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RESUMO

Leishmania (Leishmania) infantum é o agente etioldgico da leishmaniose visceral (LV) mais
disseminado no mundo, com taxas de mortalidade significativas em casos humanos. Na
Ameérica Latina, este parasito é transmitido principalmente por Lutzomyia longipalpis,
entretanto, o papel de Lutzomyia migonei como um potencial vetor deste protozoario tem sido
discutido. InvestigacGes laboratoriais e de campo tém contribuido para esta hipdtese, no
entanto, a prova da competéncia vetorial de L. migonei ainda ndo foi fornecida. Neste estudo,
foi avaliada pela primeira vez a susceptibilidade de L. migonei para duas cepas de L. (L.)
infantum e realizada a comparacgdo com o desenvolvimento em L. longipalpis. A colonia de L.
migonei foi estabelecida na Faculdade de Ciéncias da Charles University em Praga, Republica
Theca de espécimes capturados no municipio de Baturité, estado do Ceara. As fémeas foram
alimentadas através de uma membrana de pele de pinto com sangue de coelho contendo
promastigotas de L. (L.) infantum, dissecadas no 1°, 5° e 8° dias pos-infeccdo (PI) e
verificadas microscopicamente quanto a presenca, intensidade e localizacdo de infeccdes por
Leishmania. Adicionalmente, a analise morfométrica de L. (L.) infantum foi realizada. Altas
taxas de infeccdo de ambas as cepas avaliadas foram observadas em L. migonei, com a
colonizacéo da valvula do estomodeu ja no dia 5° P1. Na infec¢do em estégio final (8° dia P1),
a maioria das fémeas de L. migonei tiveram a regido da cardia e a valvula do estomodeu
colonizadas por um elevado numero de parasitos, e ndo foram observadas diferencas
significativas em relacdo ao desenvolvimento de L. longipalpis. Formas metaciclicas foram
encontradas em todas as combinagdes vetor-parasito desde o 5° dia Pl. Os dados demonstram
gue L. migonei é altamente susceptivel ao desenvolvimento de L. (L.) infantum. Estes
resultados juntamente com a antropofilia da espécie, abundéancia em focos da (LV) e a
infeccdo natural por L. (L.) infantum, constitui uma prova importante que L. migonei € outro
vetor do parasito na América Latina.

Palavras-chave: Lutzomyia migonei, Leishmania (Leishmania) infantum, competéncia

vetorial.
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ABSTRACT

Leishmania (Leishmania) infantum is the most widespread etiological agent of visceral
leishmaniases (VL) in the world, with significant mortality rates in human cases. In Latin
America, this parasite is primarily transmitted by Lutzomyia longipalpis, but the role of
Lutzomyia migonei as a potential vector for this protozoan has been discussed. Laboratory and
field investigations have contributed to this hypothesis. However, proof of the vector
competence of L. migonei has not yet been provided. In this study, we evaluate for the first
time the susceptibility of L. migonei to two L. (L.) infantum strains and compared with
development of L. longipalpis. Colony of L. migonei was established at Faculty of Science,
Charles University in Prague from specimens captured in Baturité municipality, Ceara state.
Females were fed through a chick-skin membrane on rabbit blood containing L. (L.) infantum
promastigotes, dissected at 1, 5 and 8 days post-infection (PI) and checked microscopically
for the presence, intensity and localization of Leishmania infections. In addition,
morphometric analysis of L. (L.) infantum promastigotes was performed. High infection rates
of both L. (L.) infantum strains tested were observed in L. migonei, with colonization of the
stomodeal valve already on day 5 PI. At the late-stage infection, most L. migonei females had
their cardia and stomodeal valve colonized by high numbers of parasites, and no significant
differences were found compared to the development in L. longipalpis. Metacyclic forms
were found in all parasite-vector combinations since day 5 Pl. We propose that L. migonei
belongs to sand fly species permissive to various Leishmania. Here we demonstrate that L.
migonei is highly susceptible to the development of L. (L.) infantum. This, together with its
known anthropophily, abundance in VL foci and natural infection by L. (L.) infantum,
constitute important evidence that L. migonei is another vector of this parasite in Latin
America.

Keywords: Lutzomyia migonei, Leishmania (Leishmania) infantum, vector competence.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae) do género Leishmania, transmitidos para os animais e 0 homem pela
picada das fémeas de diversas especies de flebotomineos (Diptera, Psychodidae,
Phlebotominae) (MAROLI et al., 2013; READY, 2013). Atualmente, afetam 12 milhdes de
pessoas em 98 paises, com cerca de 1,3 milhdes de novos casos e 20 a 40 mil mortes por ano
(ALVAR et al., 2012; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2016).

Apesar da existéncia de mais de 988 espécies de flebotomineos em diversas regiGes do
mundo (BATES et al., 2015; GALATI, 2014), a transmissdo de Leishmania para 0s seres
humanos inclui espécies apenas pertencentes aos géneros Lutzomyia e Phlebotomus
(KILLICK-KENDRICK, 1990; YOUNG; DUNCAN, 1994; READY, 2013). Destas,
aproximadamente, 500 foram descritas nas Américas (GALATI, 2014) e 56 estdo envolvidas
na transmissdo de 15 espécies de Leishmania, incriminadas como vetoras baseando-se nas
caracteristicas antropofilicas, na identificacdo da infec¢do natural e na distribuicdo geogréafica
do vetor em associacdo com o registro de casos humanos da doenca (KILLICK-KENDRICK,
1990, 1999; MAROLLI, 2013).

De fato, a incriminac&o de uma espécie de flebotomineo como um vetor é baseada em
uma série de critérios que incluem, além das condic¢des anteriormente citadas, a capacidade do
parasito em superar as barreiras existentes do intestino médio do vetor e completar o seu
desenvolvimento apds a digestdo do repasto sanguineo. Além disso, o0 inseto deve ser capaz
de transmitir o parasito a um hospedeiro susceptivel, caracterizando a sua competéncia
vetorial (BATES et al., 2015; DOSTALOVA; VOLF, 2012; KILLICK-KENDRICK, 1990;
SACKS; KAMHAWI, 2001).

No entanto, ha restritas informacGes sobre varios destes aspectos, particularmente no
Novo Mundo, de modo que algumas espécies de flebotomineos tém sido consideradas como
possiveis vetores da leishmaniose visceral (LV), causada por Leishmamia (Leishmania)
infantum (sinbnimo de Leishmania chagasi) sem a avaliacdo da susceptibilidade ao parasito
(CARVALHO et al., 2008, 2010; MONTOYA-LERMA et al., 2003; MOYA et al., 2015;
PITA-PEREIRA et al., 2008; SALOMON et al., 2010; SANTOS et al., 1998; SAVANI et al.,
2009).

No Brasil, a principal espécie associada a transmissdo da LV é Lutzomyia longipalpis
(LAINSON; RANGEL, 2005; ROMERO; BAELAERT, 2010). Contudo, o papel vetorial de

Lutzomyia migonei também tem sido discutido em &reas com registro de casos humanos e
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caninos da doenca onde o vetor comprovado ndo esta presente (CARVALHO et al., 2007,
2010; SOUZA et al., 2003).

L. migonei é uma espécie amplamente distribuida na América Latina, inclusive no
Brasil, onde pode ser encontrada nos domicilios e abrigos de animais, com capacidade de
adaptacdo a ambientes modificados (AZEVEDO; RANGEL, 1991; FORATTINI et al., 1973;
GUIMARAES et al., 2012; RANGEL; LAINSON, 2009). Além disso, a espécie &
antropofilica e alimenta-se em cées, galinhas e equinos, bem como de animais silvestres
(AGUIAR et al., 1987; FORATTINI et al., 1973). Ademais, L. migonei é vetor comprovado
de Leishmania (Viannia) braziliensis, principal agente etioldgico da leishmaniose tegumentar
americana (LTA) (NIEVES; PIMENTA, 2000).

No estado de Pernambuco, L. migonei € relatada principalmente em areas rurais,
inclusive no municipio de Sao Vicente Férrer, Zona da Mata Norte, onde a espécie predomina
com 72% da fauna local (GUIMARAES et al., 2012) e onde hé registro da taxa de infeccio
natural de 4% por L. (L.) infantum (CARVALHO et al., 2010). No estado do Rio de Janeiro, a
participacdo de L. migonei como vetor de L. (L.) infantum foi sugerida em seis areas de
ocorréncia de casos autoctones de LV sem o registro de L. longipalpis (SOUZA et al., 2003).

Aspectos epidemiologicos de L. migonei também foram estudados na cidade de La
Banda, na Argentina, em area de transmissdo da LV, na qual foi relatada a elevada densidade
da espécie (93% da fauna) associada a casos humanos e caninos no ambiente peridomiciliar
(SALOMON et al., 2010). Posteriormente, o relato de infeccdo natural de L. migonei por L.
(L.) infantum reforcou a hipotese de participacdo no ciclo de transmissdo do parasito (MOYA
et al., 2015).

Apesar das caracteristicas epidemiol6gicas e comportamentais que indicam a
participacdo de L. migonei no ciclo de transmissdo do parasito, ndo existem estudos que
demonstrem o desenvolvimento de L. (L.) infantum nesta espécie. Estudos sobre a interacdo
Leishmania-vetor nas populacdes de flebotomineos sdo importantes e podem contribuir para
uma melhor compreensdo do potencial de transmissédo e sobre os fatores que influenciam a
epidemiologia da doenca em uma determinada &rea. Neste sentido, o presente estudo visou
avaliar a susceptibilidade de espécimes colonizados de L. migonei ao desenvolvimento de L.

(L.) infantum.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Leishmanioses como problema de saude publica

Protozoérios do género Leishmania, sdo parasitos digenéticos que pertencem a ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. S&o os agentes causadores de um amplo conjunto
de doencas conhecidas como leishmanioses, as quais variam em suas manifestacoes clinicas e
sintomas, nas formas visceral e tegumentar dependendo da espécie de Leishmania envolvida
na transmissao e da resposta imunoldgica do hospedeiro (READY, 2010).

S&o doengas de evolugéo crbnica, particularmente a forma tegumentar, manifesta- se
por lesdes cutdneas que podem ser Unica ou mdltiplas, bem como lesbes mucosas, que
ocorrem no local da picada do inseto vetor e podem resultar em deformidades severas
(REITHINGER et al.,, 2007; RUAS et al., 2014). A forma visceral € a mais grave,
caracterizada por hepatoesplenomegalia e linfadenopatia e exibe taxas de letalidade que
variam de 10 a 20%, constituindo-se em um importante problema de salde publica (ALVAR
etal., 2012; ARAUJO et al., 2012).

As leishmanioses constituiram por varios anos endemias predominantemente silvestres
e rurais (DEANE; DEANE, 1955; LAINSON, 1988; SHAW, 2007). As mudancas ambientais,
0 acelerado processo de urbanizacdo e a migracdo para areas endémicas, modificaram o
padrdo epidemioldgico tradicional (DESJEUX, 2004; PAVLI; MALTEZOU, 2010). Estes
aspectos, associados a persisténcia de condicdes inadequadas de vida, tém aumentado a
frequéncia de casos em dareas urbanas (ARAUJO et al., 2013; DANTAS-TORRES;
BRANDAO-FILHO, 2006a), sendo evidente a correlacio entre a condi¢ao socioecondmica da
populacdo e a doenca (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; CLEM, 2010; DESJEUX, 2004).

Atualmente, as leishmanioses ocorre em 98 paises nas regides tropicais e subtropicais
do mundo, incluindo paises das Américas, Africa, Asia, Oriente Médio e Europa (CHAPPUIS
et al., 2007; MAROLI et al., 2013), sendo considerada como principais doencas tropicais
negligenciadas (ALVAR et al., 2012). Estima-se que a prevaléncia seja de cerca de 12
milhdes de pessoas e que, a cada ano, 400 mil desenvolvem a forma visceral e 1,2 milhdes a
forma tegumentar da doenca. Entretanto, um ndmero significativo de casos ndo sao
registrados devido a notificacdo ser obrigatoria em apenas 32 paises (ALVAR et al., 2012;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).
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A situacdo da LV é uma das mais preocupantes no cendrio da satde publica mundial,
onde 90% dos casos ocorrem em apenas seis paises: Brasil, india, Bangladesh, Suddo, Sud&o
do Sul e Etiopia (ALVAR et al., 2012) (Figura 1). O aumento na distribuicdo da doenca é
devido, em parte, a co-infecgdes com HIV/AIDS, desnutricdo e fatores geneticos (ALVAR et
al., 2008, 2012; DANTAS-TORRES, BRANDAO-FILHO 2006b; READY, 2014),

Figura 1 — Distribuicéo geogréfica dos casos de leishmaniose visceral no mundo, 2013.

Countries reported
imported VL cases

SaudiArabla - 8
Russian Federation - 2
Beigium - 1

Finland - 1

Republic of Moldova - 1

8600

Number of new VL cases
reported, 2013

. -1000

I 500-999

B 100-499 [ No autochthonous cases reported
v 3 <100 [0 Nodata

o [] Not applicable

Fonte: Organizagdo Mundial de Saide (2015).

No Brasil, a LV apresenta-se em expansao geografica nos ultimos anos. Em 20009,
foram registrados 3.693 casos autoctones em 21 unidades federadas de todas as regides, sendo
confirmados os primeiros casos na regido Sul. Apesar de 0 maior nimero se concentrar na
regido Nordeste, a andlise da série histdrica indica uma reducdo nesta regido que passou de
83% (4.029/4.858) do total de confirmados em 2000, para 58,5% (2.022/3.453) em 2014. A
doenca tem se expandido, de forma gradativa, para as regides Norte, Sudeste e Centro-Oeste,
gue passaram de 17% (829/4.858) do total de casos em 2000, para 30,4% (1.052/3.453) em
2014 (Grafico 1) (SISTEMA DE INFORMACAO NACIONAL DE AGRAVOS DE
NOTIFICACAO, 2016).
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Gréfico 1- Casos notificados de leishmaniose visceral no Brasil, por regido, durante o periodo de 2000 a 2014.
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Fonte: Sistema de Informacdo Nacional de Agravos de Notificacdo (2016).

A LV tem sido observada no Nordeste do Brasil desde a década de 1930 (ARRUDA,
1949; DEANE; DEANE, 1962), sendo o primeiro relato no estado de Pernambuco em 1934
com casos humanos esporadicos (PENNA, 1934). No periodo entre 1990 e 2001, o numero de
municipios que haviam notificado um ou mais casos da doenca praticamente aumentou cinco
vezes, elevando-se de 28 para 144 municipios pernambucanos, de forma que, atualmente a
LV apresenta incidéncia em praticamente todo estado (DANTAS-TORRES; BRANDAO-
FILHO, 2006a; GUIMARAES et al., 2014).

Os casos de LV em Pernambuco concentram-se nos municipios do Sertdo, merecendo
destaque Petrolina, Salgueiro, Dormentes, Ouricuri e Santa Maria da Boa Vista
(LEISHMANIOSE, 2009). N&do menos importantes, Caruaru, Altinho, Surubim, S&o Caitano
e Riacho das Almas, localizados no Agreste do estado, apresentam numero significativos de
casos, assim como Itamaraca na Regido Metropolitana do Recife e Goiana, na Zona da Mata
(DANTAS-TORRES; BRANDAO- FILHO, 20064).

O padrédo epidemioldgico da LV em Pernambuco possui semelhanca com o de outros
estados do pais, nos quais 0 aumento da incidéncia em areas urbanas esta relacionado a
pressdo antropica sobre o meio ambiente (AGUIAR et al., 2003; DANTAS-TORRES;
BRANDAO-FILHO, 2005). Apresenta incidéncia em todas as faixas etéarias, acometendo em
sua maioria criancas menores de 10 anos e adultos jovens do sexo masculino (ARAUJO et al.,
2012).

No estado do Ceara, a LV é endémica em todas as sete mesorregides, 33 microrregides

e em 162 dos 184 municipios. No periodo de 2007 a 2011, foi observada uma média anual de
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596,8 + 29,65 casos, 0 que corresponde a aproximadamente 15% dos casos do pais, com uma
incidéncia de 6,1 casos/100 mil habitantes e prevaléncia de 7,1 casos/100 mil habitantes. Dos
184 municipios cearenses, 16 municipios apresentam transmissdo intensa da doenca, 23
municipios apresentam transmissdo moderada e 123 apresentam transmissdao esporadica. A
capital Fortaleza € o municipio com a maior quantidade de casos no pais, com
aproximadamente 5,6% dos casos nacionais (CAVALCANTE; VALE, 2014).

O aumento da densidade populacional humana, a diversidade de vetores, espécies de
Leishmania, reservatdrios, condi¢fes ecoldgicas, epidemioldgicas e culturais contribuem para
aumentar a disseminagéo das leishmanioses. Da mesma forma, a subnotificagdo dos casos, a
auséncia de uma vacina capaz de imunizar a populacdo humana, o surgimento de resisténcia
parasitaria as drogas administradas, a auséncia de novas drogas para o tratamento e a
substituicdo de programas de controle por acdes esporadicas dificultam o estabelecimento de

politicas publicas melhor direcionadas e eficazes.

2.2 Leishmaniose visceral: etiologia e hospedeiros reservatorios

A LV é causada por protozodrio heteroxénico, intracelular obrigatério de células do
sistema fagocitico mononuclear, pertencente ao complexo Leishmania donovani. Na América
Latina, regido Mediterranea e Europa a doenca € causada por L. (L.) infantum, enquanto que
na Africa e India o agente etiol6gico é L. (L.) donovani (READY, 2014).

Desde a primeira descricdo de L. (L.) chagasi (CUNHA; CHAGAS, 1937) como
espécie responsavel pela doenca nas Américas, a nomenclatura e, particularmente, a origem
do agente etioldgico da LV tem causado opinides divergentes entre os pesquisadores. A
doenca tem sido atribuida por muitos autores a L. (L.) chagasi, para o agente etioldgico nas
Américas, diferenciando-o da L. (L.) infantum (NICOLLE, 1908), prépria da regido
Mediterranea (DESJEUX, 1992). Alguns afirmam que as espécies sao idénticas e que foram
importadas para o continente durante as invasdes portuguesas e espanholas (KILLICK-
KENDRICK, 1985, RIOUX et al., 1990). Outros autores acreditam que L. (L.) chagasi ja
estava presente no Continente Americano antes da colonizacdo Européia e as classificam
como subespécies (LAINSON; RANGEL, 2005). Baseados em estudos bioquimicos e
moleculares, Mauricio, Stothard e Miles (2000), afirmam que L. (L.) infantum, e L. (L.)
chagasi, sdo a mesma espécie e, portanto, devem ser consideradas como sinénimos, tendo

prioridade a nomenclatura mais antiga.
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Existem dois tipos de LV as quais diferem em suas caracteristicas de transmissdo: a
zoondtica, transmitida do animal para o vetor e para 0 humano, encontrada em areas de
transmissédo de L. (L.) infantum, e antropondtica, transmitida de humano a humano pelo vetor,
encontrada em areas de transmissdo de L. (L.) donovani (MAROLI et al., 2013; READY,
2004).

Dentre as diversas espécies de mamiferos no Novo Mundo que podem atuar como
reservatorio de L. (L.) infantum, o cdo doméstico (Canis lupus familiaris) é o Unico
reservatorio primario confirmado do parasito (COURTENAY et al.,, 2014; DANTAS-
TORRES; OTRANTO, 2014). No entanto, a infeccdo natural no gato doméstico (Felis
silvestres catus) também tem sido descrita (COELHO et al., 2010; SAVANI et al., 2004),
demonstrando a necessidade de estudos que esclarecam o real papel destes animais como
reservatorios. No ambiente silvestre, os reservatdrios sdo as raposas (Dusicyon vetulus e
Cerdocyon thous) (ALENCAR, 1961; COURTENAY et al., 2002; DEANE; DEANE, 1955,
ROQUE; JANSEN, 2014). Marsupiais didelfideos (Didelphis albiventris e Didelphis
marsupialis) (HUMBERG et al., 2012; QUINNELL; COURTENEY, 2009; SHERLOCK,
1996) e roedores (Nectomys squamipes, Rattus rattus e Holochilus scieurus) foram
encontrados naturalmente infectados no Brasil, na Colombia e na Venezuela (DANTAS-
TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006b; LIMA et al., 2013; TRAVI et al., 1998; ZULUETA et
al., 1999), e podem estar envolvidos na manutencdo do parasito em areas endémicas.

2.3 Flebotomineos: taxonomia, distribuicdo e biologia

Os flebotomineos sdo dipteros que pertencem a familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, agrupados nos géneros: Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius no Velho
Mundo e Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya, no Novo Mundo (YOUNG; DUNCAN, 1994).
Estdo presentes principalmente nas zonas quentes da Asia, Africa, Austrélia, Sul da Europa e
das Américas. Na subfamilia Phlebotominae, os géneros Phlebotomus e Lutzomyia sdo os que
apresentam importancia medica, pela ampla distribuicdo geogréfica e pela capacidade de
transmitir Leishmania (KILLICK-KENDRICK, 1999; READY, 2013).

S@0 conhecidas cerca de 988 espécies destes insetos no mundo, 269 delas sdo
registradas no Brasil (GALATI, 2014), representando uma das faunas mais bem estudadas.
Estima-se que 98 espécies, sendo 42 do género Phlebotomus e 56 do género Lutzomyia, sdo

capazes de transmitir o parasito no mundo (MAROLI et al., 2013). A primeira evidéncia
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experimental de transmissdo de Leishmania pela picada de flebotomineos foi descrita por
Shortt et al. (1931), que demonstrou a transmissdo de L. (L.) donovani para hamsters
(Mesocricetus auratus) por espécimes de P. argentipes.

Algumas espécies de flebotomineos além de transmitir Leishmania, estdo envolvidas
na transmissdo de bactérias como Bartonella spp. que causa a bartonelose ou Doenca de
Carrion, e alguns virus como Phlebovirus, causadores da febre dos flebotomineos e de outras
arboviroses (BATES et al., 2015; MAROLI et al., 2013). Além disso, estes insetos sdo
capazes de albergar outros tripanosomatideos como Trypanosoma e Endotrypanum
(CUPOLILLO, 2000).

Os flebotomineos sdo insetos holometabolos e seu desenvolvimento a partir do ovo
passa por quatro estadios larvais, pupa e adulto. Sdo pequenos, raramente excedem 3,5 mm de
comprimento, possuem o corpo coberto de pélos e sua coloracdo varia do branco ao preto
dependendo da espécie. Apresentam um par de asas que confere saltos curtos e quando em
repouso ficam em posicdo semi-ereta (KILLICK-KENDRICK, 1999). Geralmente sé&o
encontrados em locais Umidos e escuros, onde o microclima é favoravel para a sua
sobrevivéncia, tais como, cavernas, fissuras em paredes, rochas, tronco de arvores, tocas de
roedores e abrigo de animais como estabulos, galinheiros e pocilgas (CARVALHO et al,
2013; CASANOVA et al., 2013; SOUZA et al., 2014).

Os adultos de ambos o0s sexos, se alimentam de seiva vegetal e apenas as fémeas sdo
hematofagas, sendo o alimento importante para maturacdo dos ovos, embora algumas espécies
sejam capazes de produzir ovos viaveis sem o repasto sanguineo (BRAZIL; OLIVEIRA,
1999). Possuem habitos crepusculares e noturnos para realizar a hematofagia e algumas
espécies também possuem habitos matutinos e vespertinos (SHARMA; SINGH, 2008).

Alguns estudos indicam que espécies silvestres podem se dispersar a distancias mais
curtas do que as do peridomicilio, em geral cerca de 300m, de maneira que as atividades
adultas sdo geralmente restritas a vizinhanca de criadouros de larvas. No entanto, algumas
especies peridomiciliares podem se dispersar por até 2,2 km (KILLICK-KENDRICK et al.,
1984; RIOUX et al., 1979). A atividade sazonal dos flebotomineos adultos ¢ influenciada por
diversos fatores abidticos como temperatura, umidade e pluviosidade (CASANOVA et al.,
2013; GUIMARAES et al., 2012). O ciclo de desenvolvimento dos flebotomineos ocorre em
cerca de 30 a 40 dias (Figura 2) e nenhuma das etapas ocorre em ambientes aquéticos, 0 que
os distingue de outros dipteros hematdfagos, como os mosquitos. As fémeas depositam 0s
ovos isolados ou em pequenos conjuntos no solo imido rico em matéria organica. O periodo

de incubacdo pode variar de acordo com a especie e com diversos fatores externos, mas em
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geral, as larvas eclodem no periodo de 7 a 10 dias e podem sofrer diapausa desencadeada por
condigdes ambientais extremas, como temperaturas quentes ou frias, ambientes secos ou com
fotoperiodo mais curto (KILLICK-KENDRICK, 1978). Os ovos possuem 0,3 a 0,5 mm de
comprimento, possuem forma ovaide ou elipsoide, sdo inicialmente brancos ou cinzas, porém,
se transformam em marrom ou preto dentro de algumas horas de oviposi¢cdo (VOLF,;
VOLFOVA, 2011).

As larvas desenvolvem seus quatro estadios em aproximadamente trés semanas e se
diferenciam morfologicamente pelo tamanho e nimero de cerdas caudais. As larvas de
primeiro estagio possuem um par de cerdas, enquanto que o segundo a quarto estagios
possuem dois pares de cerdas. Se locomovem com movimentos ondulatérios a procura de
alimento, que se compde basicamente de matéria organica. Cerca de um ou dois dias antes de
mudar para a fase de pupa, a quarta fase larval deixa de se alimentar e procura algum suporte
solido que serve de substrato para a fixacdo da pupa através da Ultima exdvia larval, um
periodo que pode perdurar por 7 a 12 dias até a emergéncia do adulto (LAWYER; PERKINS,
2004). Apos a oviposicdo as fémeas morrem (VOLF; VOLFOVA, 2011).

Figura 2 - Ciclo evolutivo dos flebotomineos.

Fonte: adaptado de Lawyer e Perkins (2004).
Nota: 1. Ovo; 2. Quatro estadios larvais; 3. Pupa; 4. Adulto.
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2.4 Flebotomineos como vetores de Leishmania (Leishmania) infantum

Diversas espécies de flebotomineos estdo envolvidas na transmissdo de L. (L.)
infantum no Velho Mundo, tais como: P. perfiliewi, P. perniciosus, P. argentipes, P. ariasi e
P. neglectus (READY, 2010). No Novo Mundo, L. longipalpis é comprovadamente o vetor da
LV (LAINSON et al., 1977), onde apresenta ampla distribuicdo geogréfica coincidente com
os focos da doenca, habito alimentar eclético e antropofilico (LAINSON; RANGEL, 2003;
2005), além da habilidade de ocupar diversos nichos ecoldgicos, incluindo aqueles resultantes
de acdo antrépica (RANGEL; VILELA, 2008; YOUNG; DUNCAN, 1994).

Contudo, o papel vetorial de outras espécies em areas endémicas também tem sido
discutido, principalmente onde a presenca do vetor primario ndo é confirmada (CARVALHO
et al.,, 2007, 2010; PITA-PEREIRA et al., 2008; SALOMON et al., 2010; SOUZA et al.,
2003). No estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, L. cruzi e L. forattinii foram consideradas
como potenciais vetoras da LV (PITA-PEREIRA et al., 2008; SANTOS et al., 1998), devido
aos achados de infeccdo natural associados a antropofilia das espécies. Ainda neste estado, na
Serra da Bodoquena, L. almerioi juntamente com L. longipalpis pode esta atuando na
transmissdo do parasito (SAVANI et al., 2009). Adicionalmente, L. cortelezzii no Estado de
Minas Gerais e L. evansi na Colémbia e na Venezuela também sdo espécies que podem estar
envolvidas no ciclo de transmissédo de L. (L.) infantum (CARVALHO et al., 2008; ROMERO;
BOELAERT, 2010).

Estudos realizados no Brasil apresentaram evidéncias epidemioldgicas da participacao
de L. migonei como vetor (CARVALHO et al., 2007, 2010; SOUZA et al., 2003). Em Séo
Vicente Férrer, Zona da Mata Norte de Pernambuco, devido a predominancia de L. migonei
na fauna local, como em habitacdes e abrigos de animais no peridomicilio, a espécie foi
sugerida como possivel transmissora do parasito (CARVALHO et al., 2007). Posteriormente,
0 encontro de infec¢do natural associada a sua antropofilia reforcaram as evidéncias da sua
participacdo no ciclo epidemioldgico da LV nesta area (CARVALHO, et al., 2010). No Rio
de Janeiro, Souza et al. (2003), ndo observaram a presenca de L. longipalpis em seis areas de
ocorréncia de casos autoctones da doencga. Nesta ocasido, 0s autores sugeriram a importancia
epidemioldgica de L. migonei na transmissao da LV. Aspectos epidemioldgicos desta espéecie
também foram estudados na Argentina, em area de transmissdo da doenca, na qual foi relatada
a elevada densidade de L. migonei associada a casos humanos e caninos no ambiente
peridomiciliar (SALOMON et al., 2010). Recentemente, Moya et al. (2015) relataram a
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infeccdo natural da espécie evidenciando a importancia de estudos que definam o papel de L.
migonei como vetor especifico ou permissivo de L. (L.) infantum.

L. migonei € uma espécie com ampla distribuicdo geografica na América do Sul,
inclusive no Brasil, onde pode ser encontrada tanto em ambientes silvestres quanto nos
domicilios e abrigos de animais, com capacidade de adaptacdo a ambientes que sofreram
intensa acdo antropica (AZEVEDO; RANGEL, 1991; FORATTINI et al, 1973;
GUIMARAES et al., 2012; RANGEL; LAINSON, 2009). Além disso, a espécie ¢ altamente
antropofilica, sendo considerada uma espécie eclética por se alimentar de uma variedade de
animais (AGUIAR et al., 1987; FORATTINI et al., 1973). Ademais, L. migonei é vetor
comprovado de Leishmania (Viannia) braziliensis no Brasil (NIEVES; PIMENTA, 2000) e na
Venezuela (GRIMALDI Jr.; TESH, 1993).

Segundo Killick-Kendrick (1990), a capacidade de um flebotomineo atuar como um
vetor é determinada pelo sucesso do desenvolvimento do parasito no interior do tubo
digestivo do inseto, que depende de sua habilidade em superar as barreiras existentes no
intestino médio do flebotomineo, tais como, resistir a acdo de enzimas digestivas, ter
capacidade de atravessar a matriz peritréfica (MP), assim como de se aderir as células
epiteliais do intestino médio. Além disso, o desempenho de determinadas espécies de
flebotomineos em relacdo a sua incriminacdo como vetor, implica ndo apenas na sua
habilidade de completar a metaciclogénese do parasito, mas também de ser capaz de realizar a
sua transmissdo para os hospedeiros.

No entanto, a transmissdo de Leishmania spp. aos hospedeiros suscetiveis € de dificil
demonstracéo préatica. De acordo com Maroli et al. (2013), tais critérios devem estar inseridos
em um contexto epidemioldgico, de maneira que exista uma relagdo entre a distribuicdo
geografica do vetor e o registro de casos humanos da doenca, bem como a comprovacdo da
antropofilia da espécie e da capacidade do vetor em suportar a infeccdo com a mesma espécie
do parasito que ocorre em humanos.

Recentemente, dois novos critérios envolvendo modelagem matematica foram
propostos para a incriminagdo de flebotomineos vetores. De acordo com Ready (2013), €
necessario demonstrar que o flebotomineo é essencial para manter a transmissdo com ou sem
0 envolvimento de outros vetores e que a incidéncia da doenga diminui significativamente

com a diminuic¢éo na densidade do vetor especifico.
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2.5 Ciclo bioldgico de Leishmania spp

Parasitos do género Leishmania possuem um complexo ciclo de vida que envolve
diferentes formas de desenvolvimento. Estas formas representam adaptacfes as condicBes
ambientais que ocorrem dentro dos hospedeiros vertebrados e invertebrados (DOSTALOVA,;
VOLF, 2012; KAMHAWI, 2006; SACKS; KAMHAWI, 2001). O parasito apresenta dois
estagios no seu ciclo de vida: promastigotas, células alongadas com motilidade flagelar,
encontradas no trato digestivo dos flebotomineos, e amastigotas, células intracelulares,
ovoides, imoveis, encontradas em fagocitos mononucleares dos hospedeiros vertebrados
(CUPOLILLO etal., 2000; MUYLDER et al., 2011).

As espécies pertencentes ao subgénero Leishmania desenvolvem-se nas regides
abdominal e toracica do intestino médio (secdo Suprapilaria) e, posteriormente, migram para
0 intestino anterior, onde podem ser transmitidos aos hospedeiros vertebrados. As espécies do
subgénero Viannia, estabelecem uma infeccdo inicial na porcdo posterior do trato digestivo,
na regiao do piloro (secdo Peripilaria) antes de migrar para o intestino médio abdominal e, em

seguida, para o intestino anterior para serem transmitidos (Figura 3) (BATES, 2007,
KAMHAWI, 2006; LAINSON; SHAW, 1987).

Figura 3 - Diferentes formas de desenvolvimento de Leishmania no flebotomineo.
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No presente estudo, é demonstrado apenas o ciclo biolégico dos parasitos com
comportamento suprapilérico, uma vez que L. (L.) infantum é o objeto da pesquisa e possui
este padrdo de desenvolvimento.

O ciclo se inicia quando a fémea de flebotomineo realiza repasto sanguineo em um
hospedeiro infectado. As fémeas utilizam as suas pecas bucais para dilacerar os tecidos e
vasos sanguineos, formando pogos de sangue no qual elas se alimentam. Durante este
processo conhecido por telmatofagia, sdo ingeridos macrofagos parasitados por formas
amastigotas. Os macréfagos se rompem e liberam as amastigotas que, em seguida, devido a
alteracOes no intestino do flebotomineo, como diminui¢do da temperatura e aumento do pH,
se transformam em promastigotas que passardo por diferentes fases a medida que migram do
intestino médio para o anterior (BATES, 2007; DOSTALOVA; VOLF, 2012). Cada uma
destas fases é caracterizada por alteracbes morfoldgicas e funcionais destinadas a garantir o
seu requerimento nutricional, crescimento, habilidade de se dividirem, expressdo de
moléculas de superficie, bem como a sobrevivéncia do parasito no trato digestivo do vetor
(Figura 4) (KAMHAWI, 2006; MCCONVILLE; HANDMAN, 2007; SACKS; KAMHAWI,
2001).

Figura 4- Ciclo bioldgico de Leishmania spp. no vetor.

Intestino médio toracico
Valvula do | L Intestino médio

| \ 2
estomodeu \ abdominal
! \ 4 s }
1 \ \
1 N ”
\ 1 N = '

Intestino
anterior

Intestino
posterior

Prociclicas 24-48h
Nectomonas48-72h
Leptomonas4-7 dias

Metaciclicas 5-7 diss s 2
Z Matriz peritrofica
Haptomonas 5-7 dias

- Prociclica - Nectomona Leptomona - Metaciclica
<: B ~ — @\/\/‘_; : ;:)

proliferagio proliferacio @>—<

Haptomona

Fonte: Adaptado de Bates e Rogers (2004), Gossage,
Rogers e Bates (2003) e Kamhawi (2006).



28
GUIMARAES, V.C.F.V. Avaliacdo da susceptibilidade...

Diversos estudos tém utilizado diferentes denominagdes para as formas promastigotas
(LAWYER et al., 1990; ROGERS; CHANCE; BATES, 2002; BATES; ROGERS, 2004). No
presente estudo, foram utilizadas as denominagfes propostas por Gossage, Rogers e Bates
(2003).

Primeiramente, as formas amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicas,
forma curta e levemente movel que inicia o ciclo de proliferacdo no vetor. Estas formas sdo
confinadas pela matriz peritréfica (MP), secretada por células que revestem o epitélio
intestinal de um grande numero de insetos hematdfagos, composta por proteinas,
glicoproteinas e quitina (BATES, 2007; DOSTALOVA; VOLF, 2012; PIMENTA et al.,
1997; PRUZINOVA et al.,, 2015). No periodo de 24 a 48h, as prociclicas proliferam e
diferenciam-se em promastigotas nectomonas, forma delgada e altamente movel. A
desintegracdo da MP ocorre 3 dias ap0s 0 repasto sanguineo devido a quitinases liberadas
pelo parasito (SCHLEIN; SCHNUR; JACOBSON, 1990) e pelo vetor (RAMALHO-
ORTIGAO et al., 2005), o que proporciona a adesdo das nectomonas ao epitélio intestinal.
Tanto o ndo escape da matriz, quanto a ndo adesdo a parede do epitélio faz com que 0s
parasitos sejam eliminados ao fim da digestdo do sangue pelo inseto. Esta adesdo das
promastigotas ao epitélio do trato digestivo do flebotomineo é proporcionada pelo
lipofosfoglicano (LPG) (PIMENTA et al., 1994; SACKS et al., 1984; SARAIVA et al., 1995).

Durante a migracdo das nectomonas para o intestino médio toracico, que ocorre 4 a 5
dias ap6s o repasto sanguineo, elas originam formas curtas e largas denominadas
promastigotas leptomonas, a segunda forma promastigota replicativa, que aumenta 0 nimero
de parasitos e sdo responsaveis pela producdo do PSG (promastigote secretory gel), que
desempenha um papel fundamental na transmissdo, provocando um grande acumulo de
parasitos na valvula do estomodeu (BATES; ROGERS, 2004; BATES, 2007; KAMHAWI,
2006; SACKS; KAMHAWI, 2001).

No periodo de 5 a 7 dias ap0s 0 repasto sanguineo surgem as promastigotas
haptomonas, formas imoveis que possuem um flagelo modificado com o qual podem se ligar
a valvula do estomodeu por meio de estruturas tipo hemidesmossomos e promover a sua
degeneracédo atraves da secrecdo de quitinases (VOLF et al., 2004). A forma precursora das
haptomonas ainda € discutida, nectomonas ou leptomonas, mas devido ao seu tamanho, forma
e tempo de aparecimento € mais provavel que elas diferenciam-se a partir das leptomonas,
assim como as promastigotas metaciclicas (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003). As formas

metaciclicas infectantes sdo altamente ativas e migram ao longo do intestino anterior,
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possibilitando a sua transmissdo (BATES, 2007; SACKS et al., 1995; SARAIVA et al.,
1995).

A disfuncéo da valvula do estomodeu promovida pelas promastigotas haptomonas faz
com que ela permaneca por mais tempo aberta. Desta forma, o inseto ao realizar o repasto
sanguineo, regurgita uma parte do conteudo intestinal, carreando os parasitos presentes na
porcao anterior do trato digestivo, infectando o hospedeiro vertebrado (ROGERS; CHANCE;
BATES, 2002; SCHLEIN; JACOBSON; MESSER, 1992). No hospedeiro, as formas
promastigotas sdo fagocitadas pelos macréfagos e transformam-se nas formas amastigotas,
capazes de multiplicarem-se no meio acido encontrado no vacuolo digestivo das células
fagocitarias (CHANG; FONG; BRAY, 1985). As amastigotas se multiplicam por divisdo
binaria, até provocarem o rompimento da célula. Os parasitos livres sdo entdo fagocitados por

novos macrofagos, e disseminados pelo organismo (ASHFORD, 2000).

2.6 Barreiras naturais ao desenvolvimento de Leishmania no vetor

Para completar o seu desenvolvimento nos flebotomineos, o parasito deve ser capaz de
superar algumas barreiras que dificultam a infeccdo, tais como, as enzimas digestivas no
intestino que podem promover a morte dos parasitos, a MP, que pode se comportar como
barreira fisica permitindo o escape do parasito para fora do intestino médio, a excrecdo do
sangue digerido, que pode resultar em perda de infeccdo do intestino médio (subgénero
Leishmania), as reacdes do sistema imune, a anatomia e fisiologia do intestino anterior, que
pode impedir a fixacdo de Leishmania no epitélio do intestino médio, a migracdo anterior e a
regurgitacdo de promastigotas metaciclicas durante o repasto sanguineo no tecido do
hospedeiro (DOSTALOVA; VOLF, 2012; KILLICK-KENDRICK, 1990; SACKS;
KAMHAWI, 2001; VOLF et al., 2014).
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2.6.1 Enzimas digestivas

As enzimas digestivas representam a primeira e uma das barreiras mais significativas
para a sobrevivéncia do parasito no intestino médio de flebotomineos. A producdo das
proteases, principalmente tripsina e quimiotripsina por células epiteliais do intestino medio,
inicia apds o repasto sanguineo e apresentam niveis significativos no periodo de 18-48 horas,
dependendo da espécie de flebotomineo (DOSTALOVA; VOLF, 2012; KAMHAWI, 2006;
SACKS; KAMHAWI, 2001; PRUZINOVA et al., 2015, RAMALHO-ORTIGAOQ;
SARAIVA; TRAUB-CSEKO, 2010).

Diversos estudos tém revelado que a atividade das proteases influenciam o
desenvolvimento de Leishmania e a competéncia vetorial dos flebotomineos (BOROVSKY;
SCHLEIN, 1987; PIMENTA et al., 1997). Em estudo pioneiro, Adler (1938) utilizou P.
papatasi para avaliar a digestdo de sangue nas fases iniciais de infeccdo, periodo o qual
corresponde a atividade proteolitica, e observou que, com a diminui¢do da porcentagem de
SOro no sangue, a taxa de infeccdo aumentou em espécies que normalmente nao infectam este
vetor. Este aumento seria devido a diminuicdo dos componentes do soro que induzem
proteases. Desta forma, foi sugerido que os produtos da digestdo eram os responsaveis pela
destruicdo dos parasitos.

Similarmente, estudo realizado com L. (L.) donovani em P. papatasi revelou que
apenas 5% dos parasitos no intestino médio sobreviveram quando o sangue total foi utilizado
na alimentacao artificial. Por outro lado, este nimero aumentou para 70% quando 0s insetos
foram alimentados apenas com amastigotas, eritrocitos e solucdo salina. O aumento da
sobrevivéncia dos parasitos foi correlacionado com a diminuicdo dos niveis de atividade das
proteases (SCHLEIN; JACOBSON, 1998).

Além disso, outros estudos demonstraram que, mesmo utilizando parasitos e vetores
competentes como P. papatasi e L. (L.) major, cerca de 50% da quantidade inicial das formas
amastigotas foram mortas no primeiro dia apos o repasto sanguineo (ROGERS; CHANCE;
BATES, 2002; WALTERS, 1993). Esta morte precoce dos parasitos também foi observada
em espécies do Novo Mundo, tais como, L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis durante o
desenvolvimento em L. migonei (NIEVES; PIMENTA, 2002), e L. (L.) mexicana no intestino
de L. longipalpis (ROGERS; CHANCE; BATES, 2002).

Recentemente, Pruzinova et al. (2015) compararam a atividade protolitica em quatro
espécies de flebotomineos durante o desenvolvimento de L. (L.) donovani e observaram que

0s picos de atividade da tripsina nas espécies refratarias P. papatasi e S. schwetzi foram
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maiores do que nas espécies susceptiveis (P. argentipes e P. orientalis), reforcando a hipdtese
de que a tripsina influencia o desenvolvimento de Leishmania em flebotomineos.

Vaérios estudos tém demonstrado que, a reduzida atividade proteolitica no intestino
médio do vetor, a partir da adi¢cdo de inibidor de tripsina ao sangue, € capaz de promover a
sobrevivéncia de L. (L.) donovani no estagio inicial de infeccdo em P. papatasi
(BOROVSKY; SCHLEIN, 1987) e L. (L.) mexicana durante o desenvolvimento em L.
longipalpis (ROGERS et al., 2008).

As espécies de Leishmania evoluiram estratégias para inibir ou retardar o nivel e o
tempo de atividade proteolitica no intestino médio de flebotomineos como mecanismo para
superar os efeitos prejudiciais de enzimas digestivas e completar o seu desenvolvimento no
vetor (SACKS; KAMHAWI, 2001). Schlein e Romano (1986) e Dillon e Lane (1993)
demonstraram que promastigotas diferenciadas de L. (L.) major foram mais resistentes a
morte do 0s que parasitos em estagio inicial, devido a habilidade em retardar e diminuir o pico
de atividade da tripsina e aminopeptidase no intestino de P. papatasi. Adicionalmente, outros
estudos tém demonstrado uma diminuicdo na atividade da tripsina no intestino de L.
longipalpis quando infectado por L. (L.) mexicana (SANT ANNA et al., 2009) e L. (L.)
infantum (TELLERIA et al., 2010).

Adicionalmente, estudos tém revelado que em combinagdes de vetores e parasitos
compativeis, Leishmania é capaz de modular os niveis de enzimas digestivas do inseto, tanto
no nivel de proteina quanto transcricional (DOSTALOVA et al., 2011; SCHLEIN:;
ROMANO, 1986; TELLERIA, 2010). Recentemente, Santos et al. (2014) demonstraram que
L. (L.) infantum durante desenvolvimento em L. longipalpis modula a atividade da tripsina,
supostamente diminuindo o pH do intestino médio.

Apesar dos numerosos estudos relacionados com a susceptibilidade de Leishmania as
enzimas digestivas, hd poucas informacdes sobre a regulacdo da sua expressdo pelos
flebotomineos e como elas s&o moduladas nas infec¢cbes. De modo geral, estas enzimas séo
um dos fatores criticos que influenciam a competéncia vetorial dos flebotomineos e

representam alvos atraentes para estudos de bloqueio de transmisséo em vetores.
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2.6.2 Matriz peritréfica (MP)

A segunda potencial barreira para a infeccao por Leishmania é a MP, um envoltério
acelular semi-permeavel que separa o sangue ingerido do epitélio do intestino médio e
compartimentaliza a digestdo entre os espagos endo e ectoperitréfico. Esta estrutura é
composta por quitina, proteinas e glicoproteinas, e desempenha um papel fundamental na
protecdo do epitélio do intestino médio de agentes patogénicos, quimicos e danos mecanicos
(LEHANE, 1997; PIMENTA et al., 1997). Em mosquitos e outros insetos hematéfagos, a MP
realiza um importante papel na desintoxicacdo de heme (PASCOA et al., 2002) e o seu
rompimento afeta a fecundidade das fémeas de flebotomineos (ARAUJO et al., 2012).

A MP ¢ secretada pelo epitélio intestinal em resposta a distensdo do intestino
promovida pelo repasto sanguineo, de maneira que em poucas horas o sangue é envolvido por
uma MP fina composta principalmente por fibras de quitina. Posteriormente, dependendo da
espécie de flebotomineo, cerca de 12h a 48h ap04s o repasto sanguineo a estrutura torna-se
mais espessa e amadurece. As proteinas e glicoproteinas sao incorporadas na sua composicao
e, com cerca de 72h, a MP tem o aspecto enrugado e inicia a desintegracdo (SADLOVA;
VOLF, 2009; SECUNDINO et al., 2005; WALTERS et al., 1993).

Varios estudos sugerem um papel duplo para MP de flebotomineos em relacdo ao
desenvolvimento de Leishmania: proteger os parasitos contra a degradacdo proteolitica
durante a fase de transicdo da forma amastigota para promastigota (PIMENTA et al., 1997), e
agir como uma barreira a colonizacdo do intestino que deve ocorrer antes da eliminacdo do
bolo fecal (BATES; ROGERS, 2004; DOSTALOVA; VOLF, 2012; SADLOVA; VOLF,
2009).

O importante papel da desintegracdo da MP tem sido atribuido as quitinases derivadas
do flebotomineo e/ou parasito. Pimenta et al. (1997) observaram que o blogueio da formacéo
da MP em P. papatasi atraves da adigdo de quitinase ocasionou um aumento do nimero de
parasitos mortos de L. (L.) major em algumas horas. A mortalidade precoce do parasito foi
revertida pela adigédo do inibidor de tripsina, sugerindo que a MP cria uma barreira para a
répida difusdo de enzimas digestivas e limita a exposic¢éo de parasitos durante o tempo em que
eles séo vulneraveis aos danos proteoliticos.

Por outro lado, em fases posteriores a MP parece atuar como uma barreira para o
desenvolvimento do parasito. Walters et al. (1993) relataram aprisionamento de L. (V.)
panamensis no espago endoperitréfico de P. papatasi. O fracasso do parasito para escapar da

MP resultou em sua expulsdo do intestino médio. Pimenta et al. (1997) demonstraram ainda



33
GUIMARAES, V.C.F.V. Avaliacdo da susceptibilidade...

que a adicdo de alosamidina, um inibidor da quitinase, levou ao espessamento da MP, que se
sustentou intacta por mais tempo e promoveu o aprisionamento de L. (L.) major dentro do
espaco endoperitrofico evitando o estabelecimento da infec¢do em P. papatasi.

Schlein, Jacobso e Schlomai (1991) propuseram pela primeira vez que a fuga de
Leishmania da MP é realizada por um quitinase produzida por promastigotas e sugeriram que
L. (L.) major poderiam causar a desintegracdo da porgdo anterior da MP de P. papatasi,
permitindo o escape do parasito. Outro estudo reforgou esta hipGtese ao demonstrar que a
super expressdo de quitinase de L. (L.) mexicana promoveu o escape do parasito da MP em L.
longipalpis (ROGERS et al., 2008). Para Ramalho-Ortigéo et al. (2005), estes resultados
associados a elevada atividade enzimatica de P. papatasi e L. longipalpis observadas ap6s
repasto sanguineo sugerem que o escape do parasito da MP é promovido pelos efeitos de
quitinases produzidas tanto pelo vetor quanto pelo parasito.

Entretanto, mais recentemente, Sadlova e Volf (2009) sugeriram que a quitinase
produzida por L. (L.) major ndo possui um papel importante na desintegracdo da MP em P.
duboscqi. Os autores demostraram que 0s parasitos permanecem no espaco intraperitrofico até
gue a MP seja desintegrada por quitinases provenientes do vetor e, posteriormente, colonizam
0 espaco ectoperitréfico do intestino médio. Além disso, 0s autores revelaram que a
desintegracdo coincide com o periodo de transformacdo das promastigotas prociclicas em
nectomonas, que sao capazes de se ligarem ao epitélio do intestino e evitar a defecagcdo com o
sangue ingerido. Esta transformacdo esta associada com a difusdo de moléculas sinalizadoras
do espaco ectoperitréfico para o parasito migrar atraves da ruptura da MP.

A contribuicdo dos vetores e parasitos na secrecdo de quitinases que proporcionam a
degradacdo da MP precisa ser mais bem elucidada, pois podem fornecer as informacoes
necessarias para o entendimento dos mecanismos de escape do parasito. Além disso, 0
processo de formacdo e desintegracdo da MP em insetos hematofagos é altamente especifico
da especie (LEHANE, 1997) e, possivelmente, € um dos principais fatores envolvidos na

competéncia vetorial dos flebotomineos.
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2.6.3 Fixacdo dos parasitos ao epitélio intestinal

Com a desintegracdo da MP durante o estagio tardio da infeccdo, os parasitos precisam
se ligar ao epitélio intestinal para evitar a eliminacdo com o resto do sangue digerido. Para
tanto, apds o escape do espaco endoperitrofico, as promastigotas inserem os flagelos entre as
microvilosidades do epitélio do intestino meédio (BATES, 2008, KAMHAWI, 2006;
MYSKOVA et al., 2007; WILSON et al., 2010). Desta forma, tem sido postulado que esta
ligacdo € o principal determinante da especificidade vetor-parasito (PIMENTA et al., 1994;
SACKS, 2000).

Baseado em estudos experimentais, devido a capacidade do vetor em suportar o
desenvolvimento de uma ampla variedade ou a determinada espécie de Leishmania, 0s
flebotomineos tem sido classificados como permissivos ou especificos (VOLF; MYSKOVA,
2007). Neste sentido, diversos estudos tém investigado o papel do lipofosfoglicano (LPG) em
mediar a adesdo dos parasitos ao intestino médio dos flebotomineos (DOBSON et al., 2010;
MYSKOVA et al., 2007; SACKS; KAMHAWI, 2001).

O LPG é um glicolipido abundante que reveste toda a superficie, incluindo o flagelo
de todas as fases promastigotas de Leishmania e sua estrutura basica é altamente conservada
em todas as espécies. O LPG consiste de quatro dominios distintos: uma ancora lipidica de
glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) seguida por uma parte central “core” formada por um ndcleo
de heptassacarideo, uma regido com um polimero de 10-30 unidades repetitivas de
dissacarideos fosforilados (P) terminados por um pequeno oligossacarideo neutro formando
uma estrutura do tipo “cap” (Figura 5) (TURCO; DESCOTEAUX, 1992).

Figura 5- Estrutura bioquimica do lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania.
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Fonte: adaptado de Assis et al. (2012)
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As evidéncias do papel do LPG foram obtidas utilizando L. (L.) major mutantes de P.
papatasi que ndo possuem o gene que codifica o0 LPG1 galactofuranosiltransferase necessario
para a sintese do nucleo de glicano, tornando as células deficientes em LPG. Desta forma, a
capacidade do parasito em persistir no intestino médio foi completamente perdida apos a
excrecdo do bolo fecal, e esta perda foi correlacionada com a incapacidade das promastigotas
em se ligarem as células epiteliais do intestino médio in vitro (SACKS, 2000). Similarmente,
Svarosvka et al. (2010) obtiveram os mesmos resultados ao avaliar os mutantes de L. (L.)
major em P. duboscqui.

Polimorfismo nos LPGs tem sido demonstrado e variam na composi¢cdo e na
frequéncia dos acUcares, tais como manose, galactose ou glicose das cadeias laterais de
diferentes espécies de Leishmania (SACKS et al., 1994, 1995; MAHONEY et al, 1999). O
LPG de L. (L.) donovani proveniente da india possui as repeticdes de PG modificadas com
residuos de glicose, enquanto que o do Suddo, ndo possui cadeias laterais (SACKS et al.
1995; MAHONEY et al., 1999). Variabilidade intra-especifica do LPG tem sido observada
também entre espécies de L. (L.) infantum obtidas de diferentes isolados. Em L. (L.)
mexicana, 0 LPG contém B-glicoses (SOARES et al., 2002), em L. (L.) major 1-4 B-
galactoses frequentemente com arabinose terminal (MCCONVILLE et al., 1990) e L. (V.)
braziliensis ndo possui cadeias laterais (SOARES et al., 2005). Esta variabilidade inter e intra-
especifica do LPG esta relacionada a seletividade, permissividade e sua fun¢do como ligante
do parasito aos receptores do intestino e pode explicar a competéncia vetorial espécie-
especifica (DOBSON et al., 2010; VOLF et al., 2014).

Alem do polimorfismo estrutural entre as espécies de Leishmania, a variabilidade
também ocorre entre as formas do parasito. Durante a metaciclogénese, o LPG das
promastigotas metaciclicas sofre modificacdes, tornando-se estruturalmente mais alongados,
com maior numero de residuos das cadeias laterais quando comparado com as promastigotas
prociclicas, revelando um papel importante na infectividade do parasito (SACKS et al., 1995).

Pimenta et al. (1994) demonstraram a ligagéo in vitro do LPG purificado de L. (L.)
donovani, L. (L.) major e L. (L.) amazonensis durante o desenvolvimento em P. argentipes e
sugeriram que o intestino médio do vetor possui um receptor para uma parte conservada do
LPG, representando a ampla permissividade para varias espécies de Leishmania.
Posteriormente, foi sugerido que a ligacdo de L. (L.) donovani em P. argentipes ocorre através
de receptores para sacarideos neutros que sd@o mascarados pelas alteracdes conformacionais

nas cadeias PG de promastigotas metaciclicas da espécie, revelando que, devido as variagdes
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exibidas nas cadeias laterais do LPG, é pouco provavel a existéncia de um receptor comum
(SACKS et al., 1995).

Recentemente foi observado o desenvolvimento de Leishmania independente de LPG
em quatro vetores permissivos para L. (L.) major: P. arabicus, P. argentipes, P. perniciosus e
L. longipalpis. Os parasitos isentos de LPG sobreviveram e desenvolveram infecgdes
comparaveis ao tipo selvagem nestas espécies de flebotomineos (SVAROVSKA et al., 2010;
MYSKOVA et al.,, 2007). Da mesma forma, Rogers et al. (2004) relataram que L. (L.)
mexicana mutantes em LPG1 sobrevivem e completam o seu desenvolvimento em L.
longipalpis.

Para Myskova et al. (2007) o LPG é necessario em vetores especificos, enquanto que,
em vetores permissivos, o parasito se liga através de um mecanismo independente de LPG. Os
autores observaram a ocorréncia de N-acetilgalactosamina (GalNAc) nos glicoconjugados do
intestino médio de P. halepensis durante estudo in vitro com promastigotas de L. (L.) major e
sugeriram que estas moléculas funcionam como ligantes para Leishmania. Para tanto, os
autores propuseram gue o parasito exibe um receptor de heparina, anteriormente descrito na
superficie de varias espécies de Leishmania, e que realizam o papel de fixacdo do parasito no
intestino médio de flebotomineos (SVOBODOVA,; BATES; VOLF, 1997).

Embora o papel do LPG de L. (L.) major em P. papatasi e P. duboscqi tenha sido
provado inequivocamente, demonstrando a sua importancia para a competéncia vetorial de
flebotomineos, os mecanismos de fixacdo do parasito, os receptores no intestino do vetor,
bem como a liberacdo do parasito na fase posterior da infec¢cdo ainda necessitam ser mais bem

esclarecidos em outras espécies de flebotomineos.

2.6.4 Sistema imune

Nos insetos, a resposta imune desempenha um papel importante na manutencdo da
homeostase no intestino e na eliminacdo de patogenos (TELLERIA et al.,, 2013). Em
flebotomineos, os poucos estudos direcionados as reacdes da resposta imune tém identificado
defensinas e peptideos catidnicos anti-bacterianos como o0s principais componentes da
resposta inata (BOULANGER; BULET; LOWENBERGER, 2006; TELLERIA et al., 2013).

Boulanger, Bulet e Lowenberger (2006) ao estudar defensina em P. dubosqui
observaram que o peptideo recombinante exibiu uma significante atividade antiparasitaria
contra as formas promastigotas de L. (L.) major in vitro. No entanto, em L. longipalpis, a

producéo de defensina foi induzida por L. (L.) mexicana e revelou uma superexpressao 48h
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apos a alimentagdo e um decréscimo ap6s 72h. Os autores concluiram que 0 aumento na
expressdo inicial de defensina pode ser uma resposta a proliferacdo de Leishmania no
intestino. Desta forma, a elevada carga parasitaria foi correlacionada a baixa expressdo de
defensinas, o que permitiu a sobrevivéncia e a multiplicacdo do parasito (TELLERIA et al.,
2013).

Andlises de expressdo de transcritos tém revelado outros possiveis componentes da
resposta imune inata no intestino de P. papatasi e L. longipalpis como um padrdo de
reconhecimento de proteinas (PITALUGA et al. 2009; RAMALHO-ORTIGAO et al. 2007).
O papel destas proteinas e da imunidade na infeccdo por Leishmania em flebotomineos
precisam ser melhor elucidados, uma vez que estudos indicam que diferentes espécies de

Leishmania podem provocar diversas respostas imunologicas.

2.6.5 Migracdo dos parasitos para regido anterior e sua regurgitacdo durante repasto

sanguineo

O estégio final de desenvolvimento de Leishmania no vetor envolve a diferenciacdo
dos parasitos na forma metaciclica e a sua regurgitacdo na pele do hospedeiro vertebrado. As
formas metaciclicas sdo encontradas proximas a valvula do estomodeu e sdo altamente
moveis e livres para migrar ao longo do intestino anterior e alcancar a proboscide,
possibilitando a transmissdo (BATES, 2007).

Os mecanismos que desencadeiam a metaciclogénese in vivo sdo pouco conhecidos,
no entanto, sabe-se que a metaciclogénese in vitro € induzida pelo baixo pH, condicfes
anaerdbicas e um decréscimo nos niveis de tetrahidrobiopterina (um co-factor essencial para a
atividade catalitica da enzima Oxido nitrico sintase), que atua como um sinal para a
diferenciacdo nas formas metaciclicas (BATES, 2008; CUNNINGHAM et al., 2001;
DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Um aspecto importante da fase final de infeccdo é a producdo do promastigote
secretory gel (PSG) por promastigotas leptomonas. O PSG é uma matriz gelatinosa densa
constituida principalmente por proteofosfoglicanos (fPPG), uma glicoproteina de alto peso
molecular, a maior molécula secretada por Leishmania spp., que representa 0 componente
ativo do PSG (ROGERS, 2012) e que se acumula no intestino anterior envolvendo 0s
parasitos (RAMALHO-ORTIGAO et al., 2007; ROGERS; BATES, 2007).
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Durante 0 repasto sanguineo, o plug do PSG exerce pressdo sobre a vélvula do
estomodeu, e como resultado, tende a ficar permanentemente aberta (ROGERS, 2012;
ROGERS; BATES, 2007) permitindo a regurgitacdo do PSG, parasitos e saliva com o repasto
sanguineo. Além disso, quitinases secretadas pelos parasitos contribuem para o dano da
valvula do estomodeu (SCHLEIN et al., 1992; VOLF et al., 2004), promovendo a sua
disfuncgéo e prejudicando a ingestéo de sangue.

Estudos recentes tém investigado o papel do PSG na transmissdo de Leishmania
(ROGERS et al., 2004; ROGERS; BATES, 2007; ROGERS; CHANCE; BATES, 2002).
Rogers et al. (2004) demonstraram que promastigotas metaciclicas de L. (L.) mexicana séo
regurgitadas do intestino médio de flebotomineos juntamente com PSG e eliminadas com a
saliva durante a picada. Adicionalmente, foi observado que o PSG atua como um potente fator
de viruléncia capaz de recrutar neutrofilos e macréfagos para o local da picada, exacerbando a
infeccdo (BATES; ROGERS, 2004; ROGERS et al., 2004; ROGERS et al., 2009; SACKS;
KAMHAWI, 2001).

No flebotomineo ndo infectado o sangue é bombeado através da proboscide para a
faringe e, posteriormente, para o intestino médio através da valvula do estomodeu (Figura 6A
e 6B). No entanto, no flebotomineo infectado o plug do PSG conecta-se a valvula do
estomodeu e impede a absor¢do sanguinea imediata no intenstino médio, de modo que o
sangue se mistura com o parasito e 0 PSG na faringe antes de ser regurgitado novamente
(Figuras 6C e 6D).

O acumulo do PSG altera o comportamento alimentar dos flebotomineos, tornando
maior o tempo do repasto sanguineo, bem como o nimero de tentativas de picada,
aumentando a possibilidade de transmissdo do parasito (ROGERS et al., 2002; ROGERS;
BATES, 2007). Rogers et al. (2009) demonstraram que fPPG determina ndo sé o
comportamento alimentar, mas também o nimero de parasitos transmitidos. O aumento do
tempo de alimentacdo foi positivamente correlacionado com o ndmero de formas
promastigotas metaciclicas e a quantidade de PSG regurgitado. Portanto, o bloqueio e a
manipulacdo da alimentacdo coincidem com um pico da metaciclogénese no vetor, que é

essencial para 0 sucesso na transmisséo.
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Figura 6 — AlteracGes na alimentacgdo dos flebotomineos devido ao plug de PSG.
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Fonte: adaptado de Rogers (2012)
Nota: Mecanismo de alimentacdo de fémea de flebotomineo néo infectada (A e B)
e infectada (C e D).

Adicionalmente, a saliva também exerce um papel importante na transmissao de
Leishmania através das suas propriedades vasodilatadoras, antiplaquetaria e anti-hemostaticas
que facilitam a alimentacdo sanguinea, inibem a coagulacdo do sangue, modulam a resposta
imunolégica, exacerbam a infec¢do e induzem a infecciosidade do parasito para o hospedeiro
vertebrado (ROGERS, 2012).

Alguns estudos tém demonstrado que o maxadilan, um vasodilatador presente na
saliva de L. longipalpis atua na exarcebacdo da infeccdo ao inibir a acdo dos macréfagos,
além de aumentar o fluxo sanguineo proporcionando a aceleracdo e otimizacdo do repasto
sanguineo e o prolongamento da sobrevivéncia do parasito no hospedeiro (MORRIS et al.,
2001; ROGERS; TITUS, 2003). Além disso, a apirase, uma enzima com funcdo de anti-
agregacdo plaquetaria encontrada em ambos os géneros, Phlebotomus e Lutzomyia também
exerce papel importante durante o processo de transmissdo de Leishmania (VOLF;
TESAROVA; NOHYNKOVA, 2000).
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3 JUSTIFICATIVA

A incidéncia da LV tem aumentado significativamente em varias regides endémicas,
inclusive no estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, onde ha uma expansdo gradual ao
longo dos dltimos anos. Diante da persisténcia e aumento do nimero de casos, esta zoonose
tem causado um grande impacto na satde publica.

Estudos de interacdo Leishmania-vetor sdo cruciais para 0 entendimento dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento e transmissédo do parasito. No entanto, apenas
um numero limitado de espécies do Novo Mundo tem sido avaliadas experimentalmente para
a susceptibilidade de Leishmania spp. Até o momento, a maioria dos estudos tem avaliado o
desenvolvimento de L. (L.) infantum em L. longipalpis (LAINSON; SHAW, 1988; MAIA et
al., 2011; ROGERS; BATES, 2007; SEBLOVA et al., 2015), de maneira que as informacoes
sobre a competéncia vetorial de outras espécies de flebotomineos permanecem desconhecidas.

Apesar das caracteristicas epidemioldgicas e comportamentais que indicam a
participacdo de L. migonei como vetor de L. (L.) infantum, ndo existem estudos que
demonstrem o desenvolvimento do parasito nesta espécie. Estes estudos poderdo auxiliar
estudos futuros para a comprovacao da competéncia vetorial de L. migonei, bem como estimar
o risco de surgimento de novos focos da LV e subsidiar o desenvolvimento de estratégias

mais especificas e eficazes de controle da doenca.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Lutzomyia migonei € susceptivel ao desenvolvimento de Leishmania (Leishmania)

infantum?
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Avaliar a susceptibilidade de Lutzomyia migonei ao desenvolvimento de Leishmania
(Leishmania) infantum para elucidar o papel desta espécie de flebotomino no ciclo de

transmissdo da LV.

5.2 Objetivos Especificos

a) Estabelecer a col6nia de espécimes de L. migonei;
b) Avaliar o ciclo de vida de L. migonei em condicGes laboratoriais;

c) Estudar o desenvolvimento de L. (L.) infantum em espécimes colonizados de L.
migonei;

d) Comparar a intensidade e a localizagdo de L. (L.) infantum em L. migonei e L.
longipalpis.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Captura dos flebotomineos

Os flebotomineos utilizados para o estabelecimento da col6nia de L. migonei foram
capturados no municipio de Baturité (04°19°41”’S, 38°53°05”W), localizado na mesorregido
Norte, distante 93 km de Fortaleza, estado do Ceara, Brasil (Figura 7). O municipio apresenta
incidéncia de ambas as formas de leishmanioses, sendo classificado como uma é&rea de
transmissdo esporadica para LV. Os insetos foram capturados com armadilhas luminosas tipo
CDC (Center for Disease Control) posicionadas por um periodo de 12h em abrigos de animais
(estabulos, galinheiros e chiqueiros) (Figura 8) localizados no peridomicilio de casas onde

estudos entomoldgicos prévios demonstraram a predominancia da espécie (95% da fauna).

Figura 7 — Vista panordmica do municipio de Baturité, Ceara.

Fonte: a autora

Figura 8 — Locais de captura de Lutzomyia migonei no municipio de Baturité, Ceara.

Fonte: a autora
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Os espécimes capturados foram transferidos com o auxilio de capturadores para
gaiolas (20 x 20cm) revestidas com tecido voil (Figura 9A), envolvidas por um saco plastico
contendo um chumacgo de algoddo umedecido com agua para manutencdo da umidade
necessaria a sobrevivéncia dos insetos (Figura 9B). As gaiolas foram acondicionadas em
caixas de isopor, nas quais também havia chumagos umidos de algodao e transportadas para o
ponto de apoio localizado na &rea de estudo.

Figura 9 — Materiais utilizados para o acondicionamento dos flebotomineos.

Fonte: a autora
Nota: A- gaiola para flebotomineos, B- gaiola envolta por saco plastico.

6.2 Estabelecimento e manutencédo da coldnia de L. migonei

O estabelecimento e a manutencdo da colonia de L. migonei foram realizados de
acordo com Volf e Volfova (2011). As fémeas capturadas foram alimentadas por um periodo
de uma hora em hamster (Mesocricetus auratus) colocado dentro da gaiola (Figura 10A),
previamente anestesiado por via intramuscular com quetamina (0,1mL/ 100g). Decorridas 24h
apos repasto sanguineo, as fémeas ingurgitadas foram transferidas individualmente para
frascos de vidro forrados com papel de filtro para realizacdo da oviposi¢do (Figura 10B).
Posteriormente, foram condicionadas em caixa de isopor e transportadas para o insetario do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Recife, Pernambuco, Brasil.

Diariamente, os insetos foram alimentados com solugé@o de sacarose a 50% e o papel
de filtro foi umedecido com &gua destilada para a manutencéo da umidade. Apds a morte, as
fémeas foram montadas entre 1amina e laminula em solucéo Berlese e identificadas de acordo
com a classificagdo proposta por Young & Duncan (1994). Os ovos pertencentes as fémeas de
L. migonei foram transferidos com o auxilio de um pincel fino para papel de filtro
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previamente umedecido com agua destilada e enviados para o laboratério de parasitologia da
Faculdade de Ciéncias da Charles University em Praga, Republica Theca, onde a colénia foi
mantida.

Os ovos foram transferidos para potes de plastico com base e laterais de gesso
mantidos dentro de caixas com areia autoclavada umedecida com agua destilada, para a
emergéncia e sobrevivéncia das larvas (Figura 10C). Apos eclosdo, as larvas foram
alimentadas com uma mistura de fezes e racdo para coelho na proporcdo de 1:1. Para a
alimentacdo das larvas no quarto estadio, a esta mistura foi acrescida racdo para peixe
triturada.

Ap06s a emergéncia, 0s espécimes adultos foram transferidos para gaiolas de cria¢do
(40 x 40cm) envoltas por um saco plastico transparente contendo algoddo embebido em agua,
onde receberam solucdo de sacarose a 50% suplementada com antibidtico penicilina na
concentracdo de 5000U/mL e alimentacdo sanguinea em hamsters (Mesocricetus auratus),
camundongos (Mus musculus) ou coelhos (Oryctolagus cuniculus) (Figura 10D).
Adicionalmente, os insetos foram expostos a fotoperiodo (14h de luz e 10h de escuro),
mantidos a uma temperatura de 26°C e 70% de umidade. Os recipientes de criagdo foram

inspecionados diariamente para avalia¢do do ciclo de vida.

Figura 10 — Animais e equipamentos utilizados para o estabelecimento e manutengdo da coldnia de Lutzomyia

migonei.

Fonte: a autora
Nota: A- alimentagdo sanguinea de flebotomineos capturados no campo, B- frascos utilizados para
individualizacdo das fémeas, C- potes com larvas mantidos dentro de caixas com areia autoclavada, D-
alimentacdo sanguinea de flebotomineos em coelho.
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6.3 Manutencéo da coldnia de L. longipalpis

Fémeas de L. longipalpis pertencentes a col6nia previamente estabelecida no insetario
da Faculdade de Ciéncias da Charles University de espécimes capturados no municipio de
Jacobina, Bahia, Brasil, foram mantidos a temperatura de 27°C e 70% de umidade expostos a
fotoperiodo (14h de luz e 10h de escuro) (VOLF; VOLFOVA, 2011). A alimentacdo das
formas imaturas, bem como dos espécimes adultos foram realizadas como descrito para a
manutencdo da col6nia de L. migonei e utilizadas como controle nos ensaios de infeccdo

experimental.
6.4 Cultivo de Leishmania (Leishmania) infantum e contagem dos parasitos

Foram utilizadas promastigotas de L. (L.) infantum cepa viscerotropica
(MHOM/BR/76/M4192) isolada de um paciente no Brasil e L. (L.) infantum cepa
dermatotropica (ITOB/TR/2005/CUK3) isolada de Phlebotomus tobbi na Turquia
(SVOBODOVA et al., 2009). Os parasitos com menos de 12 passagens in vitro desde o
isolamento foram cultivados a 23°C em 1,5 mL de meio M199 (Sigma), suplementado com
10% de soro fetal bovino (Gibco, USA), 250 pug/mL de antibidtico amicacina (Bristol-Myers
Squibb, Republica Theca), 1% BME vitaminas (Sigma) e 2% de urina estéril. O crescimento
dos parasitos foi observado diariamente por microscopia optica.

Apdbs o crescimento, os parasitos foram centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos a
23°C. O meio de cultura foi desprezado e o sedimento lavado e ressuspenso em 990uL de
solucdo salina estéril. Desta suspensao, foi retirada uma aliquota de 10uL que foi diluida em
990 pL de formaldeido em solucdo salina a 1%. Posteriormente, 10 pL desta dilui¢do foi
aplicada em cada lado da camara de Neubauer e as promastigotas foram contadas para a

obtencéo de 1x10° parasitos/mL.
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6.5 Infeccdo experimental dos flebotomineos

Os flebotomineos foram infectados artificialmente com sangue de coelho desfibrinado
(Bioveta, Republica Theca) através de alimentador de vidro (Figura 11A) envolto por uma
membrana de pele de pinto. Para tanto, a pele foi retirada da regido ventral dos animais com 0
auxilio de tesouras e pincas esterilizadas. Posteriormente, foram lavadas por duas vezes
durante cinco minutos em solucdo de etanol a 70%, seguida por duas lavagens de cinco
minutos em solucdo salina estéril e armazenadas individualmente em placas de Petri a -20°C.
Anteriormente a sua utilizagcdo, as membranas foram descongeladas posicionadas sobre a
abertura do alimentador e envoltas com parafilme.

Para a infecgdo experimental, foram utilizados 1x10° parasitos/mL obtidos através da
diluicdo de 300 pL da suspensdo do parasito em solucdo salina (1x10" promastigotas/ml de
Leishmania (L.) infantum) em 2700 uL de sangue de coelho inativado pelo calor (56°C por 35
minutos).

O sangue de coelho contendo as formas promastigotas foi adicionado aos
alimentadores em condicGes estéreis e, em seguida, os alimentadores foram fixados em um
suporte e conectados a tubulacdo com banho de &gua a 37°C para manter o sangue na
temperatura fisioldgica (Figura 11B). Os alimentadores foram colocados dentro de gaiolas
(Figuras 11C e 11D), nas quais, cerca de 300 fémeas de L. migonei (utilizadas a partir da 62
geracdo) e 150 de L. longipalpis foram utilizadas por experimento. As fémeas com 2 a 6 dias
de emergéncia, cuja alimentacdo com sacarose foi retirada 24h antes da infeccdo
experimental, foram alimentadas por um periodo de 2h. Adicionalmente, CO, foi exalado nas
gaiolas para estimular a alimentagdo sanguinea. Em todos os experimentos foram utilizadas as
seguintes combinacdes: L. migonei-(MHOM/BR/76/M4192), L. migonei-
(ITOB/TR/2005/CUK3) e L. longipalpis- (MHOM/BR/76/M4192) com susceptibilidade
conhecida para L. (L.) infantum (MAIA et al., 2011) foi utilizada como controle.

As fémeas alimentadas foram contadas, transferidas para outras gaiolas e mantidas sob
as mesmas condi¢bes da coldnia. Posteriormente, foram dissecadas para estudar o
desenvolvimento e localizagdo da infeccdo no intestino dos flebotomineos e para observagédo

da intensidade da infeccdo. Os experimentos foram repetidos cinco vezes.
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Figura 11 — Método de alimentag&o artificial dos flebotomineos.

Fonte: a autora
Nota: A- alimentador de vidro, B- tubulagdo com agua a 37°C, C- gaiola para flebotomineos, D-
gaiolas com alimentadores de vidro para infeccdo dos flebotomineos.

6.6 Desenvolvimento e localizagdo de Leishmania (Leishmania) infantum in situ

No 1°, 5° e 8° dias (PI), as fémeas foram transferidas para uma placa de Petri sobre
gelo para imobilizagdo dos insetos. Posteriormente, foram colocadas em uma lamina e
dissecadas em uma gota de solucdo salina estéril removendo a cabeca, pernas e asas com
estilete com angulo de 90°. Em seguida, o intestino foi removido do corpo do flebotomineo
puxando delicadamente os dois Gltimos segmentos abdominais. O intestino dissecado foi
analisado sob microscopia Otica para a localizacdo do parasito no intestino medio abdominal,
intestino médio torécico, regido da cardia ou valvula do estomodeu, bem como para avaliar a
intensidade da infec¢éo.

Niveis de infecgdes de L. (L.) infantum foram classificados em quatro categorias de
acordo com a Myskova, Votypka e Volf (2008) como: ndo infectadas, baixa (<100 parasitos
por intestino), moderada (100 a 1000 parasitos por intestino) e alta infeccdo (>1000 parasitos
por intestino).
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6.7 Morfometria dos parasitos

Esfregacos do intestino de L. migonei e L. longipalpis infectados com L. (L). infantum
no 5° e 8° dia (PI) foram fixados com metanol 100%, corados com Giemsa durante 20
minutos, examinados em microscopio éptico com objetiva de 100x e fotografados com uma
camera D70 Olympus. O comprimento e largura do corpo celular e o comprimento do flagelo
de 240 promastigotas selecionadas aleatoriamente de seis fémeas foram medidos para cada
combinacéo de espécie de flebotomineo e de L. (L). infantum usando o software da Imagem —
J.

As promastigotas foram classificadas de acordo com Cihakova e Volf (1997) como (1)
nectomonas: comprimento do corpo >14 um; (I) leptomonas: comprimento do corpo <14 pm
e comprimento do flagelo < 2 vezes que o comprimento do corpo; (llI) metaciclicas:

comprimento do corpo < 14 um e comprimento do flagelo > 2 vezes o comprimento do corpo.

6.8 Andlise estatistica

Anédlise descritiva foi utilizada para avaliar o ciclo de vida de L. migonei com o
software Rv2.10.0. As diferencas na intensidade das infeccGes (baixa, moderada ou alta
infecgdo), localizagdo do parasito (intestino médio abdominal, intestino médio torécico, regido
da cardia e vélvula do estomodeu), foram avaliadas por qui-quadrado (x2). Medidas dos
parasitos foram comparados pela analise de variancia utilizando o software SPSS v. 23,

adotando-se como significante (p <0,05).
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7 CONSIDERACOES ETICAS

Os animais utilizados para a alimentacéo sanguinea dos flebotomineos foram mantidos
no biotério da Faculdade de Ciéncias da Charles University em Praga na Republica Theca de
acordo com as orientacdes institucionais e legislagdo Theca (Lei n° 246/1992 e 359/2012)
sobre a protecdo de animais contra crueldade, que cumpre com todos as orientaces da Unido
Européia e Internacional para experimentacdo animal. Todos o0s experimentos foram
aprovados pelo comité de ética de experimentos de laboratorio da Charles University em

Praga e foram realizados sob o certificado de competéncia (registro: CZ 03069).
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8 RESULTADOS

8.1 Ciclo evolutivo de L. migonei em condicgdes laboratoriais

O ciclo de vida de L. migonei a partir dos ovos até a eclosdo dos flebotomineos adultos
variou de 35 a 45 dias. O periodo de incubacdo dos ovos apresentou um intervalo de 5 a 7
dias, a duracdo da fase larval foi no minimo de 17 dias e no maximo de 23 dias e 0 estagio de
pupa perdurou de 5 a 7 dias (Tabela 1). Similarmente, como a maioria das outras espécies de
flebotomineos mantidas na Charles University, foi possivel estabelecer e manter a col6nia de
L. migonei com sucesso na temperatura de 26°C e umidade relativa de 70% com controle da
presenca de fungos e acaros.

Em relacdo a alimentacdo sanguinea, inicialmente as fémeas foram alimentadas no
antebraco de seres humanos e, posteriormente, a fonte de repasto sanguineo foi substituida por
animais. L. migonei apresentou preferéncia alimentar por coelhos, seguido por hamsters e uma
baixa preferéncia por camundongos. Nao foram observadas dificuldades durante a
alimentacdo experimental através da membrana de pele de pinto, de maneira que as fémeas de

L. migonei revelaram taxa de repasto sanguineo (68,2%) similar a L. longipalpis (70,6%).

Tabela 1- Duracdo do ciclo de vida de Lutzomyia migonei em condicGes laboratoriais.

Estadio Variacdo (dias) Média +DPM
Ovo 5-7 6,47+0,92
L1 5-7 5,27+ 0,27
L2 5-7 5,53+0,83
L4 7-9 7,2+0,56
Pupa 5-7 6,33+0,90
Adulto 8-10 8,27+0,59
Duracéo do ciclo de vida 35-45 36,6+2,79

Fonte: a autora
Nota: Desvio Padrdo da Média (DPM)



52
GUIMARAES, V.C.F.V. Avaliacdo da susceptibilidade...

8.2 Desenvolvimento de L. (L.) infantum em L. migonei e L. longipalpis

O desenvolvimento de L. (L.) infantum em L. migonei foi observado do 1° ao 8° dia Pl
e comparado com o desenvolvimento em L. longipalpis. No 1° dia PI, foram observadas altas
taxas de infecgdo nas fémeas de todas as combinacOes vetor-parasito: 75% e 95% em L.
migonei quando infectado com a cepa CUK3 e M4192, respectivamente e ~90% para as
fémeas de L. longipalpis, com todos os parasitos restritos ao interior da MP nas fémeas de
ambas as espécies. Neste estagio da infeccdo, (45% - 59%) das fémeas de L. migonei e 70%
das fémeas de L. longipalpis exibiram uma moderada infeccdo (100 a 1000 parasitos). N&o
foram observadas diferencas significativas na taxa de infecgdo (x> = 2,84, df = 2, P = 0,24) ou
intensidade de infecgdo (XZ = 5,73, df = 6, P =0,45) (Gréfico 2).

Grafico 2 —Percentual de fémeas de Lutzomyia migonei e Lutzomyia longipalpis infectadas por L. (L.) infantum

e densidade de parasitos no intestino.
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Fonte: a autora.
Nota: os nimeros localizados acima das colunas indicam a quantidade de fémeas dissecadas.

No 5° dia PI, quando o repasto sanguineo havia sido digerido e 0s remanescentes da
digestdo sanguinea defecados em ambas as espécies, as taxas de infeccdo mantiveram-se

elevadas, 90% em L. migonei-CUKS3, 82% em L. migonei-M4192 e 94% em L. longipalpis-
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M4192 e a intensidade das infeccbes foram altas em todas as combinacgdes vetor-parasito
avaliadas. Similarmente, ndo foram observadas diferencas significativas nas taxas de infecgéo
(x* = 3,26, df = 2, P = 0,19) ou intensidade de infec¢do (x> = 4,36, df = 6, P = 0,62) entre as
espécies. Os parasitos migraram anteriormente para colonizar o intestino médio toracico e a
regido da cardia em 43% de L. migonei-CUK3, 31% de L. migonei-M4192 e 44% de L.
longipalpis-M4192. A colonizagdo da valvula do estomodeu foi observada mais
frequentemente em L. migonei-CUK3 (35%), seguido por L. migonei-M4192 (34%) e L.
longipalpis-M4192 (27% das fémeas infectadas). Nenhuma diferenca estatistica significativa
foi observada na localizagdo da infeccéo entre os grupos (x* = 2,3, df = 6, P = 0,88) (Gréafico
3).

Grafico 3 — Localizagdo da infeccdo de L. (L.) infantum de acordo com os dias pos-infeccdo em diferentes

regides do intestino de fémeas de L. migonei e L. longipalpis.
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Fonte: a autora.
Nota: IMA (intestino médio abdominal), IMT (intestino médio toracico).

No estagio tardio da infeccdo (8° dia PI), ambas as cepas de L. (L.) infantum
continuaram o desenvolvimento. Em todas as combinagdes vetor-parasito, as taxas de
infeccdo foram elevadas, 75% em L. migonei-CUK3, 82% em L. migonei-M4192 e 86% em
L. longipalpis-M4192 (XZ = 1,12, df = 2, P = 0,56). Foi observada alta intensidade de infeccéo

na maioria das fémeas de todos os grupos (3° = 1,17, df = 4, P = 0,82). A colonizagdo da
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valvula do estomodeu foi observada em 45% de L. migonei-CUKS3 e L. longipalpis-M4192 e
35% de L. migonei-M4192. Os parasitos desenvolveram similarmente de maneira que
nenhuma diferenca significativa foi observada na localizagdo da infeccdo (x> = 1,96, df = 4, P
=0,74).

Andlise por microscopia Optica revelou no intestino das fémeas de L. migonei
dissecadas uma massa de promastigotas de L. (L.) infantum CUK3 e M4192 na regido da
cardia aderida a valvula do estomodeu (Figura 12). Esta massa de parasitos acompanhada do

PSG também foi observada no intestino médio abdominal.

Figura 12- Intestino médio toracico com a regido da cérdia e a valvula do estomodeu de Lutzomyia migonei.
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Fonte: a autora
Nota: A) Infeccdo de L. infantum CUKS3 no 5° dia PI, B) Infeccéo de L. infantum M4192 no 8° dia PI.

8.3 Analise morfométrica de promastigotas de L. infantum em L. migonei e L. longipalpis

A morfologia de L. (L.) infantum foi estudada em L. migonei e L. longipalpis no 5° e
8° dias PI quando havia ocorrido a desintegracdo da MP. As formas nectomonas, leptomonas
e metaciclicas foram encontradas no intestino de ambas as espécies durante a evolucéo da

infeccdo (Figura 13A-1).
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Figura 13- Formas morfoldgicas de L. (L.) infantum encontradas no intestino de Lutzomyia migonei

e Lutzomyia longipalpis no 8° dia PI.

Fonte: a autora.

Nota: A, B e C — Promastigota nectomona, leptomona e metaciclica de L. (L.) infantum-CUK3 encontradas em
L. migonei. D, E e F — Promastigota nectomona, leptomona e metaciclica de L. (L.) infantum-M4192 encontradas
em L. migonei. G, H, | — Promastigota nectomona, leptomona e metaciclica de L. (L.) infantum-M4192
encontradas em L. longipalpis.

No 5° dia PI, periodo p6s-defecacdo, foram observadas diferencas no desenvolvimento
das cepas de L. (L.) infantum (Gréafico 4). A maioria dos parasitos foram nectomonas nas
infeccBes por L. infantum M4192 em L. migonei (52%) e L. longipalpis (71%), seguido pelas
formas leptomonas 44% e 28%, respectivamente. Em contrapartida, 64% dos parasitos foram
leptomonas em L. migonei infectados por L. (L.) infantum CUK3. As formas metaciclicas
foram encontradas em todas as combinagdes vetor-parasito, mas em baixa propor¢édo, de 1 a
3%. As diferencas nas formas promastigotas entre os grupos foram estatisticamente
significativas (y* = 74,5, df = 4, P <0,001).

No 8° dia PI, os parasitos evoluiram de forma semelhante e o percentual de formas
metaciclicas aumentou em todas as combinacBes estudadas. N&o houve diferencas
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significativas na proporcdo das formas morfologicas de L. (L.) infantum M4192 e CUK3 em
fémeas de L. migonei (y* = 3,37, df = 2, P = 0,18). A porcentagem das formas nectomonas
diminuiu, enquanto que as formas leptomonas aumentaram para 78% e 75%, respectivamente.
As formas metaciclicas em L. migonei foram encontradas em 5% e 7,5% de CUK3 e M4192,
respectivamente. Em L. longipalpis, a propor¢do de formas morfologicas foi estatisticamente
diferente, com 63% de leptomonas, 23% de nectomonas ¢ 13% de formas metaciclicas (y° =
19,7, df = 4, P = 0,001) (Gréfico 4).

Graéfico 4 — Formas morfoldgicas de L. (L.) infantum durante o desenvolvimento em Lutzomyia migonei e

Lutzomyia longipalpis.
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Tabela 2 - Dimensdes das formas morfologicas de L. (L.) infantum descritos no gréafico 4 durante o

desenvolvimento em Lutzomyia migonei e Lutzomyia longipalpis no 5° e 8° dias PI.

Comprimento do corpo

Largura do corpo

Comprimento do flagelo

_ Vetor-parasito Forma Média Variagdo Média Variagdo  Média Variagdo
El'a morfolégica (um) (m) (um)  (um) (um)  (um)
5 L. migonei-CUK3 PN 78 158(1.4) 14.0-191 24(04) 1637 17.6(35) 7.0-26.1
PL 155 104 (2.0) 509-13.8  2.3(0.5) 1.2-3.7 13.7(34) 55-24.2
PM 7 8.2(1.2) 6.4-9.9 2.6 (0.5) 19-36 19.0(4.5) 13.8-24.8
Total 240 12.1(3.1) 59-19.1  2.4(05) 1.2-3.7 151(3.9) 55-26.1
L. migonei-M4192 PN 125 16.1(1.5) 14.0-209 2.6 (0.5) 1.7-42 18.1(45) 6.1-31.7
PL 107 11.7(1.7) 6.8-139  2.6(0.6) 1459 157 (4.8) 6.8-27.7
PM 8 85(0.6) 7798  27(L1) 14-52 20.3(35) 15.4-25.1
Total 240 139(28) 6.8-209 26(0.6) 1459 17.1(4.8) 6.1-31.7
L. longipalpis-M4192 PN 171  175(3.0) 14.0-26.8 2.4 (0.5) 1.0-3.8 22.0(6.0) 4.5-36.8
PL 68 11.2(1.8) 7.0-13.9  2.4(0.5) 1.1-38 14.8(45) 7.9-24.1
PM 1 13.7 2.3 28.0
Total 240 15.7(3.9) 7.0-26.8 2.4 (0.5) 1.0-38 20.0(65) 4.5-36.8
8  L.migonei-CUK3 PN 48 16.0(2.0) 14.0-221 2.4(0.5) 15-3.8 16.2(2.7) 9.6-21.7
PL 180 10.2(2.0) 50-139 21(06) 1044 135(3.2) 5.4-24.1
PM 12 66(14) 3688  1.8(05) 1.1-3.0 157(2.9) 8.7-19.2
Total 240 112(32) 36-221 21(06) 1044 142(33) 5.4-24.1
L. migonei-M4192 PN 35 154(1.1) 14.0-181 22(0.4) 14-33 16.1(4.1) 8.0-24.0
PL 187 9.8(21) 54-139  24(05) 1.1-41 13.4(35) 3.7-24.0
PM 18 69(1.2) 5.0-103 2.1(0.7) 1.2-3.8 164 (2.0) 13.5-22.2
Total 240 104(29) 50-181 23(05) 1141 14.0(3.7) 3.7-24.0
L. longipalpis-M4192 PN 56  15.9(1.3) 14.0-192 2.2(0.4) 1.6-3.4 18.1(4.1) 8.2-28.4
PL 152 105(1.9) 6.4-139  2.2(0.6) 1.1-46 144(31) 7.3-22.8
PM 32  73(3) 51122  21(0.8) 1.1-5.6 164 (25) 12.7-26.3
Total 240 113(3.2) 5.1-192 22(08) 1156 155(3.6) 7.3-28.4

Fonte: a autora

Nota: Promastigota Nectomona (PN), Promastigota Leptomona (PL) e Promastigota metaciclica (PM).
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9 DISCUSSAO

A demonstracdo do desenvolvimento de Leishmania em flebotomineos sob condicGes
experimentais constitui um dos pardmetros essenciais para incriminacdo vetorial. E
insuficiente estudar a competéncia vetorial usando apenas PCR com base na detecgdo de
DNA de Leishmania (SEBLOVA et al., 2013), uma vez que esta abordagem ndo fornece
qualquer informacdo sobre a viabilidade, localizacdo e estagio de desenvolvimento dos
parasitos no vetor. Neste sentido, torna-se imprescindivel a colonizacdo de espécies de
flebotomineos em ndmero suficiente para investigar a susceptibilidade ao parasito em
condicdes de laboratdrio, no entanto, isto tem sido um fator critico e limitante devido as
dificuldades no estabelecimento e manutencdo das col6nias destes insetos (VOLF;
VOLFOVA, 2011).

Uma importante limitacéo para a criagcdo de flebotomineos é a necessidade de ter uma
alimentacdo adequada para as larvas, que representa um dos requisitos basicos para a criacao
e constitui o fator mais importante para manter coldnias vigorosas destes insetos (MODI;
TESH, 1983). Varios estudos tém investigado as dietas para as fases imaturas de diferentes
espécies de flebotomineos (GOULART et al., 2015; MANN; KAUFMAN, 2010; RIBEIRO et
al, 2015; SEBLOVA et al., 2013). A mistura de fezes e racdo para coelho tem sido utilizada
com sucesso em condi¢Ges de laboratorio (SEBLOVA et al., 2013; VOLF; VOLFOVA,
2011), sendo importante na reducdo do crescimento de fungos (YOUNG; PERKINS;
ENDRIS, 1981). Em nossos experimentos, a alimentacdo das larvas do quarto estadio foi
enriquecida com racdo para peixe. Goulart et al. (2015) observaram que durante a colonizagao
de L. neivali, as dietas que utilizaram este componente foram mais atrativas para as larvas de
flebotomineos em comparacdo com aquelas sem este alimento. Estas observacdes corroboram
com estudo prévio durante a colonizagdo de L. intermedia e L. longipalpis (RANGEL et al.,
1986).

A duragéo do ciclo de vida de L. migonei (35 a 45 dias) mantidos na temperatura de
26° C e 70% de umidade relatado neste estudo € semelhante ao observado em outras espécies
de flebotomineos, tais como L. longipalpis (VOLF; VOLFOVA, 2011), L. lenti (BRAZIL et
al., 1997), L. evansi (MONTOYA-LERMA,; CADENA-PENA; JARAMILLO-SALAZAR,
1998) e P. papatasi (VOLF; VOLFOVA, 2011). Por outro lado, espécimes de L. migonei
apresentaram um periodo de desenvolvimento de 41 a 55 dias quando colonizados na
temperatura de 25° C e 80% de umidade (OVALLOS, 2011). A diferenca entre o tempo de
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desenvolvimento de L. migonei no presente estudo e o descrito pode estar relacionada a
diferencas na temperatura, umidade, alimentacdo para as larvas ou a fonte de repasto
sanguineo utilizados para a colonizacao dos insetos.

Considerando que a fonte de alimentacdo sanguinea dos flebotomineos pode variar de
acordo com a espécie (VOLF; VOLFOVA, 2011), e que constitui um dos fatores
influenciadores na oviposicio (CHAGAS et al., 2007; NOGUERA; RONDON; NIEVES,
2006), L. migonei foi submetido ao repasto sanguineo em trés espécies de animais e exibiu
preferéncia por coelhos. Este resultado se assemelha aos obtidos em estudos com P.
perniciosus (VOLF; VOLFOVA, 2011) e P. tobbi (SEBLOVA et al., 2015). De acordo com
Volf e Volfova (2011), este conhecimento é fundamental para o sucesso na criacdo de
populacgdes de flebotomineos, uma vez que a adaptacao dos insetos a uma fonte alternativa de
repasto sanguineo € um processo longo e pode perdurar por muitas geragoes.

Vaérios estudos de interacdo vetor-parasito tém utilizado o método de infec¢do
experimental por Leishmania com alimentacdo em animais infectados ou em sistemas de
alimentacdo artificial que podem ser usados para infectar flebotomineos (FREITAS et al.,
2012; MAIA et al., 2011; PRUZINOVA et al., 2015; SADLOVA et al., 2013; SEBLOVA et
al.,, 2015; WARD; LAINSON; SHAW, 1978). Em animais infectados, tais como
camundongos BALB/c e hamsters (Mesocricetus auratus) a taxa de infeccdo é imprevisivel,
uma vez que existem muitas varidveis que influenciam a infeccdo. A variacdo local da
densidade de parasitos na pele e as infec¢des por L. (L.) infantum, geralmente, resultam em
taxas de infeccdo muito baixas em torno de 5% (MICHALSKY et al., 2007; VOLF;
VOLFOVA, 2012). Desta forma, no presente estudo foi utilizada a alimentacao artificial em
membrana que permite controlar e quantificar alguns fatores, tais como a forma evolutiva e a
concentracdo do parasito utilizada durante a alimentacdo. Embora algumas espécies de
flebotomineos apresentem relutancia para se alimentarem através deste método (MANN;
KAUFMAN, 2009; SEBLOVA et al., 2015), ndo foram observadas dificuldades durante a
alimentacdo experimental de L. migonei ao utilizar a membrana de pele de pinto.

O presente estudo demonstra, pela primeira vez, a elevada suscetibilidade de L.
migonei para cepa viscerotropica (M4192) e dermatotropica (CUK3) de L. (L.) infantum. Uma
alta porcentagem de fémeas infectadas de L. migonei e L. longipalpis foi observada em todos
os dias analisados nas infec¢des por ambas as cepas do parasito com média de 80%. Outros
estudos tém demonstrado porcentagens similares de L. migonei infectados por L. (V.)
braziliensis e L. (L.) amazonensis (NIEVES; PIMENTA, 2000), bem como nos estudos
realizados de infeccdo de L. longipalpis com L. (L.) infantum (FREITAS et al., 2012;
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SADLOVA et al., 2013; SEBLOVA et al., 2015).

Em sintese, os parasitos sobreviveram a digestdo do repasto sanguineo, evitaram a
expulsdo durante o processo de defecacdo, estabeleceram infeccbes em estagio final no
intestino médio e colonizaram o intestino toracico e a valvula do estomodeu, que é o pré-
requisito para o éxito da transmissdo pela picada (DOSTALOVA; VOLF, 2012; KAMHAWI,
2006; ROGERS; BATES, 2007). Além disso, o desenvolvimento de ambas as cepas de L.
infantum em L. migonei foi semelhante e ndo foram encontradas diferencas significativas em
comparacdo ao desenvolvimento de L. longipalpis.

O desenvolvimento dos parasitos foi similar a outros estudos com a presenca de
promastigotas metaciclicas e a colonizacdo da valvula do estomodeu j& no dia 5° dia PI.
Estudos prévios que utilizaram L. migonei infectados por L. amazonensis (NIEVES;
PIMENTA, 2000) e L. longipalpis infectados por L. infantum (FREITAS et al., 2012) também
demonstraram o estabelecimento da infec¢do no intestino médio torécico a partir do 5° dia PI.
Por outro lado, o surgimento de promastigotas metaciclicas de L. (L.) infantum em L.
longipalpis ap6s este periodo também tem sido demonstrado (GOSSAGE; ROGERS;
BATES, 2003; MONTOYA-LERMA et al., 2003). O tempo para o aparecimento das formas
metaciclicas nesta regido pode variar de acordo com a combinacdo vetor-parasito (ROGERS;
CHANCE; BATES, 2002) e pode representar adaptaces das espécies para possibilitar a
transmissdo em condicGes naturais (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003).

Com relacdo a morfologia dos parasitos, a distribuicdo das formas promastigotas de
Leishmania no 5° dia PI, revelou um percentual de 64% das formas leptomonas em (CUK3),
demonstrando que em L. migonei a cepa dermotropica apresentou um desenvolvimento
morfolégico mais rapido do que a viscerotropica (M4192), que apresentou um percentual de
44% destas formas. Neste estagio da infec¢cdo, quando a desintegracdo da MP havia ocorrido
em ambas as espécies, as formas nectomonas colonizaram o epitélio do intestino médio,
evitando a sua defecacdo junto com as fezes e migraram como leptomonas para colonizar o
intestino médio torécico.

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de elucidar o processo de
desintegracio da MP (PIMENTA et al., 1997; PRUZINOVA et al., 2015; SADLOVA;
VOLF, 2009; SCHLEIN; JACOBSON; SCHLOMAI, 1991). Os estudos mais recentes
sugerem que seja um processo espécie-especifico (PRUZINOVA et al., 2015; SADLOVA;
VOLF, 2009). Entretanto, alguns autores sugerem as quitinases do parasito (SCHLEIN;
JACOBSO; SCHLOMAI, 1991), do proprio flebotomineo (SADLOVA; VOLF, 2009), ou

que a acdo de ambas as quitinases produzidas por Leishmania e o vetor sejam responsaveis
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pela desintegracdo (RAMALHO-ORTIGAO et al., 2005). Para a interacdo L. migonei-L. (L.)
infantum, outros estudos sdo necessarios para esclarecer qual o real mecanismo utilizado.

No estagio tardio da infeccdo (8° dia PI), a maioria as fémeas de ambas as espécies
tiveram a regido da cardia e a valvula do estomodeu colonizadas por um elevado nimero de
parasitos. Formas metaciclicas foram observadas em todas as combinages vetor-parasito com
a porcentagem de (5 - 7,5%) em L. migonei comparavel aos relatos de L. (L.) infantum em L.
longipalpis (ELNAIEM; WARD, YOUNG, 1994; FREITAS et al., 2012). Até o momento,
ndo ha relatos sobre a frequéncia de promastigotas metaciclicas em flebotomineos
naturalmente infectados, de maneira que, baixas porcentagens de formas infectantes tém sido
relatadas em estudos experimentais com espécies de flebotomineos do Novo Mundo
(ELNAIEM; WARD, YOUNG, 1994; FREITAS et al., 2012; NIEVES; PIMENTA, 2000).
Em contrapartida, uma proporcao de 60% de formas metaciclicas de L. (L.) major foi relatada
em P. papatasi (SARAIVA et al., 1995), sugerindo que as espécies do Velho Mundo podem
ser adaptadas para gerar maior nimero de formas infectantes.

A grande quantidade de parasitos embebidos em gel tipo PSG na regido da cardia e no
intestino médio abdominal observado nas fémeas de L. migonei e L. Longipalpis corrobora
com os resultados de diversos estudos (FREITAS et al.,, 2012; ROGERS et al., 2004,
ROGERS; BATES, 2007). O acumulo de altas concentracbes do PSG estimula a
metaciclogénese in vitro pelo aumento das condi¢bes acidas nessa regido devido o fPPG
(principal componente do PSG), ser carregado negativamente e promover a diminuicao do pH
(ROGERS; CHANCE; BATES, 2002; ZAKAI; CHANCE; BATES, 2008). Além disso, a
natureza gelatinosa do PSG juntamente com a grande quantidade de parasitos propicia a
diminuicdo local de oxigénio, conhecida por estimular a metaciclogénese in vitro (MENDEZ
etal., 1999).

O processo de metaciclogénese no inseto vetor € acompanhado por alteracdes
morfologicas nos parasitos, bem como em algumas alteracbes bioquimicas no LPG e na
expressdo de proteinas de superficie (CUNNINGHAM et al., 2001; DOSTALOVA; VOLF,
2012). A analise morfométrica dos parasitos no 5° e 8° dias Pl revelou diferencas
significativas em todos os pardmetro avaliados, com a diminuicdo do tamanho do corpo
celular e aumento do comprimento do flagelo em todas as combinagfes vetor-parasito, o que
caracteriza o processo de metaciclogénese.

De acordo com a susceptibilidade a Leishmania spp., os flebotomineos foram
classificados como vetores especificos ou permissivos (DOSTALOVA; VOLF, 2012; VOLF;
MYSKOVA, 2007). As diferencas entre a especificidade dos grupos estdo relacionadas com a
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capacidade de apoiar o desenvolvimento de uma ou varias espécies de Leishmania,
respectivamente. Durante a fase inicial da infeccdo, os parasitos devem se anexar ao epitélio
do intestino médio do flebotomineo para evitar a expulsdo durante o processo de defecacdo
(DOSTALOVA; VOLF, 2012; KAMHAWI, 2006). Em vetores especificos a adesdo é
controlada por lectinas do intestino médio dos flebotomineos que se ligam a carboidratos
terminais do LPG do parasito (KAMHAWI, 2006). Em contraste, 0 mecanismo de fixagdo em
vetores permisssivos de Leishmania € provavelmente independente de LPG (MYSKOVA et
al., 2007). No entanto, a caracterizacdo detalhada de moléculas que participam permanece a
ser determinada. Neste sentido, o relato de que L. migonei é susceptivel ao desenvolvimento
de outras espécies de Leishmania, como L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis (NIEVES;
PIMENTA, 2000), permite agrupar esta espécie de flebotomineo ao grupo de vetores
permissivos.

De acordo com Maroli et al. (2013), a incriminacdo vetorial de espécies de
flebotomineos deve ter um contexto epidemiolégico, de modo que exista uma relagdo entre a
distribuicdo geografica do vetor e o registro de casos humanos da doenca, bem como a prova
de antropofilia da espécie e da capacidade do vetor em suportar a infeccdo com as mesmas
espécies de parasitos que ocorrem em seres humanos. Neste contexto, a demonstracdo da
elevada susceptibilidade de L. migonei a infeccdo por L. (L.) infantum M4192 é o fator crucial
para a epidemiologia da LV nas Américas, uma vez que esta cepa foi isolada de um paciente
do nordeste do Brasil com LV. Este achado associado aos relatos anteriores de infeccao
natural desta espécie no Brasil (CARVALHO et al., 2010) e Argentina (MOYA et al., 2015),
ao seu habito alimentar oportunista e comportamento antropofilico (AGUIAR et al., 1987;
RANGEL; LAINSON, 2009) caracterizam L. migonei como um importante vetor permissivo

deste parasito.
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10 CONCLUSOES

a) Fémas de L. migonei apresentaram preferéncia alimentar por coelhos, o que demonstra que

esta fonte de repasto sanguineo é fundamental para o sucesso na colonizacao desses insetos;

b) Fémeas colonizadas de L. migonei foram capazes de se infectar artificialmente através de

membrana de pele de pinto, revelando alta taxa de repasto sanguineo;

c) O presente estudo fornece, pela primeira vez, evidéncia experimental de que L. migonei é
susceptivel ao desenvolvimento de L. (L.) infantum. Ambas as cepas dermatrotdpica (CUK3)
e viscerotropica (M4192) desenvolveram infeccdo em estagio final com a colonizagcdo da

valvula do estomodeu na maioria das fémeas analisadas;

d) Estes achados permitem uma melhor compreensdo do papel de L. migonei na

epidemiologia da LV.
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Abstract

to L. infantum.

infantum promastigotes was performed.

Background: Leishmania infantum is the most widespread etiological agent of visceral leishmaniasis (VL) in the
world, with significant mortality rates in human cases. In Latin America, this parasite is primarily transmitted by
Lutzomyia longipalpis, but the role of Lutzomyia migonei as a potential vector for this protozoan has been discussed.
Laboratory and field investigations have contributed to this hypothesis; however, proof of the vector competence
of L. migonei has not yet been provided. In this study, we evaluate for the first time the susceptibility of L. migonei

Methods: Females of laboratory-reared L. migonei were fed through a chick-skin membrane on rabbit blood
containing L. infantum promastigotes, dissected at 1, 5 and 8 days post-infection (Pl) and checked microscopically
for the presence, intensity and localisation of Leishmania infections. In addition, morphometric analysis of L.

Results: High infection rates of both L. infantum strains tested were observed in L. migonei, with colonisation of the
stomodeal valve already on day 5 PI. At the late-stage infection, most L. migonei females had their cardia and
stomodeal valve colonised by high numbers of parasites, and no significant differences were found compared to
the development in L. longipalpis. Metacyclic forms were found in all parasite-vector combinations since day 5 PI.

Conclusions: We propose that Lutzomyia migonei belongs to sand fly species permissive to various Leishmania
spp. Here we demonstrate that L. migonei is highly susceptible to the development of L. infantum. This, together
with its known anthropophily, abundance in VL foci and natural infection by L. infantum, constitute important
evidence that L. migonei is another vector of this parasite in Latin America.

Keywords: Lutzomyia migonei, Leishmania infantum, Vector competence

Background

Visceral leishmaniasis (VL) caused by protozoa of the
genus Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) is
a vector-borne neglected disease transmitted by phlebo-
tomine sand flies (Diptera: Psychodidae) [1]. Leishmania
infantum (syn. Leishmania chagasi) is the most wide-
spread etiological agent of VL in the world, including
Latin America, with significant mortality rates in hu-
man cases [2]. Approximately 56 phlebotomine sand
fly species are supposed, or have been proved, to be
involved in the transmission of Leishmania spp. in
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the Americas [1]. Unfortunately, control strategies
against vectors as well as reservoirs of leishmaniasis
have been ineffective [3].

In Latin America, L. infantum is primarily transmitted
by Lutzomyia longipalpis [4]. This sand fly species fulfils
all criteria of a proven vector, which includes the ability
of the insect to support the development of the parasite
during and after bloodmeal digestion, as well as to trans-
mit them to a susceptible host [5]. On the other hand,
information about the vector competence of other Lut-
zomyia spp. to L. infantum is lacking, despite field data
suggesting their possible involvement in the circulation
of this parasite.

The vectorial role of Lutzomyia migonei has been dis-
cussed in areas with a record of human and canine cases

© 2016 Guimaraes et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
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of VL but where the proven vector is absent [6-9]. In a
study conducted in southeast Brazil, the absence of L.
longipalpis in six endemic areas provided circumstantial
evidence for the participation of L. migonei in the trans-
mission of L. infantum [6], and more recent studies have
reinforced this hypothesis [7, 9]. In VL foci in northeast
Brazil and northeast Argentina, L. migonei was reported
as a predominant species associated with human and
canine cases in the peridomicile environment [7, 9].
Additionally, some investigations have reported the
detection of L. infantum DNA in this sand fly species
[8, 10], highlighting the need for additional evidence in
order to confirm L. migonei as a vector of L. infantum.

Lutzomyia migonei is widespread in South America,
including Brazil, and shows adaptability to modified en-
vironments, being found in human dwellings and animal
shelters [11, 12]. This sand fly species displays anthropo-
philic behaviour and has opportunistic feeding habits,
including on dogs, chickens, equines and wild animals
[11, 13]. Furthermore, L. migonei has been implicated as
a vector of L. (V.) braziliensis, the etiological agent of
cutaneous leishmaniasis in different Brazilian regions
(11, 14, 15].

Despite the epidemiological and behavioural character-
istics that indicate the participation of L. migonei in the
transmission cycle of L. infantum, no studies have
assessed the ability of this species to support the full de-
velopment of the parasite. From this perspective, there-
fore, we evaluate for the first time the susceptibility of
freshly colonised specimens of L. migonei to experimen-
tal infection by L. infantum.

Methods

Sand fly colonies and Leishmania strains

A colony of Lutzomyia migonei was established at Charles
University in Prague from specimens captured in Baturité
municipality, Ceard state, northeast Brazil (04°19'41"S,
38°53'05"W). An already-established laboratory colony of
Lutzomyia longipalpis (from Jacobina, Brazil) with well-
known susceptibility to L. infantum [16—18] was used as a
control. Both colonies were maintained under standard
conditions as previously described [19].

A viscerotropic Leishmania infantum strain (MHOM/
BR/76/M4192) [20] and dermotropic L. infantum strain
(ITOB/TR/2005/CUK3) [21] were maintained at 23 °C
on Medium 199 (Sigma) supplemented with 10 %
foetal calf serum (Gibco), 1 % BME vitamins (Sigma),
2 % human urine and 250 pg/ml amikin (Amikin,
Bristol-Myers Squibb).

Experimental infections of sand flies

Sand fly females (2 to 6 days old) were fed through a
chick-skin membrane on heat-inactivated rabbit blood
containing 10° promastigotes/ml. The experiments were
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conducted with three sand fly-Leishmania combinations:
L. migonei-CUK3, L. migonei-M4192, and L. longipalpis-
M4192. A fourth combination, the CUK3 strain in L.
longipalpis, was previously studied in detail [18].
Engorged females were separated and maintained in the
same conditions as the colony and dissected on days 1, 5
and 8 post-infection (PI). Individual guts were placed
into a drop of saline and examined microscopically for
the localisation and intensity of Leishmania infections.
Parasite loads were graded according to Myskova et al.
[22] as light (<100 parasites per gut), moderate (100 to
1000 parasites per gut) and heavy (>1000 parasites per
gut). The experiment was repeated five times. Data were
evaluated statistically by means of the Fisher’s exact or
Chi-square (Xz) tests using SPSS statistics 23 software.

Morphometry of parasites

Smears from midguts of L. migonei and L. longipalpis in-
fected with L. infantum on days 5 and 8 PI were fixed
with methanol, stained with Giemsa, examined under a
light microscope with an oil-immersion objective and
photographed with an Olympus D70 camera. Body
length, body width and flagellar length of 240 randomly
selected promastigotes from six females/smears were
measured for each sand fly species and time interval
using Image-] software. The morphological forms were
distinguished according to Walters [23] and Cihakova &
Volf [24]: (i) short nectomonads: body length < 14 pm
and flagellar length <2 times body length; (ii) long nec-
tomonads: body length >14 pum; (iii) metacyclic promas-
tigotes: body length<14 pum and flagellar length >2
times body length. Data were evaluated statistically by
analysis of variance using SPSS statistics 23 software.

Ethical approval

Animals were maintained and handled in the animal facil-
ity of Charles University in Prague in accordance with in-
stitutional guidelines and Czech legislation (Act No. 246/
1992 and 359/2012 coll. on Protection of Animals against
Cruelty in present statutes at large), which complies with
all relevant EU guidelines for experimental animals. All
experiments were approved by the Committee on the
Ethics of Laboratory Experiments of the Charles Univer-
sity in Prague and were performed under the Certificate of
Competency (Registration Number: CZ 03069).

Results

Susceptibility of Lutzomyia migonei and L. longipalpis to
Leishmania infantum

The development of two strains of L. infantum was stud-
ied in L. migonei and L. longipalpis from day 1 to day 8
PI. On day 1 PI, midgut infection rates were high in all
parasite-vector combination (75-95 %), with parasites
located in the endoperitrophic space within the
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bloodmeal surrounded by the peritrophic matrix
(PM). The parasites developed similarly and no
significant differences were found in infection rates
(X’ =2.84, df=2, P=0.24) or intensities of infection
(xX*=5.7, df=6, P=0.45; Fig. 1).

On day 5 PI, when the bloodmeal was digested and
remnants defecated in both species, infection rates
remained high (above 80 %) and most infections were
heavy in all parasite-vector combinations evaluated. Par-
asites migrated anteriorly to colonise the thoracic mid-
gut and cardia region in 43 % of L. migonei-CUK3, 31 %
of L. migonei-M4192 and 44 % of L. longipalpis-M4192.
The colonisation of the stomodeal valve was observed
most frequently in L. migonei-CUK3 (35 % of infected
females), followed by L. migonei-M4192 (34 % of in-
fected females) and L. longipalpis-M4192 (27 % of in-
fected females). Statistical analysis did not show any
significant differences in the localisation of infections be-
tween the experimental groups (y°=2.3, df=6, P=0.88;
Fig. 2).

On day 8 PI, both L. infantum strains continued to de-
velop successfully in L. migonei and L. longipalpis. In all
parasite-vector combinations, infection rates were above
75 % and parasites developed heavy late-stage infections in
the majority of infected females. The colonisation of the
stomodeal valve was observed in 45 % of L. migonei-CUK3
and L. longipalpis-M4192 and 35 % of L. migonei-M4192.
Similarly, no significant differences were observed in the lo-
calisation of infections (y*= 1.9, df=4, P=0.74). Light mi-
croscopy showed a mass of Leishmania promastigotes in
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Fig. 1 Development of L. infantum in Lutzomyia spp. Rates and
intensities of infections in Lutzomyia migonei and Lutzomyia
longipalpis were evaluated microscopically on days 1, 5 and 8 Pl, and
were classified into three categories: light (<100 parasites/gut),
moderate (100-1000 parasites/gut), or heavy (>1000 parasites/gut).
Numbers of dissected females are shown above the bars
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Fig. 2 Localisation of L. infantum in Lutzomyia spp. Localisation of
infections in Lutzomyia migonei and Lutzomyia longipalpis was
evaluated microscopically on days 1, 5 and 8 PI. Abdominal midgut
(AMG), thoracic midgut (TMG) and stomodeal valve (SV)

the cardia region and attached to the stomodeal valve
of females. In dissected midguts, this parasite mass
accompanied by promastigote-secretory gel erupted
from the valve (Fig. 3).

Morphometric analysis of L. infantum promastigotes in L.
migonei and L. longipalpis

Morphological analysis was performed on L. infantum
parasites from L. migonei and L. longipalpis on days 5
and 8 PL Differences in all parameters analysed, i.e. body
length, body width and flagellar length, from all parasite-
vector combinations are summarized in Table 1.

On day 5 P, slight differences were found between the
development of various parasite strains: in L. migonei
(52 %) and L. longipalpis (71 %) infected by L. infantum
M4192 the majority of parasites were long nectomonads,
while in L. migonei infected by L. infantum CUK3, 64 % of
the parasites were short nectomonads. The metacyclic
forms were found in all parasite-vector combinations but
in low numbers, from 1 to 3 %. Differences in promastigote
stages between Leishmania-vector combinations were sta-
tistically significant (y° = 74.5, df = 4, P < 0.001; Fig. 4).

On day 8 PI, parasites developed similarly and the per-
centage of metacyclic forms increased in all three com-
binations studied. There were no significant differences
in the morphological forms of L. infantum M4192 and
CUK3 in L. migonei females (y*=3.3, df=2, P=0.18).
As expected, the percentage of long nectomonads de-
creased, while the short nectomonad forms increased to
78 % and 75 %, respectively. The metacyclic forms were
found in 75 % and 5 % for M4192 and CUKS,
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Infection of L. infantum M4192 on day 8 PI

\

Fig. 3 Thoracic midgut with cardia section and stomodeal valve of Lutzomyia migonei females.

a Infection of L. infantum CUK3 on day 5 Pl. b

Table 1 Dimensions of the morphological forms of L. infantum described in Fig. 4 during development in L. migonei and L.

longipalpis on days 5 and 8 PI

Body length

Body width

Flagellar length

Day Pl Parasite-vector Morphological n  Mean (SD) (um) Range (um) Mean (SD) (um) Range (um) Mean (SD) (um) Range (um)
combination form
5 L. migonei-CUK3 N 78 158 (1.4) 14.0-19.1 24 (04) 16-37 176 (3.5) 70-26.1
SN 155 104 (20) 59-138 23(05) 1237 137 (34) 55-242
MP 7 82012 64-99 26 (05) 19-36 190 (45) 138-248
Total 240 121 (3.1) 59-19.1 24(05) 12-37 151 (39) 55-26.1
L. migonei-M4192 LN 125 161 (1.9 140-209 26 (05) 17-42 181 (4.5) 6.1-31.7
SN 107 117017) 6.8-139 26 (06) 14-59 157 (48) 68-277
MP 8 85(06) 7.7-98 27 (1.1) 14-52 203 (3.5) 154-251
Total 240 139(28) 6.8-209 26 (06) 14-59 17.1 (48) 6.1-317
L. longipalpis-M4192 LN 171 17530 140-268  24(05) 10-38 220 (6.0) 45-3638
SN 68 112(18) 70-139 24(05) 11-38 148 (45) 79-24.1
MP 1 137 23 280
Total 240 157 (39 70-268 24 (05) 1.0-38 200 (6.5) 45-368
8 L. migonei-CUK3 N 48 16020 14.0-22.1 24 (05) 15-38 162 (2.7) 96-217
SN 180 102 (20) 50-139 21 (06) 10-44 13532 54-24.1
MP 12 6604 36-88 18(05) 1.1-30 157 (29) 87-192
Total 240 11232 36-221 2.1 (06) 1.0-44 142 (33) 54-24.1
L. migone-M4192 LN 35 154(1.1) 14.0-18.1 22 (04) 14-33 16.1 (4.1) 80-24.0
SN 187 98(2.1) 54-139 24 (05) 1.1-41 134 (35) 37-240
MP 18 69(12) 50-103 21(07) 12-38 164 (20) 135-222
Total 240 104 (29) 50-18.1 23 (05) 1.1-41 140 (37) 37-240
L. longipalpis-M4192 LN 56 159(13) 14.0-19.2 22 (04) 16-34 181 (41) 82-284
SN 152105 (1.9) 64-139 22 (06) 1.1-46 144 (3.1) 73-228
MP 32 73013 5.1-122 2.1 (08) 1.1-56 164 (2.5) 127-263
Total 240 113(32) 5.1-192 22 (08) 11-56 155 (36) 73-284

LN Long nectomonads, SP short promastigotes MP metacyclic promastigotes
Promastigotes from gut smears were measured under light microscopy with an oil-immersion objective
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Fig. 4 Morphological forms of L. infantum during development in
Lutzomyia spp. Morphological forms of Leishmania parasites in
Lutzomyia migonei and Lutzomyia longipalpis were evaluated
microscopically on days 5 and 8 PI. Differences between the
morphological forms were significant on days 5 (\’ = 74.5, df = 4,
P <0001) and 8 (’ =19, df=4, P=0.001) P

respectively. In L. longipalpis, the proportion of morpho-
logical forms differed: the proportion of short nectomo-
nads was lower while metacyclic forms were more
numerous (23 % long nectomonads, 63 % short necto-
monads and 13 % metacyclic forms; y*=19.0, df=4,
P=0.001).

Discussion

Although Leishmania-vector interaction studies are cru-
cial for understanding the parasite transmission and epi-
demiology of leishmaniases, only a limited number of
New World sand fly species have been evaluated experi-
mentally for susceptibility to Leishmania spp. The devel-
opment of L. infantum has been studied repeatedly in L.
longipalpis (e.g. [16, 18, 25, 26], but information about
the vector competence of other species of Lutzomyia to
this parasite remain unclear.

Here we show for the first time the high susceptibility
of L. migonei to viscerotropic (M4192) and dermotropic
(CUK3) strains of L. infantum. The parasites survived
bloodmeal digestion, avoided expulsion during the
defecation process, established late-stage infections in
the midgut, and colonised the thoracic midgut and
stomodeal valve of sand fly females, which is the pre-
requisite for successful transmission by bite [26-28].
Furthermore, the development of both L. infantum
strains in L. migonei was similar, and no significant dif-
ferences were found in comparison with the develop-
ment in L. longipalpis. The parasites developed relatively
quickly, with the presence of metacyclic promastigotes
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and colonisation of the stomodeal valve already on day 5
PI. At the late-stage infection (on day 8 PI), high num-
bers of the parasites colonised the midgut cardia and
stomodeal valve in females of both species.

In L. migonei, the dermotropic CUK3 strain morpho-
logically transformed slightly faster than the viscero-
tropic M4192 strain, with a slightly higher percentage of
short nectomonads in CUK3 observed on day 5 PL
However, similar numbers of metacyclic promastigotes
were found in both parasite-vector combinations. The
percentage of metacyclic forms (5-7.5 %) observed in L.
migonei on day 8 is comparable to the percentage of
metacyclics previously reported for the L. infantum-L.
longipalpis combination [29, 30].

According to Maroli et al. [1], incriminating a sand fly
species as a vector must be based on an epidemiological
context and there must exist a relationship between the
geographical distribution of the vector and the record of
human cases of the disease, as well as proof of the
anthropophily of the species and the vector’s ability to
support infection with the same parasite species occur-
ring in humans. Lutzomyia migonei is well-known for its
opportunistic feeding habits and anthropophilic behav-
iour [11, 13] and has repeatedly been found to be natur-
ally infected by L. infantum in Brazil [8] and Argentina
[10]. In this context, our demonstration of the high sus-
ceptibility of L. migonei to infection by L. infantum
M4192 is crucial for the epidemiology of VL in Latin
America, since this L. infantum strain was isolated in
northeast Brazil from a patient with VL.

Sand flies have been classified as permissive or specific
vectors on account of their capability to support the
development of either a wide or limited spectrum of
Leishmania spp., respectively [27, 28, 31]. Since it has
been reported that L. migonei supports the development
of other species of Leishmania, namely L. braziliensis
and L. amazonensis [32], we propose that this sand fly
species is a permissive vector.

Conclusions

This study provides experimental evidence that L. infan-
tum develops late-stage infections in L. migonei. These
results contribute to a better understanding of the role
of this sand fly species in the epidemiology of VL caused
by L. infantum, and allows estimations of the risk of new
VL foci in South America. Furthermore, this knowledge
is critical for the development of more specific and ef-
fective control strategies in endemic areas.
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