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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Tain& Neves Ferreira

As leishmanioses sdo doencas causadas por parasitos do género Leishmania, que
sdo transmitidos pela picada de flebotomineos. Para controle da transmissdo e
reducdo do numero de casos € necessdario integrar diferentes estratégias,
especialmente as que visam o controle vetorial. Os flebotomineos adultos obtém
energia a partir de aclcares de origem vegetal, e dada a importancia dessa dieta,
essa caracteristica vem sendo utilizada na elaboracdo de ferramentas de controle
usando iscas acucaradas toxicas atraentes, ATSB's. Os parasitos desenvolveram
formas de superar barreiras e sobreviver dentro do intestino do vetor até seu completo
desenvolvimento, mas em estudos recentes verificamos que compostos com efeito
antiparasitario in vitro também sao capazes de reduzir a carga parasitaria e a
prevaléncia de infeccdo. Assim, estudamos o efeito de compostos sintéticos com
atividade anti-Leishmania em diferentes aspectos da fisiologia de L. longipalpis,
adicionando-os a dieta acucarada e buscando os candidatos mais promissores para
uso em controle de transmissao, afetando a infeccédo dentro do vetor. Nos testes de
atracao/repulséo, identificamos que apenas 2 compostos tiveram efeito, um atrativo
(L4) e um repulsivo (P9). Em experimentos de ingestéo de dieta acucarada contendo
drogas, verificamos que L1, L3, L4, L7, P8 e P10 demonstraram um efeito inibidor de
alimentacdo. Quanto a preferéncia entre as dietas, verificamos que flebotomineos
preferiram a dieta contendo os compostos L2, L7, P8, P9 e P10 em comparacao a
dieta controle. Nos ensaios de longevidade, L6 e P8 reduziram o tempo médio de vida
(TMV) em machos e L2 e P8 fizeram o mesmo em fémeas. Nao foram observados
efeitos inibitérios na alimentagdo sanguinea das fémeas nem na producéo de ovos.
O composto L2 foi capaz de reduzir a quantidade de L. amazonensis no intestino de
L. longipalpis no 3° dia ap6s a infeccdo. O composto L2 parece ser o melhor candidato
para o desenvolvimento de uma isca acucarada que minimize a transmisséo, por
reduzir o TMV de fémeas e afetar o numero de parasitos na infec¢do. Outro aspecto
estudado, que influencia na medida de capacidade vetorial, foi a determinacéo de
idade de flebotomineos adultos. Através da espectroscopia no infravermelho proximo
conseguimos estimar a proporgéo de flebotomineos com idade < ou = 8 dias pos-
emergéncia, com precisao de 83 a 97%. E por analise de marcadores moleculares,
identificamos que os genes LLO05905 e LL0O01619 exibem padrao de expresséo
idade-dependente em L. longipalpis, sendo possivel construir um modelo com
tendéncia linear em fungdo da menor expressdo desses genes em insetos mais
velhos. Essas técnicas se mostraram mais eficientes na previsdo de idade em
comparacao as técnicas classicas.
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ABSTRACT
PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY

Taina Neves Ferreira

Leishmaniasis is a disease caused by parasites of the genus Leishmania, which are
transmitted by the bite of sandflies. To control transmission and reduce the number of
cases, it is necessary to integrate different strategies, especially those aimed at vector
control. Adult sandflies obtain energy from sugars of plant origin, and given the
importance of this diet, this characteristic has been used in the development of control
tools using attractive toxic sugar baits, ATSB's. The parasites have developed ways
to defend themselves and survive inside the vector's intestine until their complete
development. In recent studies, we found that compounds with an in vitro antiparasitic
effect are also able to reduce the number of parasites per insect and the percentage
of infection. Thus, we studied the effect of synthetic compounds with anti-Leishmania
activity on different aspects of L. longipalpis physiology, adding them to the sugary
diet and looking for the most promising candidates for use in controlling transmission,
affecting the infection within the vector. In the attraction/repulsion tests, we identified
that only 2 compounds had an effect, one attractant (L4) and one repulsive (P9), when
added to the sugar solution. In experiments of ingestion of sugary diets containing
drugs, we found that L1, L3, L4, L7, P8 and P10 demonstrated a feeding inhibitory
effect. In assays of preferences between diets, sandflies shown us a preference by
diets that contained L2, L7, P8, P9, and P10 compared to the control diet. In longevity
assays, L6 and P8 reduced the Mean Life Time (MLT) in males and L2 and P8 did the
same in females. No inhibitory effects were observed on the blood feeding of the
females or on the production of eggs. Compound L2 was able to reduce the amount
of L. amazonensis in the intestine of L. longipalpis on the 3rd day post infection. L2
seems to be the best candidate for the development of a sugar bait that minimizes
transmission, by reducing the MLT of females and affecting the number of parasites
in the insect. Another aspect studied that influences the vector capacity was the
determination of age of adult sandflies post-emergence. Using near-infrared
spectroscopy, we estimated the proportion of sandflies aged < or = 8 days, with an
accuracy of 83 to 97%. And by molecular analysis, we identified that the genes
LLOO5905 and LL0O01619 exhibit an age-dependent pattern of expression in L.
longipalpis, making it possible to build a model with linear trend as a function of the
lower expression of these genes in older insects. These techniques proved to be more
efficient in age prediction when compared to classical techniques.



INDICE

1. INTRODUGAOD ..ottt 1
I A T 0 0 F= U 10 S T U 1
1.1.1. LeishmanioSe CULANEA.. .......cuuuuiiiieeeiiieieiiiiie e e e e 4
1.1.2. LeiShmanioSe VISCEIAL.. ....cccuuuuiiiiiii e 6
1.2, FIEDOIOMINEOS ..cooiiiiiiiiiiiiiie e 9
1.3. Agente Etioldgico e desenvolvimento N0 VELOr ..............eeeeiveeeeeeeeeiinnnnnnn. 16
1.4. Compostos anti-LeisShmanial ... 24
1.4.1. Compostos anti-Leishmania e relagdo com flebotomineos .................... 27
1.5. Capacidade Vetorial ...........coouuiuiiiiiie e 28
1.5.1. Técnicas para determinacéo de idade de flebotomineos ........................ 29
2 © 1= TN 1 I LV 1S 32
2.1, ODJELIVO GEIAI ....oviiiiiiiiiiiiiiiiiei e 32
2.2.  ODbjetivoS ESPECITICOS .....uuueiiiiiiiieeii et 32
3. METODOLOGIA E RESULTADOS ... 34
70t O @ T o 11| 0 U USRRPPPPPN 35
3.2, CAPItUIO 2. e 50
3.3, CAPItUIO B e 97
3.4, CAPItUIO 4 ... ——————————— 128
4, DISCUSSAO GERAL ..coooviieiceeeeeeee ettt et 142
5. PERSPECTIVAS ...ttt ettt e e e e 151
B. CONCLUSOES .....oviitiieecee ettt 152
7. OUTRAS ATIVIDADES...... .ottt a e e 153
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 154



indice de Figuras

Figura 1.1. Casos de leishmaniose visceral de 2001 a 2019 .......ccccccvvvvviiiiiiieennnnnn. 3
Figura 1.2. Casos de leishmaniose tegumentar no Brasil de 1980 a 2020................ 5
Figura 1.3. Casos de LV no Brasil e taxa de letalidade por LV ........cccccccevvvvviiiinnnnnn. 7
Figura 1.4. Mapa de distribuicdo das areas provaveis de ocorréncia L. longipalpis no
2 = 1 | PRSPPI 8
Figura 1.5. Fémea e macho de Lutzomyia longipalpis .......cccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 9
Figura 1.6 - Ciclo de vida de flebotomineos (L. longipalpiS) ..........ccccevvvvviviiiiineenenn. 11
Figura 1.7 - Ovos e larvas recém eclodidas de L. longipalpis .........cccccvvvvvveienienennn. 12
Figura 1.8 - Forma promastigota e amastigota de Leishmania .........ccccccccvevveenenn. 17
Figura 1.9 - Modelo de intestino de um flebotomingo ...........ccccccooviiiiiiiiiiinennnnn, 18
Figura 1.10 - Esquema do ciclo de vida de Leishmania sp. ......cccccccevvvviiiiiiiiiinnnnn. 21
Figura 1.11 - Esquema do antigo versus novo ciclo de L.infantum no intestino de
fleDOtOMINEOS ... 22
Figura 1 (artigo 1) — Estrutura geral de metabolitos secundarios .......................... 37

Figura 2 (artigo 1) — Efeitos atrativos/repulsivos de compostos anti-Leishmania em
[ (o To T o =11 o] <P 41

Figura 3 (artigo 1) — Efeitos repulsivos de repelente comercial (DEET) em L.
[ONGIPAIPIS ..ttt 42

Figura 4 (artigo 1) — Efeitos repulsivos do DEET mais isca agucarada em L.
o] o ] o =1 o] SRR 43

Figura 5 (artigo 1) — Ingestdo de solu¢des acucaradas com compostos anti-
Leishmania em L. [oNgIpalpiS ......coooviiiiiiii i 44

Figura 1 (artigo 2) — PCA de fémeas nao acasaladas de L. longipalpis em diferentes
idades (a) 1-3-8-10-15-17 dias, (b) 1-8-15 dias, e (c) <8 ou =8 dias...................... 80

Figura 2 (artigo 2) — PCA de machos ndo acasalados de L. longipalpis em diferentes
idades (a) 1-3-8-10-15-17 dias, (b) 1-8-15 dias e (c) <8 ou =8 dias. ..............uuuueee 81

Figura 3 (artigo 2) — LDA de fémeas ndo acasaladas de L. longipalpis em diferentes
idades (a) 1-3-8-10-15-17 dias, (b) 1-8-15 dias e (c) <8 ou = 8 dias. ...........cevvuneee 82

Figura 4 (artigo 2) — LDA de machos nédo acasalados de L. longipalpis em diferentes
idades (a) 1-3-8-10-15-17 dias, (b) 1-8-15 dias e (c) <8 ou =8 dias ...........ccuuuueee 83

Figura 5 (artigo 2) — PCA de fémeas acasaladas de L. longipalpis em diferentes
idades (@) 1-8-15dias e (b)) <8 0U>8 diA@S ...ccocevvvriiiiiiiiiiiie e, 84

Figura 6 (artigo 2) — PCA de machos acasalados de L. longipalpis em diferentes
idades (a) 1-8-15dias e (b)) <8 0U > 8 dia@S ......uoeviiieiiiiieiiiiiie e 85

Xi



Figura 7 (artigo 2) — LDA de fémeas acasaladas de L. longipalpis em diferentes
idades (a) 1-8-15dias e (D) <8 0U > 8 IS .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 86

Figura 8 (artigo 2) — LDA de machos acasaladas de L. longipalpis em diferentes
idades (a) 1-8-15dias e (b)) <8 0U>8 diaS .......cceviiieiiiiiiiiiiei e 87

Figura 9 (artigo 2) — PCA e LDA de fémeas acasalados vs ndo acasaladas (a,b) e
machos acasalados vs ndo acasalados (c,d) de L. longipalpis .........cccccceeviiieiinnnnns 88

Figura 10 (artigo 2) — PCA e LDA de fémeas alimentadas com solucao de sacarose
ou sacarose mais sangue. (a) (b) séo resultados considerando fémeas com ovos néo
postos e (c) (d) resultam apenas de fémeas que ja puseram 0OVOS ............ccceeveennnns 89

Figura suplementar 1 (artigo 2) — Exemplos de espectro para flebotomineos (L.
longipalpis): Absorbancia (Log 1/R) versus comprimento de onda .......................... 90

Figura 3.3.1 - Curvas de longevidade de machos de L. longipalpis alimentados com
solucéo acucarada mais droga anti-Leishmania ..............cccoooeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeen, 109

Figura 3.3.2 - Curvas de longevidade de fémeas de L. longipalpis alimentadas com
solucéo acucarada mais droga anti-Leishmania .............ccccoooeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeen, 110

Figura 3.3.3 - Efeito de compostos anti-Leishmania adicionados a dieta agucarada
em fémeas de L. longipalpis pré e pos alimentacdo sanguinea ................cccceeeeeee 112

Figura 3.3.4 - Porcentagem de eclosdo em grupo de ovos postos por fémeas pds
alimentacao sanguinea e acucarada contendo drogas antiparasitarias. ............... 113
Figura 3.3.5 - Quantificacdo de proteinas do método BCA do sangue do contetdo
intestinal de fémeas ap0s alimentacao sanguinea ...........ccccovveeeiviiiiiiiiieeeeeeeeeeenn, 114

Figura 3.3.6 - Influéncia de dieta acucarada com compostos anti-Leishmania sobre a
infeccdo de L. longipalpis com L. amazonensis no 3° dia pés infecgéo ................ 116

Figura 3.3.7 - Influéncia de dieta acucarada com compostos anti-Leishmania sobre a
infeccdo de L. longipalpis com L. amazonensis no 5° dia pés infeccéo ................ 116

Figura 3.3.8 - Influéncia de dieta acucarada com compostos anti-Leishmania sobre a
infeccdo de L. longipalpis com L. amazonensis no 7° dia pés infeccéo. ............... 117
Figura 3.4.1 - Variacao dos niveis de expresséo génica para fémeas de L.

longipalpis de diferentes idades ...........coooiiiiiiiiiiii i 137

Figura 3.4.2 — Padréo de expressao dos genes LL0O05905 e LL001619 de L.
longipalpis em diferentes idades (1, 3, 8, 10, 15, 17 dias) .....ccccoeveveriviiieeeiiiinnennnns 138

xii



indice de Tabelas

Tabela 1 (artigo 1) - Compostos anti-Leishmania com valores de ICso para
[Ty g g T L= TS o] o P 39

Tabela 2 (artigo 1) - Resumo dos resultados observados com compostos anti-
Leishmania em L. [oNgIPalpIS . ...ccovviriiiiiiie e 46

Tabela 1 (artigo 2) - Classificacao das previsdes corretas de flebotomineos adultos
(L. longipalpis) de diferentes idades separadas por sexo, com base em LDA......... 62

Tabela 2 (artigo 2) - Classificacdo das previsdes corretas de flebotomineos adultos
(L. longipalpis) de diferentes idades, com base em LDA .........ccoooiiiiiiiiiiiniie e 63

Tabela 3 (artigo 2) - Classificacdo das previsdes corretas de flebotomineos adultos
(L. longipalpis) copulados ou ndo, com base em LDA .........ccoooeeeiiiiiiiiiiiiiie e, 64

Tabela 4 (artigo 2) - Classificacdo das previsbes corretas de fémeas de
flebotomineos (L. longipalpis) alimentadas com em solucéo acucarada ou agucar mais

52 110 U PP 65
Tabela 3.3.1 - Propriedades e condi¢cdes experimentais dos compostos anti-
LEISNMANIA .ceiiiiiiiiiiieeieeee ettt 102
Tabela 3.3.2 - Tempos médios e medianos de vida de L. longipalpis ................... 108

Tabela 3.3.3 - Porcentagens de fémeas infectadas com L. amazonensis ao longo dos
(o[ E= RS oo R [ {=Tod o= To I (o ) USSP 117

Tabela 3.3.4 - Resumo dos efeitos de drogas antiparasitarias sobre a fisiologia de L.
[o] o] =1 o] SRSPPRPRPN 118

Tabela 3.4.1 — Genes de A. aegypti e seus ortdlogos em L. longipalpis com expressao
o E=To o =T oT=T gTo [T o] (N 131

Tabela 3.4.2 — Parametros dos iniciadores desenhados para os genes de L.
[ONGIPAUPIS ...t 132

xiii



Lista de Siglas e Abreviaturas

OMS- Organizacdo Mundial da Saude

OPAS —Organizacao Pan Americana de Saude
LV — Leishmaniose visceral

LC — Leishmaniose cuténea

LMC — Leishmaniose Mucocutanea

LPG - Lipofosfoglicocanos

PSG - proteofosfoglicanos

MP — Matriz peritréfica

MSP — Metabolitos secundarios de plantas

TMV — Tempo médio de vida

DEET - N,N-dimetil-meta-toluamida ou N,N-dietil-3-metilbenzamida

NIRS — Near-infrared spectroscopy — Espectroscopia no Infravermelho proximo

CH — Cuticular hydrocarbons — Hidrocarbonetos cuticulares

ORN - Olfactory receptor neurons — receptor neuronais olfativos

OR — Odorant receptor- receptores odorantes

EG — Expresséao génica

Xiv



1. INTRODUCAO

1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas antropozoonéticas causadas por parasitos de
transmissao vetorial. Estdo listadas entre as dez mais importantes doencas
infecciosas devido a complexidade de seu ciclo transmissdo e epidemiologia,
apresentando uma grande diversidade de vetores, reservatdrios e parasitos
envolvidos (Brasil 2014, 2017; OPAS, 2019).

Segundo a OMS (2022), cerca de 12 milhdes de pessoas estariam infectadas no
mundo, com até 1,6 milhdes de novos casos anualmente. Encontra-se em quase
todos os continentes afetando principalmente populacdes carentes em paises
subdesenvolvidos (OPAS, 2019). Até alguns anos a Oceania era considerada livre de
Leishmania devido limitacdo ou auséncia de espécies vetoras de flebotomineos.
Entretanto, estudos identificaram marsupiais do norte da Austrdlia naturalmente
infectados por Leishmania macropodum, tendo como vetor os culicoides (F.
(Lasiohelea) sp.) da familia Ceratopogonidae (Dougall et al.,, 2011; Panahi et al.,
2020).

Fatores como mudancas climaticas, desmatamento e processos de urbanizacéo
desordenados tornam o controle e reducao dos casos ainda mais desafiadores (Alvar
et al., 2012; OPAS, 2019; Rangel et al., 2018).

Existem trés principais formas da leishmaniose: visceral (LV - forma mais perigosa e
letal sem o devido tratamento), cutanea (LC - de maior incidéncia) e mucocutanea
(LMC). Séo causadas por protozoarios do género Leishmania, transmitidos através
da picada de fémeas de flebotomineos infectadas (OMS, 2022; OPAS, 2019, 2022).

Um fato alarmante é o aumento no caso de pessoas coinfectadas com Leishmania e
HIV. Esses pacientes apresentam mais dificuldade de resposta ao tratamento clinico,

com altas taxas de recaida e mortalidade. Os maiores numeros de casos de



coinfeccdo foram reportados no Brasil, na Etiopia e no estado de Bihar, na india
(Brasil, 2017; Fernandes et al., 2017; OMS, 2022).

Até 2020, segundo a OMS (2022), os dez paises que contribuiram com mais de 90%
dos casos de LV foram: Brasil, China, Etiopia, Eritreia, india, Quénia, Somalia, Sud&o
do Sul, Sudao e Iémen. A LV é endémica em 13 paises, com uma média de 3.470
casos por ano, de 2001 a 2019. A figura 1.1 traz o numero de casos de LV nas
Ameéricas, mostrando que, em 2019, do total de casos registrados, 97% (2.529) foram
notificados no Brasil (OPAS, 2021).

As manifestac¢des clinicas da LV costumam ser mais agressivas quando comparadas
as de LC. No mamifero infectado, apds sua replicacéo, os parasitos alcancam 6rgaos
e tecidos hematopoiéticos (baco, figado e medula dssea), onde ocorrera multiplicacao
e infeccao dos macrofagos locais. Com a alteracdo de funcionalidade desses 6rgaos
e tecidos, uma lesédo sistémica se inicia e provoca o crescimento de 6rgaos ricos em
células do sistema fagocitico mononuclear, caracterizado por hepatoesplenomegalia
(OPAS, 2019).

Os sinais clinicos podem variar com o individuo infectado e também com o periodo
da doenca (fase aguda ou final). Os mais recorrentes sao: febre, palidez
cutaneomucosa e hepatoesplenomegalia, desnutricdo (cabelos quebradicos, cilios
alongados e pele seca), edema dos membros inferiores podendo evoluir para
anasarca, sendo os dois Ultimos caracteristicos de fase final. Em outras palavras,
pode ir desde a forma assintomatica até casos mais graves com possibilidade de 6bito
sem o devido tratamento (Brasil, 2014; OPAS, 2019).

A LV afeta especialmente criangas com menos cinco anos, estando muitas vezes
associada a deficiéncias nutricionais ou outras condi¢cées imunossupressoras (Brasil,
2014). O numero de casos de LV também vem aumentando em paises desenvolvidos
e ndo endémicos. A explicacdo mais provavel se deve a ampliacdo do turismo
internacional, afluxo de imigrantes provenientes de regides endémicas e operacdes

militares (Mansueto, Seidita, Vitale, & Cascio, 2014).



Flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis apresentam grande de importancia
meédica no Brasil por sua capacidade vetorial desde os primeiros casos de LV
descritos no pais, em 1913 (Brasil, 2014; Brazil & Brazil, 2018).
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Figura 1.1 - Casos de leishmaniose visceral de 2001 a 2019 nos paises com 0
maior nimero de casos nas Américas. Fonte: Informe Epidemiolégico das Américas,
OPAS, 2021.

A LC é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa que atinge pele e mucosas. A
manifestacao clinica da doenca depende do estado imunolégico da pessoa infectada,
mas, em geral, 0s sinais mais frequentes sédo algumas lesbes em areas expostas da
pele, indolores, de formato arredondado medindo até alguns centimetros. Em casos
mais raros, essas lesdes podem ser numerosas (leishmaniose cutanea disseminada)
e infeccBes bacterianas secundarias podem causar dor local e piora no aspecto da
lesdo (Brasil, 2017; OPAS, 2019).

Com relagdo a LC, cerca de 95% dos casos originam-se nas Américas, bacia do
Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central. Em 2020, 0s novos casos concentraram-
se em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Iraque, Libia, Paquistéo,
Peru, Republica Arabe da Siria e Tunisia (OMS, 2022).

Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) séo os insetos vetores dos

parasitos causadores das leishmanioses, destacando-se os géneros Phlebotomus
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(Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) (Young & Duncan, 1994;Torres-Guerrero
et al., 2018). A transmissdo se da quando as fémeas infectadas, em uma primeira
alimentacdo sanguinea, buscam mamiferos para realizar uma nova alimentagéo
necessaria para desenvolvimento e postura dos ovos e transmitem as formas
infectivas do parasito durante a picada (Brazil & Brazil, 2018; Soares & Turco, 2003;
Steverding, 2017; Torres-Guerrero et al., 2018).

As espécies de flebotomineos pertencentes aos géneros Bichromomyia, Lutzomyia,
Migonemyia, Nyssomyia, Pintomyia, Psychodopygus e Trichophoromyia sao as
responsaveis pela dispersdo de Leishmania spp. nas Américas (Galati, 2003;
Marcondes, 2007; Costa & Souza, 2018).

Os agentes etiolégicos das leishmanioses sao protozoéarios do género Leishmania,
sendo reconhecidas 22 espécies como patogénicas para humanos. Sao varias as
espécies envolvidas nos diferentes tipos de leishmanioses, mas nas Américas
podemos destacar L. infantum, causadora da LV, L. guyanensis e L. amazonenses,
causadoras de LC e L. braziliensis, causadora da forma mucocutanea (Brasil, 2017;
Neghina & Neghina, 2010; OPAS, 2019; Ready, 2013).

Esses patdogenos tém como reservatorios silvestres (hospedeiros vertebrados)
algumas espécies de roedores (ex.. Bolomys lasiurus, Rattus rattus e Nectomys
squamipes), marsupiais (Didelphis albiventris) e canideos. Em areas urbanas os
animais domésticos como caes e gatos podem atuar como reservatorios das espécies
do parasito, sendo o céo (Canis familiaris) considerado a principal fonte (Brasil, 2014,
2017).

1.1.1. Leishmaniose Cutanea

Segundo o informe epidemiolégico da OPAS, de 2001 a 2019, 1.028.054 casos de
LC e LMC foram informados por 17 dos 18 paises endémicos das Américas,
compondo uma média de 54.108 casos/ano. Em 2019, o niumero de casos nas
Américas foi de 41.617, atingindo o menor quantitativo registrado desde 2001. Os

paises que mais contribuiram com esse numero de notificagcbes foram: Brasil
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(15.484), Colébmbia (5.907), Peru (5.349), Nicaragua (3.321) e Bolivia (2.052), que

somados representam 77% dos casos (OPAS, 2021).

Dados do Ministério da Saude mostram que o numero de casos anuais de LC de 2018
a 2020 se manteve acima de 15.000. O pico da série historica foi no ano de 1995 com

mais de 35.000 casos registrados, como ilustrado na Figura 1.2.
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Figura 1.2 — Casos de leishmaniose tegumentar no Brasil de 1980 a 2020.

Fonte: SVS/MS.

Os primeiros relatos de leishmaniose cutédnea no Brasil ocorreram no inicio do século
XX, em trabalhadores na construcao de rodovias, em areas de desmatamento no
interior de SP. Em 1911, Splendore diagnosticou a forma mucosa da doenca, e
Gaspar Vianna identificou o parasito, chamando-o de Leishmania braziliensis (Brasil,
2007, 2017).

No Brasil, at¢é o0 momento, 11 espécies de Leishmania sdo reconhecidas como

dermotropicas e causadoras de doenca humana. Das sete espécies ja identificadas,

seis pertencem ao subgénero Viannia e uma ao subgénero Leishmania: L.

(Leishmania) amazonensis; L. (Viannia) braziliensis; L. (V.) guyanensis; L. (V.)
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lainsoni; L. (V.) shawi; L. (V.) naliffi; e L. (V.) lindenbergi) (Brasil, 2017; Rangel et al.,
2018).

As principais espécies de vetores relacionadas a transmissdo sdo: Bichromomyia
flaviscutellata, Nyssomyia whitmani, Nyssomyia umbratilis, Nyssomyia intermedia,
Psychodopygus wellcomei, Migonemyia migonei, Nyssomyia neivai e Lutzomyia
gomezi que estdao amplamente difundidas por todo o pais (Brasil, 2017; OPAS, 2019;
Rangel et al., 2018).

O controle de LC no Brasil vem sendo um grande desafio devido a diversidade de
agentes etiolégicos, de reservatérios e de vetores. Assim, para melhor sucesso em
intervencdes em areas endémicas é preciso haver vigilancia e o monitoramento local,
bem como levantamento de suas caracteristicas ambientais, sociais e econbémicas

gue podem ser favoraveis a cada padréao de transmissao (Brasil, 2017; OPAS, 2019).

1.1.2. Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral € endémica em 13 paises das Américas, apresentando uma
média de 3.470 casos por ano, avaliando de 2001 a 2019. Do total de casos
reportados em 2019, 97% (2.529) foram notificados no Brasil, e os demais casos na
Argentina, Bolivia, Coldmbia, Guatemala, Honduras, México, Paraguai, Venezuela e
Uruguai (OPAS, 2021).

Segundo dados do Ministério da Saude, houve uma queda expressiva no numero de
casos de 2018 a 2020, indo de cerca de 4000 para 2000 casos. Entretanto 0 mesmo
nao aconteceu com a taxa de letalidade no mesmo periodo que foi de 8,9 para 9,5%,

conforme ilustrado na Figura 1.3.
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Figura 1.3 - Casos de LV no Brasil de 1980 a 2020 (a esquerda) e taxa de letalidade
por LV no Brasil de 2011 a 2020 (a direita). Fonte: SVS/MS.

O padréo de transmissao até a década de 90 era predominante em ambientes rurais
e periurbanos, principalmente na regido nordeste que concentrava cerca de 85% dos
casos, incluindo o primeiro relato de LV no Brasil, nas cidades de Teresina, Piaui, e
Sao Luis, Maranhdo (MA) (Arias et al., 1996; Salomon et al., 2015). Entretanto, os
casos LV avancaram para estados do Centro-Oeste, Norte e Sudeste, com casos
reportados em cidades como: Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba
(SP), Palmas (TO), Trés Lagoas (MS) e Campo Grande (MS), fenbmeno ocasionado
por problemas socioeconémicos, processos de urbanizagdo desordenados,
desmatamento, migracédo de popula¢des com seus animais de domésticos de areas
endémicas para urbanas e condi¢cdes sanitarias precarias (Brasil, 2014; Maia-

elkhoury, Albuquerque, & Salomon, 2018; Salomédn et al., 2015).

A LV no Brasil, é causada por L. infantum tendo L. longipalpis e L. cruzi como vetores,
sendo L. longipalpis o vetor primario (Brasil 2014; Maia-elkhoury et al. 2018).

Na maioria dos casos, a expansao geografica de L. longipalpis precedeu o surgimento
ou aumento da LV no Brasil, sendo o vetor o principal responsavel pelo
estabelecimento da doenca em cidades de médio e grande porte (Rangel, Lainson,
Afonso, et al. 2018). L. longipalpis vem se adaptando aos ambientes modificados pelo
homem, pois incialmente essa espécie era encontrada em regides de mata do Norte
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e Nordeste, compondo o ciclo primario de transmissdo da doenca. Posteriormente
adaptaram-se aos ambientes rurais o que foi favorecido pela presenca animais
sinantropicos e silvestres. E foi a partir da década de 90 que se detectou uma nova
adaptacao do inseto nas areas urbanas, especialmente regido Sudeste. Lutzomyia
longipalpis acomodou-se com facilidade ao peridomicilio, podendo ser encontrada
dentro dos domicilios ou em abrigos de animais domésticos (galinheiros, chiqueiro,

canil, paiol, etc.) (Brasil 2014; Maia-elkhoury et al. 2018; Salomén et al. 2015).

Fatores climaticos também podem influenciar na dispersdo do vetor e na disperséo
de cées infectados em é&reas endémicas, ja que temperatura e umidade afetam
sobrevivéncia e reproducéo do vetor, assim como o desenvolvimento dos parasitos
(Lorenz, Azevedo, & Chiaravalloti-Neto, 2019; Semenza & Suk, 2018). A figura 1.4
mostra as areas provaveis de ocorréncia atual de L. longipalpis no Brasil, por Lorenz
e cols. (2019).

580 1160k

Figura 1.4 - Mapa de distribuicdo das areas provaveis de ocorréncia L. longipalpis
no Brasil. Fonte: (Lorenz et al. 2019)
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1.2. Flebotomineos

Flebotomineos sédo dipteros hematdfagos da Familia Psychodidae e Subfamilia
Phlebotominae. S&o insetos pequenos (2 a 3 mm), pilosos, asas em formato de “v”
durante o repouso, patas longas e delgadas e voo curto, semelhante a saltos (Brazil
& Brazil, 2018). Esses insetos sdo também conhecidos como mosquito palha,
tatuquiras, birigui, entre outros (Brazil & Brazil, 2018; Lainson & Rangel, 2003; OPAS,
2019). A Figura 1.5 mostra flebotomineos adultos (macho e fémea) da espécie
Lutzomyia longipalpis.
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Figura 1.5: Fémea (esquerda) e macho (direita) de Lutzomyia longipalpis.

Foto: Josué Damacena/IOC/Fiocruz
(http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start(...)t=flebotom%EDneos)

Além de vetores de Leishmania spp., flebotomineos também sdo capazes de
transmitir virus e bactérias do género Bartonella através da picada das fémeas
infectadas (Costa & Souza 2018; OPAS, 2019; Ready, 2013; Telleria et al., 2018).

Os virus transmitidos por flebotomineos séo capazes de causar febre, encefalite,
meningite e febre hemorragica em humanos (Maroli, et al., 2013; Telleria et al., 2018).

Essas arboviroses estdo presentes na Europa, Asia, Africa e Oriente Médio, sendo os


http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start(...)t=flebotom쭥os

virus mais conhecidos os do género Phlebovirus como o virus da febre de Napoles
de flebotomineos (incluindo o Virus de Napoles, o virus Teerd, o virus Karimabad e o
Toscana virus) e virus de Salehabad (incluindo virus de Salehabad e Arbia) (Berenger
& Parola, 2017; Maroli et al., 2013). H& também registros de outros isolados (virus da
febre siciliana e virus Corfou) possivelmente pertencentes ao género Phlebovirus,
tendo como vetores envolvidos nessa transmissdo Phlebotomus Papatasi, P.

perniciosus e P. perfiliewi, por exemplo (Maroli et al., 2013).

Com relacdo a bartonelose, as espécies Lutzomyia (Helcocyrtomyia) peruensis,
Pintomyia (Pifanomyia) columbiana e Pi. (Pif.) verrucarum (Galati, 2003; Marcondes,
2007; Costa & Souza, 2018; Ready, 2013; Telleria et al., 2018) atuam como potencias
vetores da bactéria Bartonella bacilliformis, causadora da doenca de Carrion também
chamada de febre de Oroya ou 'verruga peruana'. Esta doenca, na fase aguda,
provoca sintomas como dores musculares e articulares, febre, delirio de cefaleia e até
mesmo a morte de pacientes sem o devido tratamento. E uma doenca originalmente
identificada nos vales interandinos do Peru, Equador e Colémbia (Costa & Souza,
2018; Maroli et al., 2013; Ready, 2013; Telleria et al., 2018).

Esses dipteros estdo amplamente distribuidos no mundo, especialmente em regides
tropicais e sub-tropicais, sendo conhecidas mais de 500 espécies s6 nas Américas,
das quais 98 sdo espécies vetoras ja incriminadas como vetores de Leishmania
(Costa & Souza, 2018; Killick-Kendrick, 1999).

Os flebotomineos sédo insetos holometabolos (metamorfose completa) e apresentam
4 estagios de desenvolvimento em seu ciclo de vida: ovo, larva, pupa e adultos,
conforme ilustrado na figura 1.6. As formas imaturas, detritivoras, normalmente estdo
em locais ricos em matéria organica em decomposi¢cdo. Os adultos, machos e
fémeas, alimentam-se de acUcares de origem vegetal como fonte de carboidratos
(Brazil & Brazil, 2018; Costa & Souza, 2018; Killick-Kendrick, 1999).
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Sao insetos sensiveis a grandes variacdes de temperatura e umidade. Sendo assim,
encontram-se em locais sombreados e Umidos como ocos de arvores, copa de
arvores, grutas ou abrigos de animais como tocas de roedores, chiqueiros e
galinheiros (Brazil & Brazil, 2018; Costa & Souza, 2018; Killick-Kendrick, 1999).

SN )
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Ovo L1 L2 L3 L4 Pupa Adulto

\

Figura 1.6 - Ciclo de vida de flebotomineos (L. longipalpis).

Fonte: Do Valle, 2020; https://educare.fiocruz.br/resource/show?id=6wvYesS6

As fémeas necessitam de alimentacdo sanguinea para obter 0s nutrientes
necessarios para maturacao e postura dos ovos (Brazil & Brazil, 2018; Costa & Souza,
2018). Nesse sentido, as fémeas se alimentam de sangue de caes, gatos e humanos
no ambiente urbano, ou de raposas, marsupiais e roedores, no ambiente silvestre, 0
gue os torna potenciais fontes de infeccdo e reservatorios de Leishmania (Brasil,
2014; Lainson & Rangel, 2003).

Os adultos possuem habitos crepusculares e noturnos, podendo variar seu micro-
habitat, mas procurando manter-se em locais Umidos, com pouca luz e movimentacao
de ar, e temperatura ambiente amena, na busca de hospedeiros vertebrados ou da
copula (Lainson & Rangel, 2003; Brazil & Brazil, 2018).

Para que a copula aconteca é necessario haver estimulos visuais, olfativos e auditivos
entre machos e fémeas da mesma espécie. Sabe-se que machos de L. longipalpis
fazem a corte através de movimentos circulares consecutivos e dos batimentos de
asas para atrair as fémeas (Souza et al., 2004; Vigoder et al., 2010). Ao aceitar o

chamado, as fémeas respondem batendo suas asas com movimentos vibratérios
11
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especificos e com a aproximacao de seus apéndices genitais (Brazil & Brazil, 2018;
Soares & Turco, 2003; Souza et al., 2004; Vigoder et al., 2010; Vigoder et al., 2020).

Além disso, os machos liberam feroménios sexuais para atrair o sexo oposto. Esses
ferombnios, muitos de origem terpénica, sdo especificos para as diferentes
populacdes de L. longipalpis (Brazil & Brazil, 2018; Hamilton, Brazil, & Maingon, 2004;
Peixoto, 2013; Vigoder et al.,2015, 2020). Dessa forma, L. longipalpis € considerado
um complexo de espécies, o que foi inicialmente evidenciado por Mangabeira Filho
(1969) estudando flebotomineos brasileiros (De Souza, Brazil, & Araki, 2017).

Apbs a copula, as fémeas de flebotomineo procuram locais imidos e ricos em matéria
organica, que garanta a alimentacéo e desenvolvimento das larvas. Os ovos medem
de 0,3-0,5 mm de comprimento por 0,07-0,15 mm de largura com formato oval ou
elipsoide, sendo inicialmente esbranquicados e apdés algumas horas tornam-se
castanho escuros (Figura 1.7) (Lainson & Rangel, 2003; Brazil & Brazil, 2018).

Figura 1.7 - Ovos e larvas recém eclodidas de L. longipalpis. Fonte: arquivo pessoal

Em condic¢des de laboratério, uma fémea de flebotomineo pode colocar cerca de 40
ovos, em meédia, variando de acordo com a espécie e condigbes ambientais (Brazil &

Brazil, 2018; Brazil et al., 1997; Lainson & Rangel, 2003 e observacdes pessoais). Os
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ovos sao revestidos por uma substancia rica em acidos graxos que confere

impermeabilidade e rigidez (Brazil et al., 1997; Brazil & Brazil, 2018).

Apos a ecloséo, as larvas se alimentam rapidamente da matéria organica que estiver
ao seu alcance como cascas dos ovos e corpos de adultos mortos. Varias dietas ja
foram estabelecidas experimentalmente, mas a que vem sendo utilizada ha muitos
anos com sucesso na criacdo de L. longipalpis do laboratério de Bioquimica e
Fisiologia de Insetos (LABFISI — IOC/FIOCRUZ) e em outros laboratorios ao redor do
mundo, € uma mistura de igual proporcao de fezes de coelho, racdo de roedores e
terra adubada (Brazil & Brazil, 2018; Lawyer, et al., 2017; Vale et al., 2012).

As larvas apresentam uma coloracao de esbranquicada a amarelada e seu tamanho
varia conforme sua fase de desenvolvimento (estadios L1 a L4), medindo
aproximadamente 0,5 mm a 3 mm. Apresentam corpo segmentado, dividido entre
cabeca (coloragdo escura), térax (2 segmentos) e abdémen (9 segmentos), contendo
cerdas semelhantes a espinhos. Possuem também cerdas caudais. As larvas L1
(primeiro estadio) apresentam um par de cerdas caudais e os demais (L2 a L4)
possuem dois pares, mais especificamente para o género Lutzomyia (figuras 1.2 e
1.3) (Brazil & Brazil, 2018; Killick-Kendrick, 1999; Lainson & Rangel, 2003; e

observacdes pessoais).

Ao chegar ao estadio L4 a larva passa a comer menos até esvaziar todo seu contetido
intestinal, deixando-a com uma coloracdo esbranquicada, dando seguimento a
transformacdo em pupa. Essa fase € mais resistente que 0s ovos e larvas as
variacbes de umidade. As pupas tém 2,5 mm de comprimento, coloracdo amarelada
e permanecem imoveis e fixas sobre alguma superficie pela extremidade posterior,
por meio do exuvio larval, realizando apenas movimentos de flexdo e extensdo do
corpo, sem se alimentar e fazendo apenas respiracao aérea (ver figura 1.2) (Brazil et
al., 1997; Brazil & Brazil 2018; Soares & Turco, 2003).

ApOs a emergéncia, os flebotomineos adultos apresentam dimorfismo sexual
observado pela morfologia, principalmente nas pecas bucais e genitais (Figura 1.1 e
1.2), assim como nos habitos alimentares. As fémeas sdo hematdfagas e

consideradas ecléticas, podendo obter sangue de diferentes espécies de animais
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vertebrados, inclusive de humanos (Brazil & Brazil, 2018; Killick-Kendrick, 1999;
Lainson & Rangel, 2003).

Os adultos recém emergidos sdo pouco ativos. Os machos precisam de até 24 horas
para que ocorra uma rotacdo de 180° e dobramento de seus apéndices genitais,

permitindo a cépula com as fémeas (Brazil & Brazil, 2018; Lainson & Rangel, 2003).

Machos e fémeas alimentam-se de aclUcares de origem vegetal, especialmente
glicose, frutose e sacarose. Esses acgUcares estao presentes, por exemplo, no néctar
e nas secrec0Oes de afideos, e sdo usados como fonte de energia para o voo (Anez et
al.,1994; Brazil & Brazil, 2018; Ready, 2013; Soares & Turco, 2003; Takken &
Koenraadt, 2013). Fémeas de L. longipalpis, em condicfes de laboratorio, conseguem
ingerir volumes médios de 20 nL de solucdo acucarada (Ferreira et al., 2018), que
ficam estocados em seus diverticulos (6rgao de estocagem de aclUcar em dipteros),
sendo metabolizados lentamente ao longo dos dias (Brazil et al., 1997; Brazil & Brazil,
2018; Takken & Koenraadt, 2013).

Estudos mostram que a dieta acucarada parece ter influéncia também sobre os
parasitos, auxiliando seu desenvolvimento e migracdo para por¢do anterior do
intestino do inseto por acao quimiotatica e possivelmente servindo como fonte de
energia (Bates, 2008; da Costa et al., 2019; Oliveira, et al., 2000; Régo & Soares,
2021). Apds a alimentacdo sanguinea, as fémeas precisariam de acucar como fonte
de energia suplementar, e junto com a saliva, promovem a orientacdo das
promastigotas devido a ativacdo de receptores encontrados na superficie da

membrana dos parasitos (Bates, 2008; Oliveira et al., 2000).

Diferente dos mosquitos, flebotomineos apresentam pecas bucais curtas. Entdo, para
atingir e romper vasos sanguineos, precisam dilacerar ou cortar a pele, ja que
penetram somente até 0,5 mm na pele do hospedeiro. E através da telmatofagia (ou
pool-feeding) que as fémeas causam uma micro hemorragia subcutanea, formando
uma pequena poca de sangue durante a picada. Estima-se que consigam ingerir de
0,1 a 0,6 mg de sangue por repasto (Araujo et al., 2012; Brazil & Brazil, 2018; Brazil,
et al., 1997; Francischetti, 2011; Tanaka et al., 2012).
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As fémeas precisam realizar um repasto sanguineo para desenvolvimento ovariano e
producdo de ovos. Em geral, a quantidade de ovos € proporcional ao volume de
sangue ingerido, ou seja, apresentam concordancia gonotréfica (Brazil & Brazil, 2018;
Lehane, 2005). No entanto, € comum algumas espécies de flebotomineos, como L.
longipalpis e N. whitmani, realizarem um segundo repasto antes da postura dos ovos,
para manutencao do equilibrio hidrico (Brazil & Brazil, 2018; Moraes et al., 2018; Régo
& Soares, 2021; R. P. P. Soares & Turco, 2003).

Quanto a preferéncia por hospedeiros, flebotomineos de regiGes neotropicais séo
considerados ecléticos e procuram animais de sangue quente, alimentando-se em
humanos, caes, aves, entre outros (Brazil & Brazil, 2018; Lainson & Rangel, 2003). A
busca por hospedeiros se da por estimulos térmicos e olfativos, identificados por
células nervosas ligadas as antenas e cerdas proximas ao aparato bucal (Brazil &
Brazil, 2018; Guidobaldi, May-Concha, & Guerenstein, 2014).

Estima-se que flebotomineos adultos vivam cerca de 20-30 dias na natureza, a
depender das oscilacbes de temperatura e umidade (Brazil & Brazil, 2018).
Observacdes pessoais nossas durante a criagdo de L. longipalpis mostram que,
mesmo com uso de incubadoras de temperatura controlada, a longevidade pode ser
afetada, assim como oviposi¢ao, desenvolvimento larval e taxa de emergéncia, em
funcao baixa umidade (<< 55%) e temperaturas ocasionalmente fora da faixa de 26 *
2° C.

Sabe-se que a sobrevivéncia de fémeas que se alimentam de acucar e sangue é
maior do que aquelas gque se alimentam s6 de sangue (Abdel-Hamid, 2012; Killick-
Kendrick, 1999; Moraes et al., 2018). Aspectos reprodutivos de fémeas também
parecem ser influenciados pela dieta acucarada. Entretanto, ainda néo € claro o peso
dos aspectos relacionados a essa dieta na capacidade vetorial (Takken & Koenraadt,
2013).

Outro fato de relevancia no ciclo de transmisséo é que, além de L. longipalpis ser
vetor especifico de L. infatum, também é um vetor permissivo, podendo ser assim
infectado em laboratorio por outras espécies de Leishmania como L. amazonensis e
L. mexicana (Cristina et al., 2021; da Costa et al., 2019; Dostalova & Volf, 2012;
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Ferreira et al., 2018; Ready, 2013). Isso adiciona uma preocupacédo a mais no controle
dessa espécie, ja que na auséncia ou limitacdo de vetores espécie-especificos, L.

longipalpis poderia atuar como vetor secundario no ciclo de LC ou LMC.

1.3. Agente Etiologico e desenvolvimento no vetor

O género Leishmania é formado por protozoarios da ordem Kinetoplastida e da familia
Trypanosomatidae (Brasil, 2017; OPAS, 2019; OMS, 2022). Esses parasitos possuem
um ciclo de vida heteroxénico ou digenético, ou seja, apresentam diferentes ciclos de
vida em cada hospedeiro com diferentes formas morfolégicas, denominadas
amastigotas ou promastigotas. A forma amastigota € intracelular obrigatéria, ndo
flagelada, arredondada, com tamanho entre 3-5 ym e se desenvolve no hospedeiro
mamifero suscetivel. As formas promastigotas extracelulares alongadas e flageladas
medindo entre 15-20 ym séo encontradas no inseto vetor, conforme ilustrado na
Figura 1.8. As duas formas fazem divisdo binaria e possuem uma Unica mitocéndria
modificada conhecida como Kinetoplasto (Brasil, 2017; OPAS, 2019; OMS, 2022;
Soares & Turco, 2003).
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Figura 1.8: Forma promastigota (acima) e amastigota (abaixo) de
Leishmania. Fonte: CLIOC/FIOCRUZ

Atualmente, sdo conhecidas cerca de 22 espécies do género Leishmania patogénicas
para humanos, especialmente as pertencentes aos subgéneros Leishmania e Viannia
(Brasil, 2017; OPAS, 2019; OMS,2022).

Os parasitos do género Leishmania sdo categorizados entre os subgéneros
Leishmania, Viannia e Sauroleishmania. Essa classificacdo foi feita por Lainson e
Shaw (1979), e varia conforme o desenvolvimento e colonizagcdo das diferentes
porcdes intestinais do flebotomineo (Bates, 2007; OPAS, 2019; Pimenta et al., 2018).
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As espécies de comportamento hipopilarico sdo aquelas que se alojam na regido
posterior do intestino do inseto e comumente infectam répteis. Previamente foram
classificadas com um subgénero de Leishmania, mas atualmente sdo conhecidas
como Sauroleishmania. Os parasitos de comportamento peripilarico pertencem ao
subgénero Viannia. Parasitos desse subgénero estabelecem uma infecgao inicial na
regido posterior do trato digestivo, na regido pilérica e intestino posterior do
flebotomineo, migrando posteriormente para as por¢cdes mais anteriores ao longo do
seu desenvolvimento. Espécies desse subgénero sdo encontradas apenas no Novo
Mundo. J& espécies com comportamento suprapilarico apresentam
desenvolvimento restrito ao intestino médio do flebotomineo, ou seja, regidao anterior
ao piloro (regibes abdominais e toracicas do intestino médio). Estas espécies de
Leishmania pertencem ao subgénero Leishmania e estao distribuidas no Novo Mundo
e no Velho Mundo. Os parasitos com comportamento peripilarico e suprapilarico tém
sido associados as infeccdes em mamiferos (Bates, 2007; Dostalova & Volf, 2012;
Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 2018; Sacks, 2001). Na figura 1.9 é possivel identificar
as regides mencionadas do intestino do flebotomineo.
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Figura 1.9: Modelo de intestino de um flebotomineo.

Imagem adaptada de (Pimenta, Freitas & Secundino, 2012).
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A infeccéo do inseto ocorre quando as fémeas se alimentam de sangue de mamiferos
contaminados, ingerindo macréfagos parasitados por formas amastigotas da
Leishmania. No intestino do vetor acontece o rompimento desses macrofagos e a
liberacdo dessas formas. A partir dai os parasitos reproduzem-se por divisdo binaria
e diferenciam-se rapidamente como promastigotas, as formas flageladas,
colonizando as regides do intestino médio do vetor. A primeira forma flagelada é
chamada procicilica e tem grande habilidade multiplicativa, que ocorre por divisdo
celular binaria (Bates, 2007; Dostalova & Volf, 2012; Kamhawi, 2006; Pimenta et al.,
2018). Com o avanco da digestdo sanguinea pelo flebotomineo, os parasitos
minimizam a replicagdo e se diferenciam em uma nova forma conhecida como
nectomonas, que possui um formato mais alongado e flagelo maior comparado com
a forma prociclica. As nectomonas se acumulam na extremidade anterior da matriz
peritréfica e conseguem escapar do bolo alimentar através da acdo de quitinases.
Isso ocorre entre 0 2° e 4° dia ap0s a ingestdo do sangue, com a migracao para a
regido anterior do intestino médio, onde as nectomonas ficam aderidas as
microvilosidades do epitélio intestinal através de seus flagelos. Em muitas espécies
de Leishmania, essa adesdo se da pela presenca de moléculas conjugadas do tipo
lipofosfoglicanos (LPG) (Bates, 2007; Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 2018). Esse
fosfoglicano parece ser determinante em relagdes parasito-vetor espécie-especificas,
como P. papatasi e L. major, ja que essa adeséo é controlada pela galectina do inseto
gue atua como receptor do LPG encontrado na superficie da Leishmania. No entanto,
em espécies permissivas de vetores, como L. longipapis, a auséncia do LPG nao
parece prejudicar o desenvolvimento de espécies ndo especificas do parasito (Bates,
2007; Pimenta et al., 2018). Na porcao anterior do intestino, por volta do 4° e 5° dia,
podemos encontrar outras formas promastigotas: as leptomonas (nectomonas curtas
com capacidade replicativa) e paramastigotas (formato arredondado) (Bates, 2007;
Dostalova & Volf, 2012; Sacks, 2001). Parte das promastigotas nectomonas e
leptomonas podem se ligar a superficie que envolve a valvula e se diferenciam em
promastigotas haptomonas (formas mais curtas e amplas) (Bates, 2007; Pimenta et
al., 2018; Sacks, 2001). Nesse momento ha também a producéo do gel secretado por
promastigotas leptomonas (promastigote secretory gel — PSG), gerando o bloqueio
19



dessa valvula e forcando o flebotomineo a regurgitar e liberar os parasitos durante a
préxima picada. O PSG é constituido de proteofosfoglicanos (PPGs) filamentosos que
formam uma rede tridimensional e gelatinosa, que bloqueia parte da regido anterior
do trato digestivo de flebotomineos infectados. Essa obstrucdo prejudica a
alimentacdo sanguinea, ja que forca a fémea a regurgitar o PSG antes que ela
complete seu repasto, depositando assim tanto o PSG quanto as formas infectivas na
pele do hospedeiro mamifero (Bates, 2007). Além disso, estudos observaram que a
valvula do estomodeu tem sua cuticula, composta por quitina, danificada pela
liberacdo de quitinases secretadas pelos parasitos, favorecendo sua regurgitacdo do
intestino médio por meio da acdo das bombas faringea e cibarial durante a
alimentacdo sanguinea (Bates, 2007; Rogers et al., 2008; Schlein, Jacobson, &
Messer, 1992). Por fim, a Leishmania muda para a forma infectiva, as promastigotas
metaciclicas, que sao inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado em uma segunda
alimentacdo sanguinea (Pimenta et al., 2018; Sacks et al.,2000). Vale mencionar que
0s parasitos ainda alteram o comportamento alimentar das fémeas, visto que quanto
maior quantidade de promastigotas metaciclicas, maiores sdo as chances dessas
fémeas buscarem hospedeiros mamiferos para realizar sua segunda alimentacéo
sanguinea. Tudo isso aumenta as tentativas sucessivas de picadas e disseminacéo
dos patégenos na pele do hospedeiro devido (Rogers & Bates, 2007; Pimenta et al.,
2018; Sacks, 2001) (Figura 1.10 e 1.11 - parte 1).
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Figura 1.10: Esquema do ciclo de vida de Leishmania sp. Imagem adaptada de
Pimenta et al., 2012.

Entretanto, os achados de Serafim e colaboradores (2018) identificaram mudancas
nesse ciclo que garantem a maior eficiéncia na disseminacdo dos parasitos. Os
autores verificaram que parte das promastigotas metaciclicas que néo sao
transmitidas durante a picada (em uma segunda alimentagdo) permanecem na porgao
anterior do intestino do flebotomineo e se “dediferenciam” em promastigostas
retroleptomonas, a espera de outros repastos sanguineos para se converterem em
formas metacicilicas, tudo isso acompanhado de crescimento populacional através
de replicagdo. Além disso, h&d também aumento das formas promastigotas
haptomonas, que ficam ancoradas na superficie do intestino médio anterior, proximo
a valvula do estomodeu (Figura 1.10). Nesse momento, hd um aumento expressivo
na producédo do PSG, otimizando o bloqueio dessa valvula e forcando o flebotomineo
aregurgitar e liberar mais parasitos durante a picada (Figura 1.11 — parte 2 pontilhada)
(Bates, 2018; Serafim et al., 2018).
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Figura 1.11: Esquema do antigo versus novo ciclo de L.infantum no intestino de
flebotomineos. O numero “1” representa o ciclo ja conhecido e a caixa com numero
“2” representa as contribuicbes de Serafim et al., 2018. Fonte: arquivo pessoal,
adaptada de (Bates, 2018)

Os parasitos precisam superar diferentes barreiras no seu desenvolvimento dentro do
vetor, entdo desenvolveram diferentes habilidades para manipular aspectos
fisiologicos e imunoldgicos do inseto (Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 2018). A
primeira delas € a suscetibilidade das formas amastigotas presentes no sangue do
hospedeiro as condi¢des fisico-quimicas do intestino do inseto. Como resposta, 0s
parasitos logo se adaptam a mudanca de temperatura e elevacédo do pH ao passar
para o intestino médio do flebotomineo, disparando sua modificagdo em
promastigotas prociclicas (Bates, 2007; Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 2018; Sacks
et al., 2000). As proximas barreiras sao lidar com a atividade das enzimas digestivas
(como tripsina, quimiotripsina, aminopeptidases, carboxipeptidases e glicosidades),
sendo cercados pela matriz peritréfica (MP) do inseto (Pimenta et al.,, 2018; Van

Bockstal et al., 2020). A matriz peritréfica é formada por microfilamentos de quitina
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associados a proteinas e proteoglicanas, e tem como principais funcdes a
compartimentalizacdo do sangue, permeabilizacdo de enzimas digestivas e protecao
do epitélio do intestino médio contra patégenos ingeridos (Lehane, 1997; Secundino,
et al., 2005). Os parasitos, entdo, contrapdem as atividades enzimaticas intestinais
pela secrecdo de fosfoglicanos de superficie, que os protegem de danos proteoliticos
e ainda permitem a sua replicacdo (Pimenta et al., 2018; Sacks et al., 2000). Além
disso, alguns estudos ja descreveram que esses protozoarios podem modular
atividades enzimaticas intestinais (Schlein & Romano, 1986; Borovsky & Schlein,
1987 revisados por Kamhawi 2006; Sacks & Kamhawi, 2001). Em seguida, para nao
serem eliminados junto com as fezes do flebotomineo, precisam escapar da MP, o
gue é mediado por quitinases secretadas pelos proprios parasitos, mas também se
favorecendo da prépria quitinase intestinal do inseto (Bates, 2007; Pimenta et al.,
2018). Depois de finalizada a digestdo do sangue, 0s parasitos migram para a regiao
préxima a valvula estomodeal, seguindo-se a diferenciacdo em formas metaciclicas,
gue sdo a forma infectante capaz de ser injetada e infectar o hospedeiro vertebrado
no momento da picada (Kamhawi, 2006; Pimenta et al., 2018; Van Bockstal et al.,
2020).

Para sobreviver ao processo digestorio do inseto, vemos que 0s parasitos precisam
passar por diferentes estagios de promastigotas, enquanto migram para diferentes
porcdes do intestino. Sabe-se que Leishmania sofre amplificacéo clonal assexuada,
mas durante esse processo pode haver troca genética, resultando na geracao de
hibridos. E possivel que esses hibridos sofram modificaces que resultardo em maior
aptiddo de sua progénie, permitindo, por exemplo, a obtencdo de caracteristicas

combinadas (resisténcia) (Van Bockstal et al., 2020).

Durante a picada os parasitos sdo regurgitados junto com a saliva e o PSG dos
flebotomineos. A salival contém diversos componentes com atividade hemostéatica no
hospedeiro vertebrado, tais como vasodilatadores, inibidores de agregacao
plaquetéria, anti-coagulantes, imunossupressores, entre outros. Ja& o PSG € um
importante fator de viruléncia do parasito que, combinado com a saliva do inseto,

aumentam significativamente as infeccbes quando entregue na pele do hospedeiro e
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aumentam a quantidade de formas metaciclicas liberadas (Bates, 2007; Pimenta et
al. 2018; Soares and Turco 2003; Rogers et al., 2004).

Os componentes salivares tém grande importancia na transmissdo dos patégenos
por insetos vetores. Estudos de componentes da saliva de L. longipalpis ja mostraram
sua capacidade em aumentar o tamanho de lesées em camundongos ou humanos,
além de modular citocinas e estimular o recrutamento de macréfagos para o local da
picada (De Souza et al., 2017; Sacks, 2001; Soares et al., 1998; Warburg et al., 1994).
Esses efeitos sdo atribuidos principalmente as apirases e ao maxadilan. Apirase é
uma enzima com atividade inibidora de agregacéao plaquetaria, encontrada em ambos
0S géneros, Phlebotomus e Lutzomyia. JA& o maxadilan € um peptideo de 63
aminoacidos com grande capacidade de modulagdo da resposta imune, presente na
saliva de L. longipalpis (Pimenta et al., 2018; Soares & Turco, 2003).

No hospedeiro vertebrado, as formas metaciclicas do parasito, que sao regurgitadas
pelo inseto durante a picada, sdo fagocitadas por células do sistema mononuclear
fagocitario. Dentro dos macrofagos, diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se
até o rompimento da célula. Assim, ocorre a liberacdo dessas formas, que vao se

disseminar para outros tecidos (Pimenta et al., 2018; Soares & Turco, 2003).

1.4. Compostos anti-Leishmania

No Brasil, desde a década de 40 os derivados de antiménio pentavalente (Sb*°) e
suas formulacdes (Stibogluconato de sddio e o antimoniato-N-metil glucamina) vém
sendo a primeira escolha de farmacos usados no tratamento das leishmanioses.
Essas drogas tém como mecanismo a inibicdo da atividade glicolitica e da via

oxidativa de acidos graxos das formas amastigotas (Brasil, 2014, 2017; OPAS, 2019).

No entanto, os antimoniais apresentam importantes efeitos colaterais, que precisam
ser considerados na escolha terapéutica. O antimoniato-N-metil glucamina exibe
efeitos adversos decorrentes de sua acdo sobre o aparelho cardiovascular. O

paciente pode apresentar também anorexia, nauseas, vomitos, dor abdominal,
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insbnia, nervosismo, edema, aumento da diurese devido a auséncia da habilidade de
concentracdo urinaria, insuficiéncia renal aguda (IRA), entre outros (Brasil 2014,
2017; OPAS, 2019). Assim sendo, sao contraindicados para pessoas que utilizam
betabloqueadores, drogas antiarritmicas e gestantes, pois podem atravessar a
barreira transplacentaria e levar o feto a desenvolver sindromes severas de atraso
mental (Brasil 2014, 2017; OPAS, 2019).

Como opgao de tratamentos, recomenda-se o uso de anfotericina B e suas
formulacdes (lipossomal e dispersdo coloidal), pentamidinas (sulfato e mesilato),
azitromicina, paromicina e miltefosina (Brasil 2014, 2017; Mansueto et al., 2014;
OPAS 2019; Torres-Guerrero et al., 2018).

A anfotericina B é um poliénico com acdo antifUngica e antibidtica isolado de
Streptomyces nodosus, usada particularmente para a tratamento da LV, atuando nas
formas promastigotas e amastigotas de Leishmania, in vitro e in vivo. Seu mecanismo
de acdo ocorre pela ligacdo preferencial com ésteres (ergosterol ou episterol)
presentes na membrana plasmatica do parasito (Brasil, 2011, 2014; Tiwari et al.,
2018). No entanto, a anfotericina B ndo é indicada para cardiopatas, hepatopatas e
nefropatas (Brasil, 2014, 2017; OPAS, 2019).

A pentamidina € um anel aromatico diamidinico com atividade antifingica e anti-
tripanossomatideos (Pépin & Milord, 1994). Apresenta efeitos adversos como: dor,
nauseas, vomitos, tontura, cefaléia, hipotensdo, hipo/hiperglicemia, entre outros
(Brasil 2014, 2017; OPAS, 2019). E contraindicada para gestantes, diabéticos,
pacientes com insuficiéncia renal ou hepética, doencas cardiacas e em criancas com
peso inferior a 8 kg (Brasil 2014, 2017; Mansueto et al, 2014).

Além das questdes relacionadas a escolha terapéutica, tem sido crescente 0 nimero
das linhagens de Leishmania resistentes a essas drogas tradicionais, aumentando a
necessidade de prospeccao de novos farmacos (Andrade-Neto et al., 2018; Mansueto
et al., 2014; Tiuman et al., 2011; Tiwari et al., 2018).
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Nesse sentido, estudos com quimioterapicos alternativos vém sendo publicados,
especialmente aqueles com descricdo de drogas de origem vegetal, ou sintéticas de
estrutura analoga as naturais (Gervazoni et al., 2020; Marques et al., 2013; Tiuman
et al., 2011; Tiwari et al., 2018). Esses compostos ainda apresentam a vantagem de

serem mais amigaveis ao meio ambiente.

Fitoconstituintes das classes das lignanas, chalconas, flavonoides, saponinas,
guinonas, alcaldides, taninos, terpendides e oxilipinas e outros metabdlitos
secundérios de plantas (MSPs) tém apresentadas atividades anti-Leishmania
(Gervazoni et al., 2020; Sen & Chatterjee, 2011; Tiwari et al., 2018).

Por exemplo, as quinonas e seus derivados possuem atividade antimicrobiana, anti-
tripanossomatideos, antiviral e antitumoral devido a producéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), como superédxido (O2), hidroxila (OH") e peroxido de hidrogénio
(H202), além de induzir a apoptose celular por inibicdo de topoisomerases (Sen &
Chatterjee, 2011; M. N. da Silva, Ferreira, & Souza, 2003; Sousa, Lopes, & De
Andrade, 2016). Ja as pterocarpanas, pertencentes ao grupo dos isoflavonoides, sédo
agentes defensivos das plantas contra infec¢des fungicas e outros micro patégenos,
radiacao UV e altas concentracdes de sais metdlicos (Drijfhout & Morgan, 2010; Netto
et al., 2010; Selvam, et al., 2017).

Buscando, entéo, otimizar esses efeitos anti-parasitarios de fitoconstituintes, alguns
grupos vém desenvolvendo compostos  sintéticos  conhecidos como
pterocarpanoquinonas, hibridos de quinonas e pterocarpanas (Buarque et al., 2011,
Cunha-junior et al., 2016; A. J. M. da Silva et al., 2009; Faibes et al., 2018; Luiz et al.,
2015; Ribeiro et al., 2013; Vasconcelos et al., 2014) ou alterando a estrutura de
compostos nitrogenados como hidroxietilamina e seus derivados (Cunico, Gomes,
Facchinetti, et al., 2009; Quinn & Keough, 2002; Vasconcelos et al., 2014).

Essas drogas, sejam de origem natural ou sintética, mostram bons resultados anti-
Leishmania em cultura ou no controle da infeccdo em modelo animal (Cunha-junior et
al., 2016; da Cunha-Janior et al., 2011; Ribeiro et al., 2013), mas pouco se sabe sobre
0s possiveis efeitos dessas drogas na fisiologia do vetor ou sobre a estabilidade da

atividade antiparasitaria sobre as formas da Leishmania dentro do intestino do inseto.
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N&o podemos afirmar se efeitos anti-promastigotas causados por essas drogas em
cultura persistem ou séo otimizados dentro do intestino do inseto, por exemplo. Além
disso, pensando em estratégias de controle vetorial, € necessério investigar se essas
drogas afetariam também a fisiologia do inseto, pois se apresentarem efeitos
deletérios ao inseto poderia influenciar também o desenvolvimento dos parasitos e a

capacidade de disseminacéo dos patdégenos pelo vetor.

1.4.1. Compostos anti-Leishmania e relacdo com flebotomineos

Schlein e colaboradores vém estudando aspectos da relagcdo Leishmania-
flebotomineo e desenvolveram o conceito de iscas agucaradas atrativas (attractive
toxic sugar baits - ATSBs), sabendo da importancia da dieta agucarada para os
flebotomineos (Diarra et al., 2021; Junnila, Mller, & Schlein, 2011; Gunter C. Muller
et al., 2008; Gunter C. Miller & Schlein, 2011; Qualls et al., 2015; Schlein,Y. and
Jacobson, 1994). Nesses trabalhos, os autores avaliaram as fontes vegetais
preferenciais de acuUcar, provaveis abrigos de flebotomineos, dentre outros fatores
relacionados a biologia do vetor, testando diferentes tipos de ATSBs contendo

compostos inseticidas para controle da alta densidade de P. papatasi.

No trabalho (Schlein & Jacobson, 1994) verificou-se que P. papatasi alimentados com
determinadas espécies vegetais (Ricinus communis, Capparis spinosa e Solanum
luteum) tiveram aumento na taxa de mortalidade e deformacdo dos parasitos apos
infeccdo. Em outras palavras, componentes vegetais demonstraram acao

antiparasitaria no inseto.

Unindo esses conceitos, iscas agcucaradas e compostos com atividade antiparasitaria
sobre promastigotas, estariamos diante de uma ATSB que atuasse no bloqueio ou
reducdo do desenvolvimento da Leishmania ainda no vetor, afetando sua
competéncia (o fator 8 da equacédo de capacidade vetorial) e sua capacidade vetorial

(definicbes a seguir).
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Estudos realizados pelo nosso grupo mostraram que metabolitos secundarios
(glicosideos e seus aglicones) afetaram tanto a longevidade de L. longipalpis como
também apresentaram efeitos anti-Leishmania in vitro e na infec¢ao do flebotomineo
(Ferreira et al., 2018). Reforgcando, assim, a necessidade de avaliar o efeito de drogas
antiparasitarias ndo apenas na infeccdo, mas também nos aspectos fisiolégicos do

vetor.

1.5. Capacidade Vetorial

O controle do flebotomineo vetor € uma das principais estratégias para reducdo do
namero de casos de leishmanioses, porém apresenta grande complexidade, ja que
as diferentes espécies de flebotomineos exibem caracteristicas proprias. O
conhecimento de fatores como preferéncia alimentar, habitats, dispersdo e
comportamento € essencial para compreender a epidemiologia da doenca e melhor
delinear intervencdes (Killick-Kendrick, 1999; Maia-elkhoury et al., 2018; OPAS,
2019). Um exemplo de limitacdo é a pouca informacao sobre criadouros larvais, o que

direciona as estratégias de controle para as formas adultas (Killick-Kendrick, 1999).

Nas leishmanioses, assim como em outras doencas de transmissdo vetorial, 0s
patégenos precisam de um tempo para se desenvolver e replicar dentro do inseto
vetor. Esse periodo € chamado de periodo de incubacao extrinseco (PIE) (Resh &
Cardé, 2009).

Como descrito no item 1.3, parasitos do género Leishmania precisam de alguns dias
para se desenvolver no intestino de flebotomineos. Esse periodo pode variar de 4 a
17 dias, de acordo com a espécie do parasito e temperatura do ambiente
(Munstermann, 2019).

Aléem disso, flebotomineos precisam completar cerca de 8 dias de idade para poder
realizar uma segunda alimentacdo sanguinea, dessa forma transmitindo as formas
metaciclicas de Leishmania (Kamhawi, 2006). O PIE e a longevidade séo aspectos
considerados no modelo matematico que mensura a capacidade vetorial (Resh and
Carde, 2009).
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A equacdo abaixo foi descrita para mosquitos por Ross (1911) e posteriormente
adaptada por MacDonald (1957) e Smith e MacKenzie (2004), mas pode contemplar
outros insetos vetores (Takken & Koenraadt, 2013).

Sendo C a capacidade vetorial, 8 a competéncia vetorial (capacidade inerente de um
vetor de transmitir determinado patégeno), m a densidade da populagéo de vetores,
a a taxa diaria de picadas, n o periodo de incubacao extrinseca do patdgeno e p a
sobrevivéncia diaria. Sendo essa equagdo uma razdo com alguns fatores
exponenciais, qualquer alteracdo em uma das variaveis pode afetar muito a
capacidade vetorial geral, e modificaria significativamente a dinAmica de transmissao
da doenca (Takken & Koenraadt, 2013). E valido mencionar que componentes
fisioldgicos, comportamentais e genéticos do vetor e do patégeno, assim como fatores
ambientais (ex.: temperatura) também podem influenciar na capacidade geral
(Takken & Koenraadt, 2013).

1.5.1. Técnicas para determinacédo de idade de flebotomineos

Verificando os aspectos que compdem a capacidade vetorial, pode-se dizer que o
conhecimento da longevidade do vetor, por exemplo, é uma informacédo fundamental
para avaliar o impacto de estratégias de controle, seja com uso de inseticidas
guimicos ou com compostos de origem natural (Fraser et al., 2021; Lehane, 1985).
De posse dessa informacdo, € possivel preencher mais um dado da equacao da
previamente descrita, na qual o “p”, que corresponde a taxa de sobrevivéncia do vetor.
Vale dizer que esse termo esta no numerador e denominador dessa expressao, tendo

um peso ainda maior na capacidade vetorial como um todo.

As metodologias classicas de estimativa de idade em insetos sdo muito voltadas para

analises de mudancas morfologicas, como avaliacdo de crescimento cuticular,
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desenvolvimento de ovarios (estado pré ou pos-oviposicdo) e quantificacdo de
pteridinas (Detinova, 1962; Amendt, Bugelli, & Bernhardt, 2021; Lehane, 1985; Vogt
& Walker, 1987). Técnicas que costumam ser laboriosas, demandam tempo e podem

Ser pouco precisas.

Uma alternativa para avaliar a longevidade de insetos é a analise de hidrocarbonetos
cuticulares (HC), que requer etapas de extracdo, cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (CG-EM) (Gibbs, 1995). Essa técnica se fundamenta na
existéncia de padrées moleculares na composicdo de HC e dos diferentes modos
vibracionais observados em espectros em diferentes espécies de insetos (Depickeére,
Ravelo-Garcia, & Lardeux, 2020).

Mais recentemente, a determinacao de idade de insetos, especialmente de mosquitos
do género Aedes e Anopheles, mostrou resultados promissores usando a
espectroscopia na regido do infravermelho proximo (NIRS) (Mayagaya et al., 2009;
Reeves et al., 2010; Sikulu et al., 2010) ou através de técnicas moleculares baseadas
na expressao de genes idade-dependentes (Caragata et al., 2011; P. E. Cook et al.,
2006; Hugo et al., 2010).

Entretanto, para estimativa de idade de flebotomineos, pouco se descreveu na
literatura além das técnicas classicas (Amendt et al., 2021; Lehane, 1985; Vogt &
Walker, 1987), mostrando uma lacuna no conhecimento da biologia desse inseto

vetor.

O uso da espectroscopia do infravermelho préximo (NIRS) tem sido uma alternativa
viavel com alta precisdo, rapidez, eficiéncia e menor custo para estimar a idade de
insetos de diferentes ordens (Aw et al., 2012; Lambert et al., 2018; Milali et al., 2019;
Reeves et al., 2010; Sikulu et al., 2010).

Ja a avaliacdo de expressédo de genes idade-dependentes foi iniciada com estudos
em Drosophila melanogaster (Cook et al., 2006), possibilitando a avaliacdo dessa

técnica em outros insetos, incluindo vetores.

No presente estudo avaliamos como a adicdo de drogas antiparasitarias a dieta de
flebotomineos podem afetar a fisiologia e a infec¢éo do vetor e trabalhamos também

no desenvolvimento de marcadores de idade de flebotomineos. Esses achados vao
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ampliar o conhecimento da biologia do vetor e podem ser a base para elaboracéao de

estratégias de controle vetorial.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar diferentes parametros fisiol6gicos relacionados a capacidade vetorial de
Lutzomyia longipalpis, estudando o efeito de compostos anti-Leishmania em iscas
acucaradas e desenvolvendo metodologias para determinacdo de idade de

flebotomineos.

2.2. Objetivos Especificos

Testar o efeito de iscas acucaradas contendo compostos anti-Leishmania de

referéncia ou sintéticos sobre a fisiologia de L. longipalpis.

- Avaliar possiveis efeitos atrativos ou repulsivos de compostos sobre adultos de L.
longipalpis

— Verificar a influéncia dessas substancias na ingestdo e preferéncia alimentar de

flebotomineos quando adicionadas a dieta agucarada.

- Analisar as implicacdes dos compostos sobre a longevidade de flebotomineos,

alimentacao sanguinea e oviposicdo de fémeas.

- Testar a influéncia das substancias mais promissoras sobre a infecgdo de L.

longipalpis com L. amazonensis.

Desenvolver marcadores idade dependentes em flebotomineos utilizando técnicas de

biologia molecular e espectroscopia de infravermelho.

- Estudar o padrao de expressdo em L. longipalpis de genes idade-dependentes ja

descritos em outros dipteros como Aedes e Drosophila;
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- Desenvolver um modelo de estimativa de idade com uso de espectroscopia de

infravermelho em adultos de L. longipalpis.

- Validacédo das metodologias de estimativa de idade (moleculares e infravermelho)
em populaces de laboratério submetidas a diferentes regimes de alimentacdo e

condig0es fisiologicas.
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3. METODOLOGIA E RESULTADOS

Esta tese € composta por quatro artigos cientificos. O primeiro em formato de artigo
ja publicado, o segundo submetido, e o terceiro e o quarto em fase de fechamento de

resultados e redagéo para publicagéo.

O artigo 1 (capitulo 1) traz os resultados de efeito dos compostos anti-Leishmania,
em solucdo agucarada, quanto a atratividade/repulsdo, ingestdo e preferéncia
alimentar de flebotomineos. Nesse artigo sdo apresentados os resultados das dez

drogas testadas, além do solvente.

O trabalho 2 (capitulo 2) apresenta os resultados de estimativa de idade de
flebotomineos da espécie L. longipalpis usando espectroscopia na regido do
infravermelho proximo. Além da idade, o artigo traz também a classificacdo de insetos
copulados ou nédo, de fémeas que passaram por seu primeiro ciclo gonotréfico,

alimentadas com acucar e sangue, ou alimentadas apenas com solucao acgucarada.

O trabalho 3 (capitulo 3) traz os resultados dos compostos anti-Leishmania que
passaram para a segunda fase do estudo. Ou seja, aqueles que demonstraram
resultados mais promissores no trabalho 1 e foram testados em ensaio de
longevidade, efeito inibidor de alimentagcéo sanguinea e oviposicao e, por fim, em sua
influéncia na infec¢do de L. longipalpis com Leishmania spp.

O trabalho 4 (capitulo 4) apresenta os dados de padronizacdo e variacdo de

expressdo de genes marcadores de idade de L. longipalpis.
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3.1. CAPITULO 1

Artigo Publicado

Effects of anti-Leishmania compounds in the behavior of the sand fly vector Lutzomyia

longipalpis

Taina Neves Ferreira, Reginaldo Pecanha Brazil, Mary Ann McDowell, Edézio Ferreira
Cunha-Junior, Paulo Roberto Ribeiro Costa, Chaquip Daher Netto, Eduardo Caio
Torres Santos, Fernando Ariel Genta
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Abstract

BACKGROUND: Leishmaniasis is an infectious parasitic disease caused by pathogens of the genus Leishmania transmitted
through the bite of adult female sand flies. To reduce case numbers, it is necessary to combine different control approaches,
especially those aimed at the sand fly vectors. Innovative forms of control with the use of attractive sugar baits explored the
fact that adult sand flies need to feed on sugars of plant origin. Leishmania parasites develop in the gut of sand flies, interacting
with the sugars in the diet of adults. Recent studies have shown that sugar baits containing plant-derived compounds can
reduce sand fly survival, the number of parasites per gut, and the percentage of infected sand flies. Several synthetic com-
pounds produced from naphthoquinones and pterocarpans have anti-parasitic activity on Leish, i is and/or
Leishmania infantum in cell culture. This work aimed to assess the inclusion of these compounds in sugar baits for blocking
transmission, targeting the development of the Leishmania parasite inside the sand fly vector.

RESULTS: We evaluated the attractant or repellent properties of these compounds, as well as of the reference compound N,N'-
diethyl-m-toluamide (DEET), in sugar baits. We also observed changes in feeding preference caused by these compounds, look-
ing for anti-feeding or stimulation of ingestion. Pterocarpanquinone L4 and pentamidine showed attractant and repellent
properties, respectively.

CONCLUSION: Based on the effects in feeding preference and intake volume, pterocarpanquinone L6, and the pyrazole-derived
compound P8 were chosen as the most promising compounds for the future develop t of anti-Leish ia sugar baits.
© 2022 The Authors. Pest Management Science published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of Society of Chemical Industry.
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1 INTRODUCTION

Leishmaniasis is a vector-borne disease caused by Leishmania
protozoans. These diseases are transmitted through the bite of
hematophagous adult female sand flies, especially the genera Lut-
zomyia and Phlebotomus, which are endemic in more than
90 countries. Most of these countries have a low level of social-
economic development.' The disease manifests as three main
types: cutaneous, mucocutaneous, and visceral leishmaniasis. Vis-
ceral leishmaniasis (VL), the most severe type of the disease, is
mainly found in tropical and subtropical areas. In the Americas,
VL is endemic in 12 countries and Brazil represents 96% of
reported cases between 2001 and 2017. In the Americas, the
main vector of Leishmania infantum, the causative agent of VL, is
the sand fly species Lutzomyia longipalpis.*

Since it was developed in the 20™ century, trivalent or pentava-
lent antimonials are used as the first-line treatment of leishmani-
asis. Second-line anti-leishmanial drugs are amphotericin B and
liposomal amphotericin B. Other medications such as pentami-
dine, azithromycin, and miltefosine are used in specific cases,
such as infected young children and women during preg-
nan cy."5"7

Amphotericin B is a polyene anti-fungal and anti-biotic metabo-
lite isolated from Streptomyces nodosus, and it is widely used as an
alternative drug particularly for visceral leishmaniasis.®® Pentami-
dine (P9) has been used in the treatment of leishmaniasis for
decades. It also has trypanocidal activity, being used for the treat-
ment of Chagas disease, and has anti-fungal activity too. This drug
structure presents an aromatic ring diamidine and it is soluble in
water.'%"!

However, some of the medications used against Leishmaniasis
(e.g. pentavalent antimonials) are difficult to administer and
exhibit toxicity, which includes the common adverse effects of
anorexia, nausea, vomiting, gastric fullness, abdominal pain,
among others.””” Moreover, the record of parasite strains resistant
to these traditional medications is growing, making the scenario
even more worrisome.”*'?

Leishmania spp. have developed different mechanisms to deal
with intracellular activation, accumulation, and target inhibition
of antimonials. One of the main strategies of resistance occurs
by limiting drug concentrations in the parasite, mainly by reduc-
ing absorption orincreasing drug efflux/sequestration.'® Parasites
have shown pentamidine resistance by reduced accumulation in
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the mitochondria and also effluxes through an ABC transporter
(pentamidine resistance protein 1 - PRP1). Species resistant to
amphotericin B have an impediment to the drug's binding with
ergosterol present in the parasite's membrane.”

Given these issues, there is a necessity for the development of
new drug alternatives. In recent years, advances in chemotherapy
have been made, mainly with the discovery of new compounds
from plant extracts and the development of synthetic and semi-
synthetic substances.”'*'*'* Plants produce primary metabolites
(PPMs) and also specialized metabolites (PSM). PPMs are essential
for the central processes of growth and development such as car-
bohydrates, lipids, proteins, and chlorophyll.

PSMs, also called natural products, have functions that like to
repel animals' herbivory and destructive pathogens, among many
others. Other examples are to deter predators after contact and
cause deleterious post-ingestive effects. They may also constitute
defenses against abiotic stresses like extreme temperatures,
water deficit, ulraviolet (UV) exposure, and mineral nutrient defi-
ciency.'®?® PSMs responsible for herbivory containment show
three basic strategies: compounds can be toxic, antidigestive,
and antinutritive."” In addition, some PSMs may be attractive for
animal pollinators and seed dispersals. There is a huge diversity
of PSMs, some examples are alkaloids, quinones, terpenoids,
amines, cyanogenic glucosides, glucosinolates, non-protein
amino acids, organic acids, phenolics, polyacetylenes, and pep-
tides, that do not have an equal distribution among all plants.'®2°

The concept of the impact of plant compounds in the develop-
ment of the Leishmania parasite in the sand fly vector was initially
postulated by Schlein and Jacobson®'?? and the impact of plants
in the biology of sand flies was explored in several works starting
in the 1990s.2°7° Interestingly, several phytoconstituents and
other specialized metabolites obtained from plants have been
shown to have an effective anti-leishmanial activity including lig-
nans, chalcones, flavonoids, saponins, quinones, alkaloids, tan-
nins, terpenoids, and oxylipins.”'%27:28

Quinones are organic polycyclic aromatic compounds generally
colored and semi-volatile. These substances have two carbonyl
groups in positions 1,2 (ortho), or 1,4 (para), in one of their aro-
maticrings. The classification of these compounds as naphthoqui-
nones, benzoquinones, phenantraquinones, or anthraquinones
depends on the presence of hydroxyl radicals (Fig. 1(A-C)) or
the addition of new aromatic rings.'®*®*' In plants having

()]
Y
Q
NH
B
N
(N
N
H
X

Figure 1. General structures of some plant specialized metabolites. Tabebuia impetiginosa specialized metabolites: 1,2-benzoquinone (A),
1,4-benzoquinone (B), and lapachol (C). Pterocarpan (D), pterocarpanquinone — compound L4 (E), pyrazole (F), and pyrazole derived compound
(1,2-diazole and 1-(4-X-phenyl)-NO-[(4-Y-phenyl)methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazides) (G). The figure was adapted from Kigikgizel and

Senkardes.?®
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anti-oxidant properties, these molecules are a constituent of the
electron-transport system, protecting cells from free-radical dam-
age.'®*" Quinones present microbicidal, trypanosomicidal, viru-
cidal, and anti-tumor properties induced by the production of
reactive species from oxygen superoxide (O~,), hydroxyl (OH"),
and hydrogen peroxide (H,0,). Furthermore, this compound
can induce cellular apoptosis by inhibiting the topoisomerase
complex.’*' Another naphthoquinone, diospyrin (from Dios-
pyros montana Roxb. (Ebenaceae)), also exhibits anti-leishmanial
activity via free radical generation and inhibition of DNA
topoisomerase 1.2

Flavonoids and their derivatives are mainly found in the Faba-
ceae family. Their general chemical structure has 15 carbon atoms
containing two benzene rings connected with a heterocyclic car-
bon ring (Fig. 1(D))."® They are present in a variety of plant types,
with some structural differences, but the main classes are the fla-
vones (e.g. apigenin) and flavonols (e.g. quercetin).'®

Pterocarpans are a constituent of the isoflavonoids group and
are categorized as phytoalexins. Phytoalexins are plants defensive
agents, synthesized by plants against stress factors such as fungal
infections and other micro pathogens, UV radiation, and high con-
centrations of metal salts.*>>* Some research groups have pro-
duced several synthetic compounds (Fig. 1(E)) by hybridizing
quinones and pterocarpans, to improve their anti-parasitic prop-
erties.>* !

Other molecules with important pharmacologic effects are the
pyrazoles. Their structures contain a heterocyclic ring with two
nitrogen atoms and two unsaturated bonds (Fig. 1(F,G)). Since
the first synthesis of the pyrazole derivative compound, several
applications have been described including, anti-inflammatory,
analgesic, anti-cancer, anti-hypertensive, anti-microbial, anti-viral,
anti-malarial and anti-leishmanial activities.?*?

Hydroxyethylamine derivatives have an anti-viral action, work-
ing as an HIV protease inhibitor and also an anti-malarial action.
These applications stimulated the interest in the production of
the hydroxyethyl piperazine, a synthetic analog of anti-viral prote-
ase inhibitors.*>** These studies also reported the discovery of the
anti-leishmanial activity of this compound.*'

Parasites of the genus Leishmania are heteroxenic, exhibiting
two morphological forms in their life cycle. The intracellular amas-
tigote form develops in the vertebrate host and the promastigote
flagellate develops inside the gut of sand fly vectors.****

It is necessary to investigate Leishmania interactions with its
hosts and vectors, and not only with isolated parasites in culture.
For example, when talking about studies of the influence of para-
sites resistance, the development in the vector and vectorial
capacity has been unnoticed.”? It is in the gut of sandflies that
Leishmania parasites need to overcome vector defense barriers,
transform into different phases and amplify. This amplification
process occurs by cell division and during there may be material
exchange and generation of hybrids progeny. This hybridization
may improve the fitness of parasite descendants, allowing the
development of new characteristics (resistance) and increasing
the numbers of infective sand fly vectors."> All this makes the
vector-Leishmania interaction even more complex, and a better
comprehension of the vector is a key factor to control the disease.

Adult sand flies of both sexes feed routinely in sugar sources as
nectar, honeydew, or fruit juices, and only females require a blood
meal from a vertebrate host for egg development.*®“’ In labora-
tory or field conditions, sand fly sugar meals are mimicked artifi-
cially using sugar baits (e.g. cotton embedded in a sugar
solution). Importantly, it has been shown that the ingestion of

sugar by the sand fly is an important stimulus for the proper
development of the Leishmania parasite.*®

Attractive toxic sugar baits containing insecticides or com-
pounds anti-pathogens have been proposed for the control of
sand flies and other dipterans in laboratory assays and the field
in the last decades.?>234%-5¢

Recently, our group described that feeding Lutzomyia longipal-
pis females with a mixture of sugar and mandelonitrile (a PSM)
before an infected blood meal, led to a reduction in the preva-
lence of females with Leishmania mexicana parasites in the gut
and a reduction of the number of parasites per insect in those
infected. These results demonstrated that mandelonitrile has an
anti-leishmanial effect inside the gut of the vector.”’

The use of sugar baits for blocking the infection of the vector
has been a promising strategy for the control of Leishmaniasis,
potentially reducing the use of insecticides in the field and the
development of insecticide resistance in sand fly populations.
However, more studies are necessary to develop this approach,
especially the search for more effective anti-parasitic compounds
with no detrimental side effects for the vector, such as low palat-
ability or repellence properties.

In this work, we tested the effect of different anti-Leishmania
compounds in some aspects of the dietary physiology of Lutzomyia
longipalpis, aiming for their future use in sugar baits for blocking
the infection of the parasite in the vector. Amphotericin B, pentam-
idine, and several synthetic drugs, analogous to natural com-
pounds, were screened and the most promising candidates were
chosen based on their effects on the feeding behavior of sand fly
adults. We describe in this report three lead compounds, L6, P8,
and P10, with preference and stimulatory feeding properties for
adult sand flies and identified compounds with repellent and
anti-feeding actions that may be beneficial for other types of inter-
ventions targeting directly the insect vector.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Chemicals

Sugary solutions were prepared with food grade sugar (sucrose),
and the other substances tested were designed and synthesized
in the Laboratory of Bioorganic Chemistry at the Nucleo de Pes-
quisas de Produtos Naturais, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Brazil.*° Table 1 summarizes the properties and concen-
trations of the compounds used in the experiments. Additionally,
N,N-diethyl-m-toluamide (DEET) (Cat. No. D100951; Sigma/Merck,
Saint Louis, MO, United States) and a commercial repellent (OFF®
Refresh; SC Johnson Company, Rio de Janeiro, Brazil) containing
15% (v/v) of DEET were used in repellence experiments. Unless
stated, sugar solutions consist of 70% (w/v) food-grade sucrose.

2.2 Insects

All experiments were performed using Lutzomyia longipalpis sand
flies (from Jacobina, Bahia, Brazil) reared in laboratory conditions.
Insects were kept under standard laboratory conditions [temper-
ature of 26 °C (+2 °C) and relative humidity of > 80%]. The eggs
and larvae were kept in small plastic pots with a layer of plaster
on the bottom and the adults, after the emergence from the
pupae, were kept in cubic tissue cages with approximately
25 cm on each side.*’”*® For routine rearing, adult sand flies were
fed with 70% (w/v) autoclaved sucrose solution on cotton wool.
For blood-feeding and oviposition, females were fed on golden
hamsters (Mesocricetus auratus) anesthetized with xylazine
(10 mg kg™") plus ketamine (200 mg kg™").
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Table 1. Properties and expenmental conditions forantl Leishmania compounds used in this work. The half maximal inhibitory concentration (ICsq)
values (respectively for Leishmania infantum or Leish ) were described previously, or are unpublished data from our group.
Compound volume 1: volume (in pL) of a 10 mmol L™' solution of the compound in dimethyl sulfoxnde (DMSO) added to 1 mL of sugar solution,
in repulsnon/attractlveness experiments (total volume used in each experi 2 mL). G | 2:volume (in pL) of a1 mmol L™ solution
of the compound in DMSO added to 1 mL of sugar solution, in preference and intake expenments (total volume used in each experiment 100 pL)
ICs Leishmania
infantum/ Volume (10 mmol Volume (1 mmol
Classification/ Leishmania L")/sugar solution L“)/sugar
Compound function Structure amazonensis (pL mL™) solution (uL mL™)
L1 Pterocarpanquinone [e) 2.2 pmol L™'/— 22 220
O=—
QL
r
(0]
L2 Pterocarpanquinone (e} 1.4 pmol L™'/— 14 14.0
|
O
()~
| \
O
L3 Pterocarpanquinone 0. 1.0 pmol [l 1.0 10.0
OOW;
0
(6]
L4 Pterocarpanquinone 0 4.08 pmol L Y— 4.1 410
984
L5 Pterocarpanquinone (0] —/2.8 pmol L 28 28.0
CLC
L O CO,CH;
L6 Pterocarpanquinone (0] —/1.98 pmol L 20 20.0
(0]
N
g4
g
L7 Pterocarpanquinone 1.7 pmol L™ /— 24 17.0
2.3 Attractiveness/repulsive effects assays emerged from pupae (0-1 day) were placed in small cubic cages

This procedure was conducted as described in Ferreira et al.’’  with 13 cm on each side. Flies were fed ad libitum with sugar solu-
Briefly, 50 adult sand flies (25 males and 25 females) newly  tion in a piece of cotton for 1 to 2 days, and on the third day, the
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Table 1. Continued
ICs Leishmania
infantum/ Volume (10 mmol Volume (1 mmol
Classification/ Leishmania L 1)/sugar solution L")/sugar
Compound function Structure amazonensis (pL mL‘1) solution (uL mL“)
P8 Pyrazole derived (\N —/ 1.8 pmol L™ 18 18.0
BocHN\/\/ OMe
Ph/

P9 Pentamidine - SN 5.7 ymol L~'/— 57 57.0

diamidine HoN | _ NH,

aromatic ring
P10 Amphotericin —/2.2 pmol L™ 22 220

B - polyene
DMSO Solvent 0 —/— 6.0 57.0

S
H3C/ \CH3

cotton was removed. On the fourth day, 20 males and 20 females
were separately placed in different acrylic cages. Acrylic cage
dimensions were: height, 25.5 cm; width, 25.5 cm; length, 70 cm.
The cage had an internal wall with holes for the passage of insects
and was separated into two compartments with a length of 24 cm
and 46 cm. The larger side contained a piece of cotton soaked in
2 mL of a 70% (w/v) sucrose solution (control) or sucrose mixed
with an experimental compound. The compound concentrations
used were ten times the half maximal inhibitory concentration
(ICs0) previously reported from in vitro assays with Leishmania
amazonensis or Leishmania infantum (see Table 1). Experimental
compounds were diluted from 10 mmol L™ stocks of the com-
pounds in dimethyl sulfoxide (DMSO) into the sugar solution,
and the final concentration of DMSO was up to 5.7% (see
Table 1). Two additional tests compared sucrose versus sucrose
plus DMSO, with males and females. These experiments were con-
ducted at 26 + 1 °C and 50-60% of humidity. The sand flies were
inserted in the smaller side, and after 1, 2, and 3 h, the number of
insects migrating to the larger side was recorded. The same pro-
cedure was performed mixing DEET 97% with the sugar solution
to get the same concentration of a commercial repellent prepara-
tion (15%). In addition, tests were conducted in the same way mix-
ing a commercial repellent containing 15% of DEET to the sugar
using the volume of the highest ICs, compound (pentamidine,
see Table 1). All experiments were made with 3-5 biological rep-
licates with 20 insects per cage.

To assess whether the repellency methodology using this type
of cage would be efficient, we adapted the repulsion procedures
tests using live baits described in the literature.>® ®° The assay was
adapted using an anesthetized live bait (golden hamster) covered
with netting. Twenty females were inserted in the cage, with
access to the front legs and a bare abdomen area of 7 cm The
mentioned regions in the control cage received only solvent
(32 pL of ethanol PA), while the experimental cage received the

commercial repellent DEET (commercial repellent, 15%). The
migration of the females, engorgement, and the number of
insects close to the hamster were evaluated every 30 min for
3 h. All experiments were performed according to the Human
and Animal Ethics Committee of the Oswaldo Cruz Institute
License number CEUA L-029/2016.

2.4 Detection and quantification of the dietary intake of
compounds

This procedure was conducted according to da Costa et al.®’ and
Ferreira et al.*’ Briefly, 20 adult sand flies, males or females tested
separately, were captured until 12 h after emergence from pupae
and inserted in small cubic cages (13 cm each side). Flies were
offered simultaneously two different diets: (1) sucrose 70% (w/v)
mixed with orange or green food dye 5% (v/v) (Mix, Brazil) (ratio
1:1) and (2) mixture above with dye different from (1) (orange or
green) containing one of the experimental compounds (see
Table 1 for volumes). The concentration of the compounds was
ten times the IC5o concentration (see Table 1). The colors of the
two diets were alternated from one experimental replica to
another to avoid bias. All experiments were made in three biolog-
ical replicates and the volumes were measured in individual sam-
ples (volume per crop of sand fly).

Each diet was offered in 20 drops of 5 pL, totaling 100 pL, on a
parafilm-covered Petri dish to prevent drop dispersion. The exper-
iments were conducted at 26 + 1 °C and 50-60% of humidity.
After 2 days of exposure, insects were dissected and crops were
homogenized individually in 3 pL of deionized water (MilliQ; Milli-
pore, Bedford, MA, USA). For quantification, 1 pL of each sample
was used to absorbance readings in a Nanodrop® 2000C
(Thermo, Waltham, MA, USA) at 420, 450, and 480 nm, respec-
tively the maximum wavelengths for the green, the mixture
(1:1), and the orange dye. Calculation of the amount of ingested
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Figure 2. Attractive/repulsive effect of tested compounds in Lutzomyia longipalpis. Adult sand flies (4-5 days old), males or females, were placed inside
an acrylic cage containing, in one of its extremities, a piece of cotton wool soaked in a sugar solution containing tested compounds or sugar only. Insect
numbers on both sides of the cage were recorded at 1, 2, and 3 h after release. The mean number of insects in the cage side with the cotton, after 3 his
reported. Effect of tested compounds in adult males (a), (c), (e), (g), (i), k), (m), (o), (q), (s), (u). Effect of tested compounds in adult females (b), (d), (f), (h), (j),
(1), (n), (p), (), (t), (v). Compound L1 (a), (b). Compound L2 (c), (d). Compound L3 (e), (f). Compound L4 (g), (h). Compound L5 (i), (j). Compound L6 (k), ().
Compound L7 (m), (n). Compound P8 (o), (p). Compound P9 (g), (r). Compound P10 (s), (t). Solvent DMSO (u), (v). Results are presented as the mean
+ standard error of the mean of three to five biological replicates with 20 insects per cage. Mann-Whitney non-parametric test, *P = 0.0286 for com-
pounds L4 (h) and P9 ().

wileyonlinelibrary.com/journal/ps © 2022 The Authors. Pest Manag Sci 2022
Pest Management Science published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of Society of Chemical Industry.



Effects of anti-Leishmania compounds in sand fly vector Lutzomyia longipalpis

WWW.S0Ci.org

dye (and the corresponding amount of sucrose solution) was per-
formed with a standard curve of the dye diluted in water.

The preference between diets was measured by counting the
number of insects with crop contents of each color (green,
orange, or mixture), and expressed as a percentage of the total
of insects.

2.5 Statistical analyses

All data were analyzed using GraphPad Prism version 6 software for
Windows. Gaussian normality of data distributions was determined
by the D'Agostinho and Pearson test. Data that had normal distri-
butions were submitted to unpaired t-test or analysis of variance
(ANOVA ordinary one-way) with Tukey's multiple comparisons
post-test. Data with non-normal distributions were analyzed with
the non-parametric Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis with
Dunn's multiple comparisons post-test. All comparisons with a
P-value < 0.05 were classified as statistically significant.

3 RESULTS

3.1 Attractiveness and repulsive effects

Initially, we tested if the compounds had an odor that would alter
the sand flies' movement in a partially closed system, because
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repellent or attractant properties may have a great impact on
the efficiency of sugar baits. Among the tested compounds
(Table 1), L1-L7 are pterocarpanquinones (quinone and pterocar-
pan hybridization products), L6 has a nitrogen atom forming an
amide group and L7 is an ortho-quinone (carbonyl groups in posi-
tions 1 and 2 of the quinone ring). P8 is a pyrazole derivative com-
pound, P9 is pentamidine, and P10 is amphotericin B.

Most compounds did not influence the migration of the sand
flies inside the cage. In these cases, we observed several insects
in the cage compartment with the sugar bait containing the com-
pound that was statistically similar to that followed with sucrose
only (Fig. 2). However, we observed some female insects in com-
partments with sugar baits containing compound L4 that was sig-
nificantly higher than controls with sucrose only (Fig. 2(h)). In
contrast, cage compartments with sugar baits containing com-
pound P9 had female numbers that were significantly lower than
controls with sucrose only (Fig. 2(r)). Therefore, compounds L4
and P9 had attractant and repellent activities, respectively.

To check if our experimental setup was adequate to evaluate
repellent effects, we evaluated the repellency and protection time
of marketable DEET using an animal bait. Our major concerns
were about the dimensions of the acrylic cage, and the sand fly
lineage used in the test. The sand flies of our laboratory came
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Figure 3. Repulsive effect test in Lutzomyia longipalpis females using trademark repellent (DEET). Twenty adult female sand flies (4-5 days old) were
placed inside an acrylic cage containing, in one of its extremities, a hamster treated with commercial DEET or solvent only [ethanol (EtOH)]. Insect num-
bers on both sides of the cage were recorded at 30, 60, 90, 120, 150, and 180 min after release. (a) The number of insects in the cage side with the hamster
over time under both conditions. ANOVA Sidak's multiple comparisons test. Control versus DEET/OFF® 30 min **P = 0.001, 60 and 90 min ***P = 0.0002
and 0.0001, respectively, and 120-180 min ****P < 0.0001. (b) The number of insects in the hamster side of the cage after 3 h. Mann-Whitney test,
P < 0.01(0.008). (c) The number of insects on the hamster skin treated with DEET or ethanol over time. ANOVA Sidak's multiple comparisons test. 30 min
*p — 0,0006, 60-180 min, P < 0.005 (0.0021 or 0.0011). (d) The number of insects on the hamster skin treated with DEET or ethanol after 3 h. Results are
presented as the mean + standard eror of the mean of five biological replicates with 20 insects per cage. Mann-Whitney test, P < 0.05 (0.048).
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from a creation that was established 40 years ago by Prof. Richard
Ward in the United Kingdom. The insects were originally collected
in Jacobina, Bahia state, Brazil.°? It is an important lineage of Lut-
zomyia longipalpis, that was used for several physiological studies,
including the sequencing of its genome.®* However, the behavior
of these insects in repellency tests was never described.

Ourresults confirmed that the commercial repellent has a repul-
sive effect against sand flies since a smaller number of females
stayed on the experimental cage's side when compared to the
control, a hamster treated with solvent only (ethanol). The effect
remained over the 3 h observed (Fig. 3). However, when we tested
the repellence properties of DEET using the concentrated reagent
(97%) mixed with the sugar solution in a piece of cotton, the same
methodology that was used for the tested compounds, we
observed no repellency for 15% DEET (same concentration of
the commercial repellent) (Fig. 4).

3.2 Detection and quantification of intake of compounds

For detection and quantification of the intake of test compounds,
we exposed adult sand flies to drops of sugar solutions containing
experimental compounds and green or orange food dyes, as well
as, control drops with sucrose and dye only in the same cage.
These two colors were selected after preliminary tests observing
the number of the insects, males or females, that were chosen
for sugar meals containing one or other dye until we found a pair
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that had similar numbers for both dyes. We mixed green or
orange food dyes in the sugar meals containing the compounds
(or controls with sucrose only) and measured the ingestion of
each compound by detecting the correspondent dye inindividual
gut samples.

In these experiments, the insects could choose between the diet
containing the compound or a control diet with sucrose only. In
each biological replicate, the colors of the dyes were alternated
between the test and control diets to avoid any color bias. Com-
pounds L1 (females), L3 (females), L4 (males), L5 (males and
females), L7 (females), P8 (males), and P10/amphotericin (males)
had anti-feeding effects (Fig. 5) since the sand flies ingested smal-
ler volumes of the diet containing the compounds when com-
pared to the volume ingested by insects that fed on the control
diet only or both diets. In other experiments, with compounds
L1 (males), L2 (males and females), L3 (males), L4 (females), L6
(males and females), L7 (males), P8 (females), and P9/pentami-
dine (males and females), P10/amphotericin (females), and DMSO
(males and females), no difference in intake volume was detected
when comparing insects fed in test diets with insects fed in the
control diet (Fig. 5).

Preference was also analyzed by considering the number of
insects that fed on test diet, control, or both diets. Sand flies had
a preference for control diets over the diets containing L1, L2
(females), L3, L4, L5, L6, L7 (males), P8 (males), and DMSO
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Figure 4. Repulsive effect test Lutzomyia longipalpis females and males previously fed with sugar solution. Twenty adult sand flies (4-5 days old) were
placed inside an acrylic cage containing, in one of its extremities, a piece of cotton wool soaked in a sugar solution containing 15% DEET or sugar only.
Insect numbers on both sides of the cage were recorded at 1, 2, and 3 h after release. The figure shows the mean number of insects in the cage side with
the cotton. The number of insects in the cotton side of the cage over time (a), (c). The number of insects in the cotton side of the cage after 3 h (b), (d).
Experiments were performed with females (a), (b), or males (c), (d). No statistically significant differences were detected between treatments in any group/
condition. Results are presented as the mean + standard error of the mean of three biological replicates with 20 insects per cage.
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Figure 5. Ingestion of different sugar solutions by adults of Lutzomyia longipalpis. Insects (0-1 days old) were kept for 2 days in cages, where they were
separated from the control (sucrose + dye 1) and the experimental (sucrose + dye 2 + test compound) diets simultaneously in droplets (see Material and
Methods for details). Each dot represent the ingested volume by one individual insect, and the line plus error bars show mean + standard error of the
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(Fig. 5). When the compounds L2 (males), L7 (females), P8, P9
(males), and P10 were used, the number of insects choosing the
experimental diet was higher than those who fed on the control
with sugar only (percentages in Fig. 5).

These results were expressed as percentages due to the variabil-
ity in the number of measurements between experiments, caused
by the death of some insects in some experiments, failure during
dissection to remove only the diverticulum and consequent loss
of samples, and also insects that did not feed at all, or ingested
very low or undetectable amounts of the solutions. These limita-
tions occurred more frequently in the experiments with com-
pound L5 (21 males and 26 females analyzed) and with
amphotericin (20 males and 23 females analyzed).

4 DISCUSSION

In this work, we described the effects of several anti-Leishmania
drugs in the feeding physiology of the sand fly Lutzomyia longipal-
pis. These properties are relevant considering the inclusion of anti-
Leishmania compounds in sugar baits targeting the development
of the parasite inside the gut of the vector, a new strategy for the
control of leishmaniasis that was presented in previous work.”’ It
is desirable that a compound included in sugar baits works as an
attractant or stimulates the sugar intake, or at least does not show
repellent or anti-feeding properties. In this respect, synthetic pter-
ocarpanquinones and a pyrazole derivative, as well as, anti-
leishmanial reference compound pentamidine and amphotericin
B were assessed for their effects on the physiology of sand flies.
These properties have not previously been explored for these
substances. Remarkably, the compounds pentamidine and
amphotericin were used only as a positive control for the experi-
ments, knowing that they already have leishmanicidal effects in
the vertebrates host.

Most of the compounds tested did not influence the migration
of theinsects in the conditions studied, likely because they are not
volatile or are only semi-volatiles in the concentrations used. In
the conditions used, the sand flies were unable to smell them,
being not stimulated to migrate preferentially from one chamber
to another. Only L4 and P9 presented attractive and repulsive
effects, respectively. It is important to mention that these com-
pounds were tested in higher concentrations than the other mol-
ecules due to their high ICs values in the in vitro tests against
Leishmania infantum and Leishmania amazonensis (see Table 1).

The repulsive effects of pentamidine might be explained by the
presence of the amino group (-NH,) in the aromatic ring, which
may create some unpleasant odor for females since compounds
derived from ammonia have this characteristic.®'°

Unlike terpenes (another class of PSM), quinones and pterocar-
pans do not usually show stronger volatility and repellent effects
in arthropods. Some quinones or pterocarpans may have some
arthropod-repellent properties due to the presence of oxygen,

with one hydroxyl group linked to a primary, secondary, or aro-
matic carbon.** This absence of volatility was reported to banks
of chemical and physical properties.®®

It is important to consider that females may have an olfactory
apparatus sensitive and capable of detecting some of the partial
structures used, as they are analogous to natural compounds.
The hybridization may have altered their organoleptic and confor-
mational properties, especially for substances L1-L3 and L5-L7.

When using a commercial repellent product containing DEET
15% (OFF®), and an animal bait (Fig. 3), results of repellence were
similar to those previously described in the literature.*5%566%
These results demonstrated that our experimental setup was ade-
quate and that our Lutzomyia longipalpis strain, despite being
kept in the laboratory for several decades, can be used for this
type of behavior test. However, adding DEET to the sugar solution
in the same concentration resulted in no repellence activity. This
strongly suggests the importance, in the live bait, of corporal tem-
perature, carbon dioxide (CO,), and other host’s odor constituents
such as carboxylic acids, ketones, and aldehydes, that are requi-
sites to the attractive or repulsive effects.*®

The colors of the different dyes used in the ingestion experi-
ments (green — 420 nm; orange — 480 nm; mixture — 450 nm)
did not influence the behavior of insects, which is consistent with
the previous reports from Gaglio et al.”® and Mellor et al.” that
showed that Lutzomyia longipalpis act in response to lights in
the UV region (340 nm) and the region at 520-546 nm.

There seem to be differences between the sexes depending on
the compound tested. Four substances reduced the amount of
sugar solution ingested by females (pterocarpanquinones L1,
L3, L5, and L7 - Fig. 5 and Table 2), while in males the same effect
was observed in other compounds (pterocarpanquinone L4, L5,
P8, and P10 - Fig. 5 and Table 2). Only L5 (Fig. 5(ij)), a pterocar-
panquinone, had anti-feeding effects in both sexes. In the context
of vector control, molecules with anti-feeding effects in females,
like the pterocarpanquinones L1, L3, L5, and L7, are not good
candidates for sugar bait development and should be excluded
from future studies. However, these deterrents compounds may
be useful for interventions aiming at the inhibition of sand fly
feeding.

The anti-feeding effect of quinones in Spodoptera litura has
been already described, and tests using extracts of the plant's
Cyperus nipponicus and Cyperus distans, containing cyperaqui-
none and scabequinone, presented the same influence against
the tobacco cutworm.*?

Some pterocarpans also present an anti-feeding effect. Pterocar-
pus macrocarpus (Fabaceae), for example, is used to make furni-
ture, as it prevents termite attacks. This activity was also
observed for homopterocarpin, pterocarpin, and hydroxyhomop-
terocarpin, against the subterranean termite Reticulitermes spera-
tus, and for natural flavonoids against the larvae of Spodoptera
litura>®> To our knowledge, only quercetin (other PSM, a

mean of three to four biological replicates. Dye color was alternated between control and experimental diets among the biological replicates and the
volumes were meansured in individual samples (volume per crop of sand fly). Effect of tested compounds in adult males (a), (c), (), (g), (i), (k), (m), (o),
(q), (s), (u). Effect of tested compounds in adult females (b), (d), (f), (h), (j), (1), (n), (p), (r), (1), (v). Compound L1 (a), (b). Compound L2 (c), (d). Compound
L3 (e), (f). Compound L4 (g), (h). Compound L5 (i), (j). Compound L6 (k), (I). Compound L7 (m), (n). Compound P8 (o), (p). Compound P9 (q), (r). Compound
P10 (s), (t). Solvent DMSO (u), (v). Tukey's multiple comparisons test, (b) **P = 0.0015 and ***P = 0.0006, (f) *P = 0.0498, (g) *P = 0.0027, (n) **P = 0.0022,
(o) *P=0.0402 and *P = 0.0325, (s) **P = 0.0097, and *P = 0.0443. Compound L5 statistics were not performed because only one insect fed in the diet
containing the compound. No statistically significant difference was detected for the other compounds. The percentages below the graph represent
the proportion of insects that opted for each diet. The results represent the average of three to four biological replicates of measurements made on indi-
vidual samples. Abbreviations: Suc., 70% w/v sucrose solution + dye 50% v/v; Suc. + compound letter/number, 70% w/v sucrose solution + 50% v/ dye +
compound at 10x ICsq.
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Table2. Summary of properties observed for all compounds tested.
L4 and P9 showed attractant and repellent properties against
females, respectively. C, preference for ingestion of control with
sucrose only; T, preference for ingestion of diet with a test compound;
AF, anti-feeding effect; —, no difference observed between an exper-
imental diet with a test compound and controls with sucrose only
Preference Ingestion

Q 3 Q 3
L C C AF —_
L2 (@ — - -
L3 C C AF -
L4 C C — AF
L5 C C — —_
L6 C € — —_
L7 T C AF —
P8 T € - AF
P9 — T — -
P10 T T — AF
DMSO C C - —

polyphenolic flavonoid) was demonstrated to affect parasites and
insects. The molecule presented anti-Leishmania effect,'*?”7? is
also an inhibitor of insect feeding,'*?7327%73

Although very few compounds showed repellent or attractant
effects in preference tests, seven were avoided as food by
females, while males preferred sugar only over eight of the mole-
cules tested. Five compounds were avoided by both sexes (ptero-
carpanquinones L1, L3, L4, L5, L6, besides the solvent DMSO,
Fig. 5 and Table 2). Conversely, males presented preference for
two molecules, P9 (pentamidine) and P10 (amphotericin B), and
females for three of them, L7 (pterocarpanquinone), P8 (pyrazole
derivative), and P10. Only P10 was preferred by both sexes (Fig. 5
(st) and Table 2).

L5 was the compound that resulted in the lowest intake fre-
quencies in both sexes, and the other pterocarpans presented
varied results. L7 and P8 showed negative responses in males,
but positive results with females. In this respect, these last drugs
may be further developed, together with P9 and P10, as they
do not impair the preference of females, which are the primary
target for an anti-Leishmania strategy.

Different from the other molecules tested here, P8 is derived
from pyrazole. This class of compounds has already been shown
to have insecticidal activity against a lepidopteran (Mythimna
separata (Walker) and a dipteran (Culex pipiens pallens).?® This
may have some relation to the lower solution intake and the rejec-
tion of this compound by males, but it does not explain the pref-
erence effect in females (Fig. 5(o,p) and Table 2). Nevertheless, it
has been shown that males and females of Lutzomyia longipalpis
can have very different susceptibilities to specialized plant
metabolites.””

P10 (amphotericin B), a compound that was preferred by both
sexes. Amphotericin B affects the fungal cellular integrity, having
the ergosterol in the fungal cell membrane as a target.®® This
property is probably due to the amphiphilic structure of the
amphotericin B, with the presence of hydroxyl groups and a long
chain of unsaturated carbons. Further studies may confirm
whether this property is important for its preference in both sexes,
and specific anti-feeding action in males. Results like these rein-
force particularities between males and females and flies, and

the necessity for further studies related to vector physiology with
different compounds.

The compounds tested can be classified depending on their
potential as candidates for further anti-Leishmania sugar bait
development. In this respect, negative effects on females had
greater weight in this classification. Thus, L2, L7, and P9 were con-
sidered reasonable. The first only affected females in preference
tests, but not in the volume ingested. L7 caused a reduction in
volume ingested, but only when insects fed on both diets, and
was preferred by females in comparison to the control diet. P9/
pentamidine, despite having a repulsive effect, did not reduce
the volume ingested and was preferred by males.

Compounds L6, P8, and P10 were considered good candidates
for infection and field trials. L6 had no repulsive effect on both
sexes and did notinfluence intake. P8 also had norepulsive effect,
was preferred by females, and only affected the intake in males,
which are not blood feeders. Finally, P10 (amphotericin B) had
no repulsive action, was preferred by both sexes, and, similarly
to P8, had anti-feeding activity only against males. These three
compounds were considered good candidates for further devel-
opment of our strategy for blocking the transmission of Leish-
mania parasites by adult sand flies. Nevertheless, it is very
important to consider that deploying any anti-parasitic com-
pound in the field may have unexpected consequences in the
selection of resistant strains. In this way, this line of research is pre-
liminary and must be interpreted as a proof of concept investiga-
tion. The impact of these sugar baits in the parasite populations
must still be assessed, initially in the laboratory and then in
semi-field trials.

5 CONCLUSIONS

Most of the compounds tested did not show repulsive or attrac-
tive effects against sand flies. Only L4 (a pterocarpanquinone)
and P9 (pentamidine) showed attractive and repellent activities,
respectively. DEET has a potent repellent activity when used in
an animal bait, but has no effect when included in the sugar solu-
tion. Compounds L1, L3, and L7 had anti-feeding activities for
females, and L4/P8 and P10 for males. Compounds L7 and P8
were preferred by females, and P9 by males. P10 was preferred
by adult sand flies of both sexes. Taken together, L6, P8, and
P10 are the most promising compounds for the future develop-
ment of anti-Leishmania sugar baits.
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1. Abstract

Aiming a better control of vector-borne diseases, it is essential to understand aspects
related to the physiology and capacity of the vector. The sand fly Lutzomyia
longipalpis has great importance in medical entomology for disseminating
Leishmania parasites, the causative agent of Leishmaniasis, one of the main
neglected diseases listed by WHO. In this respect, it is necessary to evaluate the
transmission potential of this species as well as the success of vector control
interventions. Near-infrared spectroscopy (NIRS) has been used as a tool for age
estimation for mosquitoes in different conditions (laboratory, semi-field, and
conservation), taxonomic analysis, and infection detection. However, there are no
studies using NIRS for sand flies. In this study, we developed analytic models to
estimate the age of L. longipalpis adults under laboratory conditions, identify their
copulation state, and evaluate their gonotrophic cycle and diet. Sand flies were
classified with an accuracy of 58-82% in 3 age groups and 82-92% when separating
them into young (<8 days) or old (>8 days) insects. The classification between mated
and non-mated sandflies was 98-100% accurate, while the percentage of hits of

females that had already passed the first gonotrophic cycle was only 59%. We
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consider the results of age and copula estimation very promising, as they provide
important aspects of vector capacity assessment which can be obtained quickly and

at a lower cost with NIRS.
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Key Message

Determining the age and mating status of adult dipterans sand flies may be important for the
critical assessment of vector control interventions. NIRS is a fast, low cost technique with
many advantages when compared to the traditional techniques that follow ovarian or cuticle
development, or pteridine content. In this work we show for the first time that NIRS may be
used for discrimination between young and old sand flies, and mated or non mated adult of
both sexes in the Leishmania vector Lutzomyia longipalpis.
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2. Introduction

Leishmaniasis is a neglected disease and is reckoned as one of the most important
vector-borne diseases. It has a complex transmission cycle, that presents a diversity
of vectors, reservoirs, and parasites (OPAS 2019; WHO, 2022). Leishmaniasis is
present in all continents and is endemic in more than 100 countries. It is estimated
that around 350 million people live in places at risk of contracting the infection,
particularly in places with low social and economic development (Alvar et al. 2012;
Costa and Souza 2018; OPAS 2019; WHO', 2022).

Sand flies (Psychodidae Family, Phlebotominae Subfamily) are vectors of the
parasites in the genus Leishmania, transmitted through the female bite during the
blood meal. These hematophagous dipterans are widely distributed in the world,
particularly in tropical and sub-tropical regions (Costa and Souza 2018; OPAS 2019;
WHO 2022).

There are several genera among phlebotomine sand flies, but Lutzomyia and
Phlebotomus are the most significant in terms of vector capacity (Killick-Kendrick
1999; OPAS 2019; Ready 2013). In the Americas, Lutzomyia longipalpis is one of
the most important species, being responsible for the development and transmission
of Leishmania infantum, the parasite that causes visceral leishmaniasis (Brasil 2014,
2017; OPAS 2019).
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In arthropod vector-borne diseases, the pathogens need time to develop and
replicate inside the vector, and reach their infective form. This time is named
Extrinsic Incubation Period (EIP) (Resh and Cardé 2009). Females of Lutzomyia
longipalpis, for example, need to live at least 7-9 days to be able to transmit these
parasites. They need to make a first infective blood-feeding, which can happens only
at 1-2 days after emergence, due to the time needed for the development of the oral
apparatus. Following that, the development of the metacyclic forms of Leishmania
infantum is completed at 6-7 days post-feeding. Then, the parasites may be
transmitted in a second or multiple blood-feeding, closing a transmission cycle
(Kamhawi 2006; Serafim et al. 2018). The parameters EIP and longevity compose a
mathematical model that evaluates the vectorial capacity of the insect (Resh and
Cardé 20009).

In this context, knowledge about the age of the insects is essential to measure the
impact of vector control strategies, such as the use of chemical insecticides or the
use of attractive toxic sugar baits (ATSBs) interventions (Fraser et al. 2021; Lehane
1985). For sand flies, this assessment is usually done by capture-mark-release
(Galati et al. 2009). However, this methodology provides primarily the density of
population, and may be influenced by environmental changes.

The classic techniques for the determination of age of insects are analysis of
cuticular growth, ovarian development, and quantification of pteridines (Amendt,
Bugelli, and Bernhardt 2021; Lehane 1985; Vogt and Walker 1987). In the evaluation
of ovaries, itis necessary to do the dissection of each insect to infer whether a female
has laid eggs (parous) or not (nulliparous) (Detinova, 1962; Amendt, Bugelli, and
Bernhardt 2021). Nevertheless, these techniques tend to be laborious, demanding
time and specialized personnel to be carried out. These techniques are considered
accurate and efficient. However, it has not been possible to analyze the necessary
number of samples to evaluate the effectiveness of an intervention based on the age
of sand fly populations (Johnson and Naiker 2019; Kather and Martin 2012; Kelly
Liebman, Isabel Swamidoss, Lucrecia Vizcaino, Audrey Lenhart, Floyd Dowell
2015).
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In recent times, alternative methods for age-grading have been developed based on
the cuticular hydrocarbons (Amendt et al. 2021), near-infrared reflectance
spectroscopy (NIRS) (Mayagaya et al. 2009; Sikulu-Lord, Milali, et al. 2016; Sikulu
et al. 2010), and transcriptional profiles (gene biomarkers) (Caragata et al. 2011;
Cook and Sinkins 2010; Hugo et al. 2010). In this sense, the use of near-infrared
spectroscopy (NIRS) has been considered a viable and efficient alternative with high
precision, fast results, and low cost, to estimate the age of different orders of insects
(Aw et al. 2012; Lambert et al. 2018; Milali et al. 2019; Reeves et al. 2010; Sikulu et
al. 2010).

Near-infrared spectroscopy provides us with information on the interaction of
radiation with matter (atoms and molecules). When the infrared radiation is
absorbed, it produces vibrational transitions depending on the molecules present in
the sample, mainly biological materials. This information creates spectral profiles
(overtones) according to the internal and external biochemical composition of the
organism (Amendt et al. 2021; Capuano and Ruth 2016; Mayagaya et al. 2009;
Subramanian, Prabhakar, and Ohio 2016).

The cuticle of insects is composed of organic compounds such as esters, ketones,
alcohols, sterols, and mainly hydrocarbons (Gibbs 1995). These molecules form a
lipid layer to protect insects from dehydration and abrasion. Importantly, these
biological materials containing bonds like —-CH, —OH, —SH, and —NH present
rotation, elongation, and bending, that are detected by light in the range from 350
nm to 2500 nm (Aw et al. 2012; Foley et al. 1998; Pasquini 2018; Roggo et al. 2007).

In this respect, NIRS can detect physiological changes in the insect and has been
successfully used in different arthropods, with diverse aims as determining cryptic
species, infection, type of diet, or physiological state (Depickére, Ravelo-Garcia, and
Lardeux 2020; Kinzner et al. 2015; Mayagaya et al. 2009; Lilha M. B. Santos et al.
2021; Siegwart et al. 2015; Sikulu-Lord, Milali, et al. 2016; Sikulu et al. 2010; Tatila-
Ferreira et al. 2021).

This technique also had good results in different applications in vectors species like
mosquitoes (Esperanca et al. 2018; Lambert et al. 2018; Milali et al. 2019; Lilha M.
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175 B. Santos et al. 2021; Sikulu-Lord, Milali, et al. 2016; Sikulu-Lord et al. 2018; Sikulu
176 et al. 2010, 2011), kissing bugs (Depickere et al. 2020; Tatila-Ferreira et al. 2021),
177  culicoids (Reeves et al. 2010), snails (Valladares et al. 2021), and in agricultural
178  pests (Johnson 2020; Santos et al. 2019). Nevertheless, there are no studies with
179 leishmaniasis vectors. In the last years, studies have used NIRS analysis to correctly
180 classify young (<7 days) and old (> 7 days) Anopheles spp (Sikulu et al. 2010) with
181  high accuracy (78-89% and 73.5-97%, respectively). In other work, the same
182  authors also obtained excellent results for the classification of young ( <7 days) and
183 old (> 7 days) colonized mosquitoes from the wild (Krajacich et al. 2017) or in A.
184  aegypti wild-Type and Wolbachia infected (Sikulu-Lord, Milali, et al. 2016). Liebman
185  etal. (2015) verified whether varied diets would influence age prediction using NIRS
186  and they had 71-90% of correct predictions classifying A. aegypti into young versus

187  old females.

188  Thus, in this work, we investigated NIRS in several aspects related to the physiology
189  of sand flies: longevity estimative, copula state, gonotrophic cycle and diet, with the
190 aim of increasing the information about NIRS as an effective tool to evaluate

191 interventions for the control of sand flies.
192192

193 3. Material and Methods

194194

195 Insects

196196

197  All sand flies, Lutzomyia longipalpis, used in this study were reared in laboratory
198  conditions (temperature of 26°C +2 °C and relative humidity of = 70%) and this
199  population originally came from Jacobina, Bahia, Brazil. The adults, after the
200 emergence from the pupae, were kept in cubic tissue cages with approximately 25
201 cm on each side. For routine rearing, adult sand flies were fed with 70% (w/v)
202 autoclaved sucrose solution in cotton wool. For blood-feeding and oviposition,

203 females were fed on golden hamsters (Mesocricetus auratus) anesthetized with
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204  xylazine (10 mg/kg) plus ketamine (200 mg/kg) or fed on rabbit blood (Oryctolagus
205  cuniculus) in an artificial system (Hemotek) using chick skin as a membrane (da
206 Costa et al. 2019; Moraes et al. 2018; Ferreira et al. 2022).

207207

208 Near-Infrared Spectrophotometry scanning

209 Sand flies were scanned immediately after being anesthetized with ethyl acetate.
210 They were placed on a plate (spectralon) to be scanned individually. Each insect
211 was positioned laterally under the NIR probe, taking the head and thorax region, and
212 scanning an area of around 2 mm. This process was done with a Labspec 4i NIRS
213 spectrometer (Malvern Panalytical, Longmont, CO) containing an external 3.2 mm
214  diameter fiber optic probe and an 18,6 W light source (Model 135325 Rev B, ASD
215 Inc.), according to previous works published (Mayagaya et al. 2009; Santos et al.
216  2021). The ASD software RS3 version 3.1 was used to collect all spectra taking

217  around 5s per sample collected.

218 In supplementary figure 1, we can see a typical spectra Log 1/R (Absorbance) vs

219  wavelength (nm) obtained for adults of L. longipalpis.

220 All insects were previously fed with sucrose solution and anesthetized for spectra

221  collection on different days post-emergence, according to the experimental scheme.

222
223 Samples
224 Longevity analysis

225  Adult sand flies males and females newly emerged (0-1 day) were confined in
226 different cubic tissue cages. These Insects were removed to scan in the NIR probe
227  on different days post-emergence: 1 (0-1-day-old), 3, 8, 10, 15, and 17. These sand
228 flies were kept separate and did not have the opportunity to copulate, and this
229  protocol was repeated 4 times to obtain at least 40 spectra for each age. This
230 analysis was repeated by taking together young sand flies (1 and 3 days), middle (8

231 and 10 days), and old (15 and 17). A new classification was done considering only
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two groups: young sand flies < 8d (1, 3, and 8 days) versus > 8d (10, 15, and 17
days). Table 1 presents the number of sand flies scanned and used in calibration

and classification.

A similar procedure was made with adults sand flies newly emerged, however, this
time both sexes were kept in the same cage and had the chance to copulate. In this
assay, insects were scanned on days: 1, 8, and 15 days post-emergence, and this
procedure was made in triplicate. Table 2 (part A) presents the number of sand flies
scanned and used in calibration and classification. In a second classification, we

consider only young sand flies < 8d (1 day) versus > 8d (15 days) (Table 2 — part B).

Copulation status

The samples of sans flies were analyzed comparatively to verify the

similarity between sand flies coupled and not copulated. For this, we analyzed
samples of males and females only 8 days post-emergence and the spectra were
the same obtained in the previous description. Table 3 informs the number of sand

flies used in the two analyses following the same procedure described previously.

Gonotrophic cycle

Sand flies were confined in two different cubic tissue cages with 85-100 females
newly emerged (0-1 day) and fed with sucrose solution. Three days later a group of
females was fed with blood in an artificial system (item 3.1) and 2-3 days after that

all engorged females were put in plastic pots with a plaster layer for oviposition. After
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258 three days, when these females completed 9-10 days post-emergence and after
259 laying their eggs, they were anesthetized and scanned in their NIR wavelength

260 region. This experiment was made in triplicate.

261  For the construction of the model we scanned only females without visible eggs in

262 their ovaries. Those females that still had unlaid eggs were used only for prediction

263  (classification). The number of females used in the analysis will be present in results,
264  highlighting that the second analysis (right part) was done by removing the females

265  with eggs not laid independently of their rank.

266267
267268

268 Chemometric Analyses

269 The chemometric analyses were made in the Unscrambler R software (version
270  10.5.1). Each spectrum was pre-processed to decrease possible noise (Smoothing
271 Savitzky-Golay — 2" polynomial order / 31 points and 1t derivative Savitzky-Golay
272 - 2" polynomial order / 15 points) to minimize the possible influence on results. A
273 specific spectral model was created for each cluster of samples before their
274  validation. The exploratory method used for the analyses was Principal Components
275  Analysis (PCA) to validate the belonging of samples to distinct groups that
276  corresponded to the different conditions (age, copula, and gonotrophic cycle)
277 (Figures 1,2,5,6, 9-ac, and 10-ac). Samples classified as outliers were identified and
278  removed using Hotelling T? statistics, considering a 95% confidence interval ellipse
279 according to previous studies (Ong et al. 2020), and then a new PCA was

280 recalculated without outliers.

281 The next step was the classification of the results using a Linear Discriminant
282  Analysis (LDA), a tool that linearly describes the main characteristics through the
283 categorized information, ordering the samples in a certain group. The results are
284 summarized in tables containing the number of spectra used in the validation,

285 classification, the percentage of correct classifications (hits), and the accuracy of the
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286 LDA (Figures 3, 4, 7, 8, 9-bd, and 10-bd). These procedures are according to
287 Valladares et al. (2021).

288 4. Results

289  This work explored NIRS in different parameters of sand flies’ physiology: longevity,

290 copulation, and gonotrophic cycle. The results of longevity in adults separated by

291  sexwith 6 age status (1, 3, 8, 10, 15, and 17 days after emergence) (Figures 1a and

292  2a) presented us with an accuracy of 50 and 62% for males and females, respectively
293 (Table 1 — part A; Figures 3a and 4a). The highest percentages of hits were 73%

294 and 76% to 1 day (males and females), 100% to 8 days (females), and 60% to 17

295 days (males and females) (Table 1 — part A). For the other ages, the hits were less

296 than 60%. In general, females present scores better than males (Table 1 — part A,

297  Figure 3a and 4a).

298  When insects were separated as a young, middle, and old (Figure 1b and 2b) the

299 female’s accuracy (Figures 3b) (73%) and hits within 1-3 days and 8-10 days have

300 better percentages, up to 78%, except to for 8-10 days males (17%) (Table 1- part B).
301 We can see a group more defined in samples of 1 day in both sexes (Figures 1b and

302 2b). In males, the accuracy did not have a significant improvement (Table 1 — part B

303 and Figure 4b). The correct rating was also low, 44 and 42%, for 15-17 days for

304 males and females (Table 1 — part B).

305306
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306307

307 Table 1: Classification of the hits of sand flies adults (Lutzomyia longipalpis) of

308 different ages separated by gender, based on a Linear Discriminant Analysis (LDA)

A Females Males
Age (days) Model (n) Validation (n) Hits A(:E:r:)cy Model (n) Validation (n) Hits
1 20 41 76% 27 17 73%
3 20 7 29% 40 52 56%
8 20 13 100% 20 9 22%
10 20 19 21% 28 20 14 50%
15 20 14 7% 8 4 40%
17 6 5 60% 10 5 60%
Total 106 99 125 101
B Females Males
Accuracy
Age (days) Model (n) Validation (n) Hits (LDA) Model (n) Validation (n) Hits
1-3 40 48 85% 67 69 80%
8-10 40 32 78% 73% 40 23 17%
15-17 26 19 42% 18 9 44%
Total 106 99 125 101
C Females Males
Age (days) Model (n) Validation (n) Hits A(:t::cy Model (n) Validation (n) Hits
<8 40 49 83% 68 75 87%
28 65 51 85% 87% 47 36 92%
Total 105 100 115 111
309310
310311

62

Accuracy
(LDA)

50%

Accuracy
(LDA)

58%

Accuracy
(LDA)

86%



311  Grouping the insects into 2 classes, < 8 or = 8 days (young or old) resulted in

312 predictions above 83% (Table 1 — part C) and this categorization could be observed

313  also in the PCA for females and males (Figures 1c and 2c). In this condition, the

314  accuracy is higher than 85% for both sexes (Figure 3 and 4).

315 Figures 5-6 and Table 2 present the results of the classification in different ages of

316  sand flies that were kept together in the same cage, so they had opportunity to mate.

317  Except for the 8-day-old insects (67 - 58 %), the other ages had correct predictions
318 above 74% (Table 2 —part A). The accuracy of LDA was 82% for males and 75% for
319 females (Table 2 - part A, Figures 7b and 8b).

320321

321 Table 2: Classification of the hits of sand flies adults (Lutzomyia longipalpis) in

322 different ages maintained together, based on a Linear Discriminant Analysis (LDA)

323324

324325

Age
(days)

15
Total

Age
(days)
<8
>8
Total

Model
(n)
50
50
50
150

Model
(n)
50
45
95

Females
Validation ] Accuracy
Hits

(n) (LDA)
62 80%
91 58% 75%
54 87%
207
Females
Validation = Accuracy
Hits
(n) (LDA)
62 97%
91%
59 93%
121

63

Model

(n)
50
60
34
144

Model

(n)
40
35
75

Males
Validation
(n)
34 74%
48 67%
30 87%
112
Males
Validation
Hits
(n)
44 80%
29 93%
73

Accuracy
(LDA)

82%

Accuracy
(LDA)

92%



325326

326327

327 By taking out the middle-aged sand flies and keeping only young versus old, we had

328 an improvement in the results of correct classification, being between 80-97% (Table

329 2 - partB). The separation of the groups could be perceived in Figures 5b and 6b in

330 PCA analyses, as well the accuracy staying between 91-92% (Table 2 - part B;

331  Figures 7 and 8).

332  To verify if we could combine the spectra of mated and unmated insects in the age

333 estimative, we compared these samples to each other at the same age (8 days)

334 (Table 3). PCA and LDA analyses were performed twice increasing the number of

335 samples (Table 3 - part B). The result was very similar (Table 3) with accuracy >

336 98% and correct previsions among 82- 100%. Figure 9 shows us a clear partition

337 between samples using less samples (a and b) or more (c and d).

338 Table 3: Classification of the hits of sand flies adults (Lutzomyia longipalpis)

339  copulated or not, based on a Linear Discriminant Analysis (LDA)

Females
Model Validation
Status Hits Accuracy
(n) (n)
NC 20 13 92%
COP 20 25 100% 100%
Total 40 38
Females
Model Validation i
Status Hits Accuracy
(n) (n)
NC 22 11 82%
COP 45 44 98% 99%
Total 67 55

340 NC: not copulated and COP.: copulated

64

Model
(n)
20
20
40

Model
(n)
23
40
63

Males
Validation
Hits Accuracy
(n)
9 100%
24 100% 100%
33
Males
Validation )
Hits Accuracy
(n)
12 100%
44 100%  98%
56



341342
342343

343  Another aspect related to the physiology of sand flies investigated was the
344  gonotrophic cycle. We tested if NIRS can categorize females fed only with sucrose
345  solution or sucrose solution and blood, post laying eggs. The correct classification
346  for the sucrose group was only 43%, while sucrose plus blood was 59% (Table 4).
347 The same result in hits and accuracy (61% - Figures 10) was found taking out
348 females with eggs unlaid in predictions (Table 4 — right). In Figure 10 we can see a
349  mixture of the different samples in PCA and LDA.

350351

351 Table 4: Classification of the hits of sand flies females (Lutzomyia longipalpis) fed
352 on sugar solution or sugar plus blood based on a Linear Discriminant Analysis (LDA)

Females Females
Model Validation Model Validation
Status Hits Accuracy Hits Accuracy
(n) (n) (n) (n)
Suc 60 143 43% 60 143 43%
Suc_B 60 150 59% 61% 60 87 59% 61%
Total 120 293 120 230

354  Suc: Sucrose solution and Suc_B.: sucrose solution plus blood fed

355

356 5. Discussion

357  The results present in this work suggest that the NIR spectroscopy was capable to
358 discriminate sand flies of different ages, mate status, and gonotrophic cycle for
359 females. This tool has been used to estimate the age of other dipterans (Aw et al.
360 2012; Lilha M.B. Santos et al. 2021; Sikulu-Lord, Maia, et al. 2016; Sikulu et al. 2010)

361  but had not been applied before to leishmaniasis vectors.
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The spectra collected demonstrated differences in chemical phenotypes that are
putatively related to the metabolic arrangement observed in the diverse physiological
conditions tested. In general, the main peaks observed at 1450, 1800, and 1930 nm
are associated with peaks of water absorption (Supplementary figure 1). In studies
with other insects such as mosquitoes and beetles (Aw and Ballard 2019;
Fischnaller et al. 2012; Perez-mendoza et al. 2004) the peak at 1820 nm is attributed
to the 1st overtone of C—H stretching and the peak at 1900 nm corresponds to the
absorption of COOC functional groups, which is due to the lipid composition of the
cuticle of these insects.

Younger sand flies seem to have a higher body water content compared to the older
ones, demonstrating that water could influence age grading in insects (Mayagaya et
al. 2009; Ong et al. 2020). This was observed when we scan sand flies kept on silica
for more than 7 days, since the spectra lose this characteristic shape, staying without
or with lower peaks (data not shown).

One of the main aims of this study was to estimate the age of sand flies, which is an
important topic in vector control. Through this data, it is possible to assess impacts
on the transmission cycle since the pathogens have an incubation period in the
vector before reaching their infective forms (Krajacich et al. 2017; Mayagaya et al.
2009). Females of Lutzomyia longipalpis, for example, need to complete at least 7-
9 days to be able to develop the metacyclic forms of L. infantum and disseminate
them in a second blood-feeding (Kamhawi 2006; Serafim et al. 2018).

The results of age grading using insects separated by sex and six different ages had
a low ratio of correct predictions, but this was improved when we separated the
samples in three (young, middle, old) or two (young or old) groups, with correct
predictions > 83%. Similar results were found in the literature with Anopheles spp
(Mayagaya et al. 2009; Sikulu et al. 2010), Aedes spp (Sikulu-Lord et al. 2018;
Sikulu-Lord, Milali, et al. 2016) culicoides (Reeves et al. 2010), and Drosophila spp.
(Aw et al. 2012).
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Previous works also had problems for the correct classification of ages between 10-
16 days old, similarly to our results for 10 and 15 days old females (Table 1 — part
A) and males (Table 1 — part A and B). This suggests that the functional groups
measured mainly in 1450, 1800, and 1930 nm decreased with the age of the
sandflies (Liebman et al. 2015). It is possible that biochemical and structural changes
in insects, detectable by NIRS, only occur when age differences are > 7 days
(Mayagaya et al. 2009), which agrees with the findings for the flesh fly, Sarcophaga

bullata, in the analysis of cuticular HC composition (Amendt et al. 2021).

It is worth mentioning that sand flies are more fragile when compared to mosquitoes,
and that is difficult to collect them in high numbers due to mortality in older insects.
This was especially critical for getting flies older than 10 days, since their average
life span is 15 days (Ferreira et al. 2018). Though, if we consider 8 days as the limit
to assess the vector's capacity to spread Leishmania, the low ability of NIRS to
discriminate between insects with 3 or 10 days old may not be problematic for

epidemiological considerations.

In Mayagaya (Mayagaya et al. 2009) the authors achieve 80% of correct predictions
for females when separated them in two groups, new versus old. They also mention
the difficulty for separating younger mosquitoes with few days of difference (e.g., 1
day old versus 3 or 7-days), which is consistent with our results for 3 day old sand
flies (Table 1 — part A). In addition, in this reference, the authors had an accuracy
for males of only 50%, which is also in accord to our results when we analyzed 6
different age groups (Table 1 — parts A and B), as we had better hits and accuracy
for females than for males. A similar result was also observed in Drosophila spp (Aw
et al. 2012).

In general, we observed lower accuracy and hits in males when compared to females
(Tables 1 and 2). This fact may be attributed to the small body size of males that
may result in a lower capture of structural information by infrared spectroscopy. This
may affects physiological information either, for example, males ingest a smaller

amount of sugar solution when compared to females (13.1 £ 1.5 vs 20.4 £ 1.9 nL)
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419  (Ferreira et al. 2018). Another explanation may be due to lesser changes in the males’
420 cuticle than in the females” ones, which may suffer physiological modifications

421  related to blood feeding and oogenesis (Mayagaya et al. 2009).

422 Animprovementin the results of age determination was also observed when mated
423  insects were classified only in 2 groups (young vs old), when compared to unmated
424  ones (Table 2 — Figures 5-8). This suggests that mated sand flies can provide more
425 information related to their chemical composition or structural organization. Besides
426 that, using mated insects brings more robustness to the technique, since this would
427  be closer to the conditions in the field.

428 Literature data comparing the age of dipterans in different conditions (wild
429 populations and infection status) (Sikulu-Lord, Milali, et al. 2016), preservation
430 protocols (Sikulu-Lord et al. 2018; Sikulu et al. 2011), and exposure to insecticides
431  (Sikulu et al. 2014) showed that even under different settings it is possible to achieve

432  accuracy values and correct predictions above 80%.

433  The estimate of age in insects is a complicated process and depends on diverse
434  features. Modifications that occurred in the cuticle, in surface lipids, muscle tissue,
435  fat body, in the reproductive or digestive systems, and other biochemical changes
436  may influence the absorbance of the spectra and all this will be detected by NIRS

437  (Perez-mendoza et al. 2004).

438  Overall, our results are promising compared to previous prediction techniques such
439 as ovarian dissection, assessment of pteridine accumulation, cuticular
440 hydrocarbons, or assessment of transcriptional profiles, since these techniques

441  require more time and cost as reported by other authors (Mayagaya et al. 2009).

442  Interestingly, NIR spectroscopy was very efficient in the classification of mated or
443 unmated sand flies since we have accuracies greater than 98% even in a lower
444  number of samples (Table 3). The figure shows us a clear separation between
445  samples in PCA and LDA. This data propose that the copula causes many changes
446  in the physiology of different parts of the body of sand flies, or that for some reason
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the scanning probe was positioned more precisely on the head and thorax. A
possible explanation for a high differentiation between the groups in females is
because the mated females are fertilized and in a pre-oviposition state, waiting for

an opportunity to take a blood meal and continue the development and egg-laying.

According to Detinova (1968), a high proportion of parous females (those who have
already produced offspring) in an area of adult control measures, for example,
indicates that the treatment has not been adequate. On the other hand, in an area
with larval control measures, if the proportion of nulliparous females (those who have
not produced offspring) is high, this signals that the reproduction process remains
constant, generating new individuals, and hence the unsuccessfulness of control
measures applied to immature stages. Besides that, this kind of data has great
relevance in endemic areas, since it provides an estimate of the density of the

population of mated females that will look for a vertebrate host for blood-feeding.

Surprisingly, our results about the difference in the type of meal (sugar vs blood) and
gonotrophic cycle had very low ratio of correct predictions and accuracy, especially
on females that fed only in sugar solution. Mayagaya et al. (2009) compared unfed,
fed, and gravid females of mosquitoes, and the data they found for gravid was only
65% correctly classified, such as our result. That differs from the results obtained
using NIRS in A. aegypti by Hall et al. (Hall, Dutro, and Klowden, 1990) to measure
the volume of blood ingested by mosquitoes. These low accuracies suggest that the
age of those females (9-10 days) may be affecting the spectra, possibly due to
dehydration already related in older insects (Perez-mendoza et al. 2004). Moreover,
it was possible to observe the loss of quality of spectra in older sand flies, mainly >

15 days during the collection of the sand flies for the longevity tests (data not shown).

Liebman et al (2015) also found a low ratio of correct predictions (66.7 %) for females
of A. aegypti that only fed on sugar solution. These authors considered that the
nutritional factor was influencing in the size of the mosquitoes and in the quality of
analysis. So, our data may have been affected by age and diet, since 10-day-old

females had already made oviposition and were able to take a second blood-feeding.
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Another possible explanation for the low prediction results may be the absence of
variability in samples. Some authors emphasize the importance of external
validation, wild samples, to ensure better calibration models, in other words, a model
should be more widespread to consider the particularities of each sample (Krajacich
et al. 2017).

In this work we demonstrated some different possibilities of application of the NIRS
technique in sand flies. We had promising results for the estimate of age of sand
flies in laboratory conditions, especially in the classification of young (< 8d)

and old (> 8d) insects, a data with clear epidemiological relevance. This information
may be the basis for further studies of longevity in field

populations, and better evaluations of vector control strategies. Extending this
technique to field populations is necessary for the development of calibration models
that include sand flies with variable nutritional and background conditions. Besides
that, we also saw that the technique was very sensitive in separating mated from not
mated insects, and experimental adjustments are necessary to better classify
females through the gonotrophic cycle and type of feeding.

6. Conclusions

This is the first time NIRS was used for characterizations of sand fly individuals.
NIRS can be used for discriminate between young (< 8 days old) and old (> 8 days
old) adult L.longipalpis sand flies. Besides that, NIRS can also be used for
determining the copulation status of both sexes (mated vs non mated). The
technique may be used in the future for studies of age structure of field populations
and assessment of the impact of vector control strategies, aiming the shortening of
life span or lowering of reproductive fitness. These features are critical for the
vectorial capacity of sand flies and need to be considered in the design of strategies
for blocking the transmission of Leishmania parasites.
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7. Figure Legends

Figure 1 — Principal Components Analysis (PCA) of unmated females of Lutzomyia
longipalpis in different ages (a) 1-3-8-10-15-17-days-old, (b) 1-8-15-days-old, and
(c) <8 or =2 8 days-old.

Figure 2 — Principal Components Analysis (PCA) of unmated males of Lutzomyia
longipalpis in different ages (a) 1-3-8-10-15-17-days-old, (b) 1-8-15-days-old, and
(c) < 8 or 2 8 days-old.

Figure 3 — Linear Discriminant analysis (LDA) of unmated females of Lutzomyia
longipalpis in different ages (a) 1-3-8-10-15-17-days-old, (b) 1-8-15-days-old, and
(c) < 8 or 2 8 days-old.

Figure 4 — Linear Discriminant analysis (LDA) of unmated males of Lutzomyia
longipalpis in different ages (a) 1-3-8-10-15-17-days-old, (b) 1-8-15-days-old, and
(c) < 8 or 2 8 days-old.

Figure 5 — Principal Components Analysis (PCA) of mated females of Lutzomyia
longipalpis at different ages (a) 1-8-15-days-old, and (b) < 8 or > 8 days-old.

Figure 6 — Principal Components Analysis (PCA) of mated males of Lutzomyia
longipalpis at different ages (a) 1-8-15-days-old, and (b) < 8 or > 8 days-old.

Figure 7 — Linear Discriminant analysis (LDA) of mated females of Lutzomyia

longipalpis at different ages (a) 1-8-15-days-old, and (b) < 8 or > 8 days-old.

Figure 8 — Linear Discriminant analysis (LDA) of mated males of Lutzomyia

longipalpis at different ages (a) 1-8-15-days-old, and (b) < 8 or > 8 days-old.

Figure 9 — Principal Components Analysis (PCA) and Linear Discriminant Analysis
(LDA) of mated vs unmated females of Lutzomyia longipalpis (a,b) and mated vs

unmated males of Lutzomyia longipalpis.
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Figure 10 — Principal Components Analysis (PCA) and Linear Discriminant Analysis
(LDA) of females fed on sucrose solution or sucrose plus blood. (a) (b) are results
keeping females with eggs unlaid, and (c) (d) are results without females with eggs

unlaid.

Supplementary Figure 1 — Examples of spectra for sand flies (L. longipalpis):

Absorbance (Log 1/R - x axis) versus wavelength (nanometers - y axis).
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Lutzomyia longipalpis
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3.3.1. Introducéo

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania
através da picada de fémeas de flebotomineos (OMS, 2022; Brasil, 2017). Segundo
a OMS e OPAS, estao listadas como uma das dez principais doencgas tropicais
negligenciadas, com mais de 12 milhdes de pessoas infectadas atualmente, 0,9 a 1,6
milhdo de novos casos a cada ano e entre 20.000 e 30.000 mortes (OMS e OPAS,
2022).

Existem trés formas principais da doenca: leishmaniose visceral (LV), cutanea (LC) e
mucocutanea (LMC), que se diferenciam pelo agente etiolégico e manifestacdes
clinicas (OMS e OPAS, 2022). A LV é considerada a forma mais perigosa por sua alta
letalidade especialmente em individuos sem o devido tratamento, malnutridos ou
ainda portadores de alguma imunodeficiéncia (Brasil 2014, 2016; OPAS, 2019).

A doenca estd amplamente distribuida em areas tropicais e subtropicais e é
encontrada na Europa, Africa, Asia e América (Alvar et al., 2012). De acordo com a
OMS, o Brasil esta listado entre os 10 paises que mais contribuem em nimero de
casos de LV e LC (OMS e OPAS, 2022; Torres-Guerrero et al., 2018).

Os flebotomineos sé&o os vetores dos parasitos causadores das leishmanioses e
destacam-se os géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) por
sua capacidade vetorial (Mansueto et al., 2014; OPAS, 2019; Ready, 2013). A espécie
Lutzomyia longipalpis € uma das principais espécies de importancia médica no Brasil,
por ser o principal vetor na LV e por sua capacidade adaptativa em diversos
ambientes antrépicos e permissividade a diferentes espécies de Leishmania (Lainson
& Rangel, 2005; Ready, 2013; Salomon et al., 2015).

A disseminacgdo dos parasitos se da pelo fato de fémeas de flebotomineos serem
hemato6fagas e necessitarem de sangue para adquirir nutrientes necessarios para o
desenvolvimento e maturacdo dos ovos. Se essa alimentacdo ocorre em um
hospedeiro vertebrado infectado, em alguns dias os parasitos contraidos completam

seu desenvolvimento no intestino do inseto, podendo ser entdo transmitidos a outro
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hospedeiro através de um novo repasto sanguineo (Mansueto et al., 2014; OPAS,
2019; Schlein, 1993; Steverding, 2017).

Além da alimentacédo sanguinea, flebotomineos adultos alimentam-se de acucar de
origem vegetal ou de secrecdes de afideos, sendo essas as suas principais fontes de
carboidratos (Anez et al., 1994; Brazil & Brazil, 2018; Moraes et al., 2018; Ready,
2013). A presenca de agucar no intestino do inseto parece ser um importante estimulo
para a migragao e o desenvolvimento da Leishmania (da Costa et al., 2019).

Devido a essa necessidade da dieta de carboidratos, alguns grupos vém estudando
estratégias de controle da doenca através do controle do inseto vetor usando iscas
acucaradas atrativas contendo componentes inseticidas (Diarra et al.,, 2021;
Fiorenzano, Koehler, & Xue, 2017; Fraser et al., 2021; Junnila et al., 2011; Maia et al.,
2018; Mdller et al., 2010; Qualls et al., 2015; Saghafipour et al., 2017; Schlein &
Jacobson, 1994).

Nos ultimos anos nosso grupo identificou que metabolitos secundarios de plantas,
adicionados a alimentacdo acucarada, foram capazes de reduzir a porcentagem de
fémeas infectadas e a carga parasitaria em L. longipalpis infectados com L. mexicana

(Ferreira et al., 2018), em outras palavras, um efeito antiparasitario no vetor.

O estudo de compostos de origem natural impactando no desenvolvimento de
Leishmania € um conceito desenvolvido por Schlein e Jacobson (Schlein & Jacobson,
1994; Schlein, 1993; Schlein et al., 1992) ha cerca de trés décadas e vem sendo
continuado (Muller & Schlein, 2011; Qualls et al., 2015; Saghafipour et al., 2017) e
expandido para outros vetores, principalmente mosquitos (Fiorenzano et al., 2017;
Maia et al., 2018; Qualls et al., 2015).

Leishmania é um protozodario pertencente a familia Trypanosomatidae. Até o
momento sdo conhecidas 22 espécies patogénicas em humanos, as quais pertencem
aos subgéneros Viannia e Leishmania (OPAS, 2022). Dentro deste subgénero
podemos destacar L. amazonensis, responsavel pela forma LC difusa e LC com
lesbes disseminadas; L. infantum, causadora da LV americana com extensa

distribuicdo na América Latina, do México a Argentina (Torres-Guerrero et al., 2018).

99



O parasito é heteroxénico, entdo, é encontrado em 2 formas distintas ao longo de seu
ciclo de vida: uma forma promastigota, extracelular e flagelada encontrada no
intestino de flebotomineos; e a outra forma amastigota, arredondada e intracelular,
que se multiplica em células do sistema mononuclear fagocitario, especialmente
macrofagos (Brasil 2017; Maroli et al. 2013; OPAS 2019).

Antimoniais (tri ou pentavalente) vém sendo as drogas de primeira escolha usadas no
tratamento de pacientes com leishmaniose desde sua descoberta, ha cerca de 100
anos. A segunda opcéao de tratamento € feita com anfotericina B e suas diferentes
formulacfes, ou ainda pentamidina, miltefosina ou azitromicina, esses Ultimos mais

indicados para criangas e gestantes (Brasil, 2014, 2017; Mansueto et al., 2014).

Contudo, essas drogas apresentam algumas limitacdes, tais como dificuldade de
administragcdo e toxicidade, com diversos efeitos adversos (Brasil, 2014, 2017,
Mansueto et al., 2014). Outra preocupacao é o surgimento de cepas de Leishmania
resistentes ao tratamento (Mansueto et al., 2014; Tiuman et al., 2011; Tiwari et al.,
2018).

Por essa razao a OMS, na assembleia mundial da saude de 2013 (OMS, 2013), listou
uma série de acdes emergenciais para controle de doencgas tropicais negligenciadas
tais como: desenvolvimento de novos farmacos, de novas estratégias de controle

vetorial e ampliagdo de substancias inseticidas, entre outras.

Nesse sentido, varios grupos vém estudando compostos naturais ou sintéticos de
formulacdo analoga para ampliar o arsenal de farmacos disponiveis para tratamento.
A exemplo disso podemos citar chalconas, flavonéides, saponinas, quinonas,
alcaldides, taninos e terpendides, que sao fitoconstituintes com atividade anti-
Leishmania e com a vantagem de serem ambientalmente amigaveis (Gervazoni et al.,
2020; Sen & Chatterjee, 2011; Tiwari et al., 2018).

Dos compostos sintéticos analogos aos naturais podemos destacar as
pterocarpanoquinonas, que demonstraram resultados promissores em promastigotas
e amastigotas de Leishmania e em estudos com hospedeiros infectados. Contudo,
uma lacuna desses estudos de prospeccao de novas drogas € sua avaliacdo dos
efeitos antiparasitarios dentro do inseto vetor, investigando apenas efeitos in vitro e
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in vivo em hospedeiros vertebrados, muitas vezes com énfase nas formas
amastigotas (Costa et al., 2014; Cunha-Junior et al., 2016; Faides et al., 2018; Ribeiro
et al., 2013).

Pouco se sabe, por exemplo, sobre alteracbes sofridas pela Leishmania durante seu
desenvolvimento no inseto. E no intestino do flebotomineo que os parasitos precisam
superar diversas barreiras do sistema imune do vetor e passar por diferentes etapas
de mudanca de forma, além de uma alta taxa de replicacédo. Este processo ocorre por
divisdo celular e durante esse processo pode haver troca de material e geracao de
progénies hibridas, permitindo o desenvolvimento de novas caracteristicas

(resisténcia) (Van Bockstal et al., 2020).

Neste cenario, nosso grupo vem avaliando a influéncia de diferentes compostos
sintéticos com atividade anti-Leishmania, incluindo anfotericina B e pentamidina, em
distintos aspectos da fisiologia de L. longipalpis, quando adicionados a dieta
acucarada, tendo em vista seu uso potencial em iscas de acucar para controle da

infeccdo do parasito no vetor.

Em publicacdes prévias verificamos que essas drogas podem ter efeito atrativo ou
repulsivo, podem alterar a quantidade de solucdo acucarada ingerida, e também
podem alterar a escolha das dietas pelos insetos (Ferreira et al., 2022). Ressaltando
gue os compostos que tiveram sua avaliacdo descontinuada podem ser estudados
em outros tipos de intervencdes direcionadas especificamente ao inseto vetor, ja que
mostraram atividades inibidora de alimentacédo e/ou foram desprezados quando havia

opcao de dieta acucarada (Ferreira et al., 2022).

Nesse trabalho demos continuidade aos estudos com 0Ss compostos mais
promissores, L2, L6, L7, P8, P9 (pentamidina) e P10 (anfotericina B) para avaliacao
dos seguintes aspectos: efeitos na longevidade dos adultos, influéncia sobre a
alimentacdo sanguinea e oviposicéo e, por fim, efeito na infeccdo de fémeas com

Leishmania spp.

101



3.3.2. Material e Métodos

a) Compostos anti-Leishmania

As solucdes agucaradas foram preparadas com sacarose vendida comercialmente
(“agucar de mesa”) sendo esterilizadas em autoclave e mantidas sob refrigeracao a
4°C. As drogas testadas foram modeladas e sintetizadas no Laboratorio de Quimica
Bioorganica do Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Brasil (Ribeiro et al., 2013). S&o compostos sintéticos analogos
aos de origem natural com acéo anti-promastigotas produzidos, em sua maioria, a
partir de naftoquinonas e pterocarpanas (Buarque et al., 2011; Faibes et al., 2018;
Ribeiro et al., 2013). Também foram utilizados os compostos de referéncia no
tratamento de leishmaniose, como pentamidina e anfotericina B. Esses compostos
foram cedidos pelo Dr. Eduardo Caio Torres (IOC-FIOCRUZ). A tabela 3.3.1 traz as

informac¢des dos compostos avaliados.

Tabela 3.3.1 — Propriedades e condi¢cdes experimentais dos compostos anti-
Leishmania utilizados neste trabalho. Os valores de ICso representam a metade da
concentracdo inibitéria maxima para L. infantum ou L. amazonensis e a concentracéo

usada nos experimentos foi de 10 vezes o valor desse ICso. - : ndo determinado.

ICs0 L. infantum/

Classificacéo Concentragao

Composto ~ Estrutura L.amazonensis

F Lt

/Funcéo (mol L) (mmo )
o)
‘ o]

L2 Pterocarpaquinona O‘ O o 1,4/ 0,4 14,0

| Q )
o)
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(0]
L6 Pterocarpaquinona O‘ \\ -/1,98 20,0

L7 Pterocarpaquinona 1,7/ - 17,0
Derivado de
P8 hidroxietilpiperazina BOCHN{\/ /1.8 18,0
o’
Pentamidina — anel N
P9 aromatico diaminico/ HZN\H/O/ \QWNHZ 5,7/ 4,8 57,0
éter NH NH
OH
o ] . on
o HO, ., O OH (i)H (l)H éH 0]
P10 Anfotericina B - RPN OH 122 220
polieno I . , ,
HZI:J‘OH
NH;
(0]
DMSO Solvente g -/- 57,0
AN
HiC CHs

b) Efeito de compostos sobre a longevidade de flebotomineos

Os compostos LQB-475 (L2), LQB-181 (L6), LQ-03 (L7), PMIC-4 (P8), pentamidina
(P9), anfotericina B (P10) e DMSO (solvente) foram adicionados a solucdo de
sacarose, em concentracao correspondente a 10 vezes o valor da maior ICso para
Leishmania sp., e disponibilizados aos flebotomineos em micro gotas sobre placa de
petri coberta com parafilme (Ferreira et al., 2022). As soluc¢des foram trocadas a cada
2 dias e os estoques mantidos em congelador (-20° C). Os insetos adultos, recém
emergidos, foram separados por sexo e a mortalidade foi observada diariamente

mantendo-os em incubadora em condi¢Bes controladas (26°C e umidade 70%), de
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acordo com trabalhos descritos previamente (Diaz-Albiter et al., 2016; Ferreira et al.,

2018). O experimento foi realizado em triplicata com 20 insetos por gaiola.

c) Efeitos dos compostos sobre alimentacdo sanguinea e oviposicao

Cerca de 30 fémeas e 30 machos com 1-2 dias po6s emergéncia foram separados em
gaiolas e mantidos sob alimentagcdo com solugdo acucarada (sacarose 70% m/v)
contendo drogas antiparasitarias (LQB-475 (L2), LQB-181 (L6), LQ-03 (L7), PMIC-4
(P8), Pentamidina (P9), anfotericina B (P10), ou DMSO (solvente). Sete dias depois
as fémeas alimentaram-se de sangue através de picada em hamster anestesiado
(CEUA/IOC - L-029/2016), observando-se a quantidade de fémeas ingurgitadas. A
alimentacdo sanguinea durou cerca de 30 min para todas as condicdes. Parte das
fémeas foi separada e dissecada no mesmo dia para observacdo da aparéncia do
intestino e quantificacdo do sangue ingerido através da quantificacdo de proteinas
com o método do acido bicinconinico (Smith et al., 1985), usando albumina sérica
bovina como padrdo. A outra parte das fémeas foram mantidas em potes com camada
de gesso para postura dos ovos, sendo mantidas com a dieta contendo composto.
Contabilizamos a mortalidade das fémeas durante o periodo da alimentacéo
acucarada e pOs alimentacdo sanguinea, assim como aspectos relacionados a
oviposicdo como a quantidade de ovos, fecundidade (ovos/fémea) e fertilidade (se os
ovos eclodiram ou ndo). O numero de ovos postos foi quantificado através de
contagem visual de foto tirada em estereoscopio (Carl Zeiss — Stemi DV4, Werk
Gottingen, Germany) com auxilio de ferramentas de edicdo e aumento da imagem
(zoom) como photoscape (v3.7) e também com o aplicativo imageJ (1.53e). Nessa
ferramenta a mesma imagem passava por um processo de edi¢édo (conversao em 8-
bit, ajuste de threshold, escala de preto e branco, selecdo da area de interesse e
analise das particulas) conforme indicacao do programa. A partir desses dois valores
foi feita uma meédia com desvio padrédo da média. Esse ensaio foi repetido 3-5 vezes
e foi adaptado conforme Moraes e colaboradores (Moraes et al.,, 2018). As cinco

réplicas foram feitas para os compostos L6 e P8, sendo preciso aumentar o nimero
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inicial de fémeas por réplica de 30 (réplica 1) para 50 em média (réplicas 2-5) em L6.

O controle (sacarose) e P8 tiveram 30 fémeas em média (5 réplicas).

d) Efeito de compostos sobre a infeccdo de L. longipalpis com Leishmania

Os compostos mais promissores, LQB-475 (L2), LQ-03 (L7), Pentamidina (P9), e
DMSO (solvente), foram testados sobre a infecgédo de L. longipalpis em Leishmania

amazonensis.

Para as infeccdes, cerca de 200 fémeas com 1-2 dias ap0s emergéncia foram
separadas em gaiolas de tecido e mantidas com dieta controle (sacarose) ou teste

(sacarose mais composto) por 2 dias para realizacdo da alimentacao infectante.

Para infecgdo com L. amazonensis, 0 processo simula uma infecgéo natural, no qual
as fémeas de flebotomineos se alimentam diretamente das patas lesionadas de
camundongos tipo Balb/c. Para isso, fizemos um furo na gaiola para passagem da
pata infectada e o camundongo anestesiado (xilazin/ cetamin) foi posicionado sobre
um plastico de modo que as fémeas s6 tiveram acesso a pata que atravessou a
passagem feita na gaiola. Os camundongos foram infectados com 12 a 16 semanas
de idade através de injecdo direta contendo 2 x 10° parasitos/ mL de L. amazonensis
(cepa JOSEFA). Somente ap6s 70 dias de infeccdo do camundongo realizamos a
infeccéo dos insetos, quando as patas estavam bastante lesionadas e com alta carga
parasitaria. A alimentacao sanguinea teve duracao de 1h e 15min, aproximadamente.
Cada gaiola continha 2 camundongos, e o experimento foi feito em duplicata. Apés a
alimentacao, os camundongos foram retirados da gaiola, e eutanasiados em seguida,
e o0s insetos foram mantidos sob alimentacdo acucarada de acordo com as instrucées

acima.

Os resultados foram analisados por dissec¢ao, observacao da presenca de parasitos
no intestino, contagem dos parasitos em hemocitbmetro e as amostras intestinais
foram divididas e congeladas a -20°C em tampéao PBS para posterior quantificacédo

da carga parasitaria por qPCR (Ferreira et al.,, 2018; Pita-Pereira et al., 2005).
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Amostras foram coletadas no 3°, 5° e 7° dias pés alimentacédo sanguinea de acordo

o0s estégios de evolucao da infec¢do de L. amazonensis.

e) Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism (versado 6) para
Windows. Para verificar distribuicdo de normalidade dos dados usamos o teste de
D'Agostinho & Pearson. Aqueles que apresentaram distribuicdo normal foram
submetidos ao teste t ndo pareado ou Andlise de Variancia (ANOVA One-way) com
pos-teste de comparacdes multiplas de Tukey. Os dados com distribuicdo ndo normal
foram analisados usando teste ndo paramétrico de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis
com o poés-teste de comparacdes multiplas de Dunn. Todas as comparacfes com

valor de p < 0,05 foram classificadas como estatisticamente significativas.
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3.3.3. RESULTADOS

a) Efeito de compostos sobre a longevidade de flebotomineos

Ao adicionar os compostos anti-Leishmania a dieta agucarada de flebotomineos
analisamos todas as curvas de longevidade estabelecendo a dieta com sacarose
como controle. Vimos que os principais achados foram para L6, que reduziu o tempo
médio de vida (TMV) de machos de 17 £ 1 dias para 10 = 1 (p < 0,0001) através do
teste de comparagdes multiplas de Dunn. Ao comparar as curvas de sobrevivéncia
em pares (controle x teste) pelo teste Log-rank (Mantel-Cox), a reducdo no TMV
permanece para L6 (p < 0,0001) e também observamos diferenca em P8 para 13 £ 1
dias (p <0,001), DMSO para 15 £ 1 dias (p < 0,05) e um aumento no TMV em L7 para
19 £ 2 dias (p < 0,05). Vale ressaltar que Controle (sacarose) vs P8 pelo teste de
comparacdes multiplas de Dunn apresentou valor de p = 0,1429, enquanto que 0s

demais apresentaram p > 0,9999.

Ja para as fémeas, nao identificamos diferencas estatisticamente significativas pelo
teste de comparacdes multiplas de Dunn. Entretanto, ao comparar as curvas Log-rank
(Mantel-Cox) observamos uma reducao significativa no TMV de L2 em relagédo ao
controle, de 14 + 1 dias para 11 + 1 (p < 0,05), P8 reduziu também de 14 * 1 dias para
11 +£1 (p <0,05) e um incremento no TMV de fémeas com P9 (pentamidina) de 14 +
ldiasparal9+1(p<0,01). Atabela 3.3.2 e as figuras 3.3.1 e 3.3.2 resumem esses
resultados.
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Tabela 3.3.2 - Tempos médios e medianos de vida de L. longipalpis com adi¢ao de

compostos anti-Leishmania a dieta agucarada comparando a dieta controle

MC

MDMSO M L2 M L7 M L6 M P8 M P9 M P10
MEDIANA 17 15 19 20 10 13 18 15
MEDIA +
SEM 17 £1 15 +1* 18+1 19+2* 10 £1*** 13 +1** 17 +1 151
FC FDMSO FL2 FL7 FL6 F P8 F P9 F P10
MEDIANA 12 15 8 12 13 12 19 17
MEDIA *
SEM 14 £1 16 1 11+£1* 131 16 1 11 +1* 19 +1** 171

Sendo MC e FC Machos e fémeas controle, aqueles que se alimentaram apenas da dieta
com sacarose. Teste de Comparacgdo entre curvas de sobrevivéncia log-rank (Mantel-Cox),
Machos: MC/MDMSO - p = 0,034; MC/L6 - p < 0,0001; MC/L7 - p = 0,036; MC/P8 - p = 0,0006
e Fémeas: FC/ L7 - p=0,014, FC/P8 - p = 0,02 e FC/P9 - p = 0,0032. Teste de comparagdes
multiplas de Dunn MC/L6 - p < 0,0001
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Figura 3.3.1 - Curvas de longevidade de machos de L. longipalpis alimentados com solugéo
acucarada mais droga anti-Leishmania. Insetos foram mantidos em condi¢gbes controladas
(26°C e umidade 70%) e sua mortalidade verificada diariamente. Teste de Comparacéo entre
curvas de sobrevivéncia log-rank (Mantel-Cox). Machos: MC/MDMSO - p <0,05; MC/L6 - p <
0,0001; MC/L7 - p <0,05; MC/P8 - p <0,001. Teste de comparac¢des multiplas de Dunn para
MC/L6 - p < 0,0001. Experimentos realizados 3 vezes independentemente, com n = 20 cada.
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Figura 3.3.2 - Curvas de longevidade de fémeas de L. longipalpis alimentadas com solugédo

acucarada mais droga anti-Leishmania. Insetos foram mantidos em condi¢cbes controladas

(26°C e umidade 70%) e sua mortalidade verificada diariamente. Teste de Comparagéo entre

curvas de sobrevivéncia log-rank (Mantel-Cox) Fémeas: FC/ L7 - p = 0,014, FC/P8 - p = 0,02

e FC/P9 - p=0,0032. Experimentos realizados 3 vezes independentemente, com n = 20 cada.
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b) Efeitos dos compostos sobre alimentacdo sanguinea e oviposi¢ao

Avaliando os efeitos da alimentacdo acucarada mais compostos antes e pos repasto
sanguineo vemos que o composto L6 causou maior mortalidade de fémeas e por
consequéncia reduziu o numero de insetos disponiveis para realizacdo da
alimentacdo sanguinea (Figura 3.3.3-a). Foi contabilizada a quantidade de fémeas
ingurgitadas e aquelas que ndo se alimentaram. Esse dado ndo gerou diferencas
estatisticamente significativas em nenhuma das drogas testadas (Figura 3.3.3-b).
Verificamos também possiveis efeitos na sobrevivéncia das fémeas apos a
alimentacdo sanguinea e apos 3 dias ndo identificamos diferengas na mortalidade
comparada aos controles (Figura 3.3.3-c). Com relacédo a fecundidade das fémeas
(ovos/fémea), apesar de parecer haver uma reducdo com L6 e P8, ndo foram

detectadas diferengas nos testes realizados (Figura 3.3.3-d).
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Figura 3.3.3 - Efeito de compostos anti-Leishmania adicionados a dieta acucarada
em fémeas de L. longipalpis pré e pos alimentacdo sanguinea. O item (a) apresenta
porcentagem de mortalidade pré alimentac¢do sanguinea, sendo o valor de **p = 0,007
calculado pelo teste de compara¢c6es multiplas de Dunn, (b) porcentagem de fémeas
gue néo ingurgitadas, (c) porcentagem de fémeas mortas até 3 dias pos alimentacéo
sanguinea e (d) taxa de oviposi¢ao (ovos/fémea).

Verificamos também a viabilidade dos ovos observando se haveria eclosdo e se essas
larvas estariam vivas e ativas. Para esse aspecto foi feita apenas uma andlise
gualitativa se houve eclosdo ou ndo em cada réplica. O dado sugere que L6 e P8
causam uma diminuicdo na taxa de eclosédo, pois reduziu em 50% e 75%,
respectivamente, as chances de geracéo de larvas viaveis a partir dos ovos postos.

A figura 3.3.4 ilustra as porcentagens de eclosao para cada composto.

112



Vale ressaltar que, das cinco réplicas realizadas para esses compostos (mais
controle) em L6, por duas vezes nao houve postura de ovos pelas fémeas, e em uma
das vezes ndo havia numero suficiente de fémeas para oviposicdo (sendo
direcionadas para a disseccao e quantificacdo de proteinas). Somente em uma de
duas repeticdes experimentais os ovos foram postos e eclodiram dias depois. Ou seja,

36% do total de fémeas separadas para oviposi¢cao ndo colocaram ovos.

Com P8, das 4 réplicas em que tivemos fémeas para oviposicdo, uma nao houve
postura de ovos, correspondendo a 26%. Nas outras 3 repeticdes, mesmo havendo

postura, s6 houve eclosdo em uma.

Eclosao
100%
80%
60%
40%
20% I

0%

Ctrl DMSO L2 L7 L6 P8 P9 P10

Ndo 18% 25% 33% 0% 50% 75% 0% 0%

W Sim 82% 75% 67% 100% 50% 25% 100% 100%

Figura 3.3.4 - Porcentagem de eclosdo em grupo de ovos postos, por fémeas, pés
alimentacao sanguinea e agucarada contendo drogas antiparasitarias.

Investigamos se a adi¢do prévia desses compostos poderia apresentar efeito inibidor
de alimentacdo sobre o repasto sanguineo. Para isso fizemos a quantificacdo das
proteinas do conteudo intestinal de fémeas ingurgitadas. Os resultados mostram que
nenhum dos compostos testados causou reducdo na quantidade de proteina ingerida
através da dieta sanguinea. De fato, L2 aumentou significativamente a quantidade de
proteinas de 2,5 + 0,2 ug/pL para 4,0 £ 0,4 pg/uL quando comparado ao controle
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(apenas sacarose). As demais quantidades médias de proteina ingerida pelas fémeas

ficaram entre 2,2 e 3,0 ug/pL. A figura 3.3.5 mostra o resultado dessas quantificacdes.
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Figura 3.3.5 - Quantificacdo de proteinas com método BCA do sangue do contetdo
intestinal de fémeas logo apds alimenta¢do sanguinea, alimentadas previamente com
solucdo acucarada mais compostos anti-Leishmania. O valor de **p < 0,01 foi
calculado pelo teste de comparacbes mdltiplas de Dunn e ***p < 0,001 pelo teste
Mann Whitney (L2 vs Ctrl). Os grupos néo assinalados apresentaram comparacoes
com o controle com p > 0,05.

c) Efeito de compostos sobre a infeccdo de L. longipalpis com Leishmania

Em funcéo dos resultados prévios de Ferreira e cols. (2022) e dos apresentados
acima, escolhemos dar continuidade aos testes de infecgdo com os compostos L2,
L7 e P9 (pentamidina), pois esses seriam 0S compostos com 0 menor impacto
fisiologico nas fémeas adultas de flebotomineos. L2 n&o apresentou efeitos
pronunciados na preferéncia, ingestdo ou repulsao (Ferreira et al., 2022). Apesar de
afetar a longevidade de fémeas (Tabela 3.3.1; Figura 3.3.2), essa redug¢do nao

impede a analise temporal da infec¢céo ja que, em contrapartida, essa droga aumentou
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a quantidade de sangue ingerido. O composto L7, apesar de ter reduzido o volume
ingerido de dieta agcucarada comparada ao controle, foi preferido pelas fémeas e nao
causou efeitos na longevidade ou em aspectos relacionados a alimentacéo sanguinea
(Ferreira et al., 2022). O composto P9 (pentamidina), apesar de ter tido efeito
repulsivo nas fémeas aumentou seu TMV e néo influenciou parametros relacionados
a alimentacdo sanguinea. Além disso, foi preferida pelos machos como dieta

acucarada (Ferrreira et al., 2022).

Os estudos com L6 foram descontinuados por afetar a longevidade das fémeas antes
destas realizarem a alimentagdo sanguinea (Figura 3.3.3a), 0 que limita a quantidade
de fémeas para fazer uma alimentacdo sanguinea infectante com posterior avaliagao
do curso da infeccdo. O composto P8 afetou a longevidade de machos e fémeas
(Tabela 3.3.1; Figuras 3.3.1 e .2) e parece ter efeitos mais pronunciados em aspectos

relacionados a oviposicédo, tendo sido também descontinuado.

Das infeccdes realizadas com L. amazonensis, observamos que somente 0 composto
L2 causou reducao na quantidade de parasitos por intestino no 3° dia pés infeccéo
(PI) (Figura 3.3.6), entretanto essa diferenca ndo € mais detectada no 5° (Figura 3.3.7)
ou 7° dia PI (Figura 3.3.8).
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Figura 3.3.6 - Influéncia de compostos anti-Leishmania adicionados a dieta
acucarada sobre a infeccdo de L. longipalpis com L. amazonensis no 3° dia pés
infeccdo. Diferencas significativas foram investigadas pelo teste de comparacfes
multiplas de Dunn/ teste Mann Whitney.
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Figura 3.3.7 - Influéncia de compostos anti-Leishmania adicionados a dieta
acucarada sobre a infeccdo de L. longipalpis com L. amazonensis no 5° dia pos
infeccdo. Diferencas significativas foram investigadas pelo teste de comparagdes
multiplas de Dunn/ teste Mann Whitney.
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Figura 3.3.8 - Influéncia de compostos anti-Leishmania adicionados a dieta
acucarada sobre a infeccdo de L. longipalpis com L. amazonensis no 7° dia pos
infeccdo. Diferencas significativas foram investigadas pelo teste de comparacdes
multiplas de Dunn/ teste Mann Whitney.

Verificamos também a porcentagem de fémeas infectadas (positivas) contra o total
de insetos dissecados nos 3 dias analisados e também nao detectamos diferencas

entre as dietas controle e experimentais (Tabela 3.3.3).

Tabela 3.3.3 - Porcentagens de fémeas infectadas com L. amazonensis ao longo

dos dias pos infecgéo (PI)

Ctrl (Sac.) DMSO L2 L7 P9

3°d PI 719+7% 77+3% 63 + 16% 56 + 6% 88 + 6%

5°d PI 86 £ 7% 58 + 15% 73 + 18% 88 £ 13% 83+ 1%

7°d PI 67 + 5% 70% 60 + 0% 82+ 2% 74+ 7%

117



A tabela 3.3.4 resume os resultados obtidos para os compostos descritos nesse

trabalho.

Tabela 3.3.4 — Resumo dos efeitos de drogas antiparasitarias sobre a fisiologia de L.

longipalpis. - :

sem alteracdo significativa em relacdo aos controles com dieta

contendo apenas sacarose. nd — ndo determinado, | redugdo ou 7 aumento do

parametro analisado.

DMSO L2 L6 L7 P8 P9 P10
Is) - Wid 3 I8 - -
Longevidade
- 1% - - 12 19 -
Efeitos na AS = = et - = = =
Pré AS
Eclosdo dosovos | 267% =267% 50% 267% 25% =267% =267%
Ingestao
, - M - - - - )
sanguinea
Carga parasitéaria 3°
gap . - H nd - nd - nd
L. amazonensis PI)
% de infeccao - - nd - nd - nd

3.3.4. DISCUSSAO

Esse conjunto de resultados descritos traz pela primeira vez os efeitos de drogas com

atividade antiparasitaria sobre alguns aspectos da fisiologia dos flebotomineos, o

inseto vetor de parasitos do género Leishmania, adicionando essas substancias a

dieta acucarada.
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Um dos aspectos avaliados foi a influéncia sobre a longevidade e os resultados nos
mostram que, dos seis compostos avaliados incluindo o solvente (DMSO), quatro
deles tiveram efeitos sobre os machos, sendo L6, P8 e DMSO causadores de reducao
no TMV com maior ou menor nivel de significancia e L7, surpreendentemente,
gerando um aumento no TMV. Em fémeas, trés drogas apresentaram efeitos na
longevidade, sendo L2 e P8 responsaveis pela diminuicdo do TMV e P9 (pentamidina)

pela elevacao da longevidade.

Trés desses compostos sdo classificados como pterocarpanoqguinonas e um €
derivado de hidroxietilpiperazina, o qual exibiu efeito redutor de longevidade em
ambos 0s sexos. Esses resultados sao bastante promissores, visto que ndo estamos
utilizando altas concentragdes de substancias (entre 14 e 57 umol L) quando
avaliamos a possibilidade de adiciona-las em iscas para controle de insetos. Para fins
comparativos, ao convertermos as concentracfes molares utilizadas da anfotericina
B (924,09 g-mol?) e pentamidina (340,41 g.mol?), por exemplo, em concentragdes
comuns, teremos 20,3 e 19,4 mg/L, respectivamente.

Efeitos larvicidas em A. aegypti foram observados com diferentes quinonas de origem
natural extraidas da raiz de Connarus suberosus, por exemplo, sendo a tectoquinona
a substancia mais ativa, com LC50 de 1,1 ug/mL depois de 24 h (Silva et al., 2020).
Ainda nesse trabalho os autores relatam que esse composto causou 100% de
mortalidade das larvas em até 5 dias nas diferentes concentragdes testadas (2,1
pg/mL, 3,5 pg/mL e 4,3 pg/mL).

Resultados semelhantes foram obtidos em madeira tratada com extratos de
naftoquinonas (catalponol e catalponona) de Catalpa bignonioides que, além de ser
desprezada por cupins quando havia escolha, também reduziu a sobrevivéncia a zero
em 7 dias (Castillo & Rossini, 2010). Castillo & Rossini ainda descrevem uma outra
guinona, a jacaranona, que gerou efeito toéxico apds a ingestdo quando oferecida a
moscas como parte de uma dieta acucarada. Eles relatam que as propriedades anti-
insetos em extratos de Bignoniaceae se deva a grande quantidade de quinonas
(especialmente nafto- e antraquinonas) apresentando efeitos inibidores de
alimentacdo ou toxicos contra varias espécies pertencentes a diferentes ordens de

insetos (Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera e Orthoptera)
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(Castillo & Rossini, 2010). Essa informacdo € corroborada em outras referéncias
(Silva et al., 2020; Sreelatha et al., 2009), que descrevem que quinonas podem
apresentar atividade anti-alimentar, gerar dano ao intestino médio pés digestao e até
mesmo causar a inibicdo do complexo mitocondrial Ill. Esses efeitos podem explicar
a razéo pela qual a reducédo na longevidade ndo é imediata, mas sim um efeito

prolongado.

Além disso, tal fato parece estar de acordo com a habilidade das quinonas serem
moléculas geradoras de espécies reativas de oxigénio (ROS) em ambientes ricos em
oxigénio. Essas substancias podem ainda gerar efeitos anti-alimentares ou toxicos
por sua capacidade de alquilar nutrientes essenciais e componentes celulares
(Barbehenn & Peter Constabel, 2011). Neste trabalho os autores ainda sugerem que
guinonas teriam competéncia de se ligar covalentemente a diversos aminoacidos
essenciais in vitro (metionina, histidina e lisina). Todavia, esses resultados seriam
insuficientes para inferir as consequéncias fisiolégicas dessa ligacdo em insetos
herbivoros (Barbehenn & Peter Constabel, 2011).

Efeitos inibidores de alimentacdo também foram observados em pterocarpanas
extraidas de Pterocarpus macrocarpus (Morimoto et al.,2006) e também em ensaios
realizados com Spodoptera litura, somado a efeito antiparasitario em L. donovani

(Morimoto et al., 2016) com pterocarpanas analogas aos naturais.

Quanto ao incremento no TMV provocado por L7 em machos, € possivel que esteja
relacionado ao fato dessa pterocarpanquinona ser uma orto-quinona, e moléculas
com essa configuracdo estdo envolvidas no processo de esclerotizacdo e

escurecimento de cuticula.

Além de proteinas e quitina, as interacdes quimicas que ocorrem com agentes
escurecedores sdo também responsaveis pelas propriedades fisicas do exoesqueleto
maduro de insetos. De maneira geral, o processo se da pela reacdo de uma proteina
ou um aminoacido com um derivado polifendlico secretado na presenca de uma
oxidase. A dureza e rigidez do tecido envolve a oxidagao desses compostos em orto-
quinonas, principalmente, seguida de condensagcdo com o0s grupos NH:2

(possivelmente SH) de proteinas (Bittner, 2006; Sugumaran, 2010). A esclerotizacao
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pode ainda promover o escurecimento da coloragcéo cuticular (cor marrom/preta), o
gue favorece maior absorcdo de radiacdo solar mantendo os insetos aquecidos
(Klowden, 2008; Sugumaran, 2010). Entretanto, mais estudos precisariam ser
realizados para avaliar se de fato L7 estaria beneficiando a estrutura cuticular de

flebotomineos adultos.

De todos os compostos que causaram reducao na longevidade, L6 foi o que gerou
efeitos mais significativos em machos. Estruturalmente, diferente dos demais
derivados de quinonas, este apresenta um grupo amida ligado a um oxigénio,
sugerindo que a presenca dessa porgao nitrogenada possa estar causando efeitos
mais deletérios em machos. E valido mencionar que L6, apesar de n&o alterar o
volume de solucdo acucarada ingerida, resulta em menor preferéncia quando ha
escolha entre dieta controle e experimental (54 vs 33%; Ferreira et al., 2022). Ou seja,
embora L6 seja tdxico, no experimento de longevidade os machos se alimentaram da

dieta contendo o composto por falta de opc¢éo de outra fonte de agucar.

O composto P8, que é classificado com derivado de hidroxietilpiperazina, foi o Unico
gue causou reducdo no TMV em ambos 0s sexos e se mostrou promissor para uso
como composto inseticida para flebotomineos. Vale recordar que P8 foi desprezado
pelos machos quando havia escolha entre as dietas (Ferreira et al., 2022), e ainda
reduziu o volume de solucéo ingerida quando comparado com a dieta controle. Isso
demonstra que ainda que esses machos tenham ingerido um menor volume de
solucdo com P8, ja que ndo tinham outra opcdo de dieta, foi o suficiente para

aumentar a sua mortalidade.

Dados da literatura mostram que compostos sintéticos derivados de piperazina
exibem efeitos larvicidas ou inibidores de crescimento na lagarta Pseudaletia separata
(Walker) (Cai etal., 2010) e atividade inseticida em larvas de mosquito (Culex pipiens
pallens) em concentragdes de 1 mg/L (Xu et al., 2016). Ainda nesse trabalho, os
autores descrevem uma atividade inseticida moderada de derivados de piperazina
contra os lepidépteras Helicoverpa armigera, Ostrinia nubilalis e Mythimna separata,
em concentracdes de 600 mg/L do composto (Xu et al.,, 2016). Em Aretza e
colaboradores (Aretza et al.,, 2021), drogas sintéticas com porcao fenilsulfonil-

piperazina apresentaram elevada toxicidade contra larvas de Aedes aegypti.
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Ja os compostos L7 e P9 (pentamidina) causaram aumento no tempo médio de vida
de machos e fémeas, respectivamente. Ao olharmos para os resultados de
preferéncia e ingestao (Ferreira et al., 2022), ndo detectamos preferéncia ou maior
ingestao em solugdes contendo esses compostos. No entanto, P9 foi uma droga que
causou efeito repulsivo nas fémeas (Ferreira et al., 2022), sugerindo que tenha algum
odor desagradavel. Quando ingerido, pareceu ser palatavel, ja que nos experimentos
de ingestdo da dieta agucarada, mesmo néo havendo diferenca em quantidade
ingerida entre as dietas, o volume ingerido de solugédo com pentamidina (68 + 10 nL)
foi um dos maiores comparado as demais dietas. Esses resultados sugerem que P9

foi benéfico para o fithess do inseto.

Esses dados trazem um alerta a respeito da epidemiologia da doenca, especialmente
os relacionados a pentamidina, que ja € um dos farmacos de referéncia utilizados no
tratamento das leishmanioses (Brasil, 2014, 2017). Neste trabalho verificamos a
influéncia desse composto na dieta agucarada, mas seria relevante avaliar se esse
aumento na longevidade também ocorreria caso uma fémea realizasse um repasto
sanguineo em um cao que estivesse sendo tratado com essa droga. Se isso
acontecer, essa fémea potencialmente infectada teria mais tempo de vida de fazer
novas alimentacdes sanguineas e disseminar o patdégeno. Esse cenario ainda reforca
a ndo recomendacédo de tratamento de cdes com as mesmas drogas usadas no
tratamento em humanos. Medicamentos como anfotericina B e isotionato de
pentamidina parecem ter baixa eficacia no tratamento dos cachorros e elevam o risco

de selecionar parasitos resistentes a essas drogas (Brasil, 2014).

Quanto aos possiveis efeitos desses compostos sobre a alimentacdo sanguinea,
vimos que apenas o L6 causou um aumento na mortalidade das fémeas ao longo do
periodo de alimentacdo acucarada e pré exposicdo a cobaia anestesiada. Esse
resultado € surpreendente, pois essa substancia ndo havia apresentado efeitos na
longevidade de fémeas previamente. E possivel que a diferenca entre os resultados
derive das diferengas no tempo de observacgéo considerado, pois no experimento de
longevidade foram considerados os efeitos de longo prazo (até 40 dias de

observacédo), enquanto que nos testes de alimentacdo sanguinea os insetos foram
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acompanhados apenas por 7 dias. Contudo, os dados da primeira semana das curvas

de longevidade ndo confirmam essa hipoétese.

Verificamos que outras diferencas nas condicbes experimentais entre o0s
experimentos visando os efeitos na alimentacdo sanguinea e a longevidade seriam a
idade dos flebotomineos (recém emergidos versus fémeas com 1-2 dias pos
emergéncia) e a estacdo do ano em que as réplicas foram realizadas (outono/ inverno
versus primavera/verdo). Entretanto, ndo ha dados suficientes para sugerir se essas

mudancas explicariam esse efeito inseticida.

E valido também ressaltar que 0 mesmo composto L6, nio tendo causado redugio
estatisticamente significativa na quantidade de ovos/fémeas (Figura 3.3.3-d), parece
influenciar a postura (reducédo de 36%) e a eclosédo dos ovos (reducdo de 50%). Um
racional semelhante vale para P8, que parece afetar mais intensamente a eclosao

dos ovos (reducao de 75%).

Esses resultados reforcam que L6 e P8 foram os compostos mais deletérios para a
fisiologia de flebotomineos, sugerindo que a digestdo ou o direcionamento dos
nutrientes para a producédo de ovos pode estar sendo afetada. Esses resultados
podem ser incorporados a estudos futuros para avaliar se em diferentes

concentracfes ou desenhos experimentais esses efeitos persistiriam.

Dos resultados de quantidade de proteina ingerida na alimentacdo sanguinea,
somente o composto L2 aumentou os valores médios em 1,6 vezes em relacdo ao
controle. Entretanto, ndo houve o aumento equivalente esperado na producdo de
ovos por fémeas, ja que flebotomineos apresentam concordancia gonotréfica (Brazil
& Brazil, 2018; Lehane, 2005).

De todo modo, alimentando-se de mais sangue, essas fémeas estdo em teoria
adquirindo uma maior quantidade de nutrientes, especialmente aminoéacidos,
aumentando as chances de sucesso na producéo de ovos, ja que esse composto ndo
afetou os demais aspectos relacionados & alimentac&o sanguinea. E possivel que tais
fémeas tenham uma necessidade menor de realizar um segundo repasto sanguineo
para reposicdo de nutrientes, no curto prazo, ja que ficaram bastante ingurgitadas
(Brazil & Brazil, 2018; Lehane, 2005), hipotese que pode ser explorada no futuro.
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O composto L2 também parece néao influenciar significativamente na taxa de ecloséao.
Entretanto, ndo houve o aumento esperado na producdo de ovos por fémeas. E
possivel que a quantidade de nutrientes na alimentacdo sanguinea em nossas
condi¢cles esteja sendo saturante para os controles, ndo sendo direcionada para a

producédo de ovos.

O composto L2 foi a Unica droga que apresentou redu¢do na carga parasitaria de
flebotomineos infectados com L. amazonensis no 3° dia pés infecgéo, no entanto esse
efeito ndo persiste nos demais dias. Essa pouca efetividade néo era esperada, ja que
adicionamos os compostos a dieta agucarada em uma concentracao 10 vezes maior
gue o ICso calculado para L. infantum ou amazonensis conforme a tabela 1 (Ferreira
et al., 2022). Para L2, usamos o valor da Tabela 1 de ICso para L. infantum, pois era
a concentracao previamente estabelecida. Contudo, € possivel que para L2 tenhamos
utilizado uma concentracdo 35 vezes maior do que o ICso, j& que esse valor para L.

amazonensis relatado na literatura é de 0,40 £ 0,06 uMolar (Faibes et al., 2018).

E possivel que esse efeito leishmanicida esteja ocorrendo apenas no 3° dia apos a
infeccdo devido a uma maior concentracao fisiolégica do composto. De acordo com
nossas observacdes experimentais, L. amazonensis parece ter um desenvolvimento
mais rapido comparado a L. infantum em L. longipalpis. Dessa forma, espera-se que
entre 0 segundo e quarto dia de infeccdo tenhamos uma maior quantidade das formas
nectomonas (formas longas e moveis) e lectomonas para a primeira espécie (Bates,
2007; Pimenta et al., 2018).

Os flebotomineos, por sua vez, estocam agucar em seus diverticulos e sua passagem
se da lentamente, possivelmente conforme a necessidade fisioldgica do inseto exija
o consumo do acUcar (Brazil et al., 1997; Brazil & Brazil, 2018). A alimentacao
acucarada parece ser mais frequente em fémeas gravidas ou antes da proxima
alimentacdo de sangue (Takken & Koenraadt, 2013). Assim, é provavel que as
promastigotas, na forma nectomonas, ao escaparem da matriz e migrarem para
regiao anterior do intestino e cardia estejam em uma regido com maior quantidade de
L2 (com acgucar), ja que as fémeas precisariam repor seus niveis energeéticos pos

digest&o sanguinea. E plausivel que o efeito antiparasitario seja dependente da forma
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evolutiva do parasito, 0 que pode explicar uma baixa efetividade dos compostos em

condig¢des in vivo.

Outro fato importante a se mencionar € a quantidade de solucao acucarada ingerida
contendo o composto. Conforme Ferreira et al. (2022), o volume de solucédo contendo
L2 ingerido pelas fémeas foi de 41 + 7 nL, enquanto que para L7 esse volume foi de
27 = 2 nL, cerca de 1,5 vezes menos. Com isso 0s parasitos foram expostos a uma
concentracdo menor da droga, explicando a razdo do efeito anti-Leishmania ter
ocorrido apenas em L2 e ndo em L7. Diferentemente do observado com pentamidina,

mesmo as fémeas possivelmente tendo ingerido volumes proximos a 60 nL.

Esperdvamos que os efeitos in vivo dessas pterocarpanquinonas fossem mais
préximos ao observado in vitro, ja que apresentam efeitos de inibicdo de crescimento
de promastigotas, alteracdo no potencial de membrana mitocondrial (AWm),
fragmentacdo de DNA em concentragdes dose dependentes (< 10 pMolar), aumento
da producédo de ROS, sendo que o L2 apresentou os menores valores de ICso para
as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, braziliensis e infantum
comparando com as demais drogas testadas, estando inclusas L1, L3 e L4 (Faides et
al., 2018; Ribeiro et al., 2013; da Silva et al., 2009).

Também ndo observamos alteracfes estatisticamente significativas na porcentagem
de fémeas infectadas, mesmo havendo uma pequena reducédo em L7 no 3° dia pés
infeccao (23%).

A auséncia e a perda de atividade anti-Leishmania nas fémeas de L. longipalpis
tratadas com os compostos L2, L6 e P9 pode estar relacionada a metabolizacao
desses compostos por parte do inseto. A metabolizacdo de MSP de diversas classes,
incluindo quinonas, no intestino de lepidopteros, tem sido documentada (Salminen et
al., 2004), e mecanismos de degradacdo de antraquinonas ja foram propostos em
cupins (Osbrink et al., 2005). Nesse sentido, seria importante avaliar a possivel
excregdo desses compostos nas fezes e ou na urina, ou mesmo 0 Seu recrutamento
em vias catabolicas ou detoxificacdo por parte do inseto. Uma perspectiva é avaliar a
presenca ou permanéncia desses compostos no diverticulo das fémeas, assim como

em outros 6rgaos, para avaliar essa hipotese.
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Outro possivel mecanismo de inativacdo da atividade anti-Leishmania apods ingestédo
pelos insetos pode ser através da metabolizacdo ou modificacdo desses compostos
por micro-organismos da microbiota intestinal. A agdo da microbiota intestinal sobre
MSP e sua inativagdo tem sido bem documentada (Genta et al., 2006), e é possivel
gue os parasitos sejam beneficiados indiretamente por outros micro-organismos.
Como esses compostos também podem apresentar acdo antimicrobiana, é provavel
gue a ingestao continua por parte do inseto tenha resultado, por exemplo, na selecao
de bactérias resistentes com alta capacidade de metaboliza-los. Dessa maneira, 0s
efeitos sobre a microbiota intestinal também devem ser considerados em estudos

futuros.

Outra perspectiva, no sistema estudado, € a propria selecéo de parasitos resistentes
aos compostos, durante a sua exposicao continua. O ciclo do parasito no inseto &
justamente aonde ocorre a troca de material genético entre linhagens, com possivel
diversificacao e selecdo de parasitos resistentes (Van Bockstal et al., 2020). Nesse
sentido, € possivel que a presséo de selecao causada pelos antiparasitarios resulte
em uma evolucdo de linhagens resistentes altamente dindmica no hospedeiro

invertebrado.

Em linhas gerais, os resultados observados indicam que a exposi¢cao de Leishmania
a compostos antiparasitarios no intestino de flebotomineos deve considerar uma
possivel complementaridade metabdlica entre parasito, vetor e microbiota. A
complexidade desse sistema biol6gico e a emergéncia de fendtipos de resisténcia
aos compostos alvo sdo fatores limitantes da estratégia de bloqueio de transmissao

proposta, e devem ser alvo de estudos futuros.

3.3.5. CONCLUSOES

Podemos concluir a partir desse conjunto de resultados que os compostos L6 e P8
reduziram a longevidade de flebotomineos adultos e parecem influenciar na ecloséo
dos ovos, sendo bons candidatos a inseticidas por apresentarem efeito toxico. J& os

compostos L7 e P9 foram benéficos para os insetos e elevaram o tempo de vida de
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machos e fémeas, respectivamente. O composto L2 se mostrou o mais promissor dos
compostos testados, por reduzir a longevidade fémeas de L. longipalpis e a carga
parasitaria de L. amazonensis no 3° dia pos infeccdo. Contudo, os efeitos
antiparasitarios dos compostos L2, L7 e P9 foram fortemente atenuados no sistema

digestorio do vetor.
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3.4. CAPITULO 4

Em fase de finalizacdo de resultados e escrita em formato de artigo

Genes de expressdo diferencial, uma alternativa para estimativa de idade para

Lutzomyia longipalpis

Taina Neves Ferreira, Caroline da Silva Moraes, Fernando Ariel Genta
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3.4.1. INTRODUCAO

Os flebotomineos sao insetos hematofagos amplamente distribuidos no mundo,
principalmente em regifes tropicais e subtropicais. Apresentam importancia médica
por serem vetores de patdgenos, especialmente parasitos do género Leishmania
transmitidos pela picada das fémeas durante alimentacao sanguinea (Costa & Souza,
2018; OMS, 2022).

Lutzomyia longipalpis € uma das espécies de maior relevancia médica nas Américas
por ser responsavel pelo desenvolvimento e transmissdo de Leishmania infantum,
agente causador da leishmaniose visceral (Brasil 2014, 2017; OPAS, 2019).

As leishmanioses estéo listadas como uma das mais importantes doencas tropicais
negligenciadas causadas por patdgenos transmitidos por vetores. Destaca-se pela
complexidade de seu ciclo de transmissdo, que apresenta uma diversidade de
vetores, reservatorios e parasitos (OPAS, 2019; OMS, 2022).

Um aspecto importante na entomologia médica é a estimativa de idade de insetos
vetores. Esse dado, além de ser importante para mensurar o impacto desse aspecto
no ciclo de transmisséao, também é fundamental para avaliar a capacidade vetorial, ja
gue os patégenos possuem um periodo de incubacéo extrinseco (PIE). Dessa forma,
0s insetos precisam ter uma longevidade minima para disseminar parasitos dos
géneros Plasmodium, Leishmania e Trypanosoma, por exemplo (Lehane, 1985;
Ready, 2013; Resh & Cardé, 2009).

Fémeas de L. longipalpis precisam completar cerca de 8 dias de idade para conseguir
transmitir os parasitos na sua forma infectiva, pois precisam fazer, pelo menos, duas
alimentacdes sanguineas, sendo a primeira alimentacdo sanguinea em um
hospedeiro infectado e uma segunda disseminando as formas metaciclicas ja
desenvolvidas no intestino das fémeas, fechando um ciclo de transmissao (Bates,
2007; Dostéalova & Volf, 2012; Kamhawi, 2006). Parametros como PIE e longevidade
compdem um modelo matematico que mensura a capacidade vetorial do inseto.
Entdo, estimar a idade dos insetos é essencial para medir o impacto das estratégias

de controle vetorial (Lehane, 1985).
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O levantamento de populacdes de flebotomineos frequentemente se faz através da
técnica de captura-marcacao-recaptura (Galati et al., 2009). Porém, essa metodologia
ndo informa a idade, mas a densidade populacional, além de ter sua eficacia afetada

por mudancas ambientais.

Quanto a metodologias de estimativa de idade, em flebotomineos pouco se avangou
além das técnicas classicas, como a analise de crescimento -cuticular e
desenvolvimento ovariano (Amendt et al., 2021; Lehane, 1985; Vogt & Walker, 1987).
No entanto, essas sdo metodologias laboriosas, que demandam tempo para
disseccdo de um grande numero de amostras, pessoal especializado para avaliar o
status de postura, e podem ter baixa acuracia nos resultados (Detinova, 1962; Amendt
et al., 2021).

Nos ultimos anos, novas técnicas foram descritas para a estimativa de idade em
outros insetos vetores, mais especificamente em mosquitos do género Aedes e
Anopheles. Por exemplo, com base em mudanga de perfis transcricionais, foram
descobertos genes biomarcadores de longevidade (Cook et al., 2006; Cook & Sinkins,
2010; Peter e Cook et al., 2007; Hugo et al., 2010; Wang et al., 2013; Zhan et al.,
2007).

Essa técnica foi inicialmente desenvolvida avaliando a alteracdo na expressao de
genes idade-dependente em D. melanogaster, e apresentou grande acuracia quando
comparada com outras estratégias como avaliagdo de hidrocarbonetos cuticulares
(Cook et al., 2006). A partir desse trabalho, foi possivel a busca de genes ortélogos
em outros modelos como A. aegypti, viabilizando a determinagédo da idade de
mosquitos fora das condi¢bes de laboratério, mostrando-se uma técnica robusta

mesmo em diferentes condi¢des fisioldgicas (Caragata et al., 2011).

Assim sendo, neste trabalho buscamos genes de expressao idade-dependentes em
L. longipalpis, similares aos descritos na literatura. Dessa forma, avaliamos se o perfil
transcricional também seria modulado com a idade de flebotomineos, sendo uma

metodologia alternativa para estimar a longevidade desses insetos vetores.
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3.4.2. MATERIAL E METODOS

a) Busca de genes similares aos de A. aegypti e desenho de primers

Dos quatro genes descritos em A. aegypti (Caragata et al., 2011; P. E. Cook et al.,
2006; Hugo et al., 2010) (AAEL008844 (id prévia Ae-15848), AAEL003259 (id prévia
Ae 8505), AAEL014255 (Aquaporin 6) e AAEL007490) como melhores marcadores
de idade por expresséo tempo-dependente, foi encontrada similaridade em 3 genes
correspondentes de L. longipalpis, buscando no banco de sequéncias do Vectorbase
(BLASTN e BLASTX). Foram considerados como similares os genes com maior score
e menor e-value, além da porcentagem de similaridade. A tabela 3.4.1 resume as

informacdes desses genes.

Tabela 3.4.1 — Genes de A. aegypti e seus ortdlogos em L. longipalpis com expressao

idade dependente

Gene

A. aegypti L. longipalpis E-value Identidade Suposta funcao

AAEL008844  LLOJ005905 1E 71% Proteina ligante de Célcio
Glicoproteina estrutural de

AAEL003259 LLOJ006193 2E34 78% _

endocuticula
AAEL014255 LLOJ001619 2,00E®° 69% Aguaporina
AAEL007490

Foram usados os programas Primer 3 (Basu & Thornton, 2011) e Beacon designer

para escolha dos seguintes primers. LLOJ005905: Forward, 5’-

GGCCCACTATATTACACCAACCCC-3, e Reverse, ‘5-
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GGGGTAGGGGCGTTCTGCGAA-3'. LLOJ006193: Forward, 5'-

GGCCCACTATATTACACCAACCCC-3, e Reverse, ‘5-
GGGGTAGGGGCGTTCTGCGAA-3.. LLOJ001619: Forward, 5-
GGCCCACTATATTACACCAACCCC-3, e Reverse, ‘5-

GGGGTAGGGGCGTTCTGCGAA-3. Seguiram-se as orientacdes referente a
tamanho dos produtos de PCR, quantidade de bases da sequéncia de iniciadores, e
temperatura de melting atendendo as recomendagfes da PCR em tempo real
descritas (Basu & Thornton, 2011). A tabela 3.5.2 agrupa as informacdes de
parametros dos iniciadores. Além desses, foi solicitada também a sintese de primers
para os genes constitutivos de L. longipalpis RP49 (proteina ribossomal - Forward 5°-
GACCGATATGCCAAGCTAAAGCA-3’; Reverse 5 GGGGAGCATGTGGCGTGTCTT
3) e GAPDH (Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase - Forward 5'-
TTCGCAGAAGACAGTGATGG-3'; Reverse 5- CCCTTCATCGGTCTGGACTA-3’),

conforme descricdo em trabalhos prévios (Tinoco-Nunes et al., 2016).

Tabela 3.4.2 — Parametros dos iniciadores desenhados para os genes de L.

longipalpis
AG AG
Tamanho Tm°C (dimero) Tm°C (dimero)
ID Senso (5' - 3") Antisenso (3'-5')  produto (bp) (S) senso (AS) antisenso
GATTTGGCTGAC CTTTCATGGCCT
LLOJ005905 GATGGCAAG GTGGGAATC 112 57,5 -0,4 56,5 -4,4
TAGTGATAACGT ATCAATTCGTGG
LLOJ006193 GACCCCAGTG AACCTGAGCG 148 56,9 -3,3 58,7 -1,1
TGTCCAAGTTCT GGGATCTCGAT
LLOJ001619 CTGGTGGTTG GCTAAACGACA 149 57,8 -1,5 57,7 -3,1
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b) Preparo das amostras de flebotomineos

Aproximadamente 200 fémeas e machos de L. longipalpis adultos recém emergidos
foram separados em gaiolas diferentes, e alimentados com solucdo agucarada (70 %
p/v), trocada a cada 2 dias. Cerca de 20 insetos eram retirados ao longo dos dias pés
emergéncia, obtendo amostras flebotomineos com 1, 3, 8, 10, 15 e 17 dias de idade.

Esses insetos foram utilizados em escaneamentos na regido do infravermelho
(capitulo 2). Logo ap6s serem escaneados, 0s insetos eram identificados como
machos ou fémeas e eram colocados individualmente em microtubos de polipropileno
de 200 pL contendo 50 pL de RNAzol, e mantidos em gelo até serem guardados em

freezer -80° C para posterior extracao do RNA.

Para avaliar o padréo de expresséo nas diferentes idades, realizamos a extracao de
RNA de pools de 5 flebotomineos utilizando 250 uL de RNAzol total (RNAzol® RT
Sigma, n° de cat. RN190) seguindo-se as etapas de homogeneizacéo, centrifugacao
e suspensao conforme as instrugdes do fabricante. Ressaltando que a degradacao
de DNA gendmico foi realizada com a etapa de adicdo de 0,6% (1,5 pL) de 4-

bromoanisole seguida de agitacdo e centrifugacao.

A concentracdo (ng/uL) e a pureza das amostras foram verificadas em NanoDrop
2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Foram utilizadas apenas amostras com
razdes de Absorbancia 260/280 e 260/230 nm = 2. O RNA extraido foi mantido a -
80°C até a conversdo em cDNA.

As amostras foram usadas para sintese de cDNA usando kit Superscript® Il first-
strand (Invitrogen — Life Technologies, lote 170198) seguindo as recomendacdes do
protocolo do fabricante. As amostras de cDNA foram quantificadas por fluorescéncia
usando o Qubit (LifeTechnologies) com o kit de ensaio ssDNA (n° de catalogo 10212,
molecular probes - Life Technologies) obtendo concentragbes de 10-100 ng/pL,

procedimento semelhante ao de Vieira e cols. (Vieira et al., 2016; 2020).
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c) Padronizacao das condi¢cbes da PCR

Para determinar a concentracdo ideal dos primers foram testadas diferentes
concentragdes finais do senso e antisenso: 100 nmol L%, 200 nmol L%, 600 nmol L*,
1800 nmol L. A concentracdo mais adequada para amplificacédo de todos os genes
foi de 200 nmol L.

Para calculo de eficiéncia de primes foram feitas diferentes curvas com concentragfes
de cDNA indo de 8,0 pg/ yuL a 80,0 ng /uL, sendo a concentracao de 5 ng/ pL a
escolhida para dar continuidade aos experimentos. A curva com fator de diluicéo 5,
de 0,008 a 25 ng /L, apresentou eficiéncias proximas de 100% para todos os genes:
GAPDH - 101,98%; RP49 —88,91%; LLOJ005905 — 102,14%; LLOJ001619 — 95,29%
e LLOJ006193 — 61,67%.

O protocolo de ciclagem da PCR teve as seguintes etapas: 95°C por 10 min
(ativacao), 95°C por 15 s, 60°C por 10 s (anelamento e extensédo) por 40 ciclos. Como
controles negativos foram pipetados pogos com mix de reagentes sem cDNA, para
avaliar a formacao de dimero de primer ou contaminacao nas reacfes. A reacao era
seguida de uma curva de melting: 95° C por 15 s, 60°C por 1 min, 95°C por 30 s e
60°C por 15 s para confirmar que apenas um unico produto foi amplificado para cada

alvo.

Para montagem da reacdo foram preparados mix para cada gene contendo: 12,5 uL
de Power SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™), 0,5 uL de cada
primer (senso e antisenso), 9,5 uL de agua livre de nuclease mais 2,0 pL de amostra
contendo cDNA, (10 ng de cDNA total por reacdo), com um volume final de 25 L. As
reacdes de gPCR foram realizadas em um equipamento 7500 FAST (Applied
Biosystems) na plataforma de PCR em tempo real do IOC-FIOCRUZ (RPT-09A).

As amostras de insetos com mesma idade correram em 2 poc¢os (duplicata técnica) e

as reacoes foram repetidas 5 vezes com amostras (em pools) de diferentes idades.

Os dados foram analisados com o software Expression Suite v1.0.3 (Life

Technologies), considerando a eficiéncia de amplificacdo de cada gene alvo
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normalizado com os genes de referéncia RP49 e GAPDH de L. longipalpis pelo
método comparativo de Ct (AACt) (Livak e Schmittgen, 2001), avaliando variacdes a
partir das amostras de 0-1 dia. Procedimentos similares encontram-se descritos por
Vieira et al. (2016; 2020).

Os dados também foram analisados pelo método Logcontrast conforme descrito nos
trabalhos realizados em mosquitos de Caragata et al. (2011), Cook et al. (2006, 2007),
Hugo et al. (2010), Weeraratne et al. (2021), que trazem a seguinte expressao:

Xi/Xtotal

W), sendo que:

Log contraste Xi = Ioglo(

Xi é o valor médio de Ct de um gene alvo, Xret € 0 Ct médio do gene de referéncia
(RP49 ou GAPDH) e Xtotal € @ soma dos valores de Ct para todos os genes de um

individuo.

d) Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism versdo 6 para
Windows usando teste Mann-Whitney. As analises estatisticas entre 0s grupos estédo
apresentadas nas respectivas figuras e legendas, sendo considerados

significativamente diferentes quando p < 0,05.
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3.4.3. RESULTADOS

Foi possivel estabelecer condicdes padronizadas para os genes LLOJ005905 e
LLOJ001619 (Aquaporina 6) (ver detalhes em Materiais e Métodos). Contudo, para o
gene LLOJ006193 observamos a necessidade de altas concentragdes de primers e
cDNA (acima de 2,5 ng/ pyL) para amplificacdo. Além disso, observamos baixa
reprodutibilidade entre as replicatas técnicas e experimentais, bem como curvas de
primers com baixa eficiéncia (em torno de 60%), o que poderia aumentar as chances
de anelamentos néo especificos como formacédo de dimeros, por exemplo. Por essas
razdes, a avaliacdo das amostras de flebotomineos de diferentes idades foi
continuada apenas com os genes LLOJ005905 e LLOJ001619.

A partir da andlise desses alvos verificamos que, em fémeas, os genes LLOJ005905
e LLOJ001619 tém seu valor de ACt aumentado ao longo dos dias. Isso representa
uma reducéo significativa no nivel de expresséao relativa com a idade, comparando
insetos com 1 dia com os de 8, 10, 15 e 17 dias de idade (Figura 3.4.1). O gene
LLOJO05905 tem sua expressao reduzida em cerca de 7 vezes (3,5 para 0,5)
enquanto LLOJ001619 tem sua expressdo reduzida em pouco mais de 1 vez,

comparando fémeas mais velhas contra as mais novas, com 3 dias de idade.
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Figura 3.4.1 - Variacao dos niveis de expressao génica para fémeas de L. longipalpis
com diferentes idades. A esquerda temos a expressao relativa (RQ - eixo y) versus
as diferentes idades (1, 8, 10, 15 e 17 dias pds emergéncia) para o gene LL001619 e
a direita para o gene LL005905, utilizando como referéncia insetos com 3 dias de
idade (expressao relativa igual a 1). As barras representam a média + SEM de 4
experimentos independentes e médias de ACT foram comparadas pelo teste de
Mann-Whitney; *p < 0,05.

Analisando os dados pelo método Logcontrast obtivemos quatro curvas logaritmicas
para os 2 genes alvos, LL001619 e LLO05905, usando os dois genes de referencia,
RP49 ou GAPDH.

Avaliando o perfil de linearizacdo e o valor de R? vemos que as melhores
combinacgdes se deram utilizando o gene RP 49 como constitutivo de referéncia, pois
0S genes LLO05905 e LLO01619 apresentaram R2 de 0,7688 e 0,7571,
respectivamente. Usando GAPDH como gene de referéncia vemos uma tendéncia

linear apenas com o gene LL0O05905, com R2 = 0,614 (Figura 3.4.2).

O menor valor de contraste log do gene LLO05905/ RP49 para L. longipalpis [(—
0,146) ] foi em fémeas com 1 dia e maior foi em fémeas com 17 dias (0,077). O mesmo
foi observado com gene o LLO01619/RP49: o menor valor de log contraste também
foi observado em insetos com 1 dia e maior em 17 dias (0,018 e 0,116,

respectivamente). E importante salientar que os niveis de expressdo S&o
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inversamente proporcionais ao contraste logaritmico dos valores de Ct
normalizados/abundancia transcricional (Cook et al., 2006), entdo pode-se dizer que
a abundéancia transcricional dos genes LL0O05905 e LL0O01619 aumentou com a idade
dos flebotomineos, indicando que a expressdo de ambos os genes diminuiu com a
idade.

Logcontrast

o

0,050

Logcontrast

a Days b Days

Logcontrast
o
.,
Logcontrast

Days d Days

Figura 3.4.2 — Padrdo de expressao dos genes LLO05905 e LL0O01619 de L.
longipalpis em diferentes idades (1, 3, 8, 10, 15, 17 dias) pelo método Logcontrast
usando como referéncia GAPDH e RP49. Em (a) LLO05905/GAPDH, equacéo da reta:
y =0,0087x - 0,0794 e R2=0,614; (b) LLO01619/RP49, equacao da reta: y = 0,0053x
+ 0,0422 e R2=0,7571; (c) LLO05905/ RP49, equacéo da reta: y = 0,0118x - 0,0983
e R2=0,7688 e (d) LLO01619/GAPDH, equacao da reta: y = 0,0022x + 0,061 e R? =
0,2967
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3.4.4. DISCUSSAO

Diferentes abordagens vém sendo aplicadas no desenvolvimento de técnicas para
estimativa de idade de insetos vetores, tais como avaliagdo de desenvolvimento
ovariano e mudancas cuticulares, medida de concentracdo de pteridinas, e deteccao
de proporgéo de hidrocarbonetos de cuticula (Amendt et al., 2021; Lehane, 1985).
Mais recentemente, com os resultados promissores, tem sido testada a estimativa de
idade por espectroscopia no infravermelho préoximo (Mayagaya et al., 2009; Milali et
al., 2019; Reeves et al., 2010).

Entretanto, esses modelos podem perder a precisdo em funcédo das variacées de
fatores ambientais (umidade e temperatura), assim como das condi¢des fisiologicas
do inseto (infeccao, estado nutricional, espécies cripticas), podendo ser necessaria a
revalidacéo e otimizacdo do método para diferentes populacdes de um determinado
inseto vetor (Cook et al., 2007; Weeraratne et al., 2021).

Neste trabalho, vemos que foi possivel construir um modelo preditivo de idade a partir
de alteracdo de padrdo de expressdo génica de flebotomineos, assim como ja
realizado em outros dipteros (Cook et al., 2006, 2007; Hugo et al., 2010; Weeraratne
et al., 2021; Zhan et al., 2007).

A partir dos resultados obtidos vimos que, assim como foi feito em Drosophila
melanogaster e Aedes aegypti (Cook et al., 2006), também encontramos trés dos
guatro genes anteriormente descritos como bons marcadores de idade em L.

longipalpis.

Assim como em A. aegypti, foram avaliados diferentes genes de referéncia com
variacdo minima de expressdo com as diferentes idades para serem usados como
normalizadores. Semelhante ao observado em mosquitos, um gene de proteina
ribossomal (LL-RP49, correspondente a Ae-RpS17) também foi o mais apropriado

para uso como normalizador em L. longipalpis (Cook et al., 2006).

Os genes estudados em flebotomineos demonstraram uma menor expressao ao

longo da idade, o que foi identificado pelo método comparativo de Ct (AACt),
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tendéncia que foi reforcada quando analisamos os dados pelo método log contraste.
O método AACt nos mostra uma menor expressao conforme os insetos envelhecem,
mas s6 nos mostra a taxa usando uma das idades como Ct normalizador
(flebotomineos com 3 dias de idade), o que limita a classificagdo entres as idades.
Através do contraste logaritmico, criamos uma curva modelo sem comprometer 0s
valores de Ct de nenhuma idade, sendo uma alternativa a necessidade de se fazer

uma curva padréo de expressao relativa com amostras de idade conhecida

O método log contraste se mostrou mais adequado para a analise de expressao
idade-dependente, ja que nos forneceu um modelo linear com R2 préximo a 0,75,
estando de acordo com resultados obtidos em mosquitos (Cook et al., 2006; Cook &
Sinkins, 2010; Hugo et al., 2010; Weeraratne et al., 2021).

A avaliacao de idade por variagdo no perfil transcricional ainda pode fornecer uma
vantagem frente a técnicas como infravermelho, por se mostrar mais estavel e robusta
mesmo em amostras em diferentes condi¢Bes fisiolégicas como mosquitos
infectados, alimentadas com sangue (Caragata et al., 2011), em condi¢cdes de semi
campo (Caragata et al., 2011; Cook et al., 2006; Hugo et al., 2010) ou criados em
diferentes temperaturas (Weeraratne et al., 2021), uma vez que a expressao dos
genes biomarcadores ndo teve alteracfes significativas nesses casos. Entretanto,
essa estabilidade de marcadores precisaria ser confirmada com mais estudos em

flebotomineos.

E possivel que, agrupando os dados em faixas de idade 1-3 (hovos), 8-10 (médios) e
15-17 (velhos), as diferencas na expressdo sejam mais visiveis similarmente a
separacao dos clusters observada por Zhan e cols em D. melanogaster (15-20, 30-
45 e 60 dias) (Zhan et al., 2007).

140



3.4.5. CONCLUSOES

Esses resultados mostram que dois genes de L. longipalpis, LLO05905 e LL001619,
similares aos descritos em outros dipteros, também apresentaram variacdo no padrao
de expressao ao longo da idade dos adultos. A partir dessa metodologia é possivel
prever a idade de flebotomineos. Contudo, ainda é necessario testar a robustez da

técnica frente a mudangas fisiologicas.
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4. DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo apresentar resultados de aspectos pouco
estudados da biologia basica de flebotomineos: a influéncia de drogas anti-
Leishmania na fisiologia do vetor, avaliacdo desses compostos como redutores ou
bloqueadores de transmissdo, e desenvolvimento de técnicas para estimativas de
idade de flebotomineos. Aspectos que compde sua capacidade vetorial e podem ser

Uteis em estudos futuros, que visem a elaboracéo de estratégias de controle vetorial.

O trabalho 1 apresentou os possiveis efeitos repulsivos/atrativos, preferéncia

alimentar e estimulantes ou inibidores de alimentacao agucarada.

Dos compostos avaliados em testes de efeitos repulsivos/atrativos, apenas L4 e

pentamidina (P9) demonstraram efeitos atrativo e repulsivo, respectivamente.

Uma explicacdo possivel para observamos diferencas estatisticas somente nesses
compostos pode ser o maior volume e concentragéo utilizados nos testes de L4 e P9,
comparado aos demais compostos, ja que essas quantidades variaram de acordo
com o valor de ICsp previamente obtido para L. amazonensis. Os demais compostos
ou ndo causam nenhuma alteracdo perceptiva aos receptores olfativos de

flebotomineos ou estdo em concentracdes muito baixas para serem detectados.

Os efeitos repulsivos da pentamidina podem ter ocorrido pela presenca do grupo
amino (—-NHz) proximo a anéis aromaticos, o que pode criar algum odor desagradavel
para as fémeas, semelhante a outros compostos derivados de amoénia que possuem

essa caracteristica (PubChem,2022; Britannica, 2022).

As concentracdes utilizadas nesses experimentos foram muito inferiores comparado
as concentracfes de outros compostos com sabida atividade repelente em insetos.
Por exemplo, convertendo a concentracdo do DEET percentual (15%) e molar
chegamos ao valor 0,78 mol/L, enquanto as utilizadas neste trabalho estdo na ordem

de micromolar.

O DEET é um composto recomendado como repelente para flebotomineos e
mosquitos (Dickens & Bohbot, 2013; Mansueto et al., 2014; Moussa et al., 2015;
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Yaghoobi-Ershadi et al., 2006), que teve seu efeito confirmado (controle positivo)
guando usado em testes com isca viva, mas o efeito ndo se mantém quando
misturamos o repelente a solucao agucarada. O modo de a¢do do DEET em dipteros
ainda ndo é completamente esclarecido. Segundo dados revisados (Dickens &
Bohbot, 2013), esse composto pode modificar ou bloquear as respostas de receptores
neuronais atrativos (olfactory receptor neurons - ORNSs), que normalmente seriam
sensiveis a moléculas atrativas, ou ainda que DEET poderia ativar ORNs ou
receptores odorantes (ORs) especificos. Isso justifica a necessidade do uso de uma
cobaia para melhor avaliacdo de efeitos atrativos ou repulsivos ja que o sistema
olfativo de insetos é sensivel a componentes emitidos por mamiferos como CO:2 e

acido latico (Dickens & Bohbot, 2013; Guidobaldi et al., 2014).

Estudos realizados por Hassaballa e colaboradores (2021) com compostos organicos
volateis mostraram que flebotomineos da espécie P. duboscqgi apresentam uma
atracao diferencial entre machos e fémeas, reforcando que variagcdes na quantidade
e gqualidade de compostos com odor podem alterar a resposta de flebotomineos
(Hassaballa et al., 2021). A atratividade por odores humanos, de frutas e feromoénios
também foi influenciada por fatores como idade e status pré ou pés acasalamento de
machos e fémeas de outras espécies de dipteros (Devescovi, Hurtado, & Taylor,
2021; Paixao et al., 2015). Possivelmente tais questbes estejam influenciando no
comportamento de L. longipalpis, fato que necessita ser mais profundamente

investigado.

Ao avaliar efeitos anti-alimentares em dietas agucaradas contendo os compostos,
vemos que as fémeas foram mais sensiveis as pterocarpanquinonas, quando
comparadas aos machos (L1/ L3/L7 vs L4/P8/P10), sugerindo que a tolerancia a
compostos inibidores de alimentacao difere entre os géneros. Efeitos inibidores de
alimentacdo foram descritos em Spodoptera litura (Drijffhout & Morgan, 2010;
Sreelatha et al., 2009), assim como um efeito larvicida também em testes com

derivados de quinonas (Silva et al., 2020).

O composto P8 apresentou efeito inibidor de alimentagdo em machos. Os trabalhos
gue mostram efeitos inseticidas causados por derivados de piperazina descreveram

mortalidade em larvas e adultos de mosquitos (Aretza et al., 2021; Xu et al., 2016), o
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gue estaria de acordo com os efeitos na longevidade de flebotomineos observados

no trabalho 3.

No trabalho de Xu e colaboradores (2016), os autores relatam a importancia de
heterociclicos como piridinas, pirazois triazol, tiofeno e piperazinas na quimica
médica. Os derivados de piperazina ocupariam um lugar de destaque, por
apresentarem diversas propriedades bioldégicas como antivirais, antibacterianas,
antimalaricos e antiparasitarias, como ja descrito previamente (Cunico, Gomes,
Facchinetti, et al., 2009; Cunico, Gomes, Moreth, et al., 2009; Vasconcelos et al.,
2014).

Com relacéo a escolha entre as dietas, apenas quatro dos compostos testados foram
preferidos por machos (P9, P10 (anfotericina)) ou fémeas (L7, P8). Novamente
sugerindo comportamento distinto entre machos e fémeas para optar por compostos

que tenham um odor ou sabor mais agradavel.

Os resultados de preferéncia e ingestao foram bastante coerentes para L1, L3 e L4,
gue foram desprezados entre as dietas disponiveis e também reduziram o volume de
solugéo ingerido por flebotomineos. Esse dado poderia criar um viés caso esses
compostos fossem testados em demais aspectos como ingestdo de sangue ou
infeccdo com Leishmania, mas podem ampliar as perspectivas de estudos que

avaliem o efeito inibidor de alimentac&o de derivados de quinonas ou pterocarpanas.

No trabalho 3, seguimos avaliando a influéncia de alguns dessas drogas
antiparasitarias, descontinuando aquelas que foram muito desprezadas e/ ou que
causaram efeito anti-alimentar, especialmente nas fémeas que se alimentam de

sangue e sao infectadas com Leishmania.

Avaliamos se o0s compostos teriam efeito inseticida e novamente vemos uma
diferenca de resposta entre 0s sexos e somente o composto P8 reduziu a longevidade
de ambos os sexos, efeito que foi ainda mais significativo em machos. O que foi
similar ao observado em mosquitos dos géneros Culex e Aedes (Aretza et al., 2021;
Xu et al., 2016), conforme ja descrito anteriormente. Esse resultado é coerente com

os de preferéncia e ingestéo, ja que foi preterido e ainda inibiu a alimentacdo dos
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machos, corroborando com os efeitos larvicidas ou inibidores de crescimento em

lagartas (Pseudaletia separata (Walker)) (CAIl et al., 2010).

As pterocapanquinonas que causaram reducdo no tempo de vida foram L6 (machos)
e L2 (fémeas). Esses resultados estédo de acordo com efeitos larvicidas em A. aegypti
causados por tectoquinona (Silva et al., 2020), e com os efeitos redutores de
longevidade e toxicos pos digestdo produzidos por derivados de quinonas em

diferentes ordens de insetos (Castillo & Rossini, 2010; Sreelatha et al., 2009).

As quinonas também sdo potencias geradoras de espécies reativas de oxigénio
(ROS) em ambientes ricos em oxigénio e podem ainda gerar efeitos anti-alimentares
ou toxicos por sua capacidade de alquilar nutrientes essenciais e componentes
celulares (Barbehenn & Peter Constabel, 2011). Essas atividades podem explicar o

porqué de a reducéo na longevidade ser um efeito observado a longo prazo.

Avaliando o nivel de significancia dos compostos com acédo redutora de longevidade,
podemos sugerir que 0s machos sejam um pouco mais sensiveis do que as fémeas,
ja que a reducdo no TMV das fémeas foi de 3 dias (14 para 11 dias), enquanto nos
machos P8 reduziu o TMV em 4 dias (17 para 13 dias) e L6 em 7 dias (17 para 10
dias). Um resultado semelhante foi observado com a mandelonitrila (um aglicone —
MSP da classe dos glicosideos cianogénicos), que apresentou um efeito na
mortalidade mais intenso em machos (reducdo de 10 dias) do que em fémeas
(reducéo de 5 dias) em trabalho anterior (Ferreira et al., 2018).

Assim como em P8, o composto L6, apesar de ndo reduzido o volume de solucéo
ingerido, também foi desprezado em relacdo a dieta controle (54 vs 33%). Isso
demonstra que, mesmo tendo efeito toxico para os machos, estes se alimentaram por

falta de opcao de outra fonte de acUcar nos testes de longevidade.

Ja os compostos L7 e P9 aumentaram o TMV de machos e fémeas, respectivamente.
Fato similar foi observado anteriormente também em machos de L. longipalpis, em
dieta acucarada contendo esculetina (um aglicone — MSP do grupo das cumarinas)
(Ferreira et al., 2018).

Esse efeito provocado por L7 em machos pode estar relacionado ao fato dessa

pterocarpanquinona ser uma orto-quinona e moléculas com essa configuracao
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estarem envolvidas no processo de esclerotizacéo e escurecimento de cuticula, o que
poderia beneficiar o flebotomineo ao conferir mais resisténcia cuticular (Bittner, 2006;
Klowden, 2008; Sugumaran, 2010).

A pentamidina (P9) foi o Unico composto que causou efeito repulsivo nas fémeas
(capitulo 1) sugerindo que tenha algum odor desagradavel para esses insetos.
Contudo, quando ingerida parece ser bastante palatavel, com uma ingestao de 68 +
10 nL, um dos maiores volumes se comparado as demais dietas. Ao que parece, P9
foi benéfico para as fémeas. Esse composto traz um dado contrario ao observado em
estratégias de controle usadas em malaria. Estudos identificaram aumento na
mortalidade em mosquitos que se alimentavam de sangue de individuos tratados com
ivermectina, droga com atividade antiparasitaria e usada no tratamento da maléaria
(Chaccour, Lines, & Whitty, 2010). Seria valido avaliar se fémeas também teriam seu
TMV aumentado caso se alimentassem do sangue de pacientes tratados com

pentamidina.

Em relacdo aos possiveis efeitos sobre alimentacdo sanguinea, vimos que somente
0 composto L6 causou um aumento na mortalidade das fémeas durante o periodo de
alimentacdo acucarada e pré exposicao a alimentacdo sanguinea. Possivelmente
estamos observando os efeitos deletérios pds digestdo provocados por derivados de
guinonas discorridos anteriormente (Barbehenn & Peter Constabel, 2011; Silva et al.,
2020; Sreelatha et al., 2009).

Os compostos P8 e L6 parecem afetar a eclosdo dos ovos. Esse resultado pode
reforcar a hipotese de efeitos deletérios pds digestdo, o que estaria afetando o

direcionamento de nutrientes para o desenvolvimento dos ovos.

O composto L2, curiosamente, aumentou a quantidade de sangue ingerida pelas
fémeas previamente alimentadas com agulcar, e manteve as taxas de ecloséo de ovos
em 100%. Entretanto, diferentemente do esperado devido a concordancia gonotrofica
em flebotomineos (Brazil & Brazil 2018; Lehane, 2005), ndo se observou aumento na
proporcéo de ovos por fémea. Com isso, L2 se mostrou um composto estimulante de
alimentacdo sanguinea e causou uma reducdo na longevidade de fémeas quando

disponibilizado em dieta agucarada. Isso abre uma perspectiva para a avaliacdo da
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longevidade das fémeas quando alimentadas da mistura sangue e L2. Se a reducao
no TMV se confirmar estariamos diante de um composto com acdo semelhante a

ivermectina em mosquitos (Chaccour et al., 2010).

Quanto aos efeitos na infeccao, L2 foi a Unica droga que apresentou diminuicdo na
carga parasitaria de flebotomineos infectados com L. amazonensis no 3° dia pos
infeccdo. Era esperado que o efeito anti-Leishmania fosse mais pronunciado e

persistisse ao longo dos dias da infeccéao.

A provavel explicagdo para esse efeito ocorrer apenas no 3° dia talvez esteja na
dindmica de digestao de aclcares. Flebotomineos mantém um estoque de acucar no
diverticulo que vai sendo metabolizado por glicosidases conforme a necessidade do
inseto (Brazil et al., 1997; Brazil & Brazil, 2018; Soares & Turco, 2003). Entdo, &
possivel que as promastigotas que escaparam da matriz e migraram para a regiao
anterior do intestino estejam em uma regido com maior quantidade de L2, j& que as
fémeas precisariam repor seus niveis energéticos poés digestao sanguinea (Kamhawi,
2006; Takken & Koenraadt, 2013).

Essa possibilidade é refor¢cada pelo maior volume de solucéo agucarada contendo L2
(41 £ 7 nL) nos experimentos de ingestdo mencionados no trabalho 1 (Ferreira et al.,
2022) comparando, por exemplo, a L7 (27 £ 2 nL), que ndo apresentou reducdo na

carga parasitaria em nenhum dos dias pos infecgéo.

Diante dos efeitos expostos neste trabalho, o composto L2 se mostrou o mais
promissor por reduzir o TMV de fémeas e reduzir a carga parasitaria no 3° dia pos
infeccdo com L. amazonensis, ficando como perspectiva a repeticdo dos testes de
infeccdo em doses maiores do composto, ja que é dificil estimar a que concentracéao

da droga os parasitos foram expostos.

Um outro objetivo desse trabalho foi buscar formas de estimar a idade de
flebotomineos o que foi realizado através de duas técnicas distintas, por
espectroscopia no infravermelho préximo (EIVP) e andlise de padrbes de expressao

génica, apresentadas nos capitulos 2 e 4.

Por ser uma técnica mais rapida e que exigiu menos etapas de padronizacao, foi

possivel obter com a espectroscopia no infravermelho préximo (EIVP) resultados de
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diferentes aspectos da biologia de flebotomineos, como classificacdo de
flebotomineos em diferentes condi¢cdes (copula) e ciclo gonotrofico. Enquanto as
analises de idade através de expressédo génica (EG) ficaram em uma fase preliminar
de validacéo de alvos.

Nos resultados de EIVP obtivemos perfis espectrais de flebotomineos similares a
outros insetos com picos de absorcdo em 1450, 1800 e 1930 nm, que estdo
associados a presenca de agua e composicao lipidica na cuticula (Aw & Ballard, 2019;

Fischnaller et al., 2012; Perez-mendoza et al., 2004).

A reducdo da taxa de hidratacdo em flebotomineos mais velhos também foi um
fendmeno observado pelo perfil espectral mostrando sua influéncia na estimativa de

idade de insetos (Mayagaya et al., 2009; Ong et al., 2020).

De maneira geral, vimos que a precisdo e acuracia da classificacdo aumenta quando
a diferenca de idade dos flebotomineos é = 8 dias, seja em flebotomineos que tiveram
a oportunidade de acasalar ou ndo. A exemplo disso, temos 0 aumento de 71 para
91% de acuracia na analise de fémeas novas/médias/velhas (1,8 e 15 dias) para
novas/velhas (com < ou > de 8 dias) (tabela 2 - capitulo 2). O mesmo ocorre na
porcentagem de predicdes corretas que vao de 80,58 e 87% para 97 e 93%. A mesma
tendéncia foi observada em mosquitos (Mayagaya et al., 2009; Sikulu et al., 2010),

culicoides (Reeves et al., 2010) e moscas (Aw et al., 2012).

A reducdo na porcentagem de predicfes corretas de idade, observada principalmente
em fémeas (tabela 1 — parte A/ trabalho 2) e machos (tabela 1 — parte A e B / trabalho
2) com 10 dias de idade pode ser explicada pela perda de padrdes estruturais,
especialmente cuticulares, e bioquimicos ao longo da idade. Isso vai ser refletido na
diminuicao dos picos principais do espectro (1450, 1800 e 1930 nm), prejudicando a

correta classificagcao das amostras (Amendt et al., 2021; Liebman et al., 2015).

Observamos também que os resultados de previsdo e acuracia foram maiores em
fémeas comparando os machos, principalmente nos flebotomineos que nao tiveram
a oportunidade de copular. Isso sugere que além do tamanho menor, a cuticula dos

machos sofre menos modificacdes bioquimicas e fisioldégicas detectaveis no
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infravermelho, j& que machos nao se alimentam de sangue nem produzem ovos, por

exemplo (Mayagaya et al., 2009).

A técnica EIVP se mostrou bastante eficiente na predicdo de idade de flebotomineos
em condi¢cdes de laboratério, pois obtivemos porcentagens corretas de predicao,
entre 83 a 97%, em fémeas com mais ou menos de 8 dias. Esse dado ja indicaria a
eficiéncia de um processo de intervengcdo em campo com uso de inseticida, pois um
composto que aumentasse a mortalidade das fémeas com 10 dias de idade, por
exemplo, e em uma amostragem dessa populacdo que tivesse sua idade estimada
por EIVP, o resultado iria prever que a maior parte daquelas fémeas seriam
classificadas como novas (com menos de 8 dias). Isso geraria grande impacto na
equacdo da capacidade vetorial, jA que estariam sendo reduzidas tanto a
sobrevivéncia como a densidade vetorial (Resh & Cardé, 2009; Takken & Koenraadt,
2013).

O infravermelho também se mostrou uma excelente metodologia de classificacdo de
flebotomineos copulados ou ndo. Esse dado teria grande relevancia em estudos de
controle de densidade vetorial em &reas endémicas, pois uma maior classificacdo de
fémeas copuladas a procura de um hospedeiro vertebrado, indicaria falha na
intervencao, ja que a quantidade de fémeas maduras nao teria sido reduzida pela

intervencao (Detinnova, 1962).

A partir dos resultados do trabalho 4, identificamos dois genes (LLO05905 e
LLO01619) com padréo de expressado idade-dependente em L. longipalpis. Esses
genes sdo similares aos descritos para outros dipteros e tiveram menor expressao
em insetos de maior idade (Cook et al., 2006, 2007; Hugo et al., 2010; Weeraratne et
al., 2021; Zhan et al., 2007).

A reducédo da expressdo foi identificada pelo método 2-24¢t, mas foi a partir da analise
de contraste logaritmico que observamos uma tendéncia linear a partir da qual
podemos extrair parametros como equacéo da reta e R?, valor este que foi similar aos
modelos descritos para mosquitos (Cook et al., 2006; Cook & Sinkins, 2010; Hugo et
al., 2010; Weeraratne et al., 2021).
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Fazendo uma comparacéao entre as técnicas EIVP e expressdo génica, em relacédo a
estimativa de idade, vemos que a primeira é mais vantajosa em termos de preparo de
amostra, obtencdo de resultados e analise, mas apresenta limitacdes quanto a taxa
de previsdes corretas em idades préximas e possiveis variagcbes na precisdo e
acuracia de amostras de laboratério e campo (Mayagaya et al., 2009; Sikulu et al.,
2010).

Nesse sentido, a analise de perfil transcricional pode oferecer uma vantagem por se
mostrar mais estavel e robusta, mesmo em amostras em diferentes condicfes
fisioldgicas como fémeas infectadas, alimentadas com sangue (Caragata et al., 2011),
mosquitos em condi¢cdes de semi campo (Caragata et al., 2011; Cook et al., 2006;
Hugo et al., 2010) ou criados em diferentes temperaturas (Weeraratne et al., 2021),
ja que a expressao dos genes ndo mostrou alteracdes significativas causadas por
essas mudancas. Por exemplo, a analise de ciclo gonotréfico/dieta poderia apresentar
resultados melhores avaliando a expressdo de genes relacionados a oviposicao.
Contudo, essa robustez de marcadores ainda precisa ser confirmada com mais

estudo em flebotomineos.

Como desvantagem, a quantificacdo de expressao relativa de marcadores
transcricionais demanda mais tempo de preparo da amostra, padronizacdo das
condi¢cBes experimentais (extracdo de RNA, condi¢cdes de primers, curva de eficiéncia

e condicdes da PCR) e maior custo (reagentes e equipamentos).

Isso demonstra que estimar a idade de flebotomineos ndo € um processo trivial e
fatores como preciséo, sensibilidade, tempo e custo/beneficio devem ser avaliados
antes de se optar por uma das técnicas, ja que ambas apresentam aspectos positivos

e negativos.
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5. PERSPECTIVAS

Verificar o efeito dos compostos L2, L7 e P9 em infec¢des com L. infantum através

de sistema de alimentacéo artificial.

Averiguar o efeito de antibidticos na atividade antiparasitaria de L2, L7 e P9 em

flebotomineos infectados com Leishmania.

Avaliar a estabilidade dos compostos L2, L7 e P9 nas iscas e apds ingestao por

fémeas de flebotomineos.

Estudar o efeito de L2, L7 e P9 na fisiologia e infeccdo de flebotomineos quando

adicionados a alimentacéo sanguinea.

Complementar os resultados de quantificagcdo da carga parasitaria de parte das

amostras de intestinos infectados através de gPCR.

Validar o modelo de previsao de idade de flebotomineos através de expresséo génica

em amostras com idade conhecida e em diferentes condic¢des fisiologicas.

Padronizar técnicas para quantificacdo dos compostos ingeridos.
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6.

CONCLUSOES

Tendo em vista 0s aspectos descritos nesse trabalho podemos concluir:

O composto L4 (pterocarpanquinona) e P9 (pentamidina) apresentaram
atividades atrativas e repelentes, respectivamente, quando misturados a
solugéo agucarada.

O DEET confirmou grande atividade repelente em flebotomineos quando
usado em isca animal, mas esse efeito desaparece quando € misturado a
solucao de acucar e na auséncia de uma isca viva.

Os compostos L1, L3 e L7 reduziram o volume de solucéo acucarada ingerido
pelas fémeas e L4, P8 e P10 em machos.

Os compostos L7 e P8 foram os preferidos pelas fémeas, P9 (pentamidina)
pelos machos e P10 (anfotericina B) por adultos de ambos 0s sexos,
mostrando-se como estimulantes no momento de escolha da dieta agucarada.
Os compostos L6 e P8 reduziram a longevidade de flebotomineos adultos e
parecem influenciar na eclosao dos ovos, sendo bons candidatos a inseticidas
por apresentarem efeito téxico.

Os compostos L7 e P9 (pentamidina) foram benéficos para machos e fémeas
de L. longipalpis, respectivamente por aumentarem seu tempo médio de vida.
L2 se mostrou o mais promissor dos compostos testados para uso como
inseticida, por reduzir a longevidade fémeas de L. longipalpis e a carga
parasitaria de L. amazonensis no 3° dia pos infeccéo.

Vimos que a técnica de espectroscopia no infravermelho préximo para estimar
a idade de flebotomineos se mostrou bastante precisa e acurada,
especialmente na classificacdo entre insetos jovens (< 8d) e velhos (> 8d) e
status de copula.

Através da técnica molecular identificamos que L. longipalpis possui, ao
menos, 2 genes com padrao de expressao idade-dependente, e a partir da
padronizacdo desse modelo € possivel prever a idade de flebotomineos em

determinadas condicdes fisioldgicas.
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