo que uma porção se diferencia em haptomonas que 

migram e se aderem à válvula estomodeal, e a outra porção realiza a metaciclogênese, 

que consiste na diferenciação das leptomonas em promastigotas metacíclicas - forma 

infectante (Figura 1). As leptomonas secretam uma substância gelatinosa denominada  

PSG (Promastigote Secretory Gel), envolvendo os parasitas na parte torácica do intestino 

médio. Todo este processo pode ocorrer concomitantemente com o ciclo gonotrófico da 

fêmea, assim, o estágio de metaciclogênese pode coincidir com o período de um novo 

repasto sanguíneo. As haptomonas causam danos à válvula estomodeal e o gel secretado 

pelas promatigotas juntamente com as formas derivadas das leptomonas formam uma 

espécie de tampão que bloqueia a passagem do fluxo sanguíneo. Desta forma, a fêmea 

não consegue se alimentar de maneira eficiente, e devido ao dano causado na válvula 

estomodeal o sangue é regurgitado com as formas infectantes durante a tentativa de 

alimentação. Ao não conseguir se alimentar, a fêmea busca outra fonte de alimentação, 

podendo assim infectar mais de um hospedeiro mamífero (DÓSTALÓVA e VOLF, 

2012).  
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Fonte: adaptado de Dostálová e Volf (2012). 

 

Esses parasitos podem se desenvolver em diferentes partes do intestino do vetor, 

variando de acordo com a espécie de leishmânia. Assim, podem ser classificadas em: 

suprapilária (quando ocupam a parte anterior e média do intestino), peripilária (quando 

se desenvolvem no intestino anterior médio e posterior) e hipopilária (quando ocupam 

apenas o intestino posterior) (GONTIJO e CARVALHO, 2003; PIMENTA et al., 2003; 

PIMENTA et al., 2012). 

Algumas barreiras precisam ser transpostas para que ocorra o desenvolvimento da 

leishmânia no inseto vetor, é necessário que o protozoário consiga inibir ou retardar os 

efeitos prejudiciais das enzimas digestivas do inseto, posteriormente o escape da matriz 

peritrófica precisa ocorrer para que os parasitas consigam se fixar ao epitélio intestinal 

para que não sejam expulsos junto ao conteúdo fecal, permitindo assim a posterior 

migração em direção a região torácica (KAMHAWI, 2006). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Esquema do Ciclo de desenvolvimento de Leishmania spp. em fêmeas de 

flebotomíneos. A: formas amastigotas; B: formas procíclicas em divisão; C: formas 

nectomonas saindo pela matriz peritrófica e se aderindo ao epitélio intestinal; D: Formas 

leptomonas em divisão; E: formas metacíclicas; F: formas haptomonas aderidas a válvula 

estomodeal. 
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1.4 BIOLOGIA DOS FLEBOTOMÍNEOS 

 

Os flebotomíneos são insetos de pequeno porte, medindo cerca de 3 mm, 

apresentam o corpo coberto por intensa cerdosidade e são popularmente conhecidos por: 

birigui, asa branca, cangalhinha, tatuquira, mosquito palha, asa dura entre outros. São 

bem adaptados a ambientes úmidos, pouca incidência da luz solar direta e com 

temperatura entre 20ºC e 30ºC (FORATTINI, 1973; BRAZIL e BRAZIL, 2003; 

MARCONDES, 2011).  

Por serem insetos holometábolos, passam por uma metamorfose completa, 

compreendendo os estágios de ovo, quatro estádios larvais, pupa e adulto. Após o repasto 

sanguíneo, as fêmeas depositam seus ovos em substrato terrestre úmido e rico em matéria 

orgânica em decomposição. As formas larvais são pequenas, o que dificulta a sua 

visualização a olho nu, brancas e de aspecto vermiforme. Seu corpo é formado por 12 

segmentos, além da cabeça, sendo três torácicos e nove abdominais. Após a eclosão 

podem se alimentar de restos de adultos mortos, das cascas dos ovos ou de qualquer outro 

tipo de matéria orgânica disponível no ambiente. A cabeça apresenta uma coloração mais 

escura e com a presença de antenas e o aparelho bucal é do tipo triturador. O corpo é 

recoberto por cerdas que variam de forma de acordo com a espécie. Na fase pupal, o 

inseto passa a apresentar 13 segmentos, os quatro primeiros formando o cefalotórax e os 

nove restantes constituem o abdômen. As pupas mantêm-se fixas em um substrato. São 

de coloração esbranquiças e tornam-se escuras na medida em que se aproximam da fase 

adulta. Todo o ciclo de desenvolvimento do inseto dura em média de 30 a 60 dias, 

variando de acordo com a espécie. Os adultos vivem em uma faixa de temperatura média 

entre 20ºC e 30ºC e necessitam de umidade elevada e de proteção contra intempéries 

(FORATTINI, 1973; BRAZIL e BRAZIL, 2003; MARCONDES, 2011). 

 

1.5 COMPLEXO Lutzomyia longipalpis 

 

Um complexo de espécies pode ser definido como um conjunto de espécies que 

apresentam caracteres morfológicos externos indistinguíveis, no entanto, se diferenciam 

em relação aos aspectos genéticos, comportamentais e químicos (BICKFORD et al., 

2006). 
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Mangabeira (1969) identificou uma variação morfológica em machos de Lu. 

longipalpis, representada por um polimorfismo em relação à quantidade de manchas 

claras nos tergitos abdominais. Essa diferenciação se deu através de observações feitas 

em machos coletados no estado do Ceará, os quais apresentavam duas manchas claras no 

terceiro e quarto tergito - fenótipo (2S), e em machos coletados no estado do Pará, com 

apenas uma mancha clara presente no quarto tergito - fenótipo (1S), sugerindo, assim, 

que Lu. longipalpis fosse um complexo de espécies devido aos fenótipos e condições 

ecológicas distintas. Um terceiro fenótipo foi identificado e classificado como forma 

intermediária (INS), caracterizado pela presença da mancha de tamanho variável no 

terceiro tergito, e a mancha no quarto tergito de tamanho aproximado aos dos outros 

fenótipos (SPIEGEL et al., 2016). 

LANE e WARD (1984) demonstraram, através de microscopia eletrônica de 

varredura, a presença de papilas cuticulares com poros centrais nas manchas claras, 

sugerindo que estes fossem o local de liberação de feromônios. A formação das manchas, 

onde as estruturas disseminadoras de feromônios foram localizadas, começa na fase de 

pupa, porém o padrão de manchas não está relacionado com o tipo de feromônio 

produzido (WARD et al., 83;88; SPIEGEL, 2002).  

Análises químicas desses feromônios sugerem que Lu. longipalpis é um complexo 

de espécies, formado por quatro quimiotipos. O quimiotipo 1 ou (S)-9-metilgermacreno-

B encontra-se presente no Brasil, nos estados de: Ceará (WATTS et al., 2005), Goiás 

(SPIEGEL et al., 2016), Maranhão (SPIEGEL et al., 2016), Mato Grosso do Sul - tanto 

em Lu. longipalpis (SANTOS et al., 2013) quanto em Lutzomyia cruzi (WATTS et al., 

2005; BRAZIL et al., 2002), Minas Gerais (HAMILTON et al., 1996; 2005; WATTS et 

al., 2005), Piauí (ARAKI et al., 2009), Rio de Janeiro (ARAKI et al., 2009), São Paulo 

(CASANOVA et al., 2015) e Tocantins (BRAZIL et al., 2010). Em outros países da 

América do Sul, também como Bolívia (encontrado em Lu. cruzi) (SPIEGEL et al., 2016), 

Colômbia (HAMILTON e WARD, 1991), Honduras (HAMILTON et al.,1996), Paraguai 

(BRAZIL et al., 2009) e Venezuela (WATTS et al., 2005).  

O quimiotipo 2 ou 3-metil-α-himachaleno encontra-se no Brasil restrito ao estado 

da Bahia, no município de Jacobina (HAMILTON et al., 1994; 1999), e na Venezuela na 

espécie Lutzomyia pseudolongipalpis (ARRIVILAGA e FELICIANGELI, 2001; 

WATTS et al., 2005).  

O quimiotipo 3 ou cembreno-1 é encontrado no Brasil nos estados de Alagoas, 

Ceará (HAMILTON et al., 2005), Espírito Santo (ARAKI et al., 2009), Pará (WATTS et 
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al., 2005), Pernambuco (SPIEGEL et al., 2016), Minas Gerais (HAMILTON et al., 2004), 

São Paulo (CASANOVA et al., 2015), Sergipe (SPIEGEL et al., 2016), Tocantins 

(BRAZIL et al., 2010) e Rio Grande do Norte (WATTS et al., 2005). 

O quimiotipo 4 ou cembreno-2 é encontrado somente no estado de Minas Gerais 

(HAMILTON et al., 2004).  

 

Fonte: Spiegel e colaboradores (2016) 

 

 

Na Região Nordeste do Brasil, a população cembreno-1 é abundante, e sua 

localização é concomitante com os registros de casos de LVA em humanos, enquanto a 

Figura 2 - Localização geográfica dos diferentes quimiotipos encontrados em Lu. 

longipalpis 
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Figura 3 - Distribuição de casos de LV pelo estado de São Paulo compreendendo o 

período de 1998-2013: (A) para os casos caninos, (B) para os casos humanos. (C) 

Distribuição geográfica das diferentes populações Lu. longipalpis. 

população (S)-9-metilgermacreno-B está restrita a algumas localidades. Já no estado de 

São Paulo, a situação é inversa, a população (S)-9-metilgermacreno-B é abundante e 

predominante na região oeste do estado, concomitante com os registros de casos LV em 

cães e humanos, enquanto que a população cembreno-1 é encontrada na região leste do 

estado, onde  não há registros de casos de LV em humanos (Figura 3). Essas diferenças 

nos perfis epidemiológicos sugerem que existem diferenças na capacidade vetorial de 

ambas as populações de espécies (HAMILTON, 2005; CASANOVA et al., 2006; 2015). 

 

 

 

 

          
 

 

 

 

 

 

 

 

 

    
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Fonte: Casanova e colaboradores (2015). 

 

Populações que apresentam padrões de manchas diferentes e feromônios iguais 

são capazes de copular e gerar indivíduos férteis, no entanto, quando a cópula ocorre com 

indivíduos quimiotipos distintos não é possível de se obter o mesmo resultado, devido à 

falta da transferência do esperma durante a cópula, demonstrando que o tipo de feromônio 

A B

C
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produzido é um dos caracteres mais relevantes para a separação das espécies do 

complexo. (WARD et al., 1983;1988). 

 

1.6 LEISHMANIOSE VISCERAL FELINA (LVF) 

 

O primeiro registro de leishmaniose felina em gato doméstico ocorreu na Argélia, 

em 1912, sendo que o mesmo vivia com um cão e uma criança ambos afetados pela 

doença, e formas amastigotas foram encontradas na medula óssea do animal. Porém, a 

espécie causadora da enfermidade não fora identificada (SERGENT et al.,1912). Desde 

então, vários registros de LVF causadas por Le. infantum foram feitos em vários países: 

Brasil (SAVANI et al., 2004; SILVA et al ., 2010; MENDONÇA et al., 2017), Espanha 

(LEIVA et al ., 2005; HERVAS et al., 1999), França (OZON et al., 1998; GREVOT et 

al., 2005; POCHOLLE et al ., 2012), Itália (PENNISI et al., 2002; POLI et al., 2002; 

MAROLI et al., 2007) e Portugal (MARCOS et al ., 2009; MAIA et al., 2010). 

O primeiro caso de infecção natural por leishmânia em felinos no Brasil foi 

registrado no ano de 1939, no município de Aurá, estado do Pará, mas a espécie causadora 

da infecção também não foi identificada (MELLO, 1940). Em 2001 foi registrado o 

primeiro caso autóctone de LVF nas Américas, no estado de São Paulo, na cidade de 

Cotia (SAVANI et al., 2004). 

Pouco se conhece quanto à competência de gatos como fontes de infecção de Le. 

infantum para os flebotomíneos. A transmissibilidade do parasita de um gato foi descrita 

pela primeira vez através de xenodiagnóstico realizado na Itália, no qual se utilizou a 

espécie Phlebotomus perniciosus. Neste estudo um felino diagnosticado com LVF 

(Leishmaniose Visceral Felina) por Le. infantum, foi exposto a 100 fêmeas de flebótomos 

das quais 19 se alimentaram e quatro apresentaram infecção pelas formas promastigotas 

(21%) (MAROLI et al., 2007). No Brasil, o mesmo tipo de experimento foi realizado em 

Belo Horizonte. Desta vez, utilizando fêmeas de Lu. longipalpis, alimentando-se em um 

gato. Das 84 fêmeas que se alimentaram, onze (13,1%) apresentaram positividade de 

infecção por Le. infantum. Segundo esses achados, os gatos podem ser considerados 

reservatórios suspeitos do parasita em áreas endêmicas (SILVA et al., 2010), e infecção 

em gatos têm sido relatadas em várias partes do mundo. No entanto, a participação do 

mesmo como reservatório do parasita ainda não foi esclarecida por completo (LONGONI 

et al., 2012), sendo necessária a avaliação do seu papel epidemiológico na transmissão da 

LV. 
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Gatos infectados podem apresentar sinais clínicos semelhantes aos dos cães, tais 

como: linfoadenomegalia, dermatites, alopecia difusa, emaciação, anorexia, porém, o 

quadro clínico é inespecífico, sendo muitas vezes as lesões cutâneas como a dermatite 

ulcerativa, presente geralmente na cabeça e pescoço a manifestação clínica mais frequente 

e talvez um dos únicos sinais encontrados no exame clínico (PENNISI et al., 2013). 

Mesmo sendo suscetíveis à infecção, os felinos podem apresentar uma resistência natural 

a leishmaniose, sendo a infecção associada a doenças que causam imunossupressão, tais 

como FIV (Vírus da Imunodeficiência Felina) e FELV (Vírus da Leucemia Felina), o que 

explicaria o fato dos felinos apresentarem-se em menor número de animais infectados e 

com sinais clínicos para LVF. Fazendo com que muitos animais sejam diagnosticados 

somente quando apresentam sinais clínicos. 

O diagnóstico laboratorial é feito através de exames parasitológicos-citologia ou 

cultivo do parasita, imunológicos-Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) e Ensaio 

Imunoenzimático (ELISA) e moleculares através da Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) (MS, 2017).  

Por ser uma doença subnotificada se faz necessário inquéritos sorológicos em 

áreas endêmicas para a possível detecção de animais doentes, para que medidas de 

controle possam ser tomadas (SIMÕES-MATTOS et al., 2002). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A LV é considerada uma doença emergente no estado de São Paulo e tem 

apresentado aumento no número de casos humanos, associado a vários fatores, incluindo 

a dispersão do vetor Lu. longipalpis e o aumento da prevalência canina, entre outros.  

Das quatro populações do complexo Lu. longipalpis presentes no Brasil, duas são 

encontradas no estado de São Paulo: (S)-9-metilgermacreno-B e cembreno-

1(CASANOVA et al., 2015) 

Análises químicas realizadas em machos coletados em 12 municípios da região 

oeste (Araçatuba, Adamantina, Bauru, Dracena, Jales, Lourdes, Marília, Oswaldo Cruz, 

Panorama, Presidente Prudente, Promissão e Salmourão) evidenciaram a presença do 

feromônio (S)-9-metilgermacreno-B, enquanto que em oito municípios da região leste 

(Águas da Prata, Campinas, Indaiatuba, Espírito Santo do Pinhal, Salto, Socorro, 

Sorocaba e Votorantim) apenas de cembreno-1.  

As duas populações acima descritas apresentam perfis epidemiológicos distintos, 

(S)-9-metilgermacreno-B está presente em municípios caracterizados pela elevada 

incidência de casos de LV em cães e humanos, enquanto que na região leste do estado, 

onde a população cembreno-1 se encontra, não há casos de LV em humanos, o que sugere 

que a capacidade vetorial dessas duas populações seja diferente. (CASANOVA et al., 

2006; CASANOVA et al., 2015; GALVIS-OVALLOS et al., 2017). 

Para que uma espécie seja classificada como vetora de um patógeno ao homem 

existem alguns critérios a serem atendidos, sendo a antropofília um dos mais 

imprescindíveis para tal incriminação, juntamente com a caracterização da mesma 

espécie de parasita em humanos e também no vetor, outros critérios também são levados 

em conta, tais como: distribuição geográfica da espécie do vetor coincidente com a da 

distribuição da doença, hábito alimentar incluindo os reservatórios do agente causal da 

doença, desenvolvimento maciço de formas infectantes no intestino do vetor e que essas 

formas infectantes sejam transmitidas através da picada (KILLICK- KENDRICK,1990). 

Lutzomyia longipalpis se enquadra em todos os critérios, porém, aspectos da capacidade 

vetorial podem variar entre populações dessa espécie, tais como o tempo de 

desenvolvimento dos imaturos, a susceptibilidade para se infectar e permitir o 

desenvolvimento das formas de Le. infantum, entre outros. Por isto, a obtenção de culturas 

dessas populações em condições de laboratório se faz necessária para contribuir com 
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conhecimentos dos aspectos biológicos e para fins de avaliar possíveis diferenças no 

potencial vetor dessas populações.  

Pouco se sabe sobre a LVF e a competência do gato doméstico como fonte de 

infecção de Le. infantum para flebotomíneos, recentemente, apenas dois estudos foram 

feitos nesse sentido, ambos comprovando o gato como competente para transmissão de 

Le. infantum (MAROLI et al., 2007; SILVA et al., 2010). Acredita-se que os gatos 

possam atuar como reservatório de leishmânias em áreas endêmicas para LVA, 

principalmente, onde esses animais são abundantes. Assim, a detecção de Le. infantum 

nesses animais em área urbana, pode reforçar a ideia de que os felinos domésticos 

participam na manutenção do parasita nesse ambiente (ALVES-MARTIN et al., 2017). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar aspectos ecológicos relacionados ao potencial vetor de duas populações 

do complexo Lu. longipalpis, (S)-9-metilgermacreno-B e cembreno-1, em se infectar 

por Le. infantum na natureza, em modelo artificial, e para a população (S)-9-

metilgermacreno-B em modelo animal com gatos comprovadamente infectados por 

Le. infantum. 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Investigar a infecção natural das populações (S)-9-metilgermacreno- B e 

cembreno-1 nas respectivas áreas de ocorrência; 

  Comparar a susceptibilidade à infecção com Le. infantum das duas 

populações de Lu. longipalpis; 

 Comparar a intensidade de infecção experimental entre as duas populações 

de Lu. longipalpis em modelo artificial; 

 Investigar a susceptibilidade à infecção de Lu. longipalpis (população (S)-

9-metilgermacreno-B) quando alimentadas em gatos domésticos (Felis 

catus) infectados naturalmente por Le. infantum. 
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4.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DAS ÁREAS DE COLETA 

 

Os espécimes parentais foram obtidos através de coletas realizadas por busca ativa 

em abrigos de animais domésticos e armadilhas luminosas do tipo CDC, nos municípios 

de Dracena e Valinhos. Estes municípios foram selecionados pela presença das duas 

populações do complexo Lu. longipalpis (CASANOVA et al., 2015). Dracena é um 

município situado na região Oeste do estado de São Paulo (21°28’58”S e 51°31’58”O), 

na região administrativa de Presidente Prudente, fazendo divisa com os municípios de 

Piquerobi, Ribeirão dos Índios, Junqueirópolis, Tupi Paulista, Presidente Venceslau e 

Ouro Verde (Figura 4).  

Fonte: Google Maps, 2019. 

 

Com uma área de 488,401 km² e uma população estimada de 46,536 habitantes, 

tem seu território pertence ao bioma de Mata Atlântica (IBGE, 2017). Apresenta 

temperatura média anual entre 12°C e 35ºC, e estação chuvosa entre outubro e março com 

inverno seco. De acordo com a classificação de Köopen-Geiger o clima é tropical com 

inverno seco (PEEL, 2007).  A presença de Lu. longipalpis nesta localidade foi registrada 

pela primeira vez em 2003, e transmissão da LV canina e humana desde o ano de 2005 

(D’ANDREA et al., 2009). Nesta localidade tem sido descrita a presença da população 

(S)-9-metilgermacreno-B do complexo Lu. longipalpis (CASANOVA et al., 2015). As 

Figura 4 - Localização do município de Dracena, estado de São Paulo. 
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capturas foram realizadas das 18:00 e 22:00 horas, em uma residência situada no bairro 

Jardim Jussara, localizado na área urbana (Figura 5), por meio da busca ativa em abrigos 

de animais domésticos, com auxílio de capturador de Castro. Adicionalmente foram 

realizadas capturas com armadilha do tipo CDC, instaladas  nos abrigos de animais 

domésticos entre 18:00 e 08:00 horas. 
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Valinhos situa-se na região leste do estado de São Paulo, 22°58’14”S e 

46°59’45”O, na região Metropolitana de Campinas, fazendo divisa com os municípios de 

Campinas, Itatiba, Itupeva, Morungaba e Vinhedo (Figura 6). Com uma área de 148,538 

km², apresenta população estimada em 124.024 habitantes, tendo como temperatura 

média anual entre 15°C e 21 ºC e, estação chuvosa entre outubro e março, pertencendo 

ao bioma de Mata Atlântica (IBGE, 2017). De acordo com a classificação de Köopen- 

Geiger o clima é subtropical úmido (PEEL, 2007). O município foi escolhido pela 

presença comprovada da população cembreno-1 do complexo Lu. longipalpis 

(CASANOVA et al., 2015), com transmissão comprovada de LVC (HIRAMOTO et al., 

2019). 

 

 

 

 

Figura 5 - Imagens do local de captura peridomicílio no município de Dracena: (A) visão 

externa; (B) visão interna. 

A B 
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Figura 7 - Imagem da paisagem de um dos locais de captura no município de Valinhos: 

(A) visão externa; (B) visão interna. 

Fonte: Google Maps, 2019 

 

No município de Valinhos, as coletas foram realizadas em três localidades, uma 

residência localizada no bairro Parque Valinhos, uma fazenda e um condomínio 

localizados no Bairro Nova Suíça, totalizando quatro coletas, todos os locais 

caracterizados por presença de galinheiros e mata residual (Figura 7). As capturas foram 

realizadas por busca ativa com auxílio de capturador de Castro, entre 18:00 e 22:00 horas, 

e com armadilha do tipo CDC entre 18:00  e 08:00 horas, totalizando 14 horas de captura.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 INVESTIGAÇÃO DE INFECÇÃO NATURAL 

 

Figura 6 - Localização do município de Valinhos, estado de São Paulo. 

A B 
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Uma amostra das fêmeas capturadas para obtenção de espécimes de primeira 

geração das duas populações objeto de estudo foi dissecada para investigar a presença de 

flagelados de Leishmania. spp.  O processo de dissecção das fêmeas (Figura 8) consistiu 

na retirada do trato digestório para a observação em microscópio óptico. Para isto as 

fêmeas foram colocadas sobre uma lâmina contendo uma gota de solução salina (0,9%). 

A dissecação iniciou com a retirada das asas, patas e cabeça. A seguir, para a retirada do 

intestino, um estilete foi apoiado no tórax e com o outro foi realizado um corte nos últimos 

segmentos abdominais, então, o intestino foi extraído puxando cuidadosamente o estilete 

situado na parte final do abdômen até que todo o trato digestório estivesse totalmente 

exposto. Todo esse processo foi realizado sob um microscópio estereoscópio com um 

aumento de 60x. Após a exposição, a amostra foi coberta com lamínula e o conteúdo 

observado em microscópio óptico, ao aumento de 400x.  

 

Figura 8 - Etapas para dissecção de fêmeas de flebotomíneos. A: Retirada das asas, patas 

e cabeça; B: posicionamento da fêmea com um estilete no tórax e outro na porção final 

do abdome; C: exposição total do intestino e D: Fêmea pronta para observação em 

microscópio para investigação de formas flageladas. 
 

 A      B           C            D 

 

 

 

 

 

 

 

As fêmeas que se apresentaram negativas foram agrupadas em pools segundo data 

e local de captura.  As fêmeas que apresentaram flagelados foram armazenadas 

individualmente, em um microtubo contendo álcool isopropílico. As amostras foram 

analisadas para a identificação de fragmentos de DNA de Leishmania spp. mediante 

reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Está análise foi realizada em parceria com o 

Laboratório de Medicina Veterinária Preventiva e Aplicada (LMVPA) na Faculdade de 

Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de São Paulo em Pirassununga, 

São Paulo. 

Os seguintes procedimentos foram realizados: 
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4.2.1 Extração de DNA 

 

As amostras de fêmeas de flebotomíneos foram submetidas a extração de DNA 

segundo protocolo de Bruford e colaboradores (1998), como descrito em Galvis-Ovallos 

e colaboradores (2017). 

As amostras armazenadas em álcool isopropílico foram centrifugadas a 14.000 

RPM durante 15 minutos a 10º C. Após a centrifugação, o álcool foi removido por 

pipetagem seguido de incubação em banho seco a 56º C por 15 minutos. Em seguida, as 

fêmeas foram maceradas em 50µL de Digsol Buffer com o auxílio de pistilos estéreis. 

Com o conteúdo totalmente macerado, adicionou-se 20 mL de Proteinase K em cada 

amostra e homogeneizou-se em vórtex por 15 segundos. As amostras permaneceram 

então em banho seco a 37°C overnight. Depois desse período, adicionou-se 400mL de 

Acetato de Amônio 4M e homogeneizou-se em vórtex por 15 minutos. Centrifugou-se a 

14.000 RPM durante 15 minutos a 10°C, e em seguida o sobrenadante foi transferido para 

novos microtubos. Ao conteúdo foi adicionado 1000 mL de Álcool Absoluto seguido de 

centrifugação a 14.000 RPM durante 15 minutos a 10°C e sobrenadante removido. Uma 

segunda lavagem foi realizada de mesmo modo com 900 mL do Álcool 70% (gelado). Os 

microtubos foram invertidos em papel absorvente durante 15 minutos e logo após foram 

incubados em banho seco a 56º C por 15 min, para que houvesse a evaporação completa 

do álcool. As amostras foram incubadas a 54°C em banho seco por 15 minutos com 50 

mL de Água Ultrapura para eluição do DNA. As amostras de DNA foram armazenadas 

em freezer a -20ºC até o momento do uso. 

 

4.2.2 PCR 

 

Para confirmação do processo de extração de DNA, as amostras foram submetidas 

a PCR para o gene endógeno IVS6 que apresenta um produto de 220 pares de base (pb), 

descrito por LINS e colaboradores (2002). A detecção de fragmentos de Leishmania spp. 

foi realizada usando primers que amplificam o gene 13A/13B, descrito por RODGERS e 

colaboradores (1994). As amostras de fêmeas de campo positivas para a PCR anterior, 

foram ainda, submetidas a PCR com primers que amplificam a região do Internal 

Transcribe Spacer 1 (ITS-1) descrito por EL TAI. (2002) seguido de sequenciamento 

genético. Como controle positivo foi utilizado DNA de Lu. longipalpis para a PCR de 
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gene endógeno e DNA de Leishmania amazonensis para a PCR de infecção por 

Leishmania spp. Para todas as reações, água ultrapura autoclavada foi utilizada com 

controle negativo. Ao fim, os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em 

gel de agarose 1,5% (gene ITS-1) a 2% (genes IVS6 e 13A/13B) e corados com SYBER 

safe (Invitrogen) a 100V durante 60 minutos. 

 

   4.2.3 Sequenciamento 

 

O sequenciamento foi realizado somente nas amostras de fêmeas confirmadas 

como infectadas por exame parasitológico e molecular para identificação da espécie de 

Leishmania spp. Os amplificados foram purificados com kit comercial Illustra GFX PCR 

DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) e enviados para o Serviço de 

Sequenciamento de DNA do Centro de Pesquisas sobre Genoma Humano e Células-

Tronco – IB – USP. Os eletroferogramas foram analisados pelos softwares Chromas e 

BioEdit. As sequências foram então comparadas no programa BLAST (GenBank). 

 

4.3 AVALIAÇÃO COMPARATIVA DA SUSCEPTIBILIDADE DAS 

DUAS POPULAÇÕES DE Lu. longipalpis À INFECÇÃO POR Le. Infantum 

 

Para avaliação comparativa da susceptibilidade das duas populações de Lu. 

longipalpis à infecção com Le. infantum os seguintes procedimentos metodológicos 

foram realizados.  

 

4.4 CULTIVO DAS POPULAÇÕES DO COMPLEXO Lu. longipalpis EM 

LABORATÓRIO 

 

O cultivo de Lu. longipalpis foi mantido no Laboratório de Entomologia em Saúde 

Pública/Phlebotominae, na Faculdade de Saúde Pública da Universidade de São Paulo. 

As janelas do laboratório são vedadas, há uma cortina de ar na porta que antecede a sala 

de cultivo e armadilhas do tipo CDC ficam permanentemente ligadas para evitar a fuga 

de formas aladas de dentro do insetário. A técnica empregada no cultivo em laboratório 

foi baseada na metodologia adaptada de Killick-Kendric e Killick-Kendric (1991) e 

descrita em Galvis-Ovallos (2011) 
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4.4.1 Alimentação das fêmeas 

 

As fêmeas parentais foram alimentadas em codornas (Coturnix coturnix), 

anestesiadas por injeção intramuscular com quetamina e cloridrato de xilazina, de acordo 

ao peso, e expostas por um tempo de 60 minutos (Figura 9).  

 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

4.4.2 Individualização das fêmeas 

 

Após o repasto sanguíneo, as fêmeas ingurgitadas foram individualizadas em 

tubos de acrílico (35,5 mm de altura x 26,7 mm de diâmetro) com fundo revestido em 

gesso (Figura 10) e ofertou-se uma solução açucarada (10%) ou um pedaço de maçã como 

fonte energética para a manutenção, até que a oviposição fosse realizada. Após a 

oviposição, os machos e as fêmeas provenientes de campo foram clarificados, de acordo 

com o método descrito em Forattini (1973), e identificados segundo Galati (2017).  

 

A B 

Figura 9 - (A) Imagem das gaiolas utilizadas para a manutenção dos flebótomos durante 

a alimentação sanguínea; (B) Imagem ilustrativa do repasto sanguíneo de fêmeas de Lu. 

longipalpis em codorna. 
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Uma vez selecionadas as populações de estudo, as fêmeas ingurgitadas foram 

acondicionadas em recipientes plásticos (10,0 cm de altura x 10,0 cm de diâmetro) 

também com fundo de gesso (Figura 11), agrupando entre 40 e 50 para seu cultivo em 

massa. Os recipientes foram mantidos em contato com areia umedecida para a 

manutenção da umidade até que ocorresse a oviposição. 

 

 

 

4.4.3 Transferência de ovos, alimentação das larvas e seguimento das 

formas imaturas 

 

Os ovos foram transferidos, com o auxílio de um pincel de ponta fina, para 

recipientes plásticos com fundo de gesso no qual as larvas foram mantidas até a 

emergência dos adultos. Os potes de criação das formas imaturas foram mantidos no 

Figura 10 - Imagem do recipiente de acrílico utilizado para individualização de fêmeas 

pós alimentação sanguínea. 

Figura 11 - Imagem do recipiente de acrílico utilizado para agrupamento de fêmeas pós 

alimentação sanguínea. 
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interior de caixas plásticas com o fundo coberto com areia fina (Figura 12), para a 

manutenção da umidade, e estas armazenadas no interior de caixas térmicas. 

 

 

 As formas imaturas foram acompanhadas diariamente para o acompanhamento de 

seu desenvolvimento, bem como para o controle da umidade e alimento no interior dos 

potes. A descrição dos estádios larvais de Lu. longipalpis está representada na figura 13. 

 

Figura 12 - Imagem do sistema utilizado para a manutenção das formas imaturas de Lu. 

longipalpis. 
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A B C

D E F

Figura 13 - Ciclo de desenvolvimento das formas imaturas de Lu. longipalpis observado em microscópio estereoscópio. (A) ovos; (B) larva 

de 1º estádio (L1); (C) larva de 2ºestádio (L2); (D) larva de 3ºestádio (L3); (E) larva de 4º estádio (L4) e (F) pupa. 
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4.5 INFECÇÃO EXPERIMENTAL EM MODELO ARTIFICIAL: 

 

4.5.1 Preparo do sangue contendo parasitos 

 

Um tubo com heparina contendo sangue humano foi centrifugado a 2.000 rpm a 

4º C por 15 minutos para separar o plasma das hemácias. O plasma foi transferido para 

um tubo de Falcon de 15 mL, e colocado em banho-maria por 1 hora, para a inativação 

das proteínas do sistema complemento. As hemácias foram lavadas com PBS pH 7,2 e 

centrifugadas e a 2.500 rpm por 8 minutos, sendo o sobrenadante descartado. O processo 

de lavagem foi feito 3 vezes. Após a inativação do plasma e lavagem das hemácias, ambos 

foram colocados juntos novamente. 

O material da cultura de Le. infantum foi obtido no Laboratório de Patologia das 

Moléstias Infecciosas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(FM/USP). Os parasitos foram centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos a 4ºC, o 

sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 5 mL de solução PBS (pH 7,2), foi feita a 

centrifugação a 3.000 rpm por 10 minutos, desprezando-se o sobrenadante (processo 

realizado 2 vezes). O pellet foi ressuspendido em 300 µL de PBS (pH 7,2). Para a 

contagem de parasitos 10 µL da cultura foram diluídos em 90 µL de formalina (1:10) em 

um microtubo, dessa diluição 10 µL foram transferidos para outro microtubo contendo 

90 µL de formalina para se obter uma concentração de 1:100, para a contagem de 

parasitos pipetou-se 10 uL da diluição (1:100) , a contagem foi realizada em câmara de 

Newbauer. 

Utilizou-se a concentração final de 1x106 parasitos para 1mL de sangue como 

descrito em MYSKOVA e colaboradores (2007). 

 

4.5.2 Sistema de alimentação em membrana 

 

O sistema de alimentação artificial (Figura 14), consiste em um funil de vidro 

invertido com dois compartimentos: um central, onde fica armazenado o sangue contendo 

os parasitas, e outro circundando o compartimento central, no qual ocorre a passagem de 

água. Nesse compartimento, existem duas aberturas ligadas a duas mangueiras de silicone 

conectadas a um banho-Maria, e uma bomba de aquário, que permite a circulação da água, 

mantendo o sangue aquecido entre 35ºC e 37ºC no compartimento central. A parte 
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inferior do compartimento central é coberta com uma membrana de pele de pintinho 

(Gallus gallus domesticus), simulando assim a presença de um hospedeiro. 

 

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após a alimentação, as fêmeas foram individualizadas e mantidas nas mesmas 

condições de cultura. No quinto dia, as fêmeas de cembreno-1 e (S)-9-metilgermacreno-

B foram dissecadas para a investigação da presença de formas flageladas, e no oitavo 

somente as fêmeas de cembreno-1, pois as fêmeas de (S)-9-metilgermacreno-B não 

sobreviveram até o oitavo dia. A estimativa do número de parasitas foi realizada in situ. 

Para isto as fêmeas foram anestesiadas por 5 minutos em freezer e dissecadas em uma 

gota de solução salina (Figura 8). O número de parasitas foi estimado em microscópio 

ótico a 200X e 400X. A carga de parasitas foi graduada em quatro categorias: negativa (-

) sem presença de flagelados), fraca (+) 1-50 parasitos, moderada (++) 51-100 parasitos, 

forte (+++) 101-200 e intensa (++++) > 200 parasitos, de acordo com Travi e 

colaboradores (2001).  

 

 

A B

A

C D

Figura 14 - Imagem ilustrativa do sistema de alimentação artificial para fêmeas de 

flebotomíneos. (A) Membrana de pele de pintinho colocada no alimentador artificial. (B) 

Destaque para o alimentador encaixado na gaiola com flebotomíneos. (C) Sistema de 

alimentação artificial. (D) Destaque para as fêmeas se alimentando no sistema de 

membranas. 
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4.6 AVALIAÇÃO DA SUSCEPTIBILIDADE À INFECÇÃO DE Lu. longipalpis 

ALIMENTADAS EM GATOS DOMÉSTICOS (Felis catus) INFECTADOS 

NATURALMENTE POR Le. infantum 

 

Para a realização do xenodiagnóstico em gatos foram utilizadas fêmeas com idade 

entre 3-5 dias, cultivadas em laboratório como descritas anteriormente.  

 

4.6.1 Exposição dos gatos infectados por Le. infantum (População (S)-9-

metilgermacreno-B) 

 

O procedimento foi realizado no Laboratório de Imunoparasitologia (LIPAS) da 

Universidade Estadual Paulista -UNESP de Ilha Solteira. O xenodiagnóstico foi realizado 

em cinco gatos (Felis catus), todos provenientes do município de Ilha Solteira -SP, e com 

diagnóstico confirmado de leishmaniose através dos testes sorológicos: ELISA e RIFI, 

moleculares: cPCR e qPCR e parasitológico: citologia de linfonodo. Os cinco gatos foram 

avaliados para FIV e FeLV por meio do Kit (Feline Leukemia Virus Antig-Feline / 

Immunodeficiency Virus Antibody Test, REF 99-08354, Lot MM813), produzido pela 

IDEXX Laboratories, One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092 USA. 

 

A Tabela apresenta a descrição da avaliação clínica dos gatos utilizados no 

experimento. 

 

Tabela 1 - Avaliação clínica dos gatos com Le. infantum utilizados no experimento. 

Gatos Sinais clínicos 

1 Lesões: (orelhas e corpo), alopecia e linfonodo hipertrofiado 

2 Lesões no corpo e alopecia 

3 Lesões: (rosto, orelhas) e alopecia 

4 Sem sinais clínicos 

5 Sem sinais clínicos 

Fonte: OLIVEIRA et al., 2018. 

 

Os gatos foram sedados com uma dose de 11mg de Telazol + 2mg de tramadol 

via intramuscular e, posteriormente, individualizados em gaiolas medindo 50x30x30, e 
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após um período de 10 minutos, foram expostos às fêmeas de Lu. longipalpis (população 

(S)-9-metilgermacreno-B) (Figura 15). Após uma hora de exposição, os gatos foram 

retirados das gaiolas e contabilizado o número de fêmeas ingurgitadas, as quais foram 

retiradas com o auxílio de um capturador de Castro e colocadas em um recipiente com 

fundo de gesso umedecido e um suporte de papel filtro. Um pedaço de maçã foi ofertado 

como suprimento de açúcar e água manutenção.  

 

 

 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto: Geovanna Vioti, 2018. 

 

Posteriormente, os flebotomíneos foram transportados ao LESP/Phlebotominae 

da Faculdade de Saúde Pública da Universidade de São Paulo, em recipientes lacrados, 

onde permaneceram no interior de uma bolsa térmica para a manutenção de umidade e 

temperatura até o momento da dissecção. A dissecção das fêmeas foi realizada conforme 

descrita anteriormente. As fêmeas foram dissecadas na medida que iam morrendo. Porém, 

no segundo experimento, as fêmeas que ainda estavam vivas no sétimo dia foram 

eutanasiadas e dissecadas (Figura 8). Isto com o intuito de descartar a não observação de 

flagelados nas amostras pelo tempo decorrido entre a morte da fêmea e dissecção.  

A B

C D

Figura 15 - Imagem ilustrativa do procedimento para exposição dos gatos no 

xenodiagnóstico (A e B) Imagens mostrando as lesões em um gato. (C) Gaiola utilizada 

para realização do xenodiagnóstico. (D) Gato sedado em momento de exposição às 

fêmeas de Lu. longipalpis. 
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4.6.2 Análise de dados 

 

A taxa de infecção natural das fêmeas de flebotomíneos foi estimada como o 

número de fêmeas com flagelados entre o total de fêmeas dissecadas. A comparação da 

susceptibilidade das duas populações foi realizada pelo teste de chi-quadrado. Medidas 

tendência central foram utilizadas para descrever o número de fêmeas expostas por gato 

nos experimentos de xenodiagnóstico.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 INVESTIGAÇÃO DA INFECÇÃO NATURAL POR Le. infantum nas 

populações (S)-9 metilgermacreno-B e cembreno-1 de Lu. longipalpis 

 

Uma amostra das fêmeas capturadas nas coletas realizadas para a obtenção de 

espécimes de primeira geração foi dissecada como tentativa para detectar a circulação 

de Leishmania spp. nas áreas onde as populações ocorrem.  

No município de Dracena foram realizadas três coletas entre junho e outubro de 

2018, com um total de 169 fêmeas capturadas. Dessas fêmeas, uma amostra representada 

por 32 fêmeas capturadas no mês de outubro foram dissecadas (Tabela 2), Porém, não 

foram observados flagelados no tubo digestivo. As fêmeas dissecadas foram submetidas 

a exame molecular por PCR e não foram detectados fragmentos de DNA de Leishmania 

spp. (Figura 18). 

 

Tabela 2 - Descrição das capturas realizadas no município de Dracena-SP, junho - outubro 

de 2018, segundo data e quantidade de fêmeas dissecadas. 

Captura Data 
Nº fêmeas de Lu. 

longipalpis coletadas 

Nº de fêmeas 

dissecadas 

Fêmeas com 

parasitológico positivo 

1 Jun/2018 24 NR NR 

2 Jun/2018 30 NR NR 

3 Out/2018 115 32 0 

Total:  169 32 0 

Legenda: NR- não realizado. 

  

No município de Valinhos foram realizadas quatro coletas, entre abril e dezembro 

de 2018, sendo capturadas 57 fêmeas de Lu. longipalpis. Destas, somente foram 

dissecadas as fêmeas coletadas no condomínio (47 fêmeas), devido à presença de cães 

comprovadamente infectados  no local de captura. Das 47 fêmeas, duas apresentaram 

flagelados no intestino (Figura 16). As duas amostras positivas foram armazenadas 

individualmente e as 45 restantes agrupadas em quatro pools. A presença de Le. infantum 
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foi corroborada pela amplificação de fragmento de DNA e sequenciamento. Portanto, 

estima-se uma taxa de infecção natural de 4,2% pelos exames parasitológico e molecular. 

Embora, outras espécies de flebotomíneos tenham sido capturadas nesta área (Tabela 3), 

somente as fêmeas de Lu. longipalpis foram dissecadas. 
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A

B

C

Figura 16 - Presença de aglomerados de flagelados (indicados pela seta) no exame 

parasitológico positivo para Le. infantum (A) Região da válvula estomodeal. (B) Região 

do intestino médio torácico. (C) Região do intestino médio abdominal. 
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Tabela 3 - Descrição do número de coletas realizadas, período de coleta, localidade, número de fêmeas, positividade no exame parasitológico e 

espécies encontradas. Coletas realizadas no município de Valinhos-SP 

Nº de 

coletas 
Datas Local 

Nº fêmeas de Lu 

. longipalpis coletadas 

Nº de fêmeas de Lu. 

longipalpis dissecadas 

Fêmeas com 

parasitológico positivo 
Outras espécies 

1 Abr/2018 Parque Valinhos 10 0 0 - 

2 Set/2018 

 (Fazenda Santana 

dos Cuiabanos- Km 

120) 

0 
0 

 
0 

Expapillata firmatoi, 

Migonemyia migonei, 

Nyssomyia whitmani 

Pintomyia fischeri 

3 Dez/2018 

Monte Acrópole 

(condomínio, 

km 114) 

31 31 2 - 

4 Dez/2018 

Monte Acrópole 

(condomínio km 

114) 

16 16 0 
Pintomyia fischeri e 

Migonemyia migonei 

  Total 57 47 2  
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Dessas duas amostras, uma apresentou 99,59% de identidade com um isolado de 

Le. infantum, depositado no GenBank com o número de acesso MK675913.1 

considerando um Query Cover de 100%, entretanto, a outra amostra não apresentou um 

resultado conclusivo. 

 

Figura 17 - Imagem de Gel de agarose 2% mostrando a banda esperada de 220 pb nas 

amostras positivas para o gene IVS6 (Cac) de flebotomíneo provenientes de campo. DR: 

Dracena/VL: Valinhos. 

 

 

 

 

 

Figura 18 - Imagem de gel de agarose 2% mostrando a banda esperada de 120 pb nas 

amostras positivas para o gene 13A/13B gene de Leishmania ssp. Apresentando 

positividade para fêmeas provenientes de área de transmissão canina no município de 

Valinhos. DR=Dracena/VL=Valinhos. 
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Figura 19 - Imagem de gel de agarose 1,5 % mostrando a banda esperada de 300 pb nas 

amostras positivas para o gene ITS-1 de Tripanossomatideo. 
 

 

 

5.2 INFECÇÃO REALIZADA EM MODELO ARTIFICIAL: 

 

Nos experimentos para avaliar a susceptibilidade à infecção com Le. infantum, 61 

fêmeas foram ingurgitadas, sendo a maior quantidade da população cembreno-1 (78,7%). 

A taxa de infecção geral foi 82%. Para a população (S)-9-metilgermacreno-B a taxa de 

infecção foi 84,6% e 81,3% para a população cembreno-1 (Tabela 4). 

Quanto à intensidade de infecção no quinto dia após repasto infectivo, para a 

população (S)-9-metilgermacreno-B foram observadas somente infecções baixas e 

moderadas, enquanto que na população cembreno-1 foram observadas infecções em todas 

as categorias (fraca, moderada, forte e intensa) com predominância de infecção 

classificada como baixa (Figura 19).  Na comparação da intensidade de infecção no quinto 

e oitavo dia após repasto infectivo, da população cembreno-1, não foram observadas 

diferenças na intensidade da infecção entre o quinto e oitavo dias (Tabela 5 e Figura 20).  

 

Tabela 4 - Número de fêmeas segundo população e estado de infecção. 

População 

(quimiotipo) 
(S)-9-metilgermacreno-B % cembreno-1 % Total % 

Não infectada 2 15,4 9 18,8 11 18,0 

Infectada 11 84,6 39 81,3 50 82,0 

Total 13 21,3 48 78,7 61 100 
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Tabela 5 - Número de fêmeas segundo população e intensidade da infecção no quinto dia 

para ambas as populações e oitavo dia para cembreno-1 após repasto infectivo realizado 

em sistema de alimentação artificial.  

Legenda: NI: negativa (sem presença de flagelados; B: fraca (+) 1-50 parasitos; M: 

moderada (++) 51-100 parasitos, F: forte (+++) 101-200 e I: intensa (++++) > 200 

parasitos.  

 

Figura 20 - Distribuição de fêmeas das populações (S)-9-metilgermacreno-B e cembreno-

1 de Lu. longipalpis alimentadas em sistema artificial segundo intensidade de infecção 

com flagelados de Le. infantum. 
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(S)-9-metilgermacreno-B cembreno-1

 Dia 5 Dia 8 

População NI B M F I Total NI B M F I Total 

(S)-9-metilgermacreno-B 2 7 2 0 0 11 - - - - - - 

cembreno-1 2 13 2 3 8 28 7 8 1 0 4 20 

Total 4 20 4 3 8 39 7 8 1 0 4 20 
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Figura 21 - Distribuição de fêmeas da população cembreno-1 do complexo Lu. 

longipalpis, segundo infecção no quinto e oitavo dia após repasto infectivo. 

 

 

 

5.3 AVALIAÇÃO DA INFECTIVIDADE DE FÊMEAS DE Lu. longipalpis 

ALIMENTADAS EM GATOS NATURALMENTE INFECTADOS POR Le. 

infantum 

 

 5.3.1 Xenodiagnóstico 

 

Foram realizados dois experimentos de xenodiagnóstico em cinco gatos, sendo expostas 

um total de 295 fêmeas, das quais 79,3% foram dissecadas para avaliar a presença de 

flagelados.  

 

Tabela 6 - Distribuição de fêmeas desafiadas a se alimentarem em gatos infectados com 

Le. infantum, ingurgitadas e dissecadas segundo experimento de xenodiagnóstico. 

Xenodiagnóstico 

fêmeas 

expostas 

N 

fêmeas 

alimentadas 

N 

fêmeas 

ingurgitadas 

% 

fêmeas 

dissecadas 

N 

Fêmeas 

dissecadas 

%  

fêmeas com 

parasitológico 

positivo 

N 

Experimento  1 158 158 100 109 69,0 0 

Experimento  2 137 137 100 125 91,2 0 

Total 295 295 100 234 79,3 0 
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No primeiro experimento, um total de 158 fêmeas foram expostas e todas se 

alimentaram, com média de 31,6 fêmeas/gato.  Desse total, 109 foram dissecadas para 

investigação de flagelados e 49 foram descartadas devido ao estado de deterioração. A 

dissecção foi realizada na medida em que as fêmeas iam morrendo, no intervalo entre um 

e oito dias. A distribuição das fêmeas dissecadas, segundo dia e estado fisiológico (com 

sangue, com ovos), o primeiro experimento de xenodiagnóstico, é apresentado na Tabela 

7. No exame parasitológico das fêmeas dissecadas não foram detectadas formas 

flageladas.  

Do total, 109 fêmeas foram dissecadas. A observação da formação dos primeiros 

ovos ocorreu a partir do terceiro dia após a alimentação sanguínea, a digestão total do 

sangue se deu no oitavo dia após a alimentação. O tempo máximo de vida das fêmeas 

pós-alimentação foi de oito dias. 

 

Tabela 7 - Total de fêmeas de Lu. longipalpis dissecadas no primeiro experimento. Gatos 

com sinais clínicos e sem sinais clínicos. Indicando presença de sangue e presença de 

ovos. 

Dia Dissecadas Presença de sangue Presença de ovos 

2 17 17 00 

3 13 13 01 

4 16 14 12 

5 15 12 12 

6 24 04 24 

7 12 02 12 

8 11 00 11 

Total 109 62 72 
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No segundo experimento, um total de 137 fêmeas foram expostas com média de 27,4 

fêmeas/gato. Todas as fêmeas expostas se alimentaram, porém, 12 não foram dissecadas, 

pelo estado de deterioração. No segundo experimento também não foram detectadas 

formas flageladas no exame parasitológico. 

 

Figura 22 - Distribuição de fêmeas de Lu. longipalpis dissecadas segundo estado de 

infecção dos felinos (Felis catus) e experimento do xenodiagnóstico. 

 

 
 

Entre as 125 fêmeas dissecadas na segunda experimento, a formação dos 

primeiros ovos foi observada a partir terceiro dia após a alimentação sanguínea, no sétimo 

dia pós- alimentação sanguínea, quatro fêmeas ainda apresentavam sangue no intestino. 

As fêmeas que estavam vivas no sétimo dia foram eutanasiadas para a realização da 

dissecção. A distribuição das fêmeas dissecadas segundo dia e estado fisiológico (com 

sangue, com ovos) na segunda experimento do xenodiagnóstico é apresentada na Tabela 

8. 

Tabela 8 - Total de fêmeas de Lu. longipalpis dissecadas na segunda experimento do 

xenodiagnóstico. Gatos com sinais clínicos e sem sinais clínicos. Indicando presença de 

sangue e presença de ovos. 

Dias Dissecadas Presença de sangue Presença de ovos 

2 24 24 00 

3 11 11 04 

4 06 04 06 

5 21 00 21 

6 31 02 30 

7 32 04 32 

Total 125 45 93 
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6. DISCUSSÃO 
 

As leishmanioses apresentam um ciclo de transmissão complexo, influenciado por 

diversos fatores ecológicos relacionados à capacidade vetorial dos flebotomíneos e 

características da paisagem. No estado de São Paulo, chama a atenção a rápida expansão 

da LV em áreas urbanas de municípios da região oeste do estado, com notificação de 

casos caninos e humanos da doença, associada à presença da população (S)-9-

metilgermacreno-B de Lu. longipalpis (CASANOVA et al., 2015; GALVIS-OVALLOS 

et al., 2017). Por outro lado, casos caninos também têm sido registrados na região leste 

do estado (HIRAMOTO et al., 2019), associados a uma paisagem rural e periurbana, onde 

somente a população cembreno-1 de Lu. longipalpis está presente (CASANOVA et al., 

2015).  

Estas diferenças no padrão epidemiológico podem estar associadas a fatores 

ecológicos relacionados à capacidade vetorial, tal como a competência vetorial das 

populações (CASANOVA et al., 2006), assim como fatores relacionados à distribuição 

de hospedeiros do parasita e a prevalência da infecção. No presente estudo, foi detectada 

a circulação de fêmeas naturalmente infectadas com Le. infantum no município de 

Valinhos, com uma taxa de infecção de 4,2%, resultado este confirmado através de 

exames parasitológicos e moleculares, que somados a uma prevalência canina local de 20 

% (informação pessoal CASANOVA 2019), aponta para uma situação de alto risco de 

transmissão, servindo de indicativo para que medidas de controle sejam aplicadas com 

urgência. Este resultado contribui com as evidências da participação da população 

cembreno-1 do complexo Lu. longipalpis no ciclo de transmissão do agente da LV. As 

taxas de infecção detectadas na natureza podem variar em diferentes focos dependendo 

do método de detecção empregado (parasitológico ou molecular), assim como da 

prevalência da infecção dos hospedeiros. Taxas de infecção variando de zero a 19% têm 

sido descritas, sendo os valores mais elevados obtidos com técnicas moleculares, dada a 

alta sensibilidade dessas (MICHALSKY et al., 2010; SOARES et al., 2010 PAIVA et al., 

2006; GUSMON da SILVA et al., 2017; GALVIS-OVALLOS et al., 2017).  

A dissecção é uma técnica em que a sensibilidade depende da prática e habilidade 

do observador, além disto, não é possível identificar a espécie de parasita baseado na 

morfologia (SHAW e LAINSON, 1987). Por esta razão, o seu uso associado a técnicas 
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moleculares é imprescindível. No entanto, a observação de flagelados de fêmeas 

silvestres e tipificação da espécie do parasita apresenta um maior significado 

epidemiológico, pois permite conhecer a intensidade e localização da infecção nos 

espécimes, assim como a força de infecção na área, sendo essencial para a elaboração e 

execução de medidas de vigilância entomológica e controle.  

Nas duas fêmeas infectadas com flagelados de Le. infantum foi observada uma 

infecção maciça de parasitas, com formas metacíclicas na válvula estomodeal (Figura 16). 

Levando em conta que foi dissecada uma amostra pequena (47 fêmeas), provenientes de 

uma única coleta no local, pode se inferir que existe uma elevada força de infecção o que 

traz à tona a necessidade de medidas para reduzir o risco de transmissão à população 

humana (MARTÍN-SÁNCHEZ et al., 2006; MICHALSKY et al., 2002).  

 Considerando a hipótese de Casanova e colaboradores (2006), de que as 

populações (S)-9-metilgermacreno-B e cembreno-1 possam variar na capacidade vetorial, 

resultando em diferentes perfis epidemiológicos, a susceptibilidade à infecção por Le. 

infantum dessas populações foi avaliada no presente estudo. O método usado para realizar 

esta avaliação foi realizado pela alimentação em sistema artificial contendo uma 

concentração conhecida de parasitas, geralmente 106 parasitas por mililitro de sangue 

(MYSKOVA et al., 2008) e posterior dissecção em diferentes tempos para avaliar se em 

igualdade de condições de repasto infectivo, são observadas diferenças na infecção das 

fêmeas alimentadas. Quando comparada as duas populações no quinto dia após o repasto 

infectivo, não foram observadas diferenças significativas na susceptibilidade à infecção. 

Não foi possível comparar a intensidade da infecção no oitavo dia após o repasto 

infectivo. Isto pela dificuldade de obter uma quantidade elevada de fêmeas da população 

(S)-9-metilgermacreno-B alimentadas no sistema artificial.  Este é um dos principais 

desafios no uso deste modelo experimental (LAWYER et al., 2017). Adicionalmente, 

deve ser considerada a dificuldade em sincronizar a emergência de adultos de diferentes 

espécies ou populações em condições de laboratório. Porém, nossos resultados sugerem 

que não existe diferença neste parâmetro entre as duas populações que ocorrem no estado 

de São Paulo. 

Por outro lado, quando comparada a intensidade da infecção na população cembreno-1 

após cinco e oito dias após o repasto infectivo, observou-se maior frequência de infecções 

baixas nos dois períodos de tempo. Este resultado pode estar relacionado com as 
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condições de temperatura em que as fêmeas foram mantidas (25°C), assim como também 

ao fato de as fêmeas não terem recebido um segundo repasto sanguíneo o que pode 

influenciar a intensidade da infecção. Serafim e colaboradores (2018) demonstraram que 

após um repasto infectivo, quando é oferecido um segundo repasto sanguíneo (não 

infectivo) as formas promastigotas metacíclicas podem reverter seu estágio promovendo 

a multiplicação da infecção, aumentando, portanto, a intensidade da infecção. 

A não observação de diferenças nas susceptibilidades à infecção por Le. infantum 

no presente estudo, é corroborado pela ocorrência de áreas com transmissão intensa de 

LV na presença da população cembreno-1, como observado no Estado de Minas Gerais e 

na Região Nordeste (SPIEGEL et al., 2016).  Neste sentindo, as diferenças observadas na 

ocorrência da LV no estado de São Paulo devem estar associadas a outros fatores 

independentes da competência vetorial das populações do complexo Lu. longipalpis. 

Entre estes podem ser considerados aspectos da ecologia dessas populações tais como: 

abundância, distribuição, sazonalidade, hábito alimentares entre outros (CASANOVA et 

al., 2006; 2015). Também devem ser consideradas diferenças relacionadas à paisagem, à 

prevalência da infecção canina e à diversidade de fontes alimentares. Recentemente, 

também tem sido levantada a hipótese da existência de diferenças genotípicas de Le. 

infantum que podem afetar os padrões epidemiológicos observados. Estudos realizadas 

no estado de São Paulo mostraram diferentes padrões entre as manifestações clínicas da 

LVC, sendo o genótipo de leishmânia que ocorre no oeste do estado, associada a 

manifestações mais severas da doença, (MOTOIE et al., 2013),   

Na dinâmica de transmissão da LV é conhecido o papel do cão doméstico (Canis 

familiaris) como fonte de infecção para os flebotomíneos e tem sido apontado como fator 

de risco para a LV em humanos (MAIA e CAMPINO, 2011). Porém, o papel de outras 

populações de animais, presentes em áreas urbanas é desconhecido. Os gatos constituem 

uma população frequentemente presente em domicílios e relatos de infecção destes 

animais com Le. infantum tem sido apresentados (MAROLI et al., 2007; SILVA et al., 

2010). Porém, o seu papel como fonte de infecção aos flebotomíneos não tem sido 

esclarecido. Neste estudo foi avaliada a infecção de fêmeas de Lu. longipalpis desafiadas 

a se alimentarem em gatos naturalmente infectados em uma área endêmica de LV do 

estado de São Paulo. O xenodiagnóstico foi realizado em dois experimentos em cada gato, 

considerando que os resultados obtidos neste modelo podem variar em função de 
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diferentes fatores, tais como o estado clínico do animal, entre outros. Observou-se um 

elevado grau de atratividade dos gatos para os flebotomíneos, com uma taxa de 

ingurgitamento de 100% das fêmeas. Porém, não foram observadas formas flageladas nas 

fêmeas examinadas, tanto no primeiro quanto no segundo experimento. Este resultado é 

contrastante com resultados observados por SILVA e colaboradores (2010), que 

descreveram uma taxa de infecção de 13,1% de fêmeas alimentadas em um gato. 

Similarmente, infecção de 21% foi descrita para fêmeas de Phlebotomos perniciosus 

alimentadas em um gato naturalmente infectado (MAROLI et al., 2007). Estas diferenças 

podem estar relacionadas a métodos distintos de exposição dos animais, uma vez que no 

nosso estudo as fêmeas se alimentaram em toda a superfície do corpo, enquanto no estudo 

de Silva e colaboradores (2010), as fêmeas foram todas alimentadas na superfície da 

orelha. Diferenças também no estado de infecção dos animais devem ser consideradas, 

pois a carga parasitária na pele do hospedeiro influência na sua capacidade de infectar o 

vetor. Dos cinco gatos utilizados no estudo, dois não apresentavam sinais clínicos e três 

apresentavam sinais clínicos, com presença de lesões no corpo, alopecia e linfonodo 

hipertrofiado, porém, essa diferença não influenciou no resultado.  

Pelo fato dos felinos aparentemente apresentarem uma resistência natural à 

leishmaniose, mesmo sendo susceptíveis à infecção, muitos não apresentam os sinais 

clássicos da LV, o diagnóstico geralmente vem associado a outras doenças 

imunossupressoras, tais como FIV e FELV. Isto poderia fazer com os felinos se 

apresentem como hospedeiros sem sinais clínicos, dificultando o diagnóstico precoce da 

LV, fazendo com que o animal permaneça por longos períodos como um risco potencial 

de transmissão da infecção aos vetores (MAIA et al., 2011; PENNISI et al., 2013). Os 

felinos utilizados nesse estudo eram comprovadamente negativos para FIV e FELV. No 

entanto, nossos resultados não são conclusivos e estudos envolvendo uma amostra maior 

de gatos comprovadamente infectados são necessários para elucidar o papel dos gatos 

como fontes de infecção.  
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7. CONCLUSÕES 
 

 

A detecção de fêmeas naturalmente infectadas por Le. infantum no município de 

Valinhos, onde ocorre a população cembreno-1 do complexo Lu. longipalpis, foi 

comprovada com uma taxa de infecção de 4,2% através de exame parasitológico e 

molecular, evidenciando a sua participação no ciclo de transmissão do agente da LV nessa 

região; 

 

Os resultados sugerem que não há diferenças entre a susceptibilidade de infecção por Le. 

infantum, em modelo artificial, entre as populações (S)-9-metilgermacreno-B e 

cembreno-1. Não foram observadas diferenças significativas na susceptibilidade à 

infecção das duas populações de Lu. longipalpis (S)-9-metilgermacreno-B e cembreno-1 

no quinto dia após o repasto infectivo; 

A susceptibilidade a infecção de ambas as populações do complexo Lu. longipalpis (S)-

9-metilgermacreno-B e cembreno-1 por Le. infantum não explica as diferenças 

observadas na ocorrência da LV no estado de São Paulo, assim uma possível diferença na 

capacidade vetorial das duas populações poderá estar relacionada a diferenças nos 

parâmetros ecológicos; 

Os gatos mostraram elevado grau de atratividade para os flebotomíneos, com uma taxa 

de ingurgitamento de 100% das fêmeas; 

No experimento realizado com fêmeas de Lu. longipalpis alimentadas em gatos 

infectados por Le. infantum não foram observadas formas flageladas nas fêmeas 

examinadas; 

A sintomatologia dos gatos infectados (com sinais clínicos e sem sinais clínicos) por Le. 

infantum não influenciou no resultado. 
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