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O estudo do conteúdo intestinal de insetos hematófagos vetores de patógenos é de grande importância ecológica e
epidemiológica, pois permite verificar o grau de relação do vetor para com o hospedeiro reservatório infectado,
levando a compreensão dos vários componentes do ciclo de transmissão. Algumas espécies de flebotomíneos, por
exemplo, se alimentam exclusivamente em um vertebrado específico, enquanto outros são oportunistas e se
alimentam de vários hospedeiros, incluindo espécies que servem como reservatórios deLeishmania (Oshaghi et al.
2006).

Os estudos das fontes sanguíneas de alimentação de flebotomíneos aliados à pesquisa da infecção natural
porLeishmania spp., têm sido muito úteis para melhor conhecer a epidemiologia das leishmanioses, aumentando o
entendimento sobre os hospedeiros preferenciais na natureza. A identificação da fonte alimentar sanguínea pode
indicar os reservatórios potenciais de Leishmania spp. (Haouas et al. 2007), ou até mesmo o papel protetor ou
atrativo que certos animais poderiam desempenhar, em relação ao homem, em área de transmissão destes parasitos
(Oliveira-Pereira et al. 2008). Tais estudos vêm auxiliar nas atividades de controle e vigilância dessa doença (Dias
et al. 2003, Garlapati et al. 2012; Quaresma et al. 2012).

As técnicas de identificação de repasto sanguíneo foram inicialmente baseadas em análises imunológicas. Algumas
dessas técnicas são até hoje utilizadas, determinando as fontes alimentares sanguíneas de flebotomíneos
empregando testes de precipitina como nos trabalhos de Barata et al. (2005) no Estado de Minas Gerais e  de Dias
et al. (2003); Oliveira-Pereira et al. (2008); Fonteles (2009) no Estado do Maranhão.

Entretanto, estes testes consomem tempo e apresentam baixa sensibilidade (Sant’Anna et al. 2008; Ravasan et al.
2009), além de apresentarem reatividade cruzada entre as espécies, requerem a produção de anticorpos específicos
para uma ampla gama de hospedeiros potenciais, e são incapazes de apontar reservatórios imprevisíveis (Haouas et
al. 2007).

Recentemente abordagens moleculares, mais sensíveis e precisas, baseadas em técnicas moleculares como a
Reação da Cadeia da Polimerase (PCR), têm sido utilizadas na identificação da fonte alimentar sanguínea de
flebotomíneos, como o gene prepronociceptin (Haous et al. 2007; Jaouadi et al. 2013) e regiões do citocromo b
(Steuber et al. 2005; Sant’anna et al. 2008). A identificação de um conjunto de iniciadores universais dirigidos para
as regiões conservadas do gene mitocondrial do citocromo b (cyt b) de vertebrados por Kocher et al. (1989), e
alguns protocolos desenvolvidos no trabalho anterior de Irwin et al. (1991) descrevem iniciadores capazes de
amplificar o gene do citocromo b de vários mamíferos, permitindo a amplificação de sequências nucleotídicas
relevantes para amostras de DNA mitocondrial encontradas no repasto sanguíneo em artrópodes hematófagos (Kent
& Noris 2005; Molaei et al. 2008; Steuber et al. 2005).

A PCR seguida pela digestão com enzimas de restrição (PCR-RFLP) tem mostrado ser uma análise fácil, confiável
e rápida para a identificação do DNA. A PCR-RFLP se mostra exequível quando comparada com outros métodos
de biologia molecular tais como T-RFLP e RFLP-hibridização cujos custos são mais onerosos, e menos usados em
países em desenvolvimento (Oshaghi et al. 2006).

A análise de PCR-RFLP do citocromo b foi usada em trabalhos anteriores na identificação da origem de fontes
alimentares sanguíneas em carrapatos Ixodes ricinus (Kirstein & Gray 1996), na mosca tsé-tsé (Steuber et al. 2005)
em mosquitos do gênero Anopheles (Oshaghi et al. 2006a) e flebotomíneos (Quaresma et al. 2012; Ravasan et al.
2009) e vem sendo cada vez mais utilizada na pesquisa da origem da fonte alimentar sanguínea de insetos
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hematófagos. Em flebotomíneos Ravasan et al. (2009) mostraram que esta técnica apresentou ótimos resultados na
identificação da alimentação sanguínea desses  insetos  capturados no campo, sendo capaz de identificar fontes
alimentares mistas de alimentação.

Anteriormente, a investigação da infecção de flebotomíneos por Leishmania spp. era realizada através da
dissecação do inseto e observação direta do parasita por microscopia óptica, ou pelo isolamento usando técnicas
apropriadas de cultura do parasito ou inoculação do material obtido em animais de laboratório. Entretanto, tais
procedimentos consumiam tempo, e requeriam grande habilidade técnica, principalmente devido ao tamanho
reduzido dos insetos (Oliveira-Pereira et al. 2006; Carvalho et al. 2008).

Diversos autores têm utilizado técnicas de Biologia Molecular em estudos sobre as leishmanioses, sobretudo em
trabalhos que visam detectar, identificar e caracterizar estes parasitos em infecções humanas, caninas e em
reservatórios Cortes et al. 2004; Gontijo 2000; Volpini et al. 2004). Em flebotomíneos, as principais vantagens do
uso de tais técnicas no estudo da infecção natural, são a sensibilidade e especificidade, independente do número,
estágio, e localização dos parasitos no tubo digestório dos flebotomíneos (Perez et al. 1994).

A reação em cadeia da polimerase (PCR – Polymerase Chain Reaction) permitiu o rápido desenvolvimento do
estudo de sequências de ácidos nucléicos, e veio substituir as técnicas de dissecação do inseto e observação direta
do parasito, sendo empregada com sucesso na determinação da infecção natural de flebotomíneos com boa
especificidade e sensibilidade (Soares et al. 2010).

A pesquisa por PCR de Leishmania spp. em flebotomíneos, seguida pela técnica de polimorfismo dos
comprimentos de fragmentos de restrição (PCR-RFLP) têm-se mostrado de fácil realização, confiável, e rápida na
identificação do DNA do parasito no inseto vetor, sendo utilizada em diversos trabalhos (Margonari et al. 2010; El-
Beshbishy et al. 2013).

Objetivos Específicos:

·         Entender as Bases da Biologia Molecular;

·         Ilustrar o papel que a Biologia Molecular pode proporcionar no estudo da ecologia de vetores;

·         Explanar como o entendimento da ecologia de vetores por meio da Biologia Molecular pode ser útil.
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