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LPGIKO sio deficientes na sintese de LPG ........c.ccoooeiiiiiiiiniiinienee.
Curva de crescimento de L. (L.) chagasi LPG1KO em Meio M199
acrescido de 10% de SFB a 26 °C, SmL de gentamicina (G418) e
SOLERVML hiGrOMICNG ........ovveoeeeeeeeceeeeeeeeee e
Cultura de L. (L.) chagasi WT e LPGIKO. Os parasitos foram
processados para Microscopia Eletronica de Varredura. (A) e (C)
promastigotas WT e (B) e (D) promastigotas LPG1KO ...........c.ccc.........
LPG de L. (L.) chagasi WT incubado com o anticorpo CA7AE e
demonstrado por Western-blot ..........cccceevieeiieniiiiienieeiee e
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Eletroforese de Carboidratos (FACE). Coluna 1, padrdo de peso
molecular de oligoglicoses (G1-G7); coluna 2, unidades repetitivas
desfosforiladas do LPG de L. (L.) chagasi WT revelando a presenga de
4 bandas. Hex = hexose, Gal = galactose, Man = manose ..............c.........
Eletroforese Capilar das unidades repetitivas desfosforiladas de L. (L.)
donovani (LD4) (A) e L. (L.) chagasi WT (B) ..ccccceeevveevciieniieeeieeeene,
Eletroforese de Monossacarideos de L. (L.) chagasi WT (BH46WT). O
controle é representado por L. (L.) donovani (LD4), que ndo apresenta
cadeias laterais. Gal=galactose; Glc=glicose; Man=manose ....................
Cromatografia Liquida de Alta Performace (HPLC) de L. (L.) chagasi
WT. (A) Padrio de galactose (Gal), glicose (Glc) e manose (Man); (B)
Propor¢do dos monossacarideos das unidades repetitivas de L. (L.)
chagasi WT. A seta em (B) aponta para o pico de glicose para L. (L.)
CRAZAST WT it
Digrama esquemdtico do LPG da cepa BH46 de L. (L.) chagasi
comparado com o LPG ja descrito de L. (L.) donovani (1S-2D) e da
cepa PP75 de L. (L.) chagasi. G=galactose; Glc=glicose; M=manose;
P=10STAt0 ..o e
Perfil das unidades repetitivas do LPG de L. (L.) chagasi WT e
LPGIKO obtido por Eletroforese de Carboidratos (FACE). Coluna 1,
padrido de peso molecular que vai de 1 glicose até 7 glicoses (G1-G7);
coluna 2, unidades repetitivas desfosforiladas do LPG de L. (L.) chagasi
WT revelando a presenca das 3 cadeias laterais de glicose; coluna 3,
unidades repetitivas desfosforiladas do LPG de L. (L.) chagasi LPG1KO
revelando a auséncia de bandas ..........ccoceeveeiiniiniiiiie
Perfil da regido do core do LPG de L. (L.) chagasi LPG1KO ¢ WT
obtido por Eletroforese de Carboidratos (FACE). Coluna 1, core de L.
(L.) chagasi LPG1KO, revelando a presenga de uma banda na posig¢do
(3, evidenciando um core truncado; coluna 2, core de L. (L.) chagasi
WT, revelando um arraste e uma banda na posi¢do G7, consistente com
a regido conservada do core glicano de todos 0s LPGS ........cccceevveenennnen.
Densidade de parasitos no intestino médio de L. (L.) longipalpis
infectados com L. (L.) chagasi WT apos alimentacdo artificial com

formas promastigotas (A) e amastigotas axénicas (B). Andlise
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representativa de quatro experimentos para cada grafico ...........ccceeuunee..
Morfotipos de L. (L.) chagasi WT encontrados em intestino infectados
de L. (L.) longipalpis. (A) Desenho esquemadtico dos morfotipos de
acordo com a nomenclatura de Lawyer e colaboradores (1990)
(Desenho de Paulo Pimenta); (B) a (F) Fotos dos morfotipos
encontrados em intestinos infectados de L. (L.) longipalpis. As laminas
foram produzidas com 10 [fde macerado de intestino diluido em PBS e
posteriormente coradas pelo método Pandtico Répido. (B) promastigota
prociclica, (C) promastigota nectomona, (D) promastigota haptomona,
(E) promastigota paramastigota e (F) promastigota metaciclica ..............
Padrdo de desenvolvimento de infec¢des iniciadas com promastigotas
(A) e amastigotas axénicas (B) de L. (L.) chagasi WT. Amostras foram
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promastigotas prociclicas, promastigotas nectomonas, promastigotas
paramastigota, promastigotas haptomonas e promastigotas metaciclicas
sdo demonstradas (consultar a Figura 30 para as defini¢des). A média
aritmética encontrada no intestino de 12 insetos provenientes de dois
experimentos diferentes ¢ representada em cada grafico. O conjunto de
dados de cada grafico representa a andlise de aproximadamente 30000
Parasitos INAIVIAUALS ......eevuieeiieiiieiieie ettt e
Densidade de parasitos no intestino médio de L. (L.) longipalpis
infectados com L. (L.) chagasi WT (circulos fechados) e LPG1KO
(circulos abertos) apds infec¢do experimental. Andlise representativa de
dois experimentos iNdependentes .............cecveeriierieesiienieenieeie e
Densidade de parasitos no intestino médio de L. (L.) longipalpis
infectados com L. (L.) chagasi WT (circulos fechados) e LPG1KO
(circulos abertos) apds alimentacdo artificial. Andlise representativa de
dois experimentos iNdependentes .............cecveerierieeriienieeriienie e
Densidade de parasitos no intestino de L. (L.) longipalpis infectados
com L. (L.) chagasi WT (circulos fechados) e LPG1KO (quadrado
fechado) apds infec¢do experimental com inibidor de tripsina (it). WT
(circulos fechados); WT na presenca de inibidor de tripsina (circulos

abertos); LPG1KO (quadrado fechado); LPG1KO presenca de inibidor
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de tripsina (quadrado aberto). Analise representativa de dois
experimentos INdePendentes ............ccceereeriiierieeiiienie e
Densidade de parasitos no intestino de P. (P.) duboscqi infectados com
L. (L.) chagasi WT (circulos fechados) e LPGIKO (circulos abertos)
apods alimentagdo artificial. Analise representativa de dois experimentos
INAEPENACTIEES ....eeeeiieeiieiiieiie ettt e eteesaeebeessaeeneeas
Andlise in vitro da susceptibilidade a morte de L. (L.) chagasi WT e
LPGIKO em presenca de lisados de intestinos de L. (L.) longipalpis
contendo sangue. (A) densidade de promastigotas apds exposi¢do por 12
horas a lisados de intestinos individuais contendo sangue (24 horas apos
repasto sanguineo ndo infectante). (B) Porcentagem de promastigotas
viaveis. A barra representa a média do numero de parasitos viaveis nos
intestinos analisados. Cultura de L. (L.) chagasi WT (circulos aberto) e
LPGIKO (circulo fechado); cultura de L. (L.) chagasi WT (quadrado
aberto) e LPG1KO (quadrado fechado) na presenca de lisado de
intestino; cultura de L. (L.) chagasi WT (tridngulo aberto) e LPGIKO
(triangulo fechado) na presenga de lisado de intestino e inibidor de
tripsina. Andlise representativa de dois experimentos independentes ......
Sec¢des histologicas longitudinais de fémea de L. (L.) longipalpis sem
alimentagdo sanguinea. Os cortes foram corados pelo Azul de Toluidina.
(A) visdo geral do flebotomineo mostrando a localiza¢do do intestino;
(B) detalhe da localizac¢do do intestino. c=cuticula; cg=corpo gorduroso;
ep=epitélio intestinal; ia=intestino anterior; im=intestino médio;
m=musculatura; ve=valvula do eStomodeu .............oeevuvrrrrieiiiiiiiiiinnenn.
Intestino de fémea de L. (L.) longipalpis 48 horas apds o repasto com
sangue de camundongo ndo infectado. O intestino foi dissecado e
fotografado SOD TUPA ...c..eeeeiieiiiieiiiiice e
Sec¢des histologicas longitudinais do intestino de fémea de L. (L.)
longipalpis alimentadas com sangue de camundongo ndo infectado (A-
B) e infectado com L. (L.) chagasi WT (C-E). Os intestinos foram
dissecados 48 horas apds o repasto sanguineo e antes da liberagdo total
do bolo fecal. Os cortes foram corados pelo Azul de Toluidina. (A) e
(C) visdo geral do intestino; (B), (D) e (E) detalhe do intestino médio e

da regido da valvula do estomodeu. asteriscos=promastigotas; cc=célula
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colunar, d=diverticulo, ep=epitélio, ia=intestino anterior, im=intestino
médio, ip= intestino posterior; n=nucleo das células colunares,
s=sangue, tm=tdbulos de Malpighi, ve=véalvula do estomodeu,
$etas=microvilosidades ..........cccueeiiieriiiiiierie e
Sec¢des histoldgicas longitudinais de fémea de L. (L.) longipalpis
infectada com L. (L.) chagasi WT. Os insetos foram processados 5 dias
apds o repasto sanguineo infectante. Os cortes foram corados pelo Azul
de Toluidina. (A) visdo geral do flebotomineo; (B) detalhe da valvula do
estomodeu, do intestino médio toracico e dos parasitos; e (C) detalhe de
leishmanias obstruindo o lumen intestinal e contribuindo para o
bloqueio da valvula do estomodeu. asteriscos=promastigotas;
c=cuticula, cg=corpo gorduroso, d=diverticulo, e=esofago, ep=epitélio,
f=faringe, gs=glandula salivar, ia=intestino anterior, ima=intestino
médio abdominal, imt= intestino médio tordcico, m=musculatura,
0=0v0S, ve=valvula do eStOMOAEU ..........ccovuvviviiiiiiiiiiiiiieeee e,
Sec¢des histoldgicas longitudinais de fémea de L. (L.) longipalpis
infectada com L. (L.) chagasi WT. Os insetos foram processados 7 dias
apds o repasto sanguineo infectante. Os cortes foram corados pelo Azul
de Toluidina (A) Visdo geral do flebotomineo; (B) detalhe da valvula do
estomodeu, do intestino médio toracico e dos parasitos; e (C) detalhe de
promastigotas obstruindo o Iimen intestinal e contribuindo para o
bloqueio da valvula do estomodeu. asteriscos=promastigotas;
c=cuticula, e=esdfago, ep=epitélio, f=faringe, gs=glandula salivar,
ima=intestino médio abdominal, imt=intestino médio toracico,
m=musculatura, o=ovos, ve=valvula do estomodeu .............ceeeevuurrrree....
Plug de gel tipo PSG secretado por promastigotas de um intestino de L.
(L.) longipalpis infectado com L. (L.) chagasi WT (infecgdo tardia
iniciada com formas promastigotas). (A) Seccdo sagital de uma fémea
de flebotomineo demonstrando a distensdo do intestino tordcico e a
posicéo tipica do plug de gel (seta) (extraido de Rogers et al., 2002, com
modificag¢des). O diagrama mostra o intestino dividido em: 1, intestino
anterior; 2, regido da cardia; 3, intestino médio toracico; 4 e 5, intestino
médio abdominal e 6, intestino posterior. (B) e (C) Aparéncia do gel

intacto do intestino tordcico dissecado sob microscopio Optico. c=crop;
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im=intestino médio; it=intestino toracico; seta=promastigotas
embebidos no gel; tm=tubulos de Malpighi; ve=valvula do estomodeu ...
Intestino médio de fémea de L. (L.) longipalpis infectada com L. (L.)
chagasi WT. Os intestinos foram dissecados 3 dias apos o repasto
sanguineo infectante e processados para Microscopia Eletronica de
Varredura. (A) Vista geral do intestino; (B)-(D) detalhe de (A).
asteriscos=sinais deixados pela possivel insercdo do flagelo dos
parasitos; cabeca de seta=detalhe da adesdo dos parasitos; ep=epitélio
intestinal; mv=microvilosidades; p=promastigotas .............c.ceceeevvrerrrene..
Intestino médio de fémea de L. (L.) longipalpis infectada com L. (L.)
chagasi WT. Os intestinos foram dissecados 6 dias apos o repasto
sanguineo infectante e processados para Microscopia Eletronica de
Varredura. (A) bolo de parasitos no intestino médio (seta); (B) detalhe
da area tracejada em (A); (C) vista geral do intestino médio aberto e
contendo parasitos; (D) e (E) detalhe de (C). ep= epitélio intestinal;
fm=tfibras musculares; mv=microvilosidades; p=promastigotas ..............
Intestino médio de fémea de L. (L.) longipalpis infectada com L. (L.)
chagasi WT. Os intestinos foram dissecados 7 dias ap6s o repasto
sanguineo infectante e processados para Microscopia Eletronica de
Varredura. (A) vista geral do intestino médio; (B)-(C) detalhe dos
parasitos e do gel tipo PSG. ep=epitélio intestinal; fm=fibras

musculares; mv=microvilosidades; p=promastigotas; setas= filamentos

Trato digestivo aberto na regido da valvula do estomodeu de uma fémea
de L. (L.) longipalpis infectada com L. (L.) chagasi WT. Os intestinos
foram dissecados 7 dias apds o repasto sanguineo infectante e
processados para Microscopia Eletronica de Varredura. (A) Vista geral
mostrando a regido da valvula do estomodeu repleta de parasitos e o
ducto do diverticulo; (B) detalhe de (A); (C) detalhe da densa rede de
filamentos de gel tipo PSG que envolve os parasitos. dd=ducto do
diverticulo; p=parasitos; seta= rede de filamento do gel; ve=valvula do
ESEOMMOTEU ...ttt ettt s
Ultraestrutura do epitélio celular do intestino médio de fémea de L. (L.)

longipalpis 7 dias apds a o repasto sanguineo com L. (L.) chagasi WT.
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Figura 48 -

Figura 49 -

Figura 50 -

(A) visdo geral das células epiteliais; (B) detalhe da regido apical de
uma célula epitelial; (C) detalhe da regido basal do epitélio intestinal;
(D) reticulo endoplasmatico rugoso com formacdo concéntrica,
mitocondria e zona de Golgi presentes na regido apical do epitélio
intestinal. asterisco=ribossomos livres; fm=fibras musculares; g=zonas
de Golgi; he=hemocele; l=estruturas semelhantes a lisossomos; lb=
lamina basal; Ibb=labirinto basal; lu=lumen; m=mitocdndria;
mv=microvilosidades; n=nucleo; rer=reticulo endoplasmatico rugoso;
setas=complexos juncionais tipo tight ..........cccceceerviieiieniiieiiecieeeeceee,
Ultraestrutura de L. (L.) chagasi WT no intestino médio de fémea de L.
(L.) longipalpis 7 dias apos o repasto sanguineo. (A), (B) e (E)
promastigotas livres no limen do intestino médio; (C) corte transversal
dos parasitos na altura do flagelo; (D) detalhe do axonema do flagelo;
(F) detalhe da ligagdo do parasito as microvilosidades. ax=axonema do
flagelo; bf=bolsa flagelar; c=cinetoplasto; cabeca de seta=associagdo do
parasito as microvilosidades; f=flagelo; fg=filamentos de gel (fPPG);
lu=lumen; m=mitocOndria; ms=microtubulos subpeliculares;
mp=membrana plasmadtica do parasito; mv=microvilosidades; n=nucleo;
rer=reticulo endoplasmatico rugoso; p=promastigotas; seta= complexos
JUNCIONALS PO LIZNT ..eovviiiiieiiiiie et e
Ultraestrutura de L. (L.) chagasi no intestino médio de fémea de L. (L.)
longipalpis 7 dias apos a o repasto sanguineo. (A) Localizacdo dos
filamentos de gel tipo PSG; (B)-(E) detalhe das promastigotas em
associa¢do com filamentos de gel tipo PSG. asterisco=promastigotas em
divisdo; ax=axonema do flagelo; bf=bolsa flagelar; c=cinetoplasto;
cm=corpos multivesiculares; f=flagelo; fg=filamentos de gel; lu=limen;
m=mitocodndria; ms=microtubulos subpeliculares;
mv=microvilosidades; = n=nucleo;  p=promastigotas;  rer=reticulo
endoplasmAtICO TUZOSO ....veevuveeiieeiiieiie ettt ettt ettt ettt eaee e eaee e
Ultraestrutura do intestino médio de fémea de L. (L.) longipalpis 30
horas apos o repasto sanguineo com L. (L.) chagasi BH46 LPG1KO.
(A) visdo geral do epitélio intestinal mostrando a formacdo da matriz
peritrofica; (B)-(C) detalhe da incrustracdo de pigmentos tipo heme (um

produto da digestdo das hemdceas) na matriz peritréfica e de hemaceas
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parcialmente lisadas; (D) vesiculas de secrecdo sendo liberadas pelo
epitélio intestinal; (E) produtos da digestdo. asterisco=secre¢do de
vesiculas; fm=fibras musculares; h=hemaceas parcialmente lisadas;
he=hemocele; lb=lamina basal; lu=lumen; mp=matriz peritrofica;
mv=microvilosidades; pd= produtos da digestdo; s=secre¢io;

seta=incrustragdo de pigmentos tipo heme; v=vesiculas ...............cc.ccu.....
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RESUMO

Estudos da interagdo Leishmania-vetor sdo importantes para o entendimento dos processos de
desenvolvimento e transmissdo do parasito. Significativas informacdes tém sido relatadas
principalmente para espécies de Leishmania do Velho Mundo. No Novo Mundo, existem
poucas informag¢des detalhadas sobre o desenvolvimento de Leishmania chagasi em seu vetor
natural Lutzomyia longipalpis. O desenvolvimento desse parasito foi investigado em infecgdes
experimentais do vetor com promastigotas e amastigotas axénicas obtidas por transformagao in
vitro. Ambas as formas do parasito geraram alta porcentagem de flebotomineos infectados. Foi
observado um decréscimo no numero de parasitos por intestino no terceiro dia apds o repasto.
Entretanto, os parasitos sobreviventes nos dois grupos foram capazes de se multiplicar e se
desenvolver no intestino, apresentando densidade maxima entre seis e sete dias. Todos os
morfotipos de promastigotas foram observados. Infecgdes iniciadas com promastigotas ou
amastigotas axénicas mostraram perfis semelhantes de desenvolvimento e produziram formas
infectantes. Assim, promastigotas podem ser preferencialmente utilizadas em experimentos de
infecgdo por ser este um processo menos laborioso. Para muitas espécies de Leishmania tem
sido sugerido que o lipofosfoglicano (LPG) promova a adesdo do parasito ao epitélio intestinal
do flebotomineo. Andlises estruturais do LPG de diferentes espécies de Leishmania tém
revelado que o polimorfismo nesses glicoconjugados se deve a variagdo dos agucares das
cadeias laterais e "cap". A andlise das cadeias laterais da cepa BH46 revelou pela primeira vez
um LPG poliglicosilado em L. chagasi. A importancia do LPG na sobrevivéncia dessa espécie
em L. longipalpis foi investigada usando parasitos mutantes em LPG. Foram observadas
reducdes na sobrevivéncia ou no crescimento desses mutantes no periodo que antecede a
defecacdo e, em 60 horas, a infecc¢do foi perdida. Em todos os pares naturais Leishmania/vetor
analisados até o momento o LPG € requerido para a adesdo do parasito ao intestino para evitar
sua expulsdo com o bolo fecal. Diferentemente, nds observamos que a sintese de LPG foi
essencial para a sobrevivéncia inicial de L. chagasi no intestino de L. longipalpis,
provavelmente protegendo o parasito do ataque enzimatico. Aspectos morfologicos dessa
interacdo foram investigados por microscopia dptica, eletronica de varredura e transmissao.
Diferente da adesdo altamente especializada previamente proposta para L. chagasi em L.
longipalpis, poucos parasitos foram observados com corpo e flagelo em contato com o epitélio
intestinal e, esporadicamente, com o flagelo superficialmente inserido entre as
microvilosidades. Diante de nenhuma vacina efetiva contra a doenca e de uma variedade
limitada de drogas para o tratamento, detalhes de todos os aspectos da biologia do parasito sdo

desejaveis para a formulacdo de novas estratégias de controle contra o protozoario e o vetor.
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ABSTRACT

Studies on Leishmania-vector interactions are important to understand processes involved in
parasite development and transmission. Considerable information has been reported mainly
for Old World Leishmania species. In the New World, there is little detailed information
about the development of Leishmania chagasi in its natural vector Lutzomyia longipalpis. The
development of this parasite was investigated in experimental infection of the vector with
cultured promastigotes and axenic amastigotes obtained by in vifro transformation. Both
parasite forms enable high percentage of infected sand flies. It was observed a decrease in
parasite number within the gut on the third day after bloodmeal. However, the surviving
promatigotes of both groups were able to multiply and develop in the gut. The highest density
of parasite per gut occurred between six and seven days and all the promastigote forms were
observed in the parasite life cycle. Experimental infections initiated with promastigotes and
axenic amastigotes showed a similar trend of development and produced infective forms.
Therefore, promastigote infection can be preferably use in experimental infection being less
laboring. For many Leishmania species, the lipophosphoglycan (LPG) has been suggested to
promote the attachment between parasite and sand fly epithelial midgut. Structural analyses of
different Leishmania species LPG have showed that the polymorphism in theses
glycoconjugates reside in the sugar side chain and cap. The analysis of strain BH46 side
chains demonstrated for the first time a poly glucosylated LPG in L. chagasi. The LPG
importance in survive of this specie in L. longipalpis was investigated using mutant parasites
in LPG biosynthesis. It was observed reductions in mutant survive or growth prior to
excretion and, in 60 hour, the infection was completely lost. In all natural Leishmania/vector
combinations examined to date, the LPG is required to binding the parasites to the sand fly
midgut to avoid their loss with the blood meal excretion. Unlike of these observations, we
observed that the LPG synthesis was essential to early survive of the L. chagasi in L.
longipalpis midgut, probably protect the parasites from enzymatic attack. Morphological
aspects of Leishmania/vector interaction were investigated using to light microscopy and
scanning and transmission electron microscopy. Different of highly specialized attachment
proposed previously to L. chagasi in L. longipalpis, few parasites were observed with body
and flagella in contact with the epithelial midgut and, not often, with the flagella superficially
insert between microvilli. In front of no effective vaccine against the disease and a limited
range of drugs to treatment, details in all aspects of parasite biology are desirable to

formulation of new strategy of control against protozoa and vector.
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Introdugdo

1 INTRODUCAO

1.1 As Leishmanioses como problema de saude publica

Protozoarios parasitos do género Leishmania Ross, 1903, sdo membros da familia
Trypanosomatidae (ordem Kinetoplastida), que compreende organismos unicelulares
caracterizados pela presenca de um flagelo e uma estrutura rica em DNA, o cinetoplasto. As
varias espécies do género Leishmania infectam milhares de pessoas no mundo todo, causando
um amplo conjunto de doengas coletivamente denominadas leishmanioses, as quais variam
em suas manifestacdes clinicas e sintomas (Herwaldt, 1999). As leishmanioses sdo doengas
negligenciadas, relacionadas a pobreza e a conflitos sociais (Desjeux, 2001, 2004; Yamey &
Torreele, 2002; Baiuls ef al., 2007; Lynn & McMaster, 2008). Estima-se que 14 milhdes de
pessoas estejam infectadas e que, a cada ano, 500 mil desenvolvam a forma visceral e 1,5
milhdes a forma tegumentar da doenga. Entretanto, esse numero pode estar subestimado, uma
vez que as leishmanioses sdo notificadas somente em 33 dos 88 paises nos quais elas ocorrem
(WHO, 2006). Cerca de 350 milhdes de pessoas vivem em areas de distribuicdo das
leishmanioses tanto no Novo quanto no Velho Mundo (Desjeux, 2004; WHO, 2006).

Parasitos do género Leishmania infectam uma variedade de mamiferos e hospedeiros
silvestres ou domésticos (Ashford, 1996, 2000). No homem, as leishmanioses sdo causadas
por aproximadamente 21 espécies de Leishmania (Herwaldt, 1999; WHO, 2010) e
transmitidas por cerca de 30 espécies de flebotomineos (Desjeux, 2004).

A progressdo da doenga ¢ dependente da espécie de Leishmania envolvida e das
condi¢des genética e imunologica do hospedeiro. O recente aumento na distribuicdo da
doenga ¢ devido, em parte, a co-infecgdes com HIV/AIDS (WHO, 2006). Ainda ndo existe
vacina contra as leishmanioses e, assim como para outras doengas causadas por
tripanosomatideos, o tratamento ¢ dependente de uma limitada variedade de drogas (Croft et
al., 2006) que sdo toxicas, pouco eficazes e requerem atendimento ambulatorial (revisado por
Davies et al, 2003). Outro fator agravante, nesse contexto, ¢ o aparecimento de cepas
resistentes em algumas areas endémias (Sundar et al., 2000; Sundar, 2001).

Devido a diferentes combina¢des de vetores, parasitos, reservatdrios, sintomas,
condi¢des ecoldgicas, epidemioldgicas e culturais que contribuem para a transmissdo de
Leishmania spp., nenhum método disponivel de controle vetorial apresenta-se adequado para
controlar todas as populagdes de flebotomineos (revisado em Alexander & Maroli, 2003).

Além disso, métodos existentes de controle de vetores ou reservatérios sido de dificil
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implementagdo e manutengdo em paises pobres devido ao seu alto custo (Dantas Torres &
Brandao Filho, 2006).
Em humanos, as Leishmanioses ocorrem sob duas formas: a Cutinea, a qual inclui a

forma Difusa ¢ a Muco-cutanea; e a Visceral (WHO, 20006).

1.1.1 Leishmanioses Cutaneas

As leishmanioses cutineas freqiientemente apresentam lesdes que evoluem de papulas,
para nédulos e desses para lesdes ulcerativas ou ndo. S3o causadas principalmente por
Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) tropica e Leishmania
(Leishmania) aethiopica no Velho Mundo e Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Leishmania) venezuelensis, Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) panamensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) peruviana, Leishmania (Viannia) colombiensis, Leishmania (Viannia)
lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi e Leishmania (Viannia) shawi no Novo Mundo
(revisado por Sacks et al., 2008 e Sharma & Singh, 2008). A leishmaniose cutanea difusa,
causada principalmente por L. (L.) amazonensis (Leishmania) no Novo Mundo, se caracteriza
por lesdes ndo ulcerativas que ndo se curam espontaneamente. A leishmaniose muco-cutianea
pode causar extensa destrui¢do das mucosas oral, nasal, laringea e faringea, com conseqiientes
lesdes desfigurantes e € causada principalmente por L. (V.) braziliensis e L. (V.) panamensis

no Novo Mundo (Herwald, 1999).

1.1.2 A Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral (LV), prevalente em criangas mal nutridas, é a mais grave das
formas de leishmaniose tanto no Velho como no Novo Mundo, levando a morte se ndo
tratada. E caracterizada por febre, perda de peso, hepato-esplenomegalia e/ou linfadenopatias
e anemia (Desjeux, 2004; Gramiccia & Gradoni, 2005; Chappuis ef al., 2007). A doenga pode
evoluir de forma aguda, subaguda e cronica, mas muitos individuos afetados permanecem
completamente assintomaticos. Ela causa epidemias em larga escala com alta taxa de
mortalidade e, mesmo depois de recuperados, os pacientes podem desenvolver uma forma
cutanea cronica chamada leishmaniose dérmica pos calazar (PKDL —“post-kala-azar dermal
leishmaniasis™). A PKDL ocorre, usualmente, apdés o tratamento da LV causada por

Leishmania (Leishmania) donovani (Chappuis et al., 2007).

29



Introdugdo

A LV é uma doenca sistémica causada por L. (L.) donovani (Africa e India) e
Leishmania (Leishmania) infantum (Europa, norte da Africa e América Latina) (revisado em
Mauricio et al., 2000 e Lukes et al., 2007). Parasitos da espécie L. (L.) infantum infectam
preferencialmente criangas, individuos mal nutridos e imunossuprimidos (HIV positivos)
(Gramiccia & Grandoni, 2005; Chappuis et al., 2007).

Desde a primeira descri¢do de Leishmania (Leishmania) chagasi (Cunha & Chagas,
1937) como uma nova espécie responsavel pela doenga nas Américas, a nomenclatura e,
particularmente, a origem do agente causal da LV nessas areas tem sido objeto de extensos
debates. A controvérsia comegou no ano seguinte a descricdo de L. (L.) chagasi, quando o
préprio Cunha (1938) concluiu que o agente da LV nas Américas era idéntico a L. (L.)
infantum Nicolle, 1908, espécie presente no Mediterraneo. Com base em pequenas diferengas
fenotipicas e genotipicas, alguns autores tém separado L. (L.) chagasi de L. (L.) infantum
(Lainson & Shaw, 1987; Gramiccia et al., 1992). Entretanto, trabalhos mais recentes
consideraram L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum como sendo a mesma espécie (Mauricio et al.,
2000; Lukes et al., 2007). Como esse assunto ainda ndo foi discutido em férum especifico
nesse trabalho L. (L.) chagasi ndo foi considerada sinonimia de L. (L.) infantum.

Ha dois tipos de LV, as quais diferem em suas caracteristicas de transmissdo: LV
zoondtica, transmitida do animal para o vetor e para o humano e LV antropondtica,
transmitida de humano a humano pelo vetor. No primeiro, humanos sdo ocasionalmente
hospedeiros e animais, principalmente canideos, s3o reservatorios do parasito. LVs
antroponéticas sio encontradas em areas de transmissdo de L. (L.) donovani (India) e LVs
zoondticas sdo encontradas em areas de transmissdo de L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi
(Chappuis et al., 2007).

Viérios canideos selvagens (Deane & Deane, 1955; Deane, 1956; Silva et al., 2000) e
roedores sinantropicos (Oliveira et al., 2005) podem servir de reservatdrios para L. (L.)
chagasi. Ja os reservatorios domésticos sdo representados por cdes (Franga-Silva et al., 2003).

A LV ¢ considerada endémica em 65 paises (Desjeux, 2004), sendo prevalente em
Bangladesh, [ndia, Nepal, Suddo e Brasil (WHO, 2006). Cerca de 90% dos casos de LV
ocorrem em 4reas rurais e suburbanas economicamente desfavorecidas, particularmente no
subcontinente da India, Leste da Africa e Américas Central e do Sul, com o Brasil
contribuindo para maior parte dos casos do Novo Mundo (Dantas-Torres & Brandao-Filho,
2006; Berman, 2006). Entretanto, nos ultimos 20 anos, a doenca, que antes era restrita as

areas rurais do nordeste brasileiro, avangou para outras regides e alcangou grandes centros

urbanos (Ashford, 2000; Gontijo & Melo, 2004; Costa et al., 2007; Michalsky et al., 2007,
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2009; Cerbino Neto et al., 2009). Atualmente, a LV ocorre em 23 dos 27 estados brasileiros,

destacando-se aqueles da regido Nordeste, nos quais ocorre a maior parte dos casos

notificados (Ministério da Saude, 2010).

1.2 Vetores naturais

Os vetores das leishmanioses sdo conhecidos como flebotomineos, dipteros da familia
Psychodidae. Os flebotomineos sdo holometdbolos e seu desenvolvimento a partir do ovo
passa por quatro estadios larvais, pupa e adulto. Esses insetos sdo pequenos (raramente
excedem trés milimetros), frageis e com o corpo densamente coberto por finas cerdas. Sua
coloragdo varia do quase branco para o quase negro (dependendo da espécie) e quando em
repouso esses insetos mantém suas asas em posi¢do semi-ereta (Killick-Kendrick, 1999).
Flebotomineos voam em curtos saltos e a maioria das espécies neotropicais raramente voa
para longe de seus abrigos (Chaniots et al., 1974).

Flebotomineos adultos estdo adaptados a viver em abrigos umidos e escuros, como 0s
observados nas florestas tropicais. Contudo, seus criadouros sdo de dificil localizagdo na
natureza, sendo que as larvas alimentam-se de matéria organica do solo (Ferro ef al., 1997) e
os adultos, tanto fémeas quanto machos, de fontes naturais de acucar (seiva de plantas,
secre¢des de afideos e néctar) (revisado em Rangel e Lainson 2003; Petts ef al., 1997). Além
de agucar, as fémeas necessitam de alimentacdo sanguinea para a ovogénese (Adler, 1964;
Schlein & Warburg, 1986; Young & Lawyer, 1987; Killick-Kendrick, 1999), embora algumas
espécies produzam ovos no seu primeiro ciclo gonotréfico sem a necessidade de sangue
(Johnson, 1961; Brazil & Oliveira, 1999). Trabalhos realizados no Novo Mundo tem revelado
a existéncia de variagdes inter-especificas no padrido de atividade dos flebotomineos, com
algumas espécies demonstrando preferéncia por periodos crepusculares e outros por noturnos
(Gonzales et al., 1999; Souza et al., 2005). Mas existem exce¢des, como por exemplo, a
espécie Lutzomyia (Lutzomyia) wellcomei, que pica principalmente durante o dia (Sharma &
Singh, 2008). A preferéncia pelo tipo de hospedeiro para obtengdo de sangue também varia
entre as espécies de flebotomineos. Algumas espécies t€ém preferéncia limitada a poucos
hospedeiros animais, enquanto outras demonstram um amplo comportamento "oportunista"
(Tesh et al., 1971; Quinnell ef al., 1992; Morrison ef al., 1993; Borgiorno et al., 2003; Nery et
al., 2004; Muniz et al., 2006; Dias-Sversutti ef al., 2007; Missawa et al., 2008). Claramente,
os flebotomineos "oportunistas" sdo melhores vetores porque s@o expostos a uma maior

variedade de hospedeiros potencialmente infectados (Sacks et al., 2008).
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A maioria das espécies de flebotomineos sdo gonotroficas concordantes, que fazem
somente um repasto por oviposi¢do. Espécies que fazem mais de um repasto por oviposi¢do
sdo gonotroficas discordantes. Esse comportamento possibilita um aumento do contato vetor-
hospedeiro e, consequentemente, aumenta as chances do inseto tornar-se infectado e
transmitir Leishmania. Além disso, o desenvolvimento dos parasitos no intestino do vetor
parece ndo ser afetado pela ocorréncia de multiplos repastos em um unico ciclo gonotrofico
(EINaeiem et al., 1994). Dependendo da espécie de flebotomineo e das condi¢cdes ambientais,
uma variavel propor¢do de fémeas sobrevive a oviposicdo e sofre maultiplos ciclos
gonotroficos (Mukhopadhyay & Ghosh, 1999). Cada ciclo adicional requer pelo menos um
novo repasto sanguineo, aumentando assim a possibilidade da transmissdo de Leishmania.

De acordo com sua distribuicdo geografica e caracteristicas morfologicas, os
flebotomineos sdo distribuidos em dois géneros: Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia
(Novo Mundo). Aproximadamente 1000 espécies de flebotomineos foram descritas até o
momento, e dessas, cerca de 30 sdo vetores comprovados ou suspeitos na transmissdo de
Leishmania (Desjeux, 2004). De fato, hd uma rela¢do consideravelmente seletiva entre
parasitos e vetores, o que ¢ resultado de fatores ecoldgicos e moleculares (revisado em Bates,
2008). Cada uma das 21 ou mais espécies de Leishmania de importancia médica (Herwaldt,
1999; WHO, 20006) ¢, usualmente, transmitida somente por poucas espécies de flebotomineos
(Killick-Kendrick, 1985; revisado por Sacks et al., 2008). De acordo com Killick-Kendrick
(1999), para ser considerado um vetor o flebotomineo deve: (1) se alimentar em humanos e,
se a doenca for zoondtica, no reservatorio animal; (2) suportar o desenvolvimento do parasito
depois que o bolo sanguineo infectado tiver sido digerido e expulso; (3) possuir parasitos
indistinguiveis daqueles isolados de pacientes e; (4) ser capaz de transmitir o parasito pela

picada.

1.2.1 Vetores da Leishmaniose Visceral

No Velho Mundo, diversas espécies estdo envolvidas na transmissdo da LV, como por
exemplo, Phlebotomus (Euphlebotomus) argentipes, Phlebotomus (Larrousius) perniciosus,
Phlebotomus (Larrousius) ariasi e Phlebotomus (Larrousius) neglectus (revisado por Sacks et
al., 2008). Ja no Novo Mundo, Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) &,
comprovadamente, o principal vetor da LV (Lainson et al., 1977). Vale ressaltar que
Lutzomyia (Nyssomyia) antunesi (Ryan et al., 1984), Lutzomyia (Lutzomyia) cruzi (Santos et

al., 1998; Pita-Pereira et al., 2008) e Lutzomyia (Lutzomyia) forattinii (Pita-Pereira et al.,
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2008) ja foram incriminados como potenciais vetores de L. (L.) chagasi no Brasil, entretanto,
estudos ainda sdo necessarios para comprovacdo dessas espécies como vetores de LV pelos
conceitos universalmente aceitos de Killick-Kendrick (1999).

Lutzomyia (L.) longipalpis apresenta ampla distribuicdo geografica desde o Sul do
Meéxico até o Norte da Argentina e Paraguai, distribui¢cdo coincidente com a presenca de LV
nessas regides. Esse inseto também tem habilidade de ocupar diversos nichos ecologicos,
incluindo aqueles resultantes de acdo antrépica (Young & Duncan, 1994). O isolamento
geografico que ocorre entre as numerosas popula¢des de L. (L.) longipalpis favorece o
processo de divergéncia genética e a especiacdo (Lanzaro ef al., 1993; Lanzaro & Warburg
1995; Bauzer et al., 2007; Coutinho-Abreu et al., 2008). Em 1969, Mangabeiras levantou a
possibilidade de L. (L.) longipalpis ser um complexo de espécies apds duas formas distintas
da espécie terem sido encontradas em diferentes condigdes ecologicas. A hipdtese de
Mangabeiras foi o ponto de partida para décadas de discussdes sobre a real condi¢do do
principal vetor da LV na América Latina (revisado em Bauzer ef al., 2007). Por meio de
diversas metodologias, trabalhos recentes tém considerado L. (L.) longipalpis tanto como um
complexo de espécies (Lanzaro et al., 1999; Uribe, 1999; Souza et al., 2002, 2004; Bottechia
et al., 2004; Hamilton et al., 2005; Bauzer et al., 2007; Abreu et al., 2008; Coutinho-Abreu et
al., 2008; Araki et al., 2009; Souza et al., 2009), como Unica espécie (Azevedo et al., 2000;
Queir6z Balbino ef al., 2006). Contudo, a determinagdo da existéncia do complexo

longipalpis ainda esta sendo discutida em forum especifico (Pimenta, comunicagéo pessoal).

1.3 Interacio Leishmania-hospedeiro

Parasitos digenéticos do género Leishmania possuem um complexo ciclo de vida, que
envolve diversas formas de desenvolvimento (Killick-Kendrick, 1979; Sacks & Perkins,
1984). Essas formas representam adaptacdes as mudangas nas condigdes ambientais sofridas
pelos parasitos dentro dos hospedeiros mamifero e flebotomineo (Walters et al., 1987). O
parasito possui duas formas morfoldgicas principais: amastigotas intracelulares, que sao
células ovdides, imdveis e sem flagelo aparente encontradas em fagocitos mononucleados de
mamiferos e responsaveis pela patologia da doenga e promastigotas, que sdo células

alongadas, flageladas e moveis encontradas no intestino do vetor.

1.3.1 Interacao parasito-hospedeiro vertebrado
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Durante a picada, fémeas de flebotomineos infectadas inoculam na pele do hospedeiro
as formas infectantes promastigotas metaciclicas (Killick-Kendrick, 1990). Estas sdo
fagocitadas pelos macrofagos, diretamente ou apds a infec¢do de neutrdfilos, que s@o
rapidamente recrutados para o sitio da picada (van Zandbergen et al., 2004; Peters et al.,
2008; Rogers et al., 2009). Recentemente, imagens do processo de transmissdo dos parasitos
revelaram um papel significativo para os neutrofilos, que sdo rapidamente atraidos para o sitio
da picada, provendo a sobrevivéncia dos parasitos nos periodos iniciais da infec¢éo (Peters et
al., 2008). Neutréfilos t€m sido descritos como células hospedeiras temporarias de
Leishmania, pois permitem uma entrada silenciosa dos parasitos nos macréfagos, que
facilmente ingerem neutrdfilos apoptéticos infectados. Esta teoria tem sido nomeada "Cavalo
de Tréia" (van Zandbergen et al., 2004).

Promastigotas internalizadas pelo macréfago diferenciam-se em pequenas formas
amastigotas no fagolisossomo. Amastigotas proliferam por divisdo binaria e podem invadir
outros macrdfagos bem como outras células fagociticas (como por exemplo, células
dendriticas) ou ndo fagociticas (como por exemplo, fibroblastos) (Naderer & McConville,

2008).

1.3.2 Interac¢ao parasito-vetor

1.3.2.1 Eventos fisiologicos da digestao sanguinea nos flebotomineos

Quando uma fémea faz o repasto sanguineo, o sangue ingerido passa do esofago para o
intestino médio via valvula do estomodeu, que regula o fluxo de entrada de alimento no
intestino (Figura 1). Imediatamente, o sangue comeca a ser envolvido pela matriz peritrofica
(MP), secretada pelo epitélio intestinal e composta de quitina, proteinas e glicoproteinas
(Walters et al., 1993, 1995; Pimenta ef al., 1997; Secundino ef al., 2005). Diversos papéis t€ém
sido descritos para a MP, incluindo a protecdo das células do epitélio intestinal contra
possiveis danos causados pelo contetido do alimento sanguineo, barreira contra a patégenos
(Walters et al., 1992; Terra, 2001) e substrato de ligacdo para detoxificagdo de heme (Pascoa
et al., 2002). A producdo de enzimas digestivas ¢ induzida pela presenga de sangue (Dillon &
Lane 1993b; Ramalho-Ortigdo et al., 2003; Telleria et al., 2007) e a MP é permeavel a
passagem dessas enzimas, permitindo assim a ocorréncia da digestdo. O pico de atividade das
proteases do intestino depende da espécie de flebotomineo e da fonte e do volume de sangue,
mas, em geral, ocorre em torno de 24-48 horas apds o repasto e retorna a niveis basais em

cerca de 72 horas (Borovsky & Schlein, 1987; Dillon & Lane, 1993b; Ramalho-Ortigéo et al.,
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2003). A presenca de sangue no intestino do inseto induz diurese para que haja o
restabelecimento da homeostase e simultaneamente, a distensio do intestino induz
peristaltismo. A atividade da quitinase produzida pelo flebotomineo pode ser detectada entre
24 e 72 horas ap0s o repasto, mas a atividade maxima ocorre aproximadamente em 48 horas
(Ramalho-Ortigdo & Traub-Cseko, 2003, Ramalho-Ortigdo et al., 2005) e coincide com o
periodo de degradacdo da MP. O conteudo digerido passa para o intestino posterior via piloro,
ileo e reto e ¢é liberado. Os nutrientes derivados da alimentacdo sdo utilizados para o
desenvolvimento de ovos, e quando esses estdo maduros a fémea ja estd apta a um novo

repasto sanguineo.
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Figura 1: Desenho esquematico do tubo digestivo dissecado de Phlebotomus (Phlebotomus)

papatasi (Jobling, 1987).
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1.3.2.2 Ciclo de vida da Leishmania no vetor

O ciclo do parasito se inicia quando uma fémea de flebotomineo se alimenta sobre um
hospedeiro infectado e ingere as formas amastigotas juntamente com o sangue. Uma vez
diferenciadas em promastigotas, os parasitos exibem uma distribui¢do preferencial dentro do
trato digestivo do vetor, formando “micro-habitats”, o que levou Lainson & Shaw (1987) a
proporem a classificag@o das espécies de Leishmania como suprapilaricas ou peripilaricas.

Parasitos com comportamento peripildrico estabelecem uma infecgéo inicial na regido
posterior do trato digestivo, na regido pilérica e no intestino médio abdominal, migrando para
as por¢des mais anteriores durante o seu desenvolvimento. Esses parasitos pertencem ao
subgénero Viannia, cujos representantes sdo unicamente encontrados no Novo Mundo.

A maior parte das espécies de Leishmania que causam doengas em humanos tem
comportamento suprapilarico. O desenvolvimento desses parasitos € restrito a por¢ao do trato
digestivo anterior ao piloro, sobretudo nas regides abdominais e toracicas do intestino médio.
Semelhante ao comportamento peripildrico, os parasitos migram para as por¢des mais
anteriores, onde podem ser transmitidos ao hospedeiro vertebrado (Lainson & Shaw, 1987).
Parasitos com comportamento suprapilarico pertencem ao subgénero Leishmania, o qual
inclui a espécie em estudo L. (L.) chagasi.

Os parasitos enfrentam mudancas adversas durante a passagem do hospedeiro mamifero
para o flebotomineo (Killick-Kendrick, 1990; Bates & Rogers, 2004; Kamhawi, 2006). Para
sobreviver a variagdes de pH, temperatura e disponibilidade de nutrientes e oxigénio, os
parasitos diferenciam-se em formas altamente especializadas que se distinguem quanto ao seu
requerimento nutricional, taxa de crescimento e habilidade de se dividirem, regula¢do da
expressdo de moléculas de superficie e também em sua morfologia (revisado por Sacks &
Kamhawi, 2001; McConville & Handman, 2007 e Besteiro et al., 2007). Diversos trabalhos
utilizam variadas denominagdes para esses morfotipos, os quais ja foram observados tanto em
cultura quanto no vetor (Walters, 1993; Nieves & Pimenta, 2000, 2002; Rogers et al., 2002;
Gossage et al., 2003; Bates & Rogers, 2004).

No presente estudo, foram adotadas a denominagdes descritas por Lawyer e
colaboradores (1990): promastigotas prociclicas (formas pequenas e volumosas com 3-12
de comprimento e um flagelo geralmente curto), promastigotas nectomonas (formas longas,
delgadas, medindo 12-19 de comprimento e com flagelo longo), promastigotas
paramastigotas (formas em forma de péra ou ovalares com 3,5-9 de comprimento, ndcleo
justaposto ao cinetoplasto e flagelo de comprimento varidvel), promastigotas haptomonas

(formas largas com corpo celular pequeno medindo 5-12 e flagelo de comprimento
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variavel) e promastigotas metaciclicas (formas finas e curtas medindo 6-10 e com flagelo
longo) (Figura 2). Tal nomenclatura tem sido utilizada em varios trabalhos sobre o
estabelecimento de diferentes espécies de Leishmania no seu vetor (Lawyer ef al., 1990;
Sacks et al., 1985; Saraiva et al., 1995; Pimenta ef al., 1997; Nieves & Pimenta, 2000, 2002;
Miranda et al., 2008).
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Figura 2: Desenho esquematico dos morfotipos de Leishmania de acordo com a
nomenclatura de Lawyer e colaboradores (1990) (Desenho de Paulo Pimenta). Da esquerda
para direita: promastigota prociclica, promastigota nectomona, promastigota haptomona,

promastigota paramastigota e promastigota metaciclica.
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Como a espécie L. (L.) chagasi possui desenvolvimento suprapilarico no seu vetor
natural L. (L.) longipalpis, serdo discutidas, a seguir, caracteristicas consistentes ao ciclo de
vida de parasitos com desenvolvimento suprapilarico em seus vetores naturais.

O ciclo de vida do parasito pode ser dividido em trés estagios relativos a digestdo

sanguinea e a progressdo do ciclo gonotréfico no vetor, discutidos a seguir.

Primeiro estagio: 0-2 dias

No primeiro estagio, que ocorre de 0 a 2 dias apds a alimentag@o sanguinea infectante, o
desenvolvimento do parasito ocorre no bolo sanguineo dentro do intestino abdominal. O
processo de transformagdo das amastigotas ingeridas em promastigotas inicia-se entre 6 ¢ 12
horas apds o repasto, enquanto o sangue ¢ envolvido pela matriz peritroéfica (Lawyer et al.,
1987, 1990; Secundino et al., 2005). Nesse periodo, promastigotas prociclicas originadas das
amastigotas sofrem multiplas divisdes e entre 36-48 horas se diferenciam em nectomonas.

Segundo estagio: 2-5 dias

No segundo estdgio, de 2 a 5 dias apds o repasto, a MP se degenera e o conteudo
parcialmente digerido do intestino inicia sua passagem através do piloro e ileo. Esse evento ¢
acompanhado de intensa multiplicagdo das formas prociclicas e completa transformac¢do em
nectomonas, que preenchem o intestino abdominal anterior. Muitas nectomonas ancoram-se
via flagelo as microvilosidades do epitélio intestinal e, dessa forma, evitam sua expulsio
durante a liberagdo do bolo fecal. Nectomonas migram para regifo anterior do intestino médio
e originam formas curtas e largas denominadas haptomonas. Essas sofrem um segundo ciclo
de multiplicagdo e sdo embebidas e imobilizadas por um gel produzido pelos parasitos
chamado PSG (promastigote secretory gel) (Rogers et al., 2002, 2004; Gossage et al., 2003).
Haptomonas podem se ligar a regido da cardia e a valvula do estomodeu por meio de
estruturas tipo hemidesmossomos do flagelo (Killick-Kendrick ef al., 1974b) provocando um
grande acimulo de parasitos nessa regido ou entdo ligarem-se umas as outras formando um
plug fisico concéntrico (Lawyer ef al., 1990; Sacks & Kamhawi, 2001). Nesse momento, os
ovos do flebotomineo se encontram quase maduros.

Terceiro estdagio. apos 5 dias

Durante o estagio final, 5 dias ou mais apds o repasto sanguineo, o intestino esta livre do
bolo fecal, o desenvolvimento dos ovos esta completo e a oviposi¢do € iniciada. Uma massa
de parasitos pode ser observada na valvula do estomodeu e outra parte desses parasitos
permanece embebida no PSG, formando um plug que se estende para o intestino toracico

aumentando o bloqueio j& existente na vdalvula do estomodeu. Finalmente, formas
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metaciclicas surgem proximo a valvula do estomodeu. Elas t€ém um corpo celular pequeno,
flagelo longo, ndo se dividem e sdo altamente ativas. Diferente das outras formas de
desenvolvimento, que permanecem imoéveis por estarem ligadas a regido valvula do
estomodeu ou presas ao PSG, as formas metaciclicas sdo altamente moveis e livres tanto para
migrar ao longo do intestino anterior e alcangar a faringe, cibario e probodcide, possibilitando
assim a sua transmissdo, como para retornar ao intestino médio.

O tempo necessario para que o parasito complete seu ciclo de vida no flebotomineo ¢é de
aproximadamente 6 a 9 dias, dependendo da espécie (revisado por Kamhawi, 2006). O
processo de diferenciacdo de promastigotas prociclicas em metaciclicas, chamado
metaciclogénese, coincide com a procura do vetor por outro repasto sanguineo, fator
determinante na transmissao de Leishmania (Sacks & Perkins, 1984; Lawyer ef al., 1990). De
maneira geral, nesse momento, uma fémea de flebotomineo (infectada ou ndo por Leishmania
sp.), ja teve acesso a substancias agucaradas e complementa o repasto sanguineo com a
ingestdo de carboidratos (Schlein, 1986). Esses carboidratos tém um papel importante na
migracdo das promastigotas para as regides mais anteriores do tubo digestivo por meio de um
processo quimiotatico (Barros et al., 2006) e € provavel que constituam um fator nutricional
importante para o desenvolvimento dos parasitos.

A infecciosidade das promastigotas de culturas em fase estaciondria € maior do que em
fase logaritmica (Sacks et al, 1985), e um fendmeno similar ocorre durante o
desenvolvimento dos parasitos no vetor (Sacks & Perkins, 1984, 1985).

Os mecanismos que engatilham a metaciclogénese in vivo ainda sdo pobremente
conhecidos. A tunica condi¢gdo em cultura que tem claramente demonstrado aumentar a
metaciclogénese in vitro ¢ o pH acido (Zakai et al., 1998). Tem sido sugerido que outros
fatores extrinsecos possam operar sincronicamente para promover a metaciclogénese no
flebotomineo, tais como condi¢gdes anaerdbicas (Mendez et al., 1999), declinio dos niveis de
tetrahydrobiopterina (um co-fator essencial para a atividade catalitica da o6xido nitrico
sintetase e subproduto da redu¢@o de biopterina) (Cunningham et al., 2001), auséncia de
hemoglobina (Schlein & Jacobson, 1994) e exposi¢do a saliva do flebotomineo (Charlab et

al., 1995).

1.3.2.3 Mecanismos de transmissio pela picada
Fémeas de flebotomineos usam suas pegas bucais, que sdo relativamente curtas e
rigidas, para dilacerar os tecidos e vasos sanguineos do hospedeiro, formando um pequeno

po¢o de sangue no qual elas podem se alimentar (telmatofagia) (Ribeiro, 1987).
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Recentemente, foi demonstrado por PCR em tempo real do tecido picado que P. (P.) papatasi
infectado com L. (L.) major pode inocular de 100 a 100.000 parasitos. A distribuicdo da dose
apresentou perfil binomial: cerca de 75% dos flebotomineos liberaram 600 ou menos
promastigotas, enquanto os demais liberaram mais de 1000 células. Altas doses de infeccdo
foram associadas a intestinos fortemente infectados, com mais de 30.000 parasitos (Kimblin
et al.,2008).

Killick-Kendrick e Molyneaux (1981) sugeriram um mecanismo de transmissdo no qual
formas metaciclicas interfiram diretamente nas sensilas das partes bucais que controlam a
sondagem e alimentagdo, influenciando na taxa e direcionamento do material no canal
alimentar e promovendo a liberagdo dos parasitos na pele. Outros autores, entretanto,
relacionam a transmissdo a bloqueios formados por massas de parasitos embebidos em uma
matriz tipo gel na valvula do estomodeu (Warburg et al., 1986; Lawyer et al., 1987, 1990;
Walters et al., 1987, 1989a; Stierhof er al., 1999; Rogers ef al., 2002). Essa obstrugdo, comum
em todas as combinagdes Leishmania-vetor estudadas at¢ o momento (Stierhof et al., 1999;
Rogers et al., 2002, 2004), ¢ causada por proteofosfoglicanos (PPGs) tipo mucina secretados
pelos parasitos. Em altas concentragdes e sob o limitado volume do intestino do flebotomineo
os PPGs sdo condensados sob a forma do ja citado PSG (Stierhof et al., 1999).

O bloqueio causado pelo PSG altera o comportamento de alimentagdo do flebotomineo,
que aumenta o numero de tentativas de picada e o tempo de repasto (Killick-Kendrick et al.,
1977; Beach et al., 1985; Rogers et al., 2002; Rogers & Bates, 2007). Essas mudangas no
comportamento do inseto podem favorecer a deposi¢do de mais parasitos, PSG e saliva antes
que o flebotomineo possa realizar o repasto com sucesso (Rogers et al., 2004). O PSG
regurgitado juntamente com os parasitos atua como um potente fator de viruléncia (Bates &
Rogers, 2004; Rogers et al., 2004) adicional a saliva. Rogers e colaboradores (2004)
demonstraram que o componente ativo do PSG é a parte glicana dos filamentos de
proteofosfoglicanos (fPPG), que sdo os principais constituinte desse gel.

Recentemente foi sugerido que a quantidade de PSG de L. (L.) mexicana regurgitado por
L. (L.) longipalpis seja proporcional ao tamanho da infeccdo original no flebotomineo e ao
nimero de parasitos transmitidos. Além disso, o PSG foi capaz de exacerbar a infec¢do de
uma ampla variedade de doses de parasitos (10 a 10.000 parasitos) (Rogers et al., 2009). Essa
exacerbagdo foi atribuida a duas propriedades fundamentais do PSG: grande capacidade de
recrutar macrdfagos para o sitio da infec¢do e aumentar a expressdo e atividade de arginase
nessas células, intensificando a sintese de moléculas requeridas para o crescimento do parasito

internalizado.
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A presenca do gel e dos parasitos no intestino toracico também altera o funcionamento
da valvula do estomodeu. Essa valvula fica aberta por mais tempo, aumentando o refluxo de
sangue e parasitos no local da picada (Schlein er al., 1992, Rogers et al., 2004; Rogers &
Bates, 2007). Além disso, sua abertura ¢ presumivelmente essencial para a expansdo da
infecgdo para o intestino anterior (Rogers et al., 2002). Alguns autores também sugerem que
quitinases produzidas pelos parasitos possam causar uma disfun¢do na valvula do estomodeu
(Schlein et al., 1992; Volf et al., 2004) e, dessa forma, aumentar a transmissdo das
leishmanias.

A saliva também tem um importante papel na transmissdo de Leishmania. A saliva dos
flebotomineos € um rico conjunto de componentes com atividades farmacoldgicas, tais como
vasodilatadoras, anti-agregadoras plaquetarias, anti-hemostaticas, imunossupressoras,
exacerbadoras da infec¢do e indutoras de infecciosidade de Leishmania para o hospedeiro
vertebrado (revisado em Kamhawi, 2000 e Soares & Turco, 2003).

Para diversas espécies de Leishmania, a co-inje¢do de parasitos com homogenados de
glandula salivar de L. (L.) longipalpis ou P. (P.) papatasi produzem um aumento substancial
no tamanho da lesdo (Titus & Ribeiro, 1988; Theodos et al., 1991; Belkaid et al., 1998;
Donnelly et al., 1998; revisado por Sacks & Kamhawi, 2001; Norsworthy et al., 2004),
quando comparados ao controle injetado somente com parasitos. Entretanto, informacdes
sobre as moléculas responsaveis pelo efeito dessa exacerbagdo ainda sdo pouco conhecidas. A
apirase e o maxadilan sfo as moléculas mais estudadas. Apirase ¢ uma enzima com atividade
anti-agregacdo plaquetaria que tem sido encontrada em ambos os géneros, Phlebotomus ¢
Lutzomyia (Ribeiro et al., 1986, 1989). Ao contrario da apirase, o maxadilan foi unicamente
encontrado em L. (L.) longipalpis. A habilidade de o maxadilan exacerbar a infec¢cdo por
Leishmania ja foi demonstrada in vivo. No modelo murino, as inje¢des de maxadilan com L.
(L.) major produziram lesdes 2-3 vezes maiores que o controle e continha um numero de
parasitos 400 vezes maior (Titus & Mbow, 1999). Além disso, Morris e colaboradores (2001)
demonstraram que maxadilan exacerba a infec¢do por Leishmania na mesma propor¢do que a
saliva total. De fato, o maxadilan tem diversos efeitos sobre macrofagos, o que poderia
explicar a sua habilidade em exacerbar a infec¢do e prolongar a sobrevivéncia do parasito no
hospedeiro (Rogers & Titus, 2003). As espécies do complexo L. (L.) longipalpis diferem na
quantidade e subtipos de maxadilan da saliva (Warburg et al., 1994). Em espécies de L. (L.)
longipalpis da Costa Rica, que produzem pouco maxadilam, a infec¢do por Leishmania tem
uma aumentada proliferacdo cutinea. Inversamente, em espécies do Brasil, que produzem

mais maxadilan, ocorre a visceralizagdo da infec¢do (Warburg et al., 1994). Como ja foi
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citado, esse importante peptideo ndo foi encontrado em espécies do género Phlebotomus,
incluindo P. (P.) papatasi, que também apresenta o efeito de exacerbacdo pela saliva
(Kamhawi ef al., 2000a). Nessa espécie, a atividade farmacologica da saliva tem sido
atribuida a adenosina e a seu precursor 5' AMP (Ribeiro et al., 1999).

Diversos trabalhos tém demonstrado que a imunidade provocada pela saliva de
flebotomineos permite ao hospedeiro desenvolver protecdo contra a infec¢do por Leishmania.
Em modelo animal, camundongos imunizados com homogenado de glandula salivar de P.
(P.) papatasi ou pré-expostos a picadas de flebotomineos ndo infectados foram protegidos
contra infecgdo por L. (L.) major derivada de inoculagdo via agulha (Belkaid et al., 1998) ou
pela picada do flebotomineo (Kamhawi et al., 2000a). Trabalhos mais recentes tém
demonstrado que diferentes proteinas salivares conferem prote¢do contra leishmaniose
cutanea e visceral (Gomes et al., 2008; Oliveira et al., 2008; Collins et al., 2009). Entretanto,
tem sido sugerido que a prote¢do por pré-imunizagdo seja flebotomineo espécie-espécifica
(Thiakaki et al., 2005; Drahota ef al., 2009).

Os flebotomineos ingerem parte da saliva secretada por eles durante o processo de
alimentacdo. Essa saliva entra em contato com os parasitos em desenvolvimento dentro do
intestino médio do flebotomineo e esse contato inicial influencia na viruléncia e na
diferenciag@o das formas infectantes. (Charlab ef al., 1993; Cavalcanti et al., 2006).

Alguns trabalhos sugerem que na presenga de homogenados de glandula salivar,
macrofagos sejam incapazes de produzir 6xido nitrico (Theodos & Titus 1993; Titus &
Ribeiro 1990; Waitumbi & Warburg, 1998; Norsworthy et al., 2004), que tem atividade
leishmanicida. Entretanto, também tem sido relatado que a saliva e o PSG, isolados ou em
combinagdo, ndo influenciam a geragdo do oxido nitrico pelos macrofagos (Rogers et al.,
2009).

A saliva de L. (L.) longipalpis e P. (P.) papatasi também possui fatores quimiotaticos
para macrofagos (Anjili et al., 1995; Zer et al., 2001; Teixeira et al., 2005). Rogers e
colaboradores (2009) demonstraram que o recrutamento dessas células em camundongos
Balb/C injetados com saliva de L. (L.) longipalpis foi 5 vezes maior do que naqueles injetados
com salina. Entretanto, para grupos injetados com PSG esse aumento foi de 108 vezes.
Quando PSG e saliva foram inoculados juntos a atragdo foi aumentada para 224 vezes,
indicando a existéncia de um sinergismo para a quimiotaxia dos macréfagos (Rogers et al.,
2009).

Todos os trabalhos sobre o efeito da saliva do vetor na exacerbag@o ou proteg¢do contra a

infeccdo por Leishmania tém sido desenvolvidos com vetores colonizados em laboratdrio.
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Entretanto, utilizando o modelo murino, trabalhos recentes tém demonstrado significativas
diferengas no efeito de exacerbagdo causado por lisados de glandulas salivares de L. (L.)
longipalpis criados em laboratério (colonizados) ou capturados no campo (Laurenti et al.,
2009a, 2009b). Quando co-inoculada com parasitos, a saliva dos flebotomineos colonizados
apresentou um efeito de exacerbag¢do mais forte, causando lesdes duas vezes maiores do que
aquelas provocadas pela inocula¢do dos parasitos com saliva de flebotomineos capturados no
campo. Além disso, foi sugerido que a saliva dos insetos capturados no campo ndo possui 0s
mesmos fatores quimiotaticos verificados na saliva de flebotomineos colonizados. A
composi¢do e quantidade de proteinas observadas na saliva dos dois grupos também foram
substancialmente diferentes (Laurenti et al., 2009a). Em outro trabalho, os mesmos autores
sugeriram que essa diferenga poderia explicar o menor efeito na modulac¢do da infecg¢do por
Leishmania observado em camundongos co-inoculados com parasitos e saliva de
flebotomineos do campo, quando comparados aqueles co-inoculados com parasitos e saliva de

flebotomineos colonizados (Laurenti et al., 2009b).

1.4 Barreiras ao desenvolvimento de Leishmania no flebotomineo

Para completar o seu desenvolvimento no vetor o parasito precisa vencer diversas
barreiras, sendo a expressdo de moléculas especificas do parasito um evento crucial para esse
processo. A acdo de enzimas digestivas produzidas pelo intestino pode matar os parasitos no
bolo sanguineo, a matriz peritrofica constitui uma barreira fisica para a migragdo dos parasitos
para a parte anterior do intestino e a excrecdo do bolo fecal pode resultar na perda da

infecc¢do.

1.4.1 Sobrevivéncia dos parasitos dentro do bolo sanguineo

Susceptibilidade dos parasitos as enzimas digestivas

A ingestdo de sangue induz a sintese e secre¢do de enzimas digestivas no lumen tais
como tripsina, quimotripsina, aminopeptidases, carboxipeptidases e glicosidades, que
recentemente foram identificadas em sequéncias expressas (ESTs) de L. (L.) longipalpis e P.
(P.) papatasi (Dillon et al., 2006; Ramalho-Ortigéo et al., 2007; Jochim et al., 2008). Essas
enzimas sdo liberadas no espago ectoperitréfico e passam através da MP para digerir o
sangue. Adler (1938) foi o primeiro a investigar como a digestdo do sangue nas fases iniciais

da infeccdo de P. (P.) papatasi, que somente transmite L. (L.) major, poderia explicar a
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resisténcia natural do vetor a outras espécies de Leishmania. Com a diminui¢do da
porcentagem de soro no sangue da alimentacdo, ele observou que a taxa de infec¢do aumentou
em espécies que normalmente ndo infectam P. (P.) papatasi. O autor atribuiu tal aumento a
diminui¢do dos componentes do soro que induzem proteases. Dessa forma, ele sugeriu que os
produtos da digestdo eram os responsaveis pela destruicdo dos parasitos. Reduzido numero de
parasitos, mortos ou danificados, tem sido observado em intestino de flebotomineos
infectados com espécies de Leishmania ndo compativeis 2-3 dias apos o repasto (Lawyer et
al., 1990; Schlein & Jacobson, 1998). Pimenta e colaboradores (1997) observaram que o
ambiente intestinal também ¢ danoso para L. (L.) major, espécie capaz de completar seu
desenvolvimento em P. (P.) papatasi, ja que 50% dos parasitos do inoculo inicial morreram
nas primeiras horas apos o repasto sanguineo. A idéia de Adler que as condi¢des danosas para
parasito ocorrem devido as altas concentragdes de enzimas proteoliticas foi posteriormente
validada por estudos que mostraram um aumento na sobrevivéncia de L. (L.) donovani em P.
(P.) papatasi em alimentagdes realizadas sem soro (apenas eritrdcitos, salina e amastigotas)
(Schlein & Jacobson, 1998). O aumento da sobrevivéncia foi correlacionado com o retardo e
a diminui¢do nos niveis de atividade das proteases. Outros tratamentos com capacidade de
reduzir a atividade proteolitica, tais como a adi¢do de inibidor de tripsina ao sangue, também
promoveram a sobrevivéncia inicial de L. (L.) donovani no intestino de P. (P.) papatasi
(Borovsky & Schlein, 1987). Em um experimento similar, Pimenta e colaboradores, 1997
promoveram a sobrevivéncia inicial de L. (L.) major em P. (P.) papatasi. Esse estudo
detalhou também o importante papel da MP na reducdo da taxa de difusdo das enzimas
digestivas para dentro do bolo sanguineo e no retardo da exposicdo do sangue e parasitos ao
processo digestivo. A rdpida difusdo das enzimas em flebotomineos tratados com quitinase,
que bloqueia a produgdo da MP, foi sugerida como responséavel pela mortalidade inicial dos
parasitos durante sua transi¢do de amastigotas para promastigotas. Os autores sugeriram que a
perda da MP exacerba as condi¢des letais que normalmente existem durante o processo
digestivo, ja que a morte de parasitos nos periodos iniciais da digestdo também foi observada
nos flebotomineos controle.

Os estudos acima suportam a hipdtese que a concentragdo e o tempo de exposicdo as
enzimas proteoliticas presentes no intestino durante o desenvolvimento do parasito podem
influenciar a competéncia vetorial dos flebotomineos e que a modulagdo dessas enzimas pelo
parasito (discutido abaixo) poderia conferir uma vantagem seletiva para a sua sobrevivéncia.

E importante citar que os flebotomineos também produzem glicosidades digestivas,

incluindo [Ehmilase e [Ellicosidases, as quais tém sua producdo aumentada apos a
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alimentagdo de agucar e, em alguns casos, de sangue (Gontijo ef al., 1998, Jacobson &
Schlein, 2001). Ainda nfo existem indicagdes de que infec¢des por Leishmania modulem os
niveis de glicosidades no intestino do flebotomineo ou que essas enzimas sejam prejudiciais
ao crescimento e desenvolvimento do parasito. E mais provavel que a digestdo de
carboidratos produza uma importante fonte de monossacarideos para o metabolismo dos

parasitos (Sacks et al., 2008).

Inibi¢do da digestdo em flebotomineos infectados

Baseado nos resultados descritos acima tem sido proposto que algumas espécies de
parasitos possam desenvolver estratégias para superar os efeitos danosos das enzimas
digestivas, inibindo ou retardando o pico de atividade enzimatica (revisado em Sacks &
Kamhawi, 2001). As enzimas proteoliticas produzidas por P. (P.) papatasi foram inibidas ou
retardadas em infec¢des com L. (L.) major, mas ndo com L. (L.) donovani (Schlein &
Romano, 1986; Borovsky & Schlein, 1987). Similarmente, Dillon e Lane (1993a) relataram
que a inclusdo de amastigotas de L. (L.) major ao sangue do repasto retardava e diminuia o
pico de atividade de proteases no intestino de P. (P.) papatasi. Entretanto, a sobrevivéncia de
L. (L.) major em P. (P.) papatasi também tem sido observada na auséncia de qualquer
inibicdo ou retardo no pico de atividade de proteases durante a infeccdo (Pimenta et al.,
1997). Até o momento, a Unica outra espécie para a qual o efeito da Leishmania sobre a
atividade de proteases foi investigado foi Phlebotomus (Larrousius) langeroni, que ¢é
considerado vetor potencial de L. (L.) infantum ¢ um vetor ndo natural de L. (L.) major. Nas
primeiras 48 horas, foi observada uma reducéo na atividade enzimatica e uma digestdo mais
lenta de proteinas nos insetos infectados com sangue contendo L. (L.) infantum, quando
comparados a insetos alimentados somente com sangue ou com sangue contendo L. (L.)
major. Entretanto, n3o houve correlagdo entre os niveis de atividade proteolitica ¢ a
sobrevivéncia das promastigotas no intestino (Daba ef al., 1997) e, em cada caso, foi
observada a sobrevivéncia dos parasitos até 16 dias apos a infecgao.

A idéia de que a sobrevivéncia dos parasitos depende, pelo menos em parte, da
modulacdo da atividade proteolitica no intestino foi reforcada em experimentos que fizeram a
exposicdo in vitro por 1-2 horas de L. (L.) major a lisados de um unico intestino de P. (P.)
papatasi (Pimenta et al., 1997). Amastigotas recém retiradas de tecido infectado e
promastigotas totalmente diferenciadas foram mais resistentes a morte do que parasitos em
estagio inicial de transi¢do amastigota-promastigota (2-8 horas), que tiveram uma redugéo de

mais de 95% no nimero de parasitos vidveis quando comparados ao controle. Esses
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resultados sdo consistentes com aqueles de Dilon e Lane (1993a), que indicaram que
promastigotas totalmente diferenciadas se desenvolveram na presenca de tripsina em cultura.
Esses resultados sugerem que diferengas na sobrevivéncia dos parasitos dentro do intestino do
flebotomineo nos periodos iniciais de digestdo relacionadas a espécie ou cepa-especifica,
particularmente em infec¢des iniciadas com amastigotas, possam ser devido a diferengas na
cinética dos estagios de transformagdo. O atraso de uma ou poucas horas poderia expor
formas transicionais vulneraveis a concentragdes letais de enzimas proteoliticas (Sacks &
Kamhawi, 2001).

Analises refinadas do transcriptoma de P. (P.) papatasi ¢ L. (L.) longipalpis t€ém
oferecido uma melhor caracterizagdo das moléculas do intestino e revelado, pela primeira vez,
a habilidade de Leishmania em modular os transcritos do vetor. A comparagdo das bibliotecas
de cDNA de fémeas ndo alimentadas e alimentadas com sangue demonstrou que os transcritos
que codificam proteases, incluindo algumas tripsinas, quimotripsinas e carboxipeptidases, sdo
regulados pelo repasto sanguineo (Ramalho-Ortigdo et al., 2007; Telleria et al., 2007; Jochim
et al., 2008; Pitaluga er al., 2009). Adicionais compara¢des das bibliotecas de cDNA de
fémeas alimentadas com sangue na auséncia ou presen¢a de Leishmania identificaram
proteases do intestino que s3o especificamente reguladas pela presenca dos parasitos

(Ramalho-Ortigéo et al., 2007; Jochim et al., 2008).

Moléculas do parasito que controlam a sobrevivéncia inicial

Diante do que foi exposto, fica claro que o processo digestivo do flebotomineo
representa um conjunto de fendmenos adversos ao desenvolvimento dos parasitos. A
expressdo de moléculas estagio e espécie-especifica parece promover a sobrevivéncia e
crescimento do parasito durante essa fase critica (Descoteaux & Turco, 1999). A
identificacdo de moléculas que poderiam ter importante papel na defesa do parasito contra
danos causados pela a¢do de enzimas foi focada na familia dos glicoconjugados. Essas
moléculas estdo presentes na superficie do parasito e podem ser ancoradas a ela por ancoras
glicosilfosfatidilinositol ~ (GPI), que incluem os lipofosfoglicanos (LPG), os
glicoinositolfosfolipides (GIPLs), proteofosfoglicanos (PPG) e as proteinas ancoradas a GPI
(GP63) ou podem ser secretadas como fosfoglicanos (PG), proteofosfoglicanos (sPPG) e
fosfatases acidas (sAP) (Turco & Descoteaux, 1992; McConville & Ferguson, 1993; Ilg et al.,
1999; Ilg, 2000) (Figura 3A).

Schlein e colaboradores (Schlein & Romano, 1986; Schlein ef al., 1990) deram as

primeiras pistas sobre a natureza das moléculas derivadas dos parasitos que poderiam agir

48



Introdugdo

para reduzir a atividade proteolitica no intestino, relatando que glicoconjugados liberados da
cultura de L. (L.) major, chamados até entdo de "fatores de excrecdo", promoviam a
sobrevivéncia inicial em P. (P.) papatasi de uma cepa de L. (L.) major que geralmente ndo se
desenvolvia nesse vetor.

O LPG ¢ o glicoconjugado majoritario na superficie de promastigotas de Leishmania,
esta localizado em todo o parasito, inclusive flagelo e € organizado como um glicocalix
filamentoso (Turco & Descoteaux, 1992). Cada promastigota expressa cerca de 1-5x10°
moléculas de LPG (Orlandi & Turco, 1987). Bioquimicamente o LPG ¢ composto por quatro
dominios: 1) uma ancora de 1-0-alquil-2-/iso-fosfatidilinositol seguida por 2) uma parte
central (“core”) formada por um heptassacarideo Gal(lELL6)Gal([E1]3)Galf([E13) [ Gle([EL) -
PO4Man([£1]3)Man(lELL4)-GleN(E), 3) uma regido de repetigdes de dissacarideos
fosforilados Gal(4)Man()-PO4 e 4) um pequeno oligossacarideo neutro formando uma
estrutura do tipo “cap” (Descoteaux & Turco, 1999) (Figura 3B).
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Figura 3: (A) Representacdo esquematica dos glicoconjugados secretados e de superficie de
promastigotas de Leishmania spp. EthN=etanolamina; GPI=glicosilfosfatidilinositol;
GIPLs=glicoinositolfosfolipides; LPG=lipofosfoglicano; = P=fosfato; = PG=fosfoglicano;
Pl=fosfatidilisositol; sAP=fosfatases 4cida secretadas; Ser=serina; sPPG=proteofosfoglicanos
secretados. A darea tracejada indica os dominios especificamente afetados por mutagdes nos
respectivos genes LPG1 e LPG2. (B) Desenho esquemadtico da estrutura do LPG.
Gal=Galactose; Gal=Galactofuranose; Glc=Glicose; GlcN=glicosamina; Inos=inositol;

Man=Manose; P=fosfato (modificado de Descoteaux & Turco, 1999).
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Transgénicos de Leishmania tém sido utilizados para investigagdo da funcdo de genes
do parasito, incluindo seqiiéncias envolvidas na interacdo com o hospedeiro e na viruléncia
(revisado por Beattie ef al., 2008). A evidéncia mais conclusiva de que moléculas contendo
fosfoglicanos promovam a sobrevivéncia inicial dos parasitos no intestino veio de estudos
empregando mutantes especificamente deficientes na biossintese de fosfoglicanos como
conseqiiéncia da delecdo do gene LPG2, resultando no transporte deficiente de GDP-manose
no lumen do Golgi (representagdo esquematica da localizacdo da mutacdo na Figura 3A)
(Descoteaux et al., 1995). Antes da liberagdo do bolo fecal, mutantes em LPG2 de L. (L.)
donovani e L. (L.) major foram mortos no intestino de seus respectivos vetores (Sacks et al.,
2000; Boulanger et al., 2004). Interessantemente, mutantes no gene LPGI, deficientes na
adi¢do de galactofuranose na regido glicana do “core” (Huang & Turco, 1993; Ryan ef al.,
1993) e, dessa forma, deficientes somente na biossintese de LPG (representacdo esquematica
da localiza¢do da mutacdo na Figura 3A), sobreviveram relativamente bem no intestino
contendo sangue, no periodo que antecede a liberagdo do bolo fecal (Sacks et al., 2000;
Boulanger et al., 2004). Esses resultados indicaram que o LPG ndo foi essencial para a
sobrevivéncia inicial dos parasitos ¢ que outras moléculas contendo fosfoglicanos poderiam
estar envolvidas na sua protegdo contra as enzimas digestivas do intestino.

Tem sido sugerido que proteinases do parasito também tém importante papel na
utilizacdo do alimento sanguineo e na resisténcia contra enzimas digestivas do flebotomineo
(Schlein ef al., 1990). Uma proteinase de superficie de Leishmania, a GP63 (leishmanolisina),
tem sido considerada um fator de viruléncia envolvido na interacdo promastigotas-macrofagos
(revisado em Yao ef al., 2003), entretanto, o seu papel na interacdo promastigotas-
flebotomineo ainda € controverso. Enquanto parasitos mutantes em GP63 de L. (L.) major
desenvolveram-se normalmente nos intestino de P. (P.) papatasi, P. (E.) argentipes e
Phlebotomus (Phlebotomus) duboscqi (Joshi et al., 1998, 2002), L. (L.) amazonensis com
transcri¢do anti-sense de GP63 apresentou um decréscimo no seu estabelecimento inicial em
L. (L.) longipalpis. Foi sugerido que GP63 auxilie na protedlise de hemoglobina para ceder
heme e outros peptideos essenciais para o crescimento do parasito nos periodos iniciais da
infeccdo (Hajmova et al., 2004). Nos dois casos os dados demonstraram que a atividade de

GP63 nao foi essencial para a sobrevivéncia dos parasitos nos periodos mais tardios.

1.4.2 Persisténcia dos parasitos pés-defecacio

Escape da matriz peritrofica
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Os parasitos recém ingeridos com sangue multiplicam-se confinados na MP. Como
citado anteriormente, a MP ¢ uma barreira semi-permeavel que permite a difusdo de enzimas
hidroliticas do flebotomineo para dentro do bolo e de nutrientes para fora dele, mas impede a
saida dos parasitos. Segundo Pimenta e colaboradores (1997), a MP intacta beneficia a
sobrevivéncia dos parasitos durante a fase inicial de desenvolvimento dos parasitos dentro do
bolo sanguineo. Os autores observaram uma queda no nimero de parasitos de L. (L.) major
vidveis em P. (P.) papatasi tratados com quitinase e sugeriram que a auséncia de MP
exacerba as condi¢des letais que normalmente existem durante a digestdo no intestino do
flebotomineo. A sobrevivéncia dos parasitos foi aumentada quando inibidor de tripsina foi
adicionado ao sangue, sugerindo que os parasitos foram mortos pela agdo das enzimas
produzidas durante a digestdo de sangue. Por outro lado, a matriz pode agir como uma
barreira a colonizagdo do intestino anterior, que deve ocorrer antes da defecacdo do bolo
fecal. Alguns autores tem sugerido que a perda de infec¢des por Leishmania em vetores ndo
naturais possa ser devido, pelo menos em parte, a incapacidade dos parasitos escaparem da
MP antes da defecagdo (Feng et al., 1951; Walters et al., 1992). Comparando diferentes cepas
de L. (L.) major, Cihakova e Volf (1997) observaram que a cepa que foi mais lenta para
escapar da MP foi efetivamente perdida durante a excre¢do do bolo fecal. O requerimento de
quitinases derivadas do flebotomineo e/ou parasito para degradacdo da MP e escape dos
parasitos foi claramente indicado em experimentos envolvendo o uso de alosamidina, um
inibidor especifico de quitinase. Pimenta e colaboradores (1997) demonstraram que a adigéo
dessa substancia no sangue dado a P. (P.) papatasi na auséncia de Leishmania resultou no
espessamento da MP, que se sustentou intacta por mais tempo. Em P. (P.) papatasi
alimentado com sangue tratado com alosamidina e contendo L. (L.) major, as promastigotas
foram incapazes de escapar da MP e estabelecer a infec¢do no intestino do vetor. Quando o
bolo finalmente foi excretado os parasitos foram perdidos.

Apesar da aparente significancia da atividade de quitinase de Leishmania para o
estabelecimento da infec¢do de Leishmania no vetor, ainda ndo existem muitas informagdes
acerca desse assunto. Schlein e colaboradores (1991) encontraram que quitinases so
produzidas por promastigotas de L. (L.) major em crescimento in vifro € sugeriu que essas
enzimas poderiam, sozinhas, causar a desintegracdo da por¢do anterior da MP de P. (P.)
papatasi, permitindo o escape do parasito. Shakarian e Dwyer (1998, 2000) identificaram em
L. (L.) donovani um gene para quitinase com alta homologia para quitinases conhecidas e,
posteriormente, Joshi e colaboradores (2005) identificaram o gene para quitinase em L. (L.)

mexicana e um sistema de expressdo epissomal foi desenvolvido para super expressdo desse
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gene nesses parasitos. A super expressdo de quitinase foi demonstrada em promastigotas e
amastigotas e resultou em aumento da lesdo em camundongos (Joshi ef al., 2005). Em L. (L.)
longipalpis a super expressdo de quitinase facilitou o escape do parasito da MP e contribuiu
para destrui¢do da vélvula do estomodeu (Rogers et al., 2008), como previamente sugerido
por outros autores (Schlein ef al., 1992; Volf ef al., 2004). Entretanto, recentemente, Sadlova
e Volf (2009) ndo encontraram diferencgas no tempo de desintegragdo da MP em fémeas de P.
(P.) duboscqi infectadas ou ndo por L. (L.) major. Além disso, em contraste com as prévias
descri¢des (Schlein et al., 1991), esses parasitos ndo causaram a desintegracdo da MP na
porgdo anterior (Sadlova & Volf, 2009), mas migraram através de uma abertura posterior que
existe na MP até mesmo de fémeas ndo infectadas (Walters ef al., 1993, 1995; Warburg 2008;
Sadlova & Volf, 2009).

Em muitas combinagdes parasito-vetor o escape dos parasitos parece coincidir com a
quebra da MP pelas quitinases derivadas do flebotomineo (Ramalho-Ortigdo & Traub-Cseko,
2003, Ramalho-Ortigdo et al., 2005). Um sistema quitinolitico induzido por sangue foi
caracterizado no intestino de P. (P.) papatasi e L. (L.) longipalpis (Ramalho-Ortigdo et al.,
2005) e ambos flebotomineos demonstraram significantes niveis de atividade enzimatica pos-
alimentagdo sanguinea, com atividade maxima em 48 horas. A andlise das seqii€ncias
especificas dessas quitinases também revelou que elas sdo ativadas pela digestio proteolitica.

Recentemente, a identidade das quitinases dos flebotomineos foi validada pela andlise
do transcriptoma de P. (P.) papatasi e L. (L.) longipalpis (Ramalho-Ortigdo et al., 2007,
Jochim et al., 2008). Comparacdes das bibliotecas de cDNA de fémeas alimentadas com
sangue na auséncia ou presenca de Leishmania identificaram que a peritrofina, uma proteina
que compde a MP, € reguladas pela presenca de parasitos (Ramalho-Ortigdo et al., 2007,
Jochim et al., 2008). Entretanto, ndo se sabe ainda como a regulagdo da expressdo de
peritrofinas poderia interferir no sucesso do desenvolvimento do parasito no intestino do

vetor.

Ligagado ao epitélio intestinal - o papel do LPG

Apdés o rompimento da MP durante o estdgio tardio da digestdo, mesmo as
promastigotas que escaparam do confinamento da MP correm o risco de serem liberados do
intestino juntamente com os restos do sangue digerido. Nesse estagio, as promastigotas de
espécies suprapildricas se ligam ao epitélio do intestino médio. O ancoramento dos parasitos
favorece a sua permanéncia no intestino frente aos movimentos peristalticos da digestdo

sofridos pelo vetor. A ligacdo das promastigotas ao epitélio intestinal foi observada pela
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primeira vez sob microscopia Optica por Adler e Teodor em 1927, e subseqiientemente,
imagens ultra-estruturais revelaram a intima associacdo do flagelo do parasito com as
microvilosidades do intestino do flebotomineo (Killick-Kendrick, 1974a, Molyneux et al.,
1975; Lawyer et al., 1987, 1990; Warburg et al., 1986; Walters et al., 1987, 1989a; Saraiva et
al., 1995; El Sawaf et al., 2008; Warburg, 2008). O requerimento do flagelo para essa
interagdo é suportado pelos resultados de experimentos que observaram a completa perda de
L. (L.) amazonensis dos intestinos de L. (L.) longipalpis apds a defecc@o em insetos infectados
com promastigotas aflagelados que perderam o flagelo devido a uma mutagdo especifica
(Cuvillier et al., 2003). Esse fendtipo pode ser explicado pela inabilidade dos parasitos
imobilizados encontrarem o epitélio intestinal e/ou auséncia do ligante localizado no flagelo.

Diversos trabalhos tém investigado o papel do LPG em mediar a adesdo dos parasitos
no intestino médio do flebotomineo. A adesdo de varias espécies de Leishmania ao epitélio
foi completamente inibida in vitro pelo PG de formas prociclicos (Pimenta et al., 1992; Sacks
et al., 1995; Soares et al., 2002) e o PG purificado dessas formas também demonstrou se ligar
diretamente a intestinos dissecados (Pimenta ef al., 1992, 1994; Kamhawi et al., 2000b;
Soares et al., 2010). Novamente, as mais importantes evidéncias do papel do LPG na adesdo
foram obtidas com parasitos mutantes em LPG. Mutantes deficientes na biossintese de LPG
foram gerados apds mutagénese e sele¢do por lectinas ou anticorpos (King & Turco, 1988;
Butcher et al., 1996; Descoteaux et al., 1998). Mutantes de L. (L.) major deficientes na sintese
de LPG néo se desenvolveram no vetor apos a excrecdo (Butcher ef al., 1996). Dessa forma,
as evidéncias encontradas in vitro por Pimenta e colaboradores (1992) sobre o papel do LPG
foram confirmadas in vivo. Entretanto, como esses mutantes foram obtidos por forte
mutagénese e cultivados in vitro seu fen6tipo poderia néo ter se estabelecido definitivamente
para deficiente em LPG (Sacks et al., 2000). Com o advento de métodos genéticos funcionais
para identificag¢@o de genes responsaveis pela biossintese do LPG, foi possivel gerar, por gene
alvo, mutantes de LPG “limpos”. Como mencionado anteriormente, L. (L.) donovani e L. (L.)
major mutantes em LPG/ falham somente na expressdo de LPG e tiveram apenas uma leve
reducdo na sua sobrevivéncia e crescimento nos periodos iniciais da infec¢do, quando os
intestinos dos seus respectivos vetores, P. (P.) papatasi e P. (E.) argentipes, ainda continha
sangue. Entretanto, a habilidade em persistir no intestino foi completamente perdida apds a
excrecdo do bolo fecal e tal perda foi correlacionada a inabilidade dos parasitos em se ligarem
ao epitélio intestinal antes da liberagdo do bolo fecal (Sacks et al., 2000). Além disso, em
ambos mutantes, quando a expressdo do LPG foi restaurada pela reintrodu¢do do gene LPGI,

a adesdo e a persisténcia dos parasitos também foram restauradas.
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Ligagdo espécie-especifica

Andlises estruturais do LPG de diferentes espécies de Leishmania t€ém revelado
completa conservacdo da ancora lipidica, do core e da estrutura basica Gallf]l4Man[f1-PO, da
regido de unidades repetitivas (Figura 3B). O polimorfismo nos LPGs se deve a variagdo na
composi¢do e frequéncia dos agucares das cadeias laterais ligadas a regido conservada de
unidades repetitivas e “cap” (Turco & Descoteaux, 1992; Sacks et al., 1994). Por exemplo, o
LPG de L. (L.) donovani proveniente do Suddo ndo possui cadeias laterais, enquanto o
proveniente da India possui um ou dois residuos de licoses (Sacks et al. 1995; Mahoney et
al., 1999). Em L. (L.) major o LPG contem 1-4 alactoses frequentemente com arabinose
terminal (McConville et al., 1990) e em L. (L.) mexicana e L. (L.) chagasi (PP75) contem
glicoses (Ilg et al., 1992; Soares et al., 2002). Semelhante ao LPG de L. (L.) donovani do
Suddo, o LPG das formas ndo infectantes de L. (V.) braziliensis ndo apresenta cadeias laterais
(Soares et al., 2005). Até o momento, o LPG de L. (L.) tropica é o mais complexo, com 19
tipos de combinagdes de unidades repetitivas (McConvile et al., 1995; Soares et al., 2004).
Esse interessante polimorfismo inter e intra-especificos do LPG esté relacionado a sua fungéo
como ligante do parasito aos receptores do intestino e pode, em muitos casos, explicar a
competéncia vetorial espécie-especifica.

A habilidade de P. (P.) papatasi em transmitir somente L. (L.) major pode ser atribuida
a natureza altamente substituida do seu LPG, com multiplos residuos de alactoses
terminais para adesdo (McConville ef al., 1990), ja que outras cinco espécies de Leishmania
que ndo contém os mesmos residuos falharam em aderir ao intestino de P. (P.) papatasi ou
em persistir no intestino apds a defecacdo (Pimenta et al., 1994). Além disso, dentre os LPGs
purificados dessas cinco espécies, somente o de L. (L.) major se ligou ao intestino de P. (P.)
papatasi in vitro. O papel dessas cadeias laterais foi confirmado pelo uso de mutantes de L.
(L.) major deficientes em LPG que expressam niveis normais de LPG mas s3o deficientes na
biossintese das cadeias laterais. Um mutante de L. (L.) major, chamado Spock, foi gerado por
selecdo negativa com anticorpos especificos para alactose e foi especificamente deficiente
para galactosil transferase requerida para a adicdo de alactose. A perda desses residuos
impede a adesdo e persisténcia dos mutantes no intestino de P. (P.) papatasi (Butcher et al.,
1996). O comportamento dos mutantes Spock em P. (P.) papatasi foi similar ao de L. (L.)
donovani do Suddo, que ndo possui cadeias laterais, nesse mesmo vetor (Pimenta et al.,
1994).

A idéia de que a adesdo ao intestino ¢ espécie-especifica também ¢ refor¢ada pelo

trabalho de Kamhawi e colaboradores (2000b), que mostraram que intestinos de Phlebotomus

55



Introdugdo

(Phlebotomus) sergenti foram intensamente marcados apds incubagdo com LPG purificado de
L. (L.) tropica, mas ndo com o LPG de L. (L.) major e L. (L.) donovani. Embora as unidades
repetitivas de L. (L.) major e L. (L.) tropica sejam substituidas, os acucares das cadeias
laterais s@o diferentes, com L. (L.) tropica sintetizando uma abundancia de agucares com
terminagdes em arabinose e glicose, distintos das terminagdes em alactose caracteristicas
de muitas linhagens de L. (L.) major.

Significantes variagdes também existem na galactosilagdo em L. (L.) major (revisado
em Sacks et al., 2008). Algumas linhagens da Africa que tem as unidades repetitivas
relativamente ndo substituidas (L. (L.) major linhagem A2) ndo podem ser transmitidas por P.
(P.) papatasi (Joshi et al., 1998, 2002), mas possivelmente por P. (P.) duboscqi (Joshi et al.,
2002). Diferengas no grau de galactosilagdo também té€m sido observadas em linhagens de L.
(L.) major de diferentes areas geograficas. Tem sido sugerido que esse padrio de
galactosilag@o linhagem-especifica dependa do padrdo de expressdo de uma familia de genes
que codificam a galactosil transferase nessa espécie (Dobson et al., 2003). Leishmania (L.)
tropica também expressa um alto grau de polimorfismo intra-especifico, que foi diretamente
correlacionado com o fato das linhagens analisadas terem sido isoladas de dois distintos
vetores, P. (P.) sergenti e Phlebotomus (Adlerius) arabicus (Soares et al., 2004).

O fato de significativas diferengas na adesdo mediada por LPG terem sido observadas
quando diferentes espécies vetoras foram comparadas sustenta a idéia de que moléculas que
servem como sitios de ligacdo para os parasitos variem entre as diferentes espécies de
flebotomineos e que possam, por isso, proporcionar pressdo evolutiva para o polimorfismo
estrutural do LPG (Sacks & Kamhawi, 2001). Dessa forma, a natureza dos possiveis
receptores de LPG no intestino dos flebotomineos tem sido foco de interesse. Em 1992,
Pimenta e colaboradores sugeriram que moléculas tipo lectinas poderiam servir como sitios de
ligagdo para os parasitos. Posteriormente, diversas publicacdes relataram a presenca de
moléculas tipo lectinas capazes de aglutinar parasitos de Leishmania em intestinos lisados
(Svobodova et al., 1996; Volf et al., 1998, 2002). Em 1999, Dillon e Lane identificaram uma
proteina no epitélio intestinal de P. (P.) papatasi que se ligava ao LPG de L. (L.) major,
embora essa proteina ndo tenha sido identificada. Em 2004 a natureza de receptores para o
LPG de L. (L.) major foi caracterizada. PpGalec, uma galectina expressa pelo epitélio
intestinal de P. (P.) papatasi e P. (P.) duboscqi, € utilizada como receptor especifico para o
LPG de prociclicos de L. (L.) major. Intestinos de P. (P.) papatasi pré-incubados com
anticorpos contra PpGalec e seguidos da incuba¢do com prociclicos de L. (L.) major

demonstraram a inibi¢do da ligacdo pelo LPG. Esses resultados foram confirmados em
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experimentos de adesdo in vivo, nos quais o desenvolvimento de L. (L.) major foi prejudicado
pela pré-incubagdo dos intestinos de P. (P.) papatasi com anti-PpGalec (Kamhawi et al.,
2004).

Em comparacdo a P. (P.) papatasi e P. (P.) sergenti, vetores naturais de L. (L.) major e
L. (L.) tropica, que expressam LPGs altamente substituidos ¢ demonstram especificidade para
seus respectivos parasitos, os vetores naturais de L. (L.) donovani e L. (L.) chagasi, que
expressam LPGs com poucas ou sem adi¢cdes de cadeias laterais, parecem suportar, em
laboratério, o desenvolvimento de diversas espécies de Leishmania (revisado em Sacks et al.,
2008). Tem sido sugerido que esses vetores experimentalmente "permissivos" possam
expressar receptores, ausentes ou inacessiveis em P. (P.) papatasi e P. (P.) sergenti, que

reconhegam estruturas que sdo conservadas no LPG.

1.4.3 Migracao dos parasitos para regiiio anterior

Ligagdo estagio - especifico

Apds a passagem do bolo fecal, o estabelecimento da infec¢do presumivelmente
envolve a liberagdo de um grande numero de parasitos do intestino médio. O estagio final de
desenvolvimento da Leishmania no vetor envolve a diferenciacdo dos parasitos em formas
metaciclicas.

Ao contrario das outras formas de desenvolvimento, metaciclicas ndo tem sido vistas
aderidas, mas sim livres no limen para migrar para a regido anterior. Durante a
metaciclogénese, as modificagdes estruturais no LPG das formas ndo infectantes sdo
responsaveis pela perda da adesdo do epitélio intestinal e essas modificagdes sdo
caracteristicas para cada espécie de Leishmania. Assim, duas formas de LPG tém sido
observadas: o LPG das formas ndo infectantes e das formas infectantes (metaciclicas). Em L.
(L.) major, por exemplo, durante a metaciclogénese a molécula de LPG aumenta seu tamanho
em 2 a 3 vezes devido a um aumento na expressao de unidades repetitivas. Além disso, ocorre
uma diminui¢cdo nas cadeias laterais terminadas em residuos de galactose e correspondente
substitui¢do por arabinose, o que controlaria a adesdo ao epitélio (Sacks et al., 1990;
McConville ef al., 1992). Ja em L. (L.) donovani do Suddo, que ndo expressa cadeiras laterais,
a molécula dobra de tamanho e a galactose do "cap" se tornaria criptica (Sacks ef al., 1995).
Para L. (L.) donovani da India e L. (L.) chagasi, que tém cadeias laterais de glicose, a
metaciclogénese € associada a elongagdo da molécula e a diminui¢do das cadeias laterais de

glicose (Mahoney ef al., 1999; Soares ef al., 2002). Interessantemente, a analise do LPG de L.
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(V.) braziliensis, espécie com desenvolvimento peripilarico, revelou um tipo diferente de
regulagdo de carboidrato nas cadeias laterais. Nas formas ndo infectantes o LPG néo possui
cadeias laterais enquanto nas formas metaciclicas ocorre a adi¢do de uma ou duas glicoses
(Soares et al., 2005).

Em todos os casos, o aumento no tamanho da molécula de LPG e as modifica¢des nas
cadeias laterais de agucares culminam com o desprendimento das promastigotas do epitélio e
a migracdo para a regidio anterior do tubo digestivo. E importante destacar que a elongagio do
LPG nas formas metaciclicas também resulta em um espessamento do glicocéalix (Pimenta et
al., 1989) que parece proteger o parasito da agdo do sistema complemento no hospedeiro
vertebrado (Sacks, 1989; Sacks e al., 1995). A figura 4 exemplifica alguns tipos de alteragdes
sofridas pelo LPG durante a metaciclogénese.

A expressdo de LPG néo ¢ regulada somente entre as formas promastigotas durante a
metaciclogénese, mas também durante a transi¢do da forma promastigota para amastigota. O
numero de copias de LPG expressos por amastigotas intracelulares ¢ substancialmente menor
do que promastigotas (Moody & Handman, 1993; Turco, 2003) e, em L. (L.) major, o LPG de
formas amastigotas é bioquimica e antigenicamente distinto do LPG de promastigotas
(Moody & Handman, 1993). Até o momento, nenhuma fung¢éo tem sido atribuida ao LPG das
formas amastigotas (Turco, 2003). Por outro lado, alguns genes também sdo diferencialmente
expressos pelas formas amastigotas, como por exemplo, a proteina A2, (Charest &
Matlashewski, 1994), um importante fator de viruléncia requerido para a sobrevivéncia no
hospedeiro mamifero (Zhang & Matlashewski, 1997) e a proteina imunogénica amastin (Wu

et al.,2000).
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Figura 4: Comparacdo entre os diferentes tipos de LPG j& descritos durante a

metaciclogénese (modificado de Sacks & Kamhawi, 2001).
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Estudos da interacdo Leishmania-vetor sdo importantes para o entendimento dos
processos envolvidos no desenvolvimento e transmissdo do parasito. Os dados da literatura
referem-se principalmente as espécies de Leishmania do Velho Mundo. Considerando as
espécies do Novo Mundo, existem poucos dados na literatura, que incluem o desenvolvimento
de L. (L.) chagasi e L. (L.) mexicana em L. (L.) longipalpis (Lainson & Shaw, 1988; Walters
et al., 1989a; Rogers et al., 2002; Gossage et al., 2003; Rogers & Bates, 2007), Leishmania
(V.) panamensis em Lutzomyia (Lutzomyia) gomezi (Walters et al., 1989b) e L. (L.)
amazonensis e L. (V.) braziliensis em Lutzomyia migonei(grupo migonei) e Lutzomyia
(Nyssomyia) intermedia (Nieves e Pimenta 2000; 2002; Miranda ef al., 2008). Mais detalhes
sobre o desenvolvimento in vivo de L. (L.) chagasi em seu vetor natural, L. (L.) longipalpis,
ainda so necessarios. Além disso, embora ja tenha sido demonstrado que o LPG purificado
de L. (L.) chagasi se liga ao intestino de L. (L.) longipalpis (Soares et al., 2002), o papel dessa
molécula no estabelecimento do parasito no seu vetor ainda néo foi elucidado.

Neste trabalho nos investigamos em detalhes o desenvolvimento de L. (L.) chagasi em
L. (L.) longipalpis. Além disso, o LPG da cepa utilizada foi caracterizado e o papel dessa
molécula na sobrevivéncia de L. (L.) chagasi em L. (L.) longipalpis foi analisado utilizando-
se parasitos mutantes para a biossintese de LPG.

A consideragdo do papel do LPG de parasitos do Novo Mundo no estabelecimento da
infeccdo no vetor pode fornecer informagdes relevantes sobre as leishmanioses, as quais,
futuramente, poderdo auxiliar no desenvolvimento de métodos alternativos para o bloqueio da
transmissdo vetorial desta enfermidade. Além disso, na presenca de uma variedade limitada
de drogas e de nenhuma vacina efetiva contra a doenga, detalhes de todos os aspectos da
biologia desse parasito sdo desejaveis para a formula¢do de novas estratégias de controle

contra o protozoario e o vetor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Estudar a interagdo de L. (L.) longipalpis com L. (L.) chagasi durante o processo de

infecgdo experimental utilizando parasitos selvagens e mutantes deficientes no gene LPG1.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar amastigotas de L. (L.) chagasi obtidas por transformacao in vitro;

Comparar o indice de infecgdo dos flebotomineos, densidade e morfotipos encontrados
durante o desenvolvimento do parasito no trato digestivo do vetor apos infecgdo experimental
com formas amastigotas transformadas in vitro e formas promastigotas;

Caracterizar o LPG de L. (L.) chagasi selvagem e mutante no gene LPGI;

Comparar o indice de infec¢@o dos flebotomineos e densidade dos parasitos selvagens e
mutantes no gene LPGI ao longo do seu desenvolvimento no trato digestivo do vetor apos
infecgdo experimental com formas promastigotas;

Avaliar a acdo de lisado de intestino de L. (L.) longipalpis sobre promastigotas de L. (L.)
chagasi do tipo selvagem e mutante no gene LPGI;

Descrever os aspectos morfologicos da interagdo de L. (L.) chagasi com L. (L.)
longipalpis por microscopia Optica, microscopia eletronica de varredura e microscopia

eletronica de transmissao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Captura e acondicionamento de flebotomineos

Os flebotomineos L. (L.) longipalpis utilizados neste projeto foram provenientes de
coletas semanais na Gruta Lapinha, localizada nas imediagdes da cidade de Lagoa Santa, a 60
km de Belo Horizonte (longitude 43°57°W; latitude 19°03°S), estado de Minas Gerais, Brasil.
Os insetos foram capturados com armadilha luminosa tipo CDC (Center for Disease Control
light trap) (Sudia & Chamberlain, 1962). Estas armadilhas foram colocadas no inicio da tarde
(por volta das 14 horas) e retiradas no inicio da manha do dia seguinte (por volta das 9 horas).
Um espécime de Gallus gallus domesticus colocado no interior da gruta serviu como fonte de

atragdo para os flebotomineos (Figura 5).
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Figura 5: Local de coleta de L. (L.) longipalpis - Gruta da Lapinha, Lagoa Santa/MG. (A)
Vista geral da entrada da gruta (seta). (B) e (C) detalhe do local de coleta onde foram

colocadas as armadilhas.
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As gaiolas contendo os flebotomineos capturados foram envolvidas por um saco
plastico preto contendo um chumago de algoddo embebido em agua para manutencdo da
umidade relativa em torno de 80%. As gaiolas foram entdo acondicionadas em caixas de
isopor, nas quais também havia chumacos umidos de algoddo, para o transporte para o
Laboratério de Entomologia Médica do Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ), Belo
Horizonte, Minas Gerais.

No laboratério, as gaiolas foram observadas e selecionadas quanto ao nimero de
flebotomineos. Quando necessério, os flebotomineos foram transferidos para gaiolas limpas.
As gaiolas utilizadas foram construidas em tecido do tipo “voil”, em formato quadrado e
suspensas em suas extremidades por al¢as presas as hastes metalicas. Os insetos foram
mantidos em condi¢des como as descritas por Nieves e Pimenta (2000). Os experimentos
foram realizados num periodo de 24 a 30 horas apos a captura.

Em alguns experimentos foram utilizados espécimes de P. (P.) duboscqi provenientes
do Laboratério de Doengas Parasitarias do Instituto Nacional de Alergias e Doengas

Infecciosas (NIH - National Institute of Health), Bethesda, USA.
3.2 Parasitos

3.2.1 Manutencio da cepa selvagem

A cepa de L. (L.) chagasi utilizada foi a MHOM/BR/1970/BH46 isolada de adulto com
leishmaniose visceral da cidade de Conselheiro Pena, Minas Gerais, Brasil. Os parasitos
foram obtidos e mantidos por passagens em hamster (Mesocricetus auratus). Os parasitos
foram cultivados em Meio M199 (Sigma), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) (Cultilab), penicilina (100 U/ml), streptomicina (50 ml), glutamina (12,5 mM),
Hepes (40 mM), adenina (0,1 mM) e 2,5 ml hemina (Sigma) (Soares et al., 2002). Os
parasitos foram mantidos em garrafas para cultivo de células (produzidas em poliestireno,
area de crescimento de 25 cmz, 50 ml, estéreis, com tampa de rosca e gargalo inclinado) em
estufa BOD (FANEM, modelo 347CD) a 26 °C. Para realiza¢do dos experimentos descritos a
seguir foram utilizados parasitos com até 10 passagens em cultura.

Neste trabalho, a cepa selvagem de L. (L.) chagasi BH46 sera referida como L. (L.)
chagasi WT (do inglés wild type, tipo selvagem).

Para se conhecer o perfil de crescimento da cepa selvagem, os parasitos foram

semeados a partir de uma cultura de células em fase estacionaria, em triplicata, em garrafas
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para cultivo de células na concentracdo inicial de lxlOS%larasitos/mL. Diariamente, duas

contagens foram feitas para cada garrafa.

3.2.2 Geracdao de amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi WT e validacio da

transformacao in vitro

3.2.2.1 Geracao das amastigotas axénicas

A obtengdo de formas amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi WT foi possivel
utilizando-se o protocolo de Araujo ef al. (comunicacdo pessoal) com algumas modificagdes.

A cultura de amastigotas axénicas foi iniciada de uma cultura em fase estaciondria de
promastigotas (que possui um maior numero de formas infectantes metaciclicas). Os parasitos
foram centrifugados a 3000 rpm/4°C por 10 minutos e ressuspendidos em Meio M199,
acrescido com 20% de SFB, penicilina (100 U/ml), streptomicina (50 ml), glutamina (12,5
mM), Hepes (40 mM), adenina (0,1 mM) (Soares ef al., 2002) e 25 ml de hemina (Sigma)
de modo que a concentragio final da cultura fosse de 5x10° parasitos/mL. O cultivo foi feito

em estufa a 37 °C e 5% de CO, (ULTRASAFE, modelo HF212 UV).

3.2.2.2 Cinética do crescimento das amastigotas axénicas

Para se conhecer a cinética da transformacéo in vitro L. (L.) chagasi WT, a partir do
protocolo de transformagdo utilizado, foi realizada uma curva de crescimento. A
transformagdo in vitro foi realizada em garrafas para cultivo de células e em triplicata.
Aliquotas das culturas resultantes foram retiradas em intervalos regulares de 24 horas durante
o periodo de crescimento in vitro. Tais amostras foram cuidadosamente homogeneizadas para
que os agregados de células fossem desfeitos. Pequenas aliquotas foram diluidas no corante

vital Azul Trypan (1%) e contadas em camara de Neubauer.

3.2.2.3 Anailise morfolégica das amastigotas axénicas
Durante o processo de transformacao in vitro, a morfologia dos parasitos foi examinada
em preparagdes de coloragdo com Pandtico rdpido (Laborclin) observadas em microscopia
optica (MO). A analise da viabilidade das células transformadas foi realizada utilizando-se o
corante vital Azul Trypan (1%).
Amastigotas ax€nicas provenientes de diferentes tempos apds a incubagdo a 37 °C
foram processadas para microscopia eletronica de varredura (MEV). Os parasitos foram

fixados por 24 horas em solugo de glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,1 M,
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pH 7.2, lavados em PBS e aderidos durante a noite em laminula pré-tratada com poly-L-lisina
1%. O excesso de parasitos foi retirado e as laminulas foram pds-fixadas em tetroxido de
6smio 1% e ferricianeto de potéssio 0,8% (Pimenta & De Souza, 1985) por 40 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos a pos-fixagdo, as laminulas foram lavadas em
PBS por trés vezes, e entdo desidratadas em concentrag¢des crescentes de acetona (30-100%).
Em seguida, as laminulas foram secas em ponto critico, montadas em suporte (stubs) e
submetidas a metalizacdo com cobertura de ouro (Pimenta & De Souza, 1986). As laminulas

foram observadas em MEV (Jeol® JSM-5600) e fotografadas.

3.2.2.4 Transformacio ciclica das amastigotas axénicas

A habilidade das formas amastigotas axénicas diferenciaram-se em promastigotas foi
investigada. Amastigotas axénicas geradas como descrito anteriormente no item 3.2.2.1 foram
colocadas em Meio 199 (1:1) suplementado com 10% SFB e incubadas a 26 °C. Aliquotas
desta cultura foram diluidas em Azul Trypan (1%) a cada 24 horas e contadas por cinco dias

consecutivos em camara de Neubauer.

3.2.2.5 Infeccio de macréfagos in vitro pelas amastigotas axénicas

A infecciosidade das formas amastigotas axénicas foi monitorada pela infec¢do de
macrofagos peritoneais MIEJ. Camundongos BALB/c receberam intraperitonealmente 2 ml
de tioglicolato 3% para estimulag¢do e migra¢do dos macrdfagos para a cavidade peritoneal.
Apds 72 horas os camundongos foram eutanasiados em cadmara de CO,, mergulhados em
alcool 70% para desinfec¢do e presos em isopor na posicdo decubito dorsal. Macrofagos
peritoneais foram removidos através de inoculagdo de Meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) sem SFB. A suspensao celular foi entdo centrifugada por 10 minutos a 1200
rpm (500 g) a 4[€] O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em DMEM com
10% de SFB de modo que a concentrago final ficasse 2x10° macroéfagos/ml. Os macrofagos
foram cultivados em laminulas dispostas em placa de 24 wells por 2 horas a 37 °C ¢ 5% CO,,
As células ndo aderidas foram removidas. Amastigotas axénicas centrifugadas a 3000 rpm/25
°C por 10 minutos, ressuspendidas em DMEM com 10% SFB e incubadas com as laminulas
contendo os macrofagos na proporg¢do de 10:1. Parasitos livres foram removidos por lavagem
em DMEM sem SFB depois de duas horas de incubag@o. Andlises da infecciosidade foram
realizadas apo6s 24, 48 e 72 horas. Apds cada periodo definido para a andlise trés laminulas
foram retiradas e lavadas duas vezes em PBS (Tampédo Fosfato Salina). As laminulas foram

coradas pelo método Pandtico rapido (Laborclin), secas em temperatura ambiente ¢ montadas
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em Entellan (Merck). A porcentagem de macréfagos infectados foi determinada por contagem

em microscopio optico. Em cada laminula foram contados no minimo 100 macréfagos.

3.2.2.6 Eletroforese em poliacrilamina (SDS-PAGE) de proteinas totais de
promastigotas e amastigotas axénicas

Para a extragdo de proteinas, culturas de promastigotas e amastigotas axénicas foram
centrifugadas a 3000 rpm/4 °C por 10 minutos, lavadas em PBS duas vezes e lisadas em 20
mM Hepes, 0,5 % (v/v) Triton-100, 100 mL de aprotinina, pH 8.0, por 30 minutos em gelo
(Debrabant et al, 2004 com adaptagdes). Equivalentes quantidades de proteinas obtidas de
cerca de 107 células foram solubilizadas em tampdo de amostra e aplicadas em um gel de

poliacrilamida 10% (Tabela 1).
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Tabela 1: Solucdes para géis de resolugéo e de concentragdo de poliacrilamida 10% e 12%.

gel de resolucio (mL) gel de concentracio (mL)

10% 12%

30% acrilamida / 0,8% bisacrilamida 5,0 3,0 30% acrilamida / 0,8% bisacrilamida 0,65
4x Tris HCI pH 8,8 (1,5 M) 3,75 1,80  4x Tris HCI pH 6,8 (0,5 M) 1,25
H,O destilada e deionizada 6,25 2,60 H,O destilada e deionizada 3,05
10% de persulfato de aménio (APS) 0,05 0,05 10% de persulfato de amonio (APS) 0,05
TEMED (N,N,N,N-Tetrametil- 0,01 0,005 TEMED (N,N,N,N-Tetrametil- 0,005

etilenodiamina) etilenodiamina)
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O material foi submetido a eletroforese em tampao 1x (15 g de glicina, 3,025 g Tris-
base, pH 8.3, 1 g SDS em agua milli-Q gsp 1000 mL) e submetido a uma corrente elétrica
constante de 100 V por aproximadamente 1 hora.

Apbs o término da corrida o gel foi corado em solug¢do Commassie Blue 1% por cerca
de 20 minutos sob agitacdo. O gel foi entdo descorado (acido acético 5%, metanol 10% em

H,0) sob agitagdo durante a noite e lavado em agua destilada.

3.2.2.7 Analise por RT PCR da expressiao da proteina A2

Para andlise da expressdo da proteina A2, que ¢ somente expressa na formas
amastigotas (Charest & Matlashewski, 1994), o RNA total de amastigotas axénicas L. (L.)
chagasi WT foi extraido utilizando-se Trizol(InVitrogen, instrugdes do fabricante) 24, 48,
72 e 96 apos incubagdo a 37E] O RNA foi tratado com DNase (Invitrogen) e o cDNA foi
gerado de 2 Ligl do RNA total usando primer oligo dT (15) (Promega) e transcriptase reversa
M-MLV (Promega). Os cDNAs foram amplificados com primers gene-especifico: A2
(numero de acesso GenBank69693), 5'"GACCGAGCACAATGAAGATC3’ (forward),
S"GTCACCATGCCTCATGGCAT3" (reverse); [Edubulina (numero de acesso GenBank[E]
DQ129864.1), 5'CGTGTGCATGATTGCCAACT3’ (forward),
5’"GAATTGTCCGCTTCGTCTTGAT3" (reverse). O mix para PCR foi composto de Taq
Platinum DNA polymerase (1 U) (Invitrogen), 200 mM de cada dANTP (Invitrogen), 1.5 mM
MgCl,, 50 mM KCI, 10 mMTris-HCI, pH8.5; 10 pmol de cada primer especifico em 25 [ de
reacdo. As condigdes para PCR foram as seguintes: um ciclo inicial de 94 [ por 5 minutos;
35 ciclos de 94[&] por 45 segundos, 60 [T para o primer A2 e 62 [€ para o primer alfa
tubulina por 45 segundos, 72 @por 45 segundos e um ciclo final de 72 [ por 5 minutos. Os
produtos amplificados foram separados gel de agarose 1,5% no tamp@o de eletroforese TBE

(Tris 90mM, éacido borico 90 mM, EDTA 50 mM, pH 8,0) na presenca de brometo de etidio.
3.2.3 Geracao de L. (L.) chagasi deficiente na expressiao de LPG1

Duas construgdes génicas do LPG1 foram usadas para gerar um homozigoto mutante de
L. (L.) chagasi (LPG1KO). Para a primeira constru¢do, o gene LPG/ foi amplificado do
DNA genomico de L. (L.) chagasi pela técnica de PCR usando o primer AD-358 (forward)
(5’-gtacaagcttccat ATGGCGCCGCCTCGCTG-37) e AD-359 (reverse) (5°-
getactegagTTAGCTGGGGTCAACAG-3’). Esse fragmento foi digerido com HindIll e Xhol
e ligado ao vetor pBluescript II SK previamente digerido com as mesmas enzimas, gerando a
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constru¢do pBS-LPG1. O gene de resisténcia a Neomicina foi cortado com Notl e EcoRV do
plasmideo pLeishNeo e inserido no sitio Mscl do pBS-LPG1, dentro do gene LPGI. Para a
segunda construgdo, os primeiros 437 nucleotideos do gene LPGI foram amplificados por
RT-PCR do mRNA de L. (L.) chagasi usando os primers AD-53 (forward) (5°-
cgggatccatATGGCGCCGCCTCGCTG-37) e AD-357 (reverse) (5°-
ggaattc TCGGGGTGGTGAATG-3). Esse fragmento foi digerido com EcoRI e BamHI e
ligado ao vetor pBluescript II SK previamente digerido com as mesmas enzimas. Um
fragmento de 467 pares de base entre os nucleotideos 781 e 1247 da ORF de LPGI foi
amplificado por PCR do DNA gendmico de L. (L.) chagasi usando os primers AD-355
(forward) (5’-gcaagcttGGCATCTATTACACAGACCACAAGG-3") e AD-356 (reverse) (5°-
caggtcgacTGGCAGCGAATGTTTTCACC-3"). Esse fragmento foi digerido com Hindlll e
Sall e ligado no mesmo vetor nos sitios de restri¢do Hindlll e Sall, anteriormente a primeira
sequéncia de LPG1. O gene de resisténcia a higromicina B do vetor pX63-HYG foi cortado
com Sall e BamHI e inserido entre as duas sequéncias do LPGI, no sitio de restricdo EcoRV.
A primeira constru¢do contendo neomicina foi cortada com Hindlll-Kpnl e transfectada em
promastigotas de L. (L.) chagasi WT. Promastigotas resistentes a G418 foram clonados por
diluigdo seriada e a heterozigose do locus LPG1 foi confirmada pela técnica de Southern blot.
A segunda construgdo contendo higromicina B foi cortada com Xbal-Kpnl e transfectada nas
promastigotas heterozigotas de L. (L.) chagasi (Ipgl'”) resistentes a G418. As promastigotas
resultantes, resistente a G418 e higromicina B (L. (L.) chagasi LPG1KO), sdo homozigotas
para o gene LPGl1, resultado confirmado por Southern blot e rea¢do negativa com CA7AE.

Parasitos LPG1KO tém deficiéncia na adi¢do de uma galactofuranose na regifo glicana
do “core” (Huang & Turco, 1993; Ryan et al., 1993; Spath et al., 2000). Esses mutantes
secretam, da mesma forma que a cepa parental, repetidas moléculas contendo Gallf]l4Manl[E1-
PO4, mas perdem a habilidade para montar a parte central (“core™) funcional do LPG,
impedindo a sintese dessa molécula.

Os mutantes foram gerados pelo grupo do Dr. Albert Descoteaux, do "Institut Armand-
Frappier and Centre for Host-Parasite Interaction", Quebec, Canada, em projeto de

colaborag@o. Estes dados ainda ndo foram publicados.

3.2.3.1 Manutenc¢ao da cepa mutante L. (L.) chagasi LPG1KO
Os parasitos foram cultivados em Meio M199 (Sigma) suplementado conforme descrito
para os parasitos selvagens no item 3.2.1 e acrescido de 5 [ig/mL de geneticina (G418, Gibco)

e 50 mL higromicina (Sigma). Os parasitos foram mantidos em garrafas para cultivo de

70



Materiais e Métodos

células (em poliestireno, area de crescimento de 25 cm?, 50 ml, estéril, com tampa de rosca e
gargalo inclinado) em estufa BOD (FANEM, modelo 347CD) a 26 °C no Laboratério de
Entomologia Médica. Para realizagdo dos experimentos descritos a seguir foram utilizados
parasitos com até 10 passagens em cultura.

Neste trabalho, a cepa de L. (L.) chagasi BH46 mutante em LPG1 sera referida como L.
(L.) chagasi LPG1KO (do inglés knock out, mutante).

3.2.3.2 Morfologia de L. (L.) chagasi WT e LPG1KO
Para andlise da morfologia da linhagem selvagem e mutante, parasitos coletados de
cultura em fase log foram examinados em prepara¢des de coloracdo com Panodtico rapido e

processados para MEV como descrito no item 3.2.2.3.

3.3 Caracterizacao do LPG de L. (L.) chagasi WT e LPG1KO

3.3.1 Caracterizacio do LPG de L. (L.) chagasi WT

3.3.1.1 Extracio de LPG de L. (L.) chagasi WT

A cultura de L. (L.) chagasi WT em fase estaciondria foi centrifugada por 10 minutos a
3500 rpm e o pellet foi lavado uma vez em PBS. Ao pellet foi adicionado 2,5 mL de
CHCI3/MeOH (3:2) e 0,5 mL MgCl, 4 mM para a delipidagdo. O material foi sonicado (50
hz) e centrifugado a 3000 rpm por 7 minutos. As fases superior ¢ inferior foram descartadas e
repetiu-se o procedimento com a fase intermediaria.

Para remocdo das proteinas foi adicionado a fase solida 2.5 mL de MgCl, 4 mM,
seguido de sonicacdo e centrifugacdo a 3000 rpm por 7 minutos. Este procedimento foi
repetido uma vez. O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento foram adicionados 3 mL de
CHCl3/MeOH/H,0 (10:10:3) e 0,5 mL de CHCI3/MeOH (1:1) e o material foi sonicado e
centrifugado por 7 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante contendo GIPLs foi armazenado.

Ao pellet foram adicionados 2,5 mlL de solvente E (4gua/etanol/etil
éter/piridina/NH4OH; 15:15:5:1:0,017), que foi sonicado e centrifugado a 3000 rpm por 7
minutos. O procedimento foi repetido mais trés vezes e o sobrenadante contendo o LPG foi

retirado e armazenado (Orlandi & Turco, 1987).

3.3.1.2 Purifica¢ao do LPG de L. (L.) chagasi WT
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O LPG obtido na extrac¢do foi evaporado com N; e dissolvido em 1 mL de solugdo de
acido acético 0,1N/0,1M NaCl. Em uma coluna Bio-Rad (#731-1550) foi adicionada uma
suspensdo contendo Octil-Sepharose. Apds o empacotamento o volume final da resina ficou
proximo a 1 mL. Antes da aplicacdo da amostra a coluna foi lavada com 6 volumes de 4cido
acético 0,1N/0,1M NaCl. Apds a penetragdo do ultimo ml da solugdo de acido acético/NaCl, a
amostra de LPG foi aplicada e em seguida o material foi lavado com 1 mL acido acético 0,1N,
seguido de 1 mL de 4gua destilada e eluido com 6 mL de solvente E. Depois de passar pela
coluna, o material foi novamente evaporado com N, diluido em 4dgua milli-Q e armazenado a

4°C (Orlandi & Turco, 1987).

3.3.1.3 Western blot do LPG de L. (L.) chagasi WT

Para confirmar a purificac¢do, 10 do LPG foram aplicados em gel de poliacrilamida
12 % (Tabela 1). O material foi submetido a Eletroforese em Tampdo 1 x (15 g de glicina,
3,025¢g Tris-base, pH 8.3, 1 g SDS em dgua milli-Q gsp 1000 mL) e submetido a uma corrente
elétrica constante de 100 V por aproximadamente 1 hora.

A amostra foi transferida para uma membrana de nitrocelulose (0,45 ) com uma
corrente constante de 42 mA por 1 h. A membrana foi entdo bloqueada por uma hora com a
solugdo de caseina 5%, lavada 3 vezes com PBS-Tween (0,05%) e posteriormente incubada
com o anticorpo primario CA7AE (1:1000) durante o uma hora. O anticorpo CA7AE
reconhece as unidades repetitivas (Gal@4Man-PO4) presentes em todos LPGs (Handman
et al., 1984). Em seguida, a membrana foi novamente lavada trés vezes com PBS-Tween
(0,05%) e incubada por 1 hora com o anticorpo secundario Anti-IgG de camundongo
conjugado com peroxidase (1:10000). Ap6és uma nova etapa de lavagem a membrana foi

revelada com Luminol (Soares et al., 2002).

3.3.1.4 Preparacio das unidades repetitivas e particio butanol:agua

Para a despolimerizacdo do LPG foi utilizada a hidrélise acida branda. Ao LPG
purificado (150 ) foi adicionado igual volume de HCI 0,04 N (150 E). A amostra foi
fervida por 5 minutos e, em seguida, foram adicionados 600 (4] de uma solugdo saturada
butanol e 4gua. A mistura foi agitada por um minuto em vortex e centrifugada a 14.000 rpm
por 8 minutos. As fra¢des soluveis em agua (unidades repetitivas e “caps”) foram separadas
por particdo butanol:dgua. A fase butandlica superior foi desprezada e a fase aquosa inferior
contendo as unidades repetitivas foi evaporada em Speed-vac (Figura 6) (Mahoney et al.,

1999).
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Adaptado de Mahoney et al. (1999)

Figura 6: Esquema de fracionamento do LPG. A hidrolise 4cida branda (HCI1 0,02 N, 5 min,
100 °C) fragmenta o LPG e libera os glicanos neutros, fosforilados e a por¢do central-ancora
lipidica. Essas ultimas sdo separadas dos demais componentes apds particdo butanol:agua
(2:1). As unidades repetitivas fosforiladas foram tratadas com fosfatase alcalina. Os perfis
foram posteriormente visualizados através de gel de carboidratos e eletroforese capilar. As
unidades repetitivas foram submetidas a hidrélise acida forte (acido trifluoroacético a 2 N,
100 3 horas) para fragmentagdo em monossacarideos, que foram analisados pela

cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e gel de monossacarideos.
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3.3.1.5 Tratamentos enzimaiticos e cromatografia de troca ionica

As unidades repetitivas purificadas foram tratadas com fosfatase alcalina (1 U em 150
de tampao Tris 15 mM pH 9.0) por incubagéo a 37 °C durante a noite para a retirada dos
grupos fosfato. Para a retirada dos sais, as unidades repetitivas desfosforiladas foram
aplicadas em uma coluna contendo as resinas DOWEX 50WX8-200 e AG1-X8 (acetato) e

eluidas com dgua. O material foi evaporado em Speed vac (Soares et al., 2002).

3.3.1.6 Eletroforese de Carboidratos (FACE)

As unidades repetitivas e o padrio de oligossacarideos (G1-G7) foram marcados com
1[Ed de solugdo de ANTS (8-aminoftaleno-1,3,6-trisulfato 0,05 M em 15% de acido acético)
e 1 [E] de solugdo de cianoborohidreto de sédio 0,05 M em tetrahidrofurano (THF). As
amostras foram homogeneizadas e incubadas durante a noite a 37 °C ou por 3 horas a 45 °C.

O gel de resolucdo e o gel de concentragdo foram feitos de acordo com a Tabela 2 (Soares et

al., 2004).
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Tabela 2: Solugdes para géis de resolugdo e de concentracdo para Eletroforese de

Carboidratos.

gel de resoluciio (mL) gel de concentracio (mL)
Solugdo de gel de resolugdo (38% 6,0 Solugdo de gel de concentragdo (1,92m 2,0
acrilamida, 2% N,N’ metilenebisacrilamida) glicina, 0,25m Tris-base, pH 8,3)
Tampao de resolugéo 8 x 1,0 Tampao de concentragdo 8 x 0,5
(1,5 M Tris-HCI, pH 8.9), (1 M Tris-HCI, pH 6.8)
H,O destilada 1,0 H,O destilada 1,5
10% de persulfato de amonio (APS) 0,03 10% de persulfato de amonio (APS) 0,02
TEMED[:] (N,N,N,N-Tetrametil- 0,01 TEMED (N,N,N,N-Tetrametil- 0,005
etilenodiamina) etilenodiamina)
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Apds a incubacgio, 2 de Tampiao de amostra 2 x (0,01% thorin em 20% glicerol)
foram adicionados as amostras. O material foi submetido a Eletroforese de Carboidratos. O
gel foi corrido em Tampao 1 x (0,192 M de glicina; 0,025 M Tris-base, pH 8.3) e submetido a
uma corrente elétrica constante de 20 mA para cada gel por aproximadamente 1 hora, sob

gelo. O gel foi visualizado sob luz UV em transluminador e fotografado.

3.3.1.7 Eletroforese Capilar

Unidades repetitivas desfosforiladas foram marcadas com APTS (8 aminopirene-1,3,6-
acido trisulfonico) 0,02 M em 15% de acido acético e cianoborohidreto de s6dio 1 M em THF.
Apbs a incubagdo a 55 °C por 90 minutos, a injecdo da amostra no capilar foi realizada a 5 psi
por 10 segundos seguida da eletroforese a 25 kV por 20 minutos. Unidades repetitivas de L.

(L.) donovani (LD4) foram utilizadas como controle da reacdo (Soares ef al., 2004).

3.3.1.8 Gel de Monossacarideos

Os monossacarideos foram obtidos ap6s hidrdlise acida forte do LPG inteiro (acido
trifluoroacético a 2 N, 100 3 horas). Para a retirada dos sais, os monossacarideos foram
aplicados em uma coluna contendo as resinas DOWEX 50WX8-200 e AG1-X8 (acetato) e
eluidos com dgua. O material foi evaporado em Speed vac (Soares et al., 2002). Em seguida,
os monossacarideos foram marcados com 1 [il] de AMAC (solugdo 0,1 M de 2-aminoacridone
em DMSO contendo 5% de acido acético) e 1 de cianoborohidreto de sédio 1 M em THF.
As amostras foram incubadas por 18 horas a 37 °C ou 3 horas a 40 °C. O gel de resolugéo e o
gel de concentracdo foram preparados de acordo com a Tabela 3. O gel foi corrido em
Tampao 1 x (0,1 M de glicina; 0,12 M Tris-base, 0,1 M acido bérico, pH 8.3) e submetido a
uma corrente elétrica constante de 20[mlA por aproximadamente 1 hora. O gel foi visualizado
sob luz UV em transluminador e fotografado. Foi utilizado o padréo de agticares D-glicose, D-

galactose e D-manose (Sigma).
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Tabela 3: Solugdes para géis de resolugdo e de concentracdo para Eletroforese de

Monossacarideos.

gel de resolugdo (mL) gel de concentracio (mL)
Solugﬁo@@l@@oluqﬁo 4,0 Solugﬁo@l@ncentragﬁo 2,0
@.‘O%ilamida,@)@N’metilenebisacrila @O%@rilamida,@B%@N’metilenebisacrila
mida) mida)
Tampao de resolucdo 4 x 2,0 Tampao de concentragio 4 x 1,0
(0,75 M Tris-HCI, 0.5 acido bérico, pH 7.0) (0,50 Tris-HCL, 0.5 4cido bérico, pH 6.8)
H,0 destilada 2,0 H,O destilada 1,0
10% de persulfato de amonio (APS) 0,03 10% de persulfato de amonio (APS) 0,015
TEMED[Z] (N,N,N,N-Tetrametil- 0,01 TEMED[E] (N.N,N,N-Tetrametil- 0,01
etilenodiamina) etilenodiamina)
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3.3.1.9 Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

Monossacarideos foram separados usando a coluna CarboPac PA10 (4 x 250 mm) no
aparelho DX-500 da Dionex Corp com detecgdo eletroquimica ED40. Monossacarideos foram
eluidos com NaOH (18 mM) na velocidade de 1 mL/minuto a pressdo de 2000 psi. Padrdes
de D-glicose, D-galactose e D-manose (100 mL) (Sigma) foram utilizados como controle.

O Gel de Monossacarideos, a Eletroforese Capilar e a HPLC foram realizadas no
Laboratério de Glicobiologia de Leishmania da Universidade do Kentucky/USA pelo Dr.
Rodrigo Soares e pelo doutorando Rafael Ramiro de Assis em colaboragdo com o Dr.

Salvatore Joseph Turco.
3.3.2 Caracterizacio do LPG de L. (L.) chagasi LPG1KO

Para a observacdo da presenga ou auséncia das unidades repetitivas de L. (L.) chagasi
LPGIKO, atraqﬁoriﬁcagﬁo@ LPG foram realizadas de acordo com a metodologia
descrita anteriormente nos itens 3.3.1.1 e 3.3.1.2. A preparacdo das unidades repetitivas e
particdo butanol:dgua foi realizada como o descrito no item 3.3.1.4. As amostras foram
marcadas com fluorocromo e a Eletroforese de Carboidratos foi processada como descrito no
item 3.3.1.6.

Para analise da regido da porg¢do central (cerne), o LPG purificado foi dissolvido em 300
de NaNO; (0,5 M) e 300 de HNO; (0,5 M) (pH 4.0) por 16 horas a 37 °C para
desaminacdo pelo acido nitroso. Em seguida, foi adicionado 600[E] de 4cido acético/NaCl a
amostra e a por¢do lipidica foi removida em coluna de fenil sepharose (Sigma). A amostra foi
desalinizada em coluna G25 (SEPHADEX) e o material foi evaporado em Speed vac. As
amostras contendo as unidades repetitivas e a por¢ao central foram marcadas e submetidas a

Eletroforese de Carboidratos (como descrito no item 3.4.1.6).
3.4 Infecciio experimental dos flebotomineos em alimentador artificial
3.4.1 Preparo do sangue contendo parasitos

O sangue foi coletado no plexo venoso retroorbital de camundongos anestesiados
(Tiopental Sodico via intramuscular) com o auxilio de pipeta de Pasteur de ponta fina
heparinizada e centrifugado a 2500 rpm por 8 minutos. O plasma foi isolado e colocado em

banho-maria a 57 °C por uma hora para inativagdo do sistema complemento. As hemaceas
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foram lavadas duas vezes em Meio M199 sem SFB, centrifugadas por 8 minutos a 2500 rpm e
mantidas no gelo.

As culturas de L. (L.) chagasi WT, amastigotas axénicas e LPG1KO foram coletadas
em fase log, contadas em cadmara de Neubauer e centrifugadas por 10 minutos a 3500 rpm e 4
°C. Os pellets foram dissolvidos em Meio 199 sem SFB e novamente centrifugados por 10
minutos a 3500 rpm e 4 °C. Para a infeccdo experimental as promastigotas selvagens e
mutantes foram ressuspendidas na mistura contendo sangue e plasma inativado na
concentragdo de 4x10” parasitos/ml. Para as amastigotas axénicas esta concentragdo foi 8x10’
parasitos/ml. Em alguns experimentos, inibidor de tripsina (1 mg/mL) (soybean trypsin,

Sigma) foi adicionado ao sangue.
3.4.2 Separaciao dos flebotomineos

Recipientes plasticos de 50 mL com o fundo substituido por gesso foram utilizados para
producdo das gaiolas de alimentacdo. Um pedago de fil6 com um orificio no centro foi preso a
cada pote plastico através de ligas de elastico. Os insetos foram anestesiados em CO; para a
selecdo quanto ao nuimero e espécie. Fémeas provenientes do campo que ja estavam
alimentadas ou apresentavam ovos foram descartadas. Espécies diferentes de L. (L.)
longipalpis foram excluidas do experimento. Em cada experimento foram utilizados cerca de

cinco potes plasticos com cerca de 120-140 fémeas em cada.
3.4.3 Infec¢ao experimental

Pequenos recipientes de vidro transparente com capacidade de 300-500 Lel| semelhantes
a funis invertidos, foram conectados através de finas mangueiras (do tipo das usadas em
aquarios) e utilizados como “alimentadores artificiais” para realizagdo da infeccdo
experimental. Na base inferior de cada recipiente de vidro foi colocada pele fresca recém
dissecada da parte ventral de frango jovem (G. g. domesticus). Na parte superior do recipiente
foi introduzido o sangue de camundongo contendo a concentracdo desejada de parasitos. A
temperatura dos alimentadores foi mantida entre 38 e 40 °C pela circulacdo de dgua aquecida
nas mangueiras. A parte inferior dos alimentadores foi colocada no orificio do filo, permitindo
dessa forma que os flebotomineos fossem atraidos e se alimentassem com sucesso. O tempo
de repasto geralmente foi de 2-3 horas e iniciou-se por volta das 11 horas da manha (Figura

7).
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Vonessz Freitos

Figura 7: Esquema do processo de infeccdo experimental. (A) Vista geral dos recipientes
contendo flebotomineos conectados aos "alimentadores artificiais". (B) Detalhe do
alimentador revestido por pele de pintinho (G. g. domesticus) contendo sangue e

promastigotas de Leishmania.
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3.4.4 Manutencao dos flebotomineos infectados
Os flebotomineos infectados foram mantidos até o momento da dissec¢do em dieta de

solugdo sacarose 30%, colocada em pequenos chumagos de algoddo. As gaiolas foram limpas

diariamente e os flebotomineos mortos retirados. A cada dois dias os insetos foram

transferidos para gaiolas limpas.
3.4.5 Dissecciio e analise do processo de infeccio dos flebotomineos

As fémeas alimentadas foram anestesiadas em CO, e separadas das que ndo se

alimentaram por aspiragdo utilizando-se capturador manual (Figuras 8 ¢ 9).
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Figura 8: Espécimes de L. (L.) longipalpis anestesiados em CO, e gelo para triagem.

Figura 9: Detalhes da triagem de L. (L.) longipalpis. (A) fémea ndo ingurgitada e macho de
L. (L.) longipalpis (da esquerda para a direita); (B) fémea de L. (L.) longipalpis ingurgitada

com sanguc.

82



Materiais e Métodos

Em seguida, as fémeas foram anestesiadas no freezer (-4 °C) por 5 minutos e
transferidas para uma placa de Petri contendo PBS, pH 7.2, sobre gelo, de forma que os
insetos ficassem imobilizados. As fémeas foram colocadas em uma ladmina contendo uma gota
de PBS e com a ajuda de lupa e estiletes foram dissecadas. Primeiramente a cabega foi
decepada, as asas retiradas e, apoiando-se um estilete no térax e outro na regido abdominal, os
ultimos tergitos foram puxados com movimentos leves, trazendo o intestino para fora do
corpo do flebotomineo. Nos casos de duvida quanto a espécie da fémea analisada foi realizada
a identificacdo especifica através da analise da morfologia da espermateca (Young & Duncan,
1994). Cada intestino foi colocado em um tubo tipo Eppendorf contendo 30 [[t] de PBS. A
densidade e os morfotipos dos parasitos no intestino foram analisados diariamente. O numero
de promastigotas em cada intestino foi quantificado através de contagem em camara de
Neubauer. O indice de infeccdo foi representado pela porcentagem de insetos infectados
através do exame ao microscopio Optico dos intestinos dissecados. A morfotipagem
(nomenclatura de Lawyer et al., 1990) (Figura 2) foi realizada através da andlise de laminas
produzidas com 10[ilde macerado de intestino e coradas pelo método Pandtico rapido. Foram
contados pelo menos 300 por lamina. A analise dos intestinos infectados foi realizada do 2° ao
10-11° dia apos alimentagdo sanguinea infectante. Todas as fémeas analisadas 48 horas apds o
repasto ainda mantinham o bolo sanguineo. A partir do 3° dia s6 foram analisadas fémeas sem

a presenc¢a de sangue no intestino médio.

3.5 Anailise da susceptibilidade de promastigotas de L. (L.) chagasi WT e LPG1KO a

lisado de intestinos contendo sangue

Fémeas de flebotomineos foram alimentadas em alimentador artificial com sangue de
camundongo ndo infectado como descrito no item 3.4. Os intestinos foram dissecados 24
horas apds o repasto e estocados individualmente em tubos tipo Eppendorf a -20 °C. No
momento do uso os intestinos foram lisados 1 minuto em gelo seco € um minuto em banho 37
°C, alternadamente, por 10-15vezes. Dois microlitros de uma suspensio de parasitos contendo
2x10* promastigotas de L. (L.) chagasi WT ou LPG1KO, em fase log, foram adicionados a
cada intestinos lisado, que foi incubado por 12 horas a 26-27 °C. Em alguns experimentos,
inibidor de tripsina (1 mg/mL) (soybean trypsin, Sigma) foi adicionado aos parasitos. O
mesmo volume de suspensdo contendo L. (L.) chagasi WT ou LPG1KO foi incubado em

tubos tipo Eppendorf nas mesmas condi¢des descritas acima e utilizados como controle. A
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suspensdo de cada tubo foi diluida em 30 [i] de Meio M199 sem SFB e a densidade de

parasitos viaveis foi determinada em camara de Neubauer e comparada aos controles.
3.6 Morfologia intestinos infectados com L. (L.) chagasi WT e LPG1KO
3.6.1 Microscopia Optica (MO)

3.6.1.1 Processamento dos flebotomineos e inclusio em historesina

As fémeas infectadas em diferentes tempos tiveram as asas e patas retiradas e foram
fixadas inteiras em formaldeido 2,5% durante pelo menos 24 horas em geladeira. Foram
utilizadas fémeas alimentadas com sangue nio infectado como controle. Em alguns casos
somente o intestino foi fixado. As amostras foram lavadas 3 vezes em PBS e desidratadas em
solugdes crescentes de etanol (30-100%) durante 10 minutos em cada banho. Na solu¢do de
etanol 100% o banho foi repetido mais duas vezes. O material foi embebido em historesina
(Leica) e etanol 100% (1:1) por 5 minutos e depois em historesina pura por, no minimo, 24
horas, em geladeira. Ap6s embebicdo em resina, as amostras foram colocadas em moldes que
foram preenchidos com historesina contendo endurecedor. Os cortes semi-finos (2 [Enh) foram
obtidos em Micrétomo (Micron) e distendidos em 4gua em laminas de vidro. Depois de secas,

as laminas foram coradas conforme o protocolo a seguir.

3.6.1.2 Coloraciao com Azul de Toluidina

As laminas foram coradas com Azul de Toluidina 0,1% por aproximadamente 20
minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente, montadas em Enthelan
(Merck) e fotografadas em Microscopio Optico (LSM 510, Zeiss) para posterior analise

morfologica.
3.6.2 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Os intestinos infectados, proveniente de diferentes tempos, foram fixados por pelo
menos 24 horas em solugdo de glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH
7.2. Os intestinos foram lavados em PBS e pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% e
ferricianeto de potassio 0,8% (Pimenta & De Souza, 1985) por 2 horas em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Apos a pds-fixagdo, os intestinos foram lavados em PBS por trés

vezes, e entdo desidratados em concentragdes crescentes de acetona. Em seguida, os intestinos
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foram secos em ponto critico, montados em suportes (stubs) e submetidos & metalizacdo com
cobertura de ouro (Pimenta & De Souza, 1986). As amostras foram observadas e fotografadas

no microscopio Jeol® JSM-5600.

3.6.3 Microscopia eletronica de transmissio (MET)

Os intestinos dissecados foram fixados por 24 horas, em solugdo de glutaraldeido
2,5% em tampido cacodilato de sodio 0,1 M pH 7.2, lavados em PBS, pos-fixados em
tetroxido de 6smio 1% e ferricianeto de potassio 0,8% (Pimenta & De Souza, 1985) por duas
horas, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds a pds-fixagdo, os intestinos foram
lavados trés vezes em tampao PBS e desidratados em concentra¢des crescentes de acetona.
Em seguida, os intestinos foram infiltrados em acetona/Epon 1:1 e, posteriormente em Epon
puro, sendo entdo montados em moldes para MET e colocados na estufa a 57 °C durante 48
horas. Ap6s a polimerizacdo dos blocos, foram obtidos cortes ultrafinos em ultra-micrétomo,
que foram coletados em grades de microscopia eletronica. Os cortes foram contrastados por
30 minutos em acetato de uranila aquoso e por cinco minutos em citrato de chumbo e foram
lavadas em agua destilada (Pimenta & De Souza, 1986). O material foi observado e

fotografado em microscopio Jeol JEM-1011, camera Gatan Bioscan, modelo 792.
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4 RESULTADOS

4.1 Curva de crescimento de promastigotas de L. (L.) chagasi WT

Para se conhecer o perfil de crescimento da cepa selvagem e se obter um numero
maximo de parasitos viaveis para os experimentos foi realizada uma curva de crescimento
iniciada com 1x105arasitos/mL. Foi observado que a cepa BH46 WT foi capaz de alcancar a
fase estaciondria em cerca de 8-9 dias com uma densidade maxima de 4-5x10 parasitos/mL.
Por esta razdo, foi escolhido o 8° dia de crescimento da cultura para utilizagdo nos

experimentos subseqiientes (Figura 10).
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Figura 10: Curva de crescimento de L. (L.) chagasi WT em Meio M199 acrescido de 10% de

SFB a 26 °C. Grafico representativo de dois experimentos independentes.
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4.2 Geracio de amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi WT

4.2.1 Cinética do crescimento

Para validar a indugdo de amastigotas extracelulares, a cinética de transformagdo foi
utilizada. Assim como observado para as formas promastigotas, a curva de crescimento das
amastigotas ax€nicas apresentou uma fase log chegando a fase estaciondria em quatro dias
(Figura 11). A densidade da cultura foi determinada pela contagem em camara de Neubauer.
Apds 3 dias de incubag@o a maior parte dos parasitos tornou-se completamente imével com
nenhum flagelo extracelular visivel. Embora células individuais estivessem presentes na
cultura, muitas das amastigotas axénicas cresceram em grumos. O maior numero de formas
amastigotas foi encontrado no quarto dia apos a incubagdo e, por esta razdo, foram utilizados
parasitos provenientes desse dia para infec¢do experimental. Apos esse periodo, o nimero
total de células diminuiu, indicando mortalidade. Concomitantemente, o nimero de formas

promastigotas decresceu, indicando o sucesso na diferenciagdo em amastigotas (Figura 11).
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Figura 11: Curva de crescimento e transforma¢do de amastigotas axénicas a partir de
promastigotas de L. (L.) chagasi WT em Meio M199 acrescido de 20% SFB e hemina (25
mL) e incubacdo a 37 °C com 5% CO,. Grafico representativo de dois experimentos

independentes.
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4.2.2 Morfologia

Em adi¢fo a cinética de crescimento, a morfologia das amastigotas extracelularmente
induzidas foi avaliada. Em observagdes por ML e MEV, as amastigotas apresentaram-se
claramente distintas das promastigotas apos quatro dias de incubagdo (Figura 12 e 13).
Promastigotas sdo fusiformes, com um longo flagelo (Figura 12A e 13A) e cinetoplasto
localizado na por¢do anterior do corpo (figura 12A). Durante o periodo de incubagdo as
promastigotas sofreram significativas mudangas morfoldgicas, tais como reducdo de tamanho,
encurtamento do flagelo extracelular e arredondamento do corpo celular (Figura 12B-D e
13B-D). Tais mudangas ndo foram sincronicas no inicio do periodo de incuba¢do. Foram
observadas algumas formas promastigotas arredondadas, outras longas e modveis e formas
intermedidrias, que apresentaram uma morfologia tipica de promastigota, com o corpo eliptico
alongado e algumas vezes com um pequeno flagelo atipico (Figura 13B e C). Amastigotas
axénicas apresentaram-se ovdides e com auséncia de flagelo externo apos 96 horas de

incubagdo (Figura 12B-D e 13D).

90



Resultados

@ “*\c ‘n
© »
AN ® -

10pm

Figura 12: Morfologia de promastigotas e amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi WT
coradas pelo método Pandtico Rapido e observadas em microscopio optico. (A) Cultura de
promastigotas a 26 °C: parasitos fusiformes, com um longo flagelo e um pequeno cinetoplasto
localizado na porg¢do anterior do corpo; (B)-(D) cultura de amastigotas axénicas a 37 °C apds
96 horas de incubagdo: parasitos ovdides e com auséncia de flagelo externo. c=cinetoplasto;

n=nucleo.
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Figura 13: Morfologia de promastigotas e amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi WT
observada em Microscopio Eletronico de Varredura. (A) cultura de promastigotas a 26 °C:
parasitos fusiformes, com um longo flagelo; (B) formas intermediarias presentes em cultura
de amastigotas axénicas a 37 °C, 48 horas apds incubagdo; (C) parasitos ovodides, com
reducdo do corpo celular e auséncia de flagelo externo em cultura de amastigotas axénicas a

37 °C, 96 horas apos incubagdo. c=corpo celular; f=flagelo.
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4.2.3 Transformacio ciclica

A reversdo de amastigotas axénicas em promastigotas foi também avaliada em cultura.
Apés um dia de incubacdo, flagelos extracelulares comecaram a emergir e formas
intermediarias foram observadas em pequena parte da populacdo. Em 6 dias promastigotas
alongadas totalizavam 87,4% da populac¢do da cultura. Nesse periodo, formas promastigotas

em divisdo também foram observadas, indicando o inicio da fase multiplicativa dessa cultura
(Figura 14).
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Figura 14: [Edirva de reversdo das formas amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi WT em

formas promastigotas, ap6s adi¢do de Meio M199 (10% SFB) [Elfakubagio a 26°C.
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4.2.4 Infec¢cao de macrofagos in vitro

Para determinar a infecciosidade das amastigotas axénicas foram realizados
experimentos de infec¢do em macrofagos peritoneais murinos. Apds 24 horas de interagéo
80,5% dos macrofagos estavam infectados por amastigotas (setas na figura 15). Apds 48 ¢ 72
horas de interacdo os macrofagos ainda mantiveram taxas de infec¢do maiores que 60%. Em
adi¢do, a replicacdo das formas amastigotas dentro dos macrdéfagos foi indicada pela presenca

de dois nucleos ou dois cinetoplastos por célula (* na figura 15).
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Figura 15: Infec¢do de macrofagos peritoneais murinos (BALB/c) com L. (L.) chagasi WT
corados pelo método Pandtico Rapido. (A) macréfago ndo infectado; (B)-(E) macrofagos
infectados com amastigotas axénicas. Setas=amastigotas axénicas; asterisco=detalhe de uma

amastigota axénica com cinetoplasto duplicado.
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4.2.5 SDS-PAGE de proteinas totais de promastigotas e amastigotas axénicas de L.
(L.) chagasi WT

Para se avaliar bioquimicamente a expressdo diferencial de proteinas nas formas
promastigotas e amastigotas axénicas, extratos totais foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida (Figura 16). Foram observadas diferencgas qualitativas marcantes no perfil

de proteinas totais entre os dois tipos celulares.

97



Resultados

|--:’l
P A PM

Figura 16: Perfil eletroforético (SDS PAGE 10%) de proteinas totais de promastigotas (P) e
amastigotas axénicas (A) de L. (L.) chagasi WT corado com solu¢do corante Commassie
Blue. O equivalente a 107 parasitos foi colocado em cada canaleta. Os pesos moleculares sdo
dados. A=amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi WT; P=promastigota de L. (L.) chagasi
WT; PM=peso molecular.
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4.2.6 RT-PCR

Para se avaliar a expressdo da proteina A2, extratos de cultura de promastigotas e de
amastigotas axénicas obtidos em diferentes tempos apds incubagdo a 37°C foram submetidos
a RT-PCR. A proteina A2 foi abundantemente expressa em amastigotas axénicas em 96 horas
de incubagdo (Figura 17a), mas foi ausente em promastigotas e nos outros tempos de
incubagdo de amastigotas axénicas (Figura 17a). O primer utilizado como normalizador foi o
alfa tubulina (Figura 17b).

Todos os resultados descritos acima indicam o sucesso na transformacgdo in vitro das
amastigotas axénicas e ddo suporte aos experimentos de infecg¢do no vetor que sdo descritos a

seguir.
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Figura 17: Analise em RT-PCR da expressdo da proteina A2 em amastigotas axénicas de L.
(L.) chagasi WT. Primer A2 (a) e primer alfa tubulina (b). Colunas 1 a 4: amastigotas
axénicas 24, 48, 72, e 96 horas ap6s a incubacio in vitro; coluna 5: cultura de promastigotas;

coluna 6: controle negativo sem DNA.
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4.3 Geracao de promastigotas de L. (L.) chagasi LPG1KO

Para avaliarmos o papel da molécula de LPG na interacdo L. (L.) chagasi / L. (L.)
longipalpis foi criada uma linhagem de mutantes isogénicos de L. (L.) chagasi BH46
deficientes na molécula de LPG por dele¢do do gene alvo. Parasitos de L. (L.) chagasi
LPGI1KO tém deficiéncia no passo que envolve a adi¢cdo de uma galactofuranose para a regido
glicana do “core” do LPG. Sendo assim, os parasitos perdem a habilidade para finalizar a
montagem da parte central (“core”) e dar continuidade a por¢do de unidades repetitivas do

LPG, impedindo assim a sintese dessa molécula (Figura 18).
4.3.1 Curva de crescimento de promastigotas de L. (L.) chagasi LPG1KO

Para se conhecer o perfil de crescimento da cepa mutante em LPG1 e se obter um
nimero maximo de parasitos vidveis para os experimentos foi realizada uma curva de
crescimento. Os parasitos foram semeados a partir de uma cultura de células em fase
estacionaria, em triplicata, em garrafas para cultivo de células na concentragdo inicial de
1X105|1T$|arasitos/mL. Foi observado que LPG1KO foi capaz de alcangar a fase estacionaria em
6 dias com uma densidade méaxima de 10’ parasitos/mL. Por esta razdo, foi escolhido entre o
5°-6° dia de crescimento da cultura para utilizagdo dos parasitos nos experimentos

subseqiientes (Figura 19).
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Figura 18: Desenho esquematico da superficie celular de promastigotas de Leishmania

selvagens (WT) e deficientes no gene LPG1 (LPG1KO) (modificado de Lodge & Descoteaux,
2005). Promastigotas WT expressam todos os glicoconjugados de superficie; promastigotas

LPGI1KO sio deficientes na sintese de LPG.
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Figura 19: Curva de crescimento de L. (L.) chagasi LPG1KO em Meio M199 acrescido de
10% de SFB a 26 °C, 5I%/mL de gentamicina (G418) e 50[5/mL higromicina.

103



Resultados

4.3.2 Morfologia de promastigotas de L. (L.) chagasi LPG1KO

A linhagem de promastigotas selvagens apresentou parasitos com aspecto fusiformes,
com um longo flagelo e que cresceram soltos no meio de cultura (Figura 20A e C). Ja a
linhagem mutante LPG1KO apresentou parasitos com aspecto mais arredondado (Figura 20B
e D), e que cresceram aderidos ao fundo da garrafa de cultivo. Embora células individuais
estivessem presentes na cultura, muitos parasitos cresceram em grumos na fase log (detalhe

em 20B). Esses grumos foram maiores e mais evidentes na fase estaciondria.
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Figura 20: Cultura de L. (L.) chagasi WT e LPG1KO. Os parasitos foram processados para

Microscopia Eletronica de Varredura. (A) e (C) promastigotas WT e (B) e (D) promastigotas
LPGIKO.
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4.4 Caracterizacao do LPG de L. (L.) chagasi WT

4.4.1 Deteccio do LPG

Para confirmar o sucesso da extracdo, uma aliquota contendo LPG foi submetida a
eletroforese em Gel de Poliacrilamida, transferida para uma membrana de nitrocelulose e
incubada com o anticorpo CA7AE para visualizacdo qualitativa do LPG. O anticorpo CA7AE
reconheceu as unidades repetitivas do LPG de L. (L.) chagasi WT, demonstrando assim que o
LPG foi extraido e purificado com éxito. O LPG apresentou massa molecular em torno de 50

kDa no ponto médio do arraste (Figura 21).

4.4.2 Caracterizacio das unidades repetitivas

As unidades repetitivas purificadas e desfosforiladas foram marcadas e submetidas a
Eletroforese de Carboidratos (FACE). Foram observadas bandas nas posi¢des G2, G3, G4 e
G5. A banda na posicdo G2 co-migra com o marcador de peso molecular de oligoglicoses
(G1-G7) indicando a presenca de dissacarideo Gal-Man presentes em todos os LPGs. As
bandas nas posi¢cdes G3, G4 e G5 indicam a presenga de cadeias laterais, porém ndo ¢

possivel determinar neste ponto qual tipo de hexose estaria presente (Figura 22).
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Figura 21: LPG de L. (L.) chagasi WT incubado com o anticorpo CA7AE e demonstrado por
Western-blot.
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Figura 22: Perfil das unidades repetitivas do LPG de L. (L.) chagasi WT obtido por
Eletroforese de Carboidratos (FACE). Coluna 1, padrdo de peso molecular de oligoglicoses
(G1-G7); coluna 2, unidades repetitivas desfosforiladas do LPG de L. (L.) chagasi WT

revelando a presenga de 4 bandas. Hex = hexose, Gal = galactose, Man = manose.
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Para se determinar a real propor¢do de di, tri, tetra e pentassacarideos as unidades
repetitivas foram submetidas a Eletroforese Capilar, que ¢ uma técnica mais sensivel que
permite a determinacdo da propor¢do de unidades repetitivas. O controle foi representado por
L. (L.) donovani (LD4), que demonstra 100% de dissacarideos (Gal-Man) (Figura 23A). As
unidades repetitivas da cepa BH46 selvagem apresentaram di, tri, tetra e pentassacarideos nas
proporcdes de 23, 44 e 17 e 16% respectivamente (picos em 23B).

Para determinar a composi¢do de acucares nas cadeias laterais, as mesmas foram
despolimerizadas em monossacarideos e foi realizada a Eletroforese de Monossacarideos e a
HPLC. Como esperado, o gel de monossacarideos mostrou uma banda de galactose e manose
para o LPG de L. (L.) donovani (LD4) utilizado como controle. Na cepa BH46 selvagem foi
observada uma terceira banda que migra junto com a glicose do padréo de acucares (Figura
24). Estes resultados foram confirmados pela técnica da HPLC (Figura 25) indicando que as
unidades repetitivas do LPG da cepa BH46 WT possuem 1 a 3 residuos de glicose como
cadeias laterais. E a primeira vez que se observa em uma cepa de L. (L.) chagasi a presenca de

um LPG poliglicosilado (Figura 26).
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Figura 23: Eletroforese Capilar das unidades repetitivas desfosforiladas de L. (L.) donovani

(LD4) (A) e L. (L.) chagasi WT (B).
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Figura 24: Eletroforese de Monossacarideos de L. (L.) chagasi WT (BH46WT). O controle ¢
representado por L. (L.) donovani (LD4), que ndo apresenta cadeias laterais. Gal=galactose;

Glc=glicose; Man=manose.
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Figura 25: Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) de L. (L.) chagasi WT. (A)
Padrao de galactose (Gal), glicose (Glc) e manose (Man); (B) Propor¢do dos monossacarideos

das unidades repetitivas de L. (L.) chagasi WT. A seta em (B) aponta para o pico de glicose
para L. (L.) chagasi WT.
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Diante desses resultados, a estrutura proposta para o LPG de L. (L.) chagasi (BH46) WT

¢ descrita a seguir na Figura 26.

M
A2
LPG de L. danovani (MEOH/SD/00/18-2D)
(Sacks ef al., 1995)
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(Soares ef al,, 2002)
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Figura 26: Digrama esquematico do LPG da cepa BH46 de L. (L.) chagasi comparado com o
LPG ja descrito de L. (L.) donovani (1S-2D) e da cepa PP75 de L. (L.) chagasi. G=galactose;

Glc=glicose; M=manose; P=fosfato.
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4.5 Caracterizacao do LPG de L. (L.) chagasi LPG1KO

As unidades repetitivas purificadas e desfosforiladas do LPG de L. (L.) chagasi WT e
LPG1KO foram marcadas e submetidas a Eletroforese de Carboidratos (FACE). Para L. (L.)
chagasi WT foram observadas bandas nas posi¢des G3, G4 e G5, que indicam a presenca das
cadeias laterais. Ja para L. (L.) chagasi LPG1KO nao foram observadas bandas, o que indica a
auséncia completa de unidades repetitivas (Figura 27). Esses resultados confirmam a
deficiéncia dos parasitos mutantes na producdo do LPG.

A regido do core do LPG de L. (L.) chagasi WT ¢ LPG1KO também foi analisada. O
core de L. (L.) chagasi WT apresentou um arraste, correspondente as unidades repetitivas, e
uma banda na posicdo G7, consistente com a regido conservada do core glicano de todos os
LPGs. Como esperado, o core de L. (L.) chagasi LPG1KO apresentou apenas uma banda na

posicdo G3, evidenciando a produgdo de um core truncado pelos mutantes em LPG1 (Figura
28).
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Figura 27: Perfil das unidades repetitivas do LPG de L. (L.) chagasi WT e LPG1KO obtido
por Eletroforese de Carboidratos (FACE). Coluna 1, padrdo de peso molecular que vai de 1
glicose até 7 glicoses (G1-G7); coluna 2, unidades repetitivas desfosforiladas do LPG de L.
(L.) chagasi WT revelando a presenca das 3 cadeias laterais de glicose; coluna 3, unidades
repetitivas desfosforiladas do LPG de L. (L.) chagasi LPG1KO revelando a auséncia de

bandas.
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Figura 28: Perfil da regido do core do LPG de L. (L.) chagasi LPG1KO e WT obtido por
Eletroforese de Carboidratos (FACE). Coluna 1, core de L. (L.) chagasi LPG1KO, revelando
a presenca de uma banda na posi¢do G3, evidenciando um core truncado; coluna 2, core de L.
(L.) chagasi WT, revelando um arraste ¢ uma banda na posi¢do G7, consistente com a regido

conservada do core glicano de todos os LPGs.
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4.6 Infeccao experimental de L. (L.) longipalpis com de L. (L.) chagasi

4.6.1 Analise da infeccao experimental iniciada com promastigotas e amastigotas

axénicas de L. (L.) chagasi WT

A infecgdo experimental utilizando sangue infectado com promastigotas e amastigotas
axénicas de L. (L.) chagasi WT resultou em 47,9% (834/1741) e de 58,5% (1517/2591) de
flebotomineos alimentados respectivamente. Esse nimero de insetos alimentados permitiu a
analise do desenvolvimento da infeccdo até o 10 ° dia nos insetos infectados com
promastigotas e até o 11° dia naqueles infectados com amastigotas axénicas.

No total foram dissecados 197 flebotomineos para os experimentos iniciados com
promastigotas e 240 para os experimentos com amastigotas axénicas.

Os quatro experimentos de infec¢do iniciados com promastigotas foram analisados pelo
teste estatistico Kruskal Wallis (p>0,05) e ndo apresentaram diferenca significativa entre si,
permitindo assim que fossem agrupados para analise final. A mesma analise foi realizada para
infecgdes iniciadas com amastigotas axénicas e o mesmo resultado foi obtido, permitindo

também que esses experimentos fossem agrupados para analise final.

4.6.1.1 indice de infeccdo dos flebotomineos

O indice de infec¢do de L. (L.) longipalpis por L. (L.) chagasi WT nos dias analisados
variou de 79 a 94% nas infecgdes iniciadas com promastigotas ¢ de 83 a 100% nas infec¢des
iniciadas com amastigotas axénicas, sendo esses indices considerados altos (Tabela 4). A
queda observada no quarto dia (79% e 83% respectivamente) pode ser resultante da excre¢do
do bolo alimentar ao final da digestdo. Em seguida, a infec¢do se restabeleceu ficando acima
de 83% até o final dos experimentos.

Os dados referentes aos indices de infec¢do dos flebotomineos apresentaram distribuigéo
normal (teste Kolmogorov-Smirnov, p>0,05) e foram comparados pelo teste Tukey. Nao
foram observadas diferengas significativas entre os indices de infec¢do de L. (L.) longipalpis

apos alimentagdo artificial com formas promastigotas ou amastigotas axénicas (p>0,05).
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Tabela 4: Comparagdo entre os indices de infecgdo de L. (L.) longipalpis com L. (L.) chagasi

WT apds alimentagao artificial com formas promastigotas e amastigotas axénicas.

Dias apos Flebotomineos Flebotomineos Flebotomineos % de Flebotomineos
infeccdo examinados positivos negativos positivos

pro ama pro ama pro ama pro ama

2 24 24 22 24 2 0 92% 100%

3 24 24 21 24 3 0 88% 100%

4 24 24 19 20 5 4 79% 83%

5 24 24 22 22 2 2 92% 92%

6 24 24 20 21 4 3 83% 88%

7 23 24 21 24 2 0 91% 100%

8 18 24 15 21 3 3 83% 88%

9 18 24 17 21 1 3 94% 88%

10 18 24 17 22 1 2 94% 92%

11 - 24 - 23 - 1 - 96%

Total 197 240 174 222 23 18 88,4%[ZEF * 92,7% + 6,1 *

pro=infec¢do iniciada com promastigotas de L. (L.) chagasi WT

ama=infec¢do iniciada com amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi WT

* média + desvio padréo
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4.6.1.2 Densidade dos parasitos

O nimero de parasitos nos intestinos de L. (L.) longipalpis foi alto nos primeiro dias de
infecgdo (@104) para ambas as infec¢des iniciadas com promastigotas e amastigotas
axénicas. Foi observado um decréscimo de 4-5 vezes no nimero de parasitos do segundo dia
para o terceiro dia. O numero de parasitos voltou a aumentar a partir do quarto dia como
resultado da colonizacdo do intestino e um pico foi observado no sexto e sétimo dia,
respectivamente. Em seguida, houve uma tendéncia a manutengdo da densidade até o ultimo
dia de andlise (Tabela 5 e Figura 29A e B).

Os dados referentes as densidades dos parasitos no intestino do flebotomineo
apresentaram distribuicdo normal (teste Kolmogorov-Smirnov, p>0,05). Semelhante aos
indices de infec¢do, o teste de Tukey demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre
as densidades nos intestinos de L. (L.) longipalpis apds alimentagdo artificial com formas
promastigotas ou amastigotas axénicas em cada dia analisado (p>0,05), com excegdo do sexto
dia (Tabela 5).

Um plug de uma substdncia amorfa tipo gel, semelhante ao PSG (promastigote
secretory gel) descrito em detalhes por Roger e colaboradores (2002), foi observado no
intestino de L. (L.) longipalpis nas infecgdes iniciadas tanto com promastigotas quanto com
amastigotas axénicas. O aparecimento desse gel ocorreu apdés o quarto e quinto dia

respectivamente (Figura 42).
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Tabela S: Densidade de parasitos no intestino de L. (L.) longipalpis infectado com L. (L.)

chagasi WT apés alimentagdo artificial com formas promastigotas e amastigotas axénicas.

Dias ap6s a infeccéio

n° de flebotomineos

Média (n°) de parasitos por flebotomineo

(+ erro padrao)

pro ama pro ama
2 22 24 23860 (+ 4353) 20850 (+ 3862)
3 21 24 6071 (+ 1508) 3600 (+ 1312)
4 19 20 7942 (+ 1376) 3000 (+ 995,1)
5 22 22 13800 (+ 2063) 6600 (+ 1531)
6 20 21 24230 (+2617) 5100 (+ 1709)
7 21 24 18070 (+ 2923) 12300 (+ 1928)
8 15 21 12480 (+ 3013) 7800 (+ 1280)
9 17 21 12670 (+ 2832) 10500 (+ 2376)
10 17 22 11950 (+ 2051) 15750 (+ 1929)
11 - 23 - 10500 (+ 2628)

pro=infec¢do iniciada com promastigotas de L. (L.) chagasi WT

ama=infec¢do iniciada com amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi WT
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Figura 29: Densidade de parasitos no intestino médio de L. (L.) longipalpis infectados com L.
(L.) chagasi WT apds alimentagdo artificial com formas promastigotas (A) e amastigotas

axénicas (B). Analise representativa de quatro experimentos para cada grafico.
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4.6.1.3 Morfotipos de promastigotas de L. (L.) chagasi WT presentes em L. (L.)
longipalpis durante o curso da infec¢ao

Todas as formas de promastigotas, segundo a nomenclatura de Lawyer e colaboradores
(1990) (Figura 30A), foram encontradas no intestino de L. (L.) longipalpis durante a evolugao
da infecgdo iniciada tanto com promastigotas quanto com amastigotas axénicas de L. (L.)
chagasi WT (Figura 30B-F). Entretanto, a presenca e a porcentagem das formas variaram

conforme essa evolugéo.
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Figura 30: Morfotipos de L. (L.) chagasi WT encontrados em intestino infectados de L. (L.)
longipalpis. (A) Desenho esquematico dos morfotipos de acordo com a nomenclatura de
Lawyer e colaboradores (1990) (Desenho de Paulo Pimenta); (B) a (F) Fotos dos morfotipos
encontrados em intestinos infectados de L. (L.) longipalpis. As laminas foram produzidas com
10 de macerado de intestino diluido em PBS e posteriormente coradas pelo método
Panético Rapido. (B) promastigota prociclica, (C) promastigota nectomona, (D) promastigota

haptomona, (E) promastigota paramastigota e (F) promastigota metaciclica.
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Em infecgdes iniciadas com promastigotas, formas prociclicas estiveram presentes desde
o segundo dia apds o repasto, entretanto, em porcentagem muito baixa (4,7%). Até o quarto
dia prociclicas representaram em média 5% da populagdo, mas a partir do sexto dia tiveram
sua porcentagem diminuida (3,7%), e esse decréscimo continuou até o ultimo dia de andlise
(2%). As nectomonas apareceram desde o segundo dia e representaram 92,2% das formas,
constituindo um pico de parasitos coincidente com o periodo pds defecagdo. Nectomonas
sofreram uma pequena queda gradativa até o décimo dia (81,3%), mas ndo deixaram de ser as
formas predominantes durante toda a infeccdo. Paramastigotas apareceram esporadicamente
durante o desenvolvimento da infec¢do, sempre em baixissima porcentagem. Elas
apresentaram formato ovalar e um cinetoplasto justaposto caracteristico desse morfotipo. As
haptomonas também apareceram desde o segundo dia de analise (2,8%), mas ndo aumentaram
consideravelmente em numero, mantendo valores menores que 4% até o ultimo dia. As
metaciclicas foram raramente detectadas até o quarto dia. Entretanto, a partir do quinto dia
(3,3%) essas formas apresentaram um crescimento lento e gradativo e no 10° dia de infeccdo
representavam 13,5% da populagdo (Figura 31A e Tabela 6).

Em infecgdes iniciadas com amastigotas axénicas, 5,9% dessas formas ainda estavam
presentes no intestino do inseto 48 horas (segundo dia) apds a o repasto, indicando que nesse
momento grande parte dessa populagdo ja teria se transformado em formas prociclicas. No
terceiro dia as amastigotas tinham desaparecido completamente. Prociclicos (81,7%)
representaram a populacdo predominante no segundo dia, enquanto formas nectomonas
representaram nesse dia 12,3% da populagdo. O aparecimento desse primeiro pico de formas
prociclicas coincidiu com o periodo de desenvolvimento do parasito que ocorre dentro do
bolo sanguineo no espago peritrofico e indica que a transformagdo foi seguida pelo inicio da
replicagdo. No terceiro dia a porcentagem de prociclicas cai drasticamente para 2,1% e
continua em baixa propor¢do até o ultimo dia de analise. Duas outras formas foram
observadas no terceiro dia de analise: formas haptomonas em baixa prevaléncia (1,7%) ¢ as
formas predominantes desse dia, as nectomonas (96,2%), que compdem um segundo pico de
promastigotas. Nesse momento a liberagdo do bolo fecal ja ocorreu. Nectomonas foram as
formas predominantes (>90%) durante todo o curso da infec¢@o. Assim como nas infec¢des
iniciadas com promastigotas, as formas paramastigotas constituiram a menor populagdo
encontrada. Haptomonas aumentaram em proporg¢do no quarto dia (6,4%), mas permaneceram
em porcentagens abaixo de 7% até o 11° dia. Diferente do que foi observado na infeccdo
iniciada com promastigotas, as formas metaciclicas sé foram encontradas a partir do quinto

dia (0,2%) e atingiram densidade méaxima de 2,7% no 10° dia (Figura 31B e Tabela 6).
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Figura 31: Padrdo de desenvolvimento de infec¢des iniciadas com promastigotas (A) e
amastigotas axénicas (B) de L. (L.) chagasi WT. Amostras foram preparadas para andlise
morfoldgica e um minino de 300 parasitos foi analisado por flebotomineo. A relativa
proporcdo de amastigotas, promastigotas prociclicas, promastigotas nectomonas,
promastigotas paramastigota, promastigotas haptomonas e promastigotas metaciclicas sio
demonstradas (consultar a Figura 30 para as defini¢des). A média aritmética encontrada no
intestino de 12 insetos provenientes de dois experimentos diferentes é representada em cada
grafico. O conjunto de dados de cada grafico representa a andlise de aproximadamente 30000

parasitos individuais.
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Tabela 6: Porcentagem dos morfotipos de L. (L.) chagasi WT em L. (L.) longipalpis durante

o curso de infec¢des iniciadas com promastigotas e amastigotas axénicas. O preparo das

amostras e a analise dos dados foram realizados como descrito na figura 31.

Morfotipos
Dias . - . -
Amastigotas  Prociclicos Nectomonas  Paramastigotas Haptomonas Metaciclicas
aposa (%) (%) (%) (%) (%) (%)
infeccéo

pro ama pro ama pro ama pro ama pro ama pro ama
2 - 59% 4,7% 81,7% 922% 123% 0,1% 0,0% 2,8% 0,0% 02% 0,0%
3 - 0,0% 53% 2,1% 91,5% 96,2% 0,1% 0,1% 3,0% 1,7% 0,1% 0,0%
4 - 0,0% 4,6% 3,1% 912% 90,4% 0,0% 0,0% 4,0% 64% 02% 0,0%
5 - 0,0% 4,7% 2,5% 88,3% 92,7% 0,1% 0,1% 3,6% 4,7% 33% 0,0%
6 - 0,0% 3,7% 2,6% 874% 91,8% 0,1% 0,1% 2,6% 55% 62% 0,0%
7 - 0,0% 2,5% 19% 87,5% 92,8% 0,0% 0,0% 25% 53% 74% 0,0%
8 0,0% 2,5% 3,0% 80,8% 90,1% 0,1% 0,00 39% 69% 12,7% 0,0%
9 - 0,0% 19% 12% 83,5% 932% 0,0% 0,0% 27% 54% 11,9% 0,2%
10 - 0,0% 2,0% 09% 81,3% 90,4% 0,0% 02% 33% 59% 13,5% 2,7%
11 - 0,0% - 0,7% - 92,7% - 0,0% - 5,9% - 0,6%

pro=infecgdo iniciada com promastigotas de L. (L.) chagasi WT

ama=infecc¢do iniciada com amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi WT
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4.6.2 Analise da Infeccao Artificial com L. (L.) chagasi LPG1KO

A infecc¢do experimental utilizando sangue infectado com promastigotas L. (L.) chagasi
WT e L. (L.) chagasi LPG1KO resultou em 65,2% (1220/1872) e de 60,8% (1193/1963) de
flebotomineos alimentados respectivamente. Nas alimenta¢des em que foi utilizado o inibidor
de tripsina, a porcentagem de flebotomineos alimentados foi 54,4% (292/537) e 55.5%
(284/512), respectivamente.

No total foram dissecados 263 flebotomineos para cada grupo de experimentos com
promastigotas selvagens ou mutantes e 70 flebotomineos para cada grupo de experimentos

com promastigotas selvagens ou mutantes em presenca de inibidor de tripsina.

4.6.2.1 Desenvolvimento de L. (L.) chagasi LPG1KO em L. (L.) longipalpis

Os dados referentes as densidades dos parasitos selvagens e mutantes no intestino do
flebotomineo ndo apresentaram distribuicdo normal (teste Anderson-Darling, p<0,05). No
segundo dia de infeccdo, a densidade de parasitos por intestino nos insetos infectados com
LPGIKO foi 4,5 vezes menor do que naqueles infectados com WT (andlise de varidncia ndo
paramétrica seguida do teste de Kruskall-Wallis, p<0,05). Nao foram encontrados
flebotomineos infectados nos grupos alimentados com LPG1KO a partir do quinto dia. Mais
de 95% dos insetos alimentados com WT foram encontrados infectados até o sétimo dia e

apresentaram uma média de 1,9x10* parasitos viaveis por intestino (Figura 32).
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Figura 32: Densidade de parasitos no intestino médio de L. (L.) longipalpis infectados com L.

(L.) chagasi WT (circulos fechados) e LPGI1KO (circulos abertos) apos infecgdo

experimental. Analise representativa de dois experimentos independentes.
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Para se saber o momento em que a infec¢do dos flebotomineos por parasitos mutantes ¢
perdida, antes ou apds a liberagdo do bolo fecal, a interagdo L. (L.) longipalpis / L. (L.)
chagasi LPG1KO foi analisada em intervalos de 12 horas.

Nas primeiras 12 horas de infec¢do, 100% dos flebotomineos infectados tanto com L.
(L.) chagasi WT quanto LPG1KO apresentaram-se positivos. Nos dois casos foi observada
uma média de 1,2x10* parasitos viaveis por intestino (Tabela 7 e Figura 33). No entanto, o
efeito da auséncia do LPG foi claro apds 48 horas, tempo no qual a infecgdo foi totalmente
ausente em cerca de 27% dos insetos alimentados com L. (L.) chagasi LPG1KO e, naqueles
flebotomineos que ainda encontravam-se infectados, poucos parasitos viaveis foram
observados. Apos 60 horas nenhum flebotomineo alimentado com L. (L.) chagasi LPG1KO
foi encontrado infectado. Dessa forma, a cepa mutante foi perdida antes da libera¢do do bolo
fecal, que, em L. (L.) longipalpis acontece, em geral, apds 72 horas do repasto sanguineo
infectante ou ndo. Em contraste, mais de 90% dos flebotomineos alimentados com L. (L.)
chagasi WT continuaram infectados durante todo o periodo analisado (Tabela 7 e Figura 33).
Promastigotas mutantes falharam em sobreviver no ambiente hidrolitico encontrado nos

periodos iniciais de digestdo dentro do flebotomineo.
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Tabela 7: Densidade de parasitos no intestino de L. (L.) longipalpis infectado com L. (L.)

chagasi WT e LPGIKO apo6s alimentagcdo artificial. Andlise representativa de dois

experimentos independentes.

Tempo apés a

Porcentagem de

Média (n°) de parasitos por flebotomineo

infeccéo flebotomineos positivos (%) (+ erro padrio)
(horas)
WT LPG1KO WT LPG1KO

0 100% 100% 10320 (+992,3) 9560 (+1452)
12 100% 100% 12600 (+1847) 12333 (+1812)
24 100% 93,3% 39820 (+6002) 17271 (+3362)
36 100% 86,7% 50700 (£7741) 13638 (+4874)
48 93,3% 73,3% 55692 (+8917) 9545 (£3217)
60 100% 6,7% 22000 (+4692) 1800
72 100% 0% 16340 (+3411) 0
84 93,3% 0% 23400 (+4032) 0
96 93,3% 0% 25221 (+3368) 0
108 93,3% 0% 20400 (+4233) 0
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Figura 33: Densidade de parasitos no intestino médio de L. (L.) longipalpis infectados com L.
(L.) chagasi WT (circulos fechados) e LPG1KO (circulos abertos) apds alimentacdo artificial.

Analise representativa de dois experimentos independentes.
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Os dados referentes as densidades dos parasitos selvagens e mutantes no intestino do
flebotomineo, na auséncia e presenca de inibidor de tripsina, ndo apresentaram distribuicdo
normal (teste Anderson-Darling, p<0,05). Também foi realizada uma andlise de varidncia ndo
paramétrica seguida de um teste de Kruskall-Wallis.

Inibidor de tripsina foi adicionado ao sangue da alimentacdo dos flebotomineos para
avalia¢do do papel das proteases do intestino na mortalidade de L. (L.) chagasi LPG1KO. A
adi¢do de inibidor de tripsina ao sangue aumentou o nimero médio de parasitos vidveis nas
infecgdes com L. (L.) chagasi WT e LPG1KO (p<0,05) (Figura 34). No primeiro dia apds o
repasto sanguineo infectante a densidade de parasitos do grupo alimentado com L. (L.)
chagasi LPG1KO foi equivalente a cerca de 27% da populagdo do grupo alimentado com L.
(L.) chagasi WT (p<0,05). No grupo alimentado com L. (L.) chagasi LPG1KO tratado com
inibidor de tripsina a densidade foi aumentada para mais de 87% em relagdo a populagdo do
grupo alimentado com L. (L.) chagasi WT (p<0,05) (Figura 34A). No segundo dia houve um
aumento na densidade de parasitos nos grupos alimentados com L. (L.) chagasi WT,
provavelmente devido a multiplicacdo dos parasitos, mas, embora o inibidor de tripsina tenha
protegido (p<0,05), pelo menos parcialmente, os parasitos mutantes, essa protecdo ndo foi
suficiente para que houvesse um aumento no nimero de parasitos desse grupo comparavel
aquele observado nos grupos alimentado com L. (L.) chagasi WT (p<0,05) (Figura 34B).

Apds o segundo dia do repasto sanguineo infectante nenhum flebotomineo infectado
foi encontrado nos grupos alimentados com L. (L.) chagasi LPGI1KO (Figura 34C),
suportando a idéia de que o intestino com sangue ¢ um ambiente potencialmente hostil para o
desenvolvimento dos parasitos e que a camada de LPG pode protegé-los durante esse estagio
inicial da infec¢do. Apesar do inibidor de tripsina ter promovido a sobrevivéncia significativa
de parasitos nos grupos infectados com L. (L.) chagasi LPG1KO até o segundo dia (p<0,05)
(Figura 34B), os parasitos ndo foram capazes de permanecer no intestino de L. (L.)
longipalpis e foram perdidos com a excre¢do dos restos de sangue digerido (Figura 34C). Nos
flebotomineos alimentados com L. (L.) chagasi WT os parasitos continuaram seu

desenvolvimento até o ultimo dia analisado (Figura 34C-E).
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Figura 34: Densidade de parasitos no intestino de L. (L.) longipalpis infectados com L. (L.)
chagasi WT (circulos fechados) e LPG1KO (quadrado fechado) apds infec¢do experimental
com inibidor de tripsina (it). WT (circulos fechados); WT na presenca de inibidor de tripsina
(circulos abertos); LPG1KO (quadrado fechado); LPG1KO na presenca de inibidor de tripsina

(quadrado aberto). Analise representativa de dois experimentos independentes.
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4.6.2.2 Desenvolvimento de L. (L.) chagasi LPG1KO em P. (P.) duboscqi

Os dados referentes as densidades dos parasitos selvagens e mutantes no intestino de
P. (P.) duboscqi ndo apresentaram distribuicdo normal (teste Anderson-Darling, p<0,05).
Também foi realizada uma andlise de varidncia ndo paramétrica seguida de um teste de
Kruskall-Wallis.

Phlebotomus duboscqi, espécie de flebotomineo capaz de se infectar somente com L.
(L.) major, foi infectada experimentalmente com L. (L.) chagasi WT e LPG1KO. No segundo
dia apds o repasto sanguineo infectante, a densidade de parasitos nos flebotomineos
infectados com L. (L.) chagasi LPGIKO foi mais de 11 vezes menor do que nos
flebotomineos infectados com L. (L.) chagasi WT (p<0,05), indicando grande mortalidade
dos parasitos mutantes. No terceiro dia poucos flebotomineos continuaram infectados com L.
(L.) chagasi LPG1KO e apresentaram densidade de parasitos bem menores que L. (L.)
chagasi WT (p<0,05). Apds o terceiro dia, infec¢des foram totalmente ausentes nos
flebotomineos infectados com L. (L.) chagasi LPG1KO, entretanto, naqueles infectados com
L. (L.) chagasi WT a infec¢ao sé foi perdida no momento da excre¢do do bolo fecal, que em
P. (P.) duboscqi ocorre entre o quarto e quinto dia apds o repasto (Figura 35). Novamente,
promastigotas de L. (L.) chagasi deficientes em LPG1 falharam em sobreviver no ambiente

hidrolitico do intestino nos periodos iniciais de digestdo sanguinea.
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Figura 35: Densidade de parasitos no intestino de P. (P.) duboscqi infectados com L. (L.)
chagasi WT (circulos fechados) e LPG1KO (circulos abertos) apos alimentacdo artificial.

Andlise representativa de dois experimentos independentes.
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4.6.3 Analise da susceptibilidade de promastigotas de L. (L.) chagasi WT e

LPG1KO a lisado de intestinos contendo sangue

A susceptibilidade dos promastigotas de L. (L.) chagasi LPG1KO a agdo do contetido
do intestino de L. (L.) longipalpis contendo sangue foi investigada pela exposi¢ao in vitro dos
parasitos a lisado de um unico intestino retirado 24 horas apds repasto por meio de
alimentacdo artificial utilizando sangue nio infectado de camundongo (Figura 36A e B). Os
dados apresentaram distribui¢cdo normal (Anderson Darling, p=0,07) e foram analisados pelo
teste de Tukey.

As culturas de L. (L.) chagasi WT ou LPG1KO incubadas sem intestino € nas mesmas
condi¢des descritas acima foram utilizadas como controle. Ndo foram observadas diferengas
significativas no numero de células vidveis obtido nos controles WT e LPGIKO apds a
incubagdo (p>0,05) (Figura 36A). No entanto, tanto os intestinos incubados com L. (L.)
chagasi WT quanto com LPG1KO tiveram redugdes significativas no nimero de células
viaveis quando comparados aos seus respectivos controles (p<0,05) (Figura 36A). Apds 12
horas de interagdo com o intestino 74% dos parasitos de L. (L.) chagasi LPG1KO foram
mortos (Figura 36B), enquanto, para o mesmo periodo, a mortalidade de L. (L.) chagasi WT
ndo excedeu 35% quando esses valores foram comparados a média de células que
permaneceram viaveis nos controles (Figura 36B). Tais resultados confirmam a
susceptibilidade desses parasitos aos componentes da digestdo sanguinea no intestino de L.
(L.) longipalpis. Novamente foi observada maior mortalidade de L. (L.) chagasi LPG1KO
quando comparada a mortalidade de WT (p<0,05), resultados consistentes com aqueles
encontrados nos ensaios in vivo.

Como observado nas interagdes in vivo (Figura 34), a adicdo do inibidor de tripsina
conferiu prote¢do aos parasitos selvagens e mutantes na presenga de lisado do intestino
(p<0,05) (Figura 36A). Em presenga desse inibidor, a mortalidade de L. (L.) chagasi
LPGI1KO foi reduzida para cerca de 49% da populacdo de parasitos e a de L. (L.) chagasi WT
para 12% (Figura 36B).

No caso de L. (L.) chagasi WT, ndo foram observadas diferencas significativas na
média de parasitos viaveis ap6s a adi¢do do inibidor de tripsina ao lisado do intestino quando
comparada a média do controle WT (sem intestino) (p>0,05), mostrando que a presenga do
inibidor reduz drasticamente a morte dos parasitos causada pelos componentes da digestdo.

Ao contrario, no caso de L. (L.) chagasi LPG1KO, a adi¢do do inibidor de tripsina ao lisado
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do intestino ndo foi suficiente para restaurar a média de sobrevivéncia dos mutantes para os

valores encontrados no controle LPG1KO (sem intestino) (p<0,05) (Figura 36A).
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Figura 36: Analise in vitro da susceptibilidade a morte de L. (L.) chagasi WT e LPG1KO em
presenca de lisados de intestinos de L. (L.) longipalpis contendo sangue. (A) densidade de
promastigotas apos exposicdo por 12 horas a lisados de intestinos individuais contendo
sangue (24 horas apos repasto sanguineo ndo infectante). (B) Porcentagem de promastigotas
viaveis. A barra representa a média do nimero de parasitos viaveis nos intestinos analisados.
Cultura de L. (L.) chagasi WT (circulos aberto) e LPG1KO (circulo fechado); cultura de L.
(L.) chagasi WT (quadrado aberto) e LPGI1KO (quadrado fechado) na presenca de lisado de
intestino; cultura de L. (L.) chagasi WT (triangulo aberto) e LPG1KO (tridangulo fechado) na
presenga de lisado de intestino e inibidor de tripsina. Andlise representativa de dois

experimentos independentes.
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4.7 Aspectos morfologicos dos intestinos infectados com L. (L.) chagasi WT e LPG1KO

4.7.1 Morfologia geral de fémeas de L. (L.) longipalpis nao alimentadas

Fémeas ndo alimentadas de L. (L.) longipalpis foram processadas para analise
morfoldgica por microscopia Optica das caracteristicas gerais do inseto. Assim como outros
insetos, os flebotomineos apresentam revestimento externo formado por epiderme e cuticula
(Figura 37). O corpo gorduroso preenche os espacos entre os 6rgéos e € encontrado por todo o
inseto (Figura 37). A musculatura estende-se pela parede do corpo do inseto e também
envolve o intestino (Figura 37). A anatomia do intestino de L. (L.) longipalpis pode ser
visualizada na Figura 38. O intestino ¢ formado por trés regides principais: intestino anterior,
médio e posterior (Figuras 37 e 38). A regido da valvula do estomodeu (Figuras 37 e 38) liga
o intestino anterior ao médio, evita que o alimento seja regurgitado e controla o destino dos
alimentos. Durante a alimentagdo o sangue ¢ direcionado ao intestino médio enquanto o
acucar ¢ estocado no diverticulo. O intestino médio é composto por duas partes: uma estreita
regido toracica e uma larga regido abdominal. A regido do piloro separa o intestino médio e o
posterior, local onde estdo inseridos os tubulos de Malpighi, que ficam livres na hemocele

(Figura 38).

4.7.2 O intestino de fémeas infectadas com L. (L.) chagasi WT

A morfologia de intestinos infectados de fémeas de L. (L.) longipalpis em diferentes
tempos apds o repasto foi analisada em detalhes por microscopia Optica, microscopia

eletronica de varredura e microscopia eletronica de transmissao.

Caracteristicas gerais do epitélio intestinal

O epitélio intestinal de L. (L.) longipalpis é formado por uma camada simples de células
colunares tipicas (Figura 39A-E, 45A, 47A), geralmente com nucleo evidente (Figura 39D-E,
47A-B). Esse epitélio € rodeado por uma rede de fibras musculares circulares longitudinais e
transversais (Figuras 44C, 45C; 47A e C, 50A). Uma complexa rede de invaginagdes
denominada labirinto basal ¢ encontrada na regido basal das células, onde também sio
encontradas mitocondrias (Figura 47C). Uma fina ldmina basal separa o epitélio intestinal da
hemocele (Figura 47A e C; 50A). Lateralmente, as células do epitélio intestinal sdo ligadas

apicalmente por complexos juncionais elétron-densos do tipo tight (jungdes oclusivas) (Figura
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47B, 48E). O citoplasma da regido apical das células ¢ mais elétron-denso do que o restante
da célula (Figura 47A). Uma densa camada de microvilosidades cobre a regido apical voltada

para o limen (Figuras 39D-E; 43A-D; 44D-E; 45A; 47A-B; 48A-C, E e F; 49A-B; 50A-C).

48 horas apos o repasto
Apds 48 horas do repasto, fémeas alimentadas com sangue ndo infectado (Figura 39A-
B) e fémeas alimentadas com sangue infectado (Figura 39C-E) ainda ndo haviam liberado
totalmente o bolo fecal e o intestino ainda continha sangue. A matriz peritréfica ja havia
praticamente desaparecido e a liberagdo do bolo fecal, ocorreu, na maior parte das fémeas, 72
horas apos o repasto. Os aspectos morfoldgicos dos intestinos infectados foram similares aos
observados em flebotomineos ndo infectados sob ML (Figura 39). A regido da valvula do
estomodeu forma um anel de células epiteliais cilindricas que sdo cobertas por uma cuticula
relativamente espessa (Figura 39). Nos intestinos infectados foram encontrados parasitos
distribuidos por todo o 6rgdo (* na Figura 39C-E), inclusive na vélvula do estomodeu (* na
Figura 39D-E), demonstrando que em 48 horas os parasitos ja tinham iniciado a sua migragao
para a por¢do anterior do trato digestivo.
O uso da MEV para analise de intestinos infectados 48 horas apos o repasto ndo gerou
informacdes adicionais, pois a técnica ndo permitiu a adequada identificagdo desses parasitos

entre as hemdaceas (dados ndo demonstrados).

3 dias apos o repasto

Apos a liberacdo do bolo fecal, intestinos de fémeas com 3 dias de infec¢do foram
observados por MEV. Grande quantidade de formas alongadas, semelhantes a nectomonas,
foi encontrada no intestino médio apds a defecacdo das fémeas (Figura 43A-D). A grande
maioria dos parasitos permaneceu livre no lumen intestinal (Figura 43A e B) e ocupava
grande por¢do desse espago, enquanto somente alguns parasitos pareciam ter seu corpo e
flagelo aderido nas microvilosidades do epitélio intestinal (setas na Figura 43C e D). Alguns
sinais deixados pela possivel insercdo do flagelo dos parasitos no epitélio intestinal puderam
ser observados entre as microvilosidades (* nas Figuras 43C e D), similares aos sinais
observados quando o flagelo dos parasitos ainda esta inserido (cabega de seta na Figura 43C e
D). Nao foram observados parasitos na regido do intestino médio toracico e do intestino

anterior.

Infecgoes tardias

142



Resultados

Intestinos de fémeas com infeccdo tardia (mais de 5 dias apos o repasto infectante)
também foram observados por microscopia Optica, microscopia eletronica de varredura e
microscopia eletronica de transmissao.

Em intestinos de fémeas com 5-6 dias de infec¢do os parasitos ja haviam migrado para a
regido anterior do intestino. Grande quantidade de promastigotas foi encontrada na regido da
valvula do estomodeu (Figura 40A-C), e muitos ainda estavam presentes na regido do
intestino médio abdominal (Figura 40A e 44A-D). As promastigotas encontravam-se
dispostas sobre as microvilosidades, entretanto, sem aparente inser¢do do flagelo (Figura 44 D
e E).

Sob dissec¢do, o aparecimento do gel semelhante ao PSG pdde ser observado no
periodo que coincidiu com o processo de colonizagdo do intestino pelos parasitos (Figura 42).
A coloniza¢do da regido da cardia por um grande nimero de parasitos embebidos nesse gel
pdde ser observada e em muitos casos uma dilatagdo da regido da valvula do estomodeu foi
observada em infec¢cdes com mais de cinco dias (desenho esquemdtico da Figura 42A).
Nesses casos, cuidadosa dissec¢do dos flebotomineos foi necesséria para que o intestino fosse
retirado intacto. O gel isolado teve seu tamanho expandido quando liberado do confinamento
do intestino toracico (Figura 42B e C). Os parasitos embebidos nesse gel frequentemente
pareciam imdveis em preparacdes in vivo e permaneciam unidos a esse plug de gel por um
longo tempo.

Apds 7 dias do repasto infectante, grande quantidade de parasitos ainda estava presente
na regido da valvula do estomodeu, que muitas vezes apresentou-se dilatada (Figuras 41A-C;
46A-C). Grande quantidade da substéancia tipo gel, que observada em MEV apresentou-se sob
forma de rede, envolvia as promastigotas presente na valvula do estomodeu (seta na Figura
46C). Como foi descrito anteriormente, sob disseccdo essa rede formada pelo gel
aparentemente unia os parasitos (Figura 46C). Em quantidade bem menor do que a encontrada
na valvula, parasitos ainda foram encontrados na regido do intestino médio abdominal
(Figuras 45A-C; 48A-C) embebidos na mesma substancia tipo gel (Figuras 45B e C).
Ultraestruturalmente, o gel aparece como uma rede de fibras elétron-densas entre os parasitos
(Figuras 49A-E). Na maioria das vezes foram observados parasitos sem aparente inser¢do do
flagelo entre essas microvilosidades (Figuras 44D-E; 48A-E). Entretanto, ocasionalmente foi
observada, a presenca de parasitos aderidos as microvilosidades do epitélio intestinal via
corpo do parasito (Figura 48F).

Os parasitos presentes no interior do intestino médio dos flebotomineos infectados

apresentaram, em linhas gerais, suas caracteristicas ultraestruturais tipicas (Figuras 48B-F;
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49B-E). Promastigotas apresentaram-se como células alongadas rodeadas por membrana
plasmatica (Figuras 48E e F). O flagelo, que tem posicdo anterior (Figura 48E e F; 49B e C),
emerge concentricamente de uma bolsa flagelar (Figuras 48E e 49B). As caracteristicas
estruturais do axonema que compde o flagelo (Figuras 48C; 49B-E) podem ser observadas em
detalhe na Figura 48D: nove pares de microtibulos periféricos que formam uma coroa que
circunda um par de microtubulos central. Abaixo da membrana plasmatica e ao longo do eixo
longitudinal do parasito encontram-se um conjunto de microtubulos subpeliculares disposto
em fileiras (Figuras 48B; 49B e C), responsaveis pela sustenta¢do do corpo celular. O nucleo
¢ pouco condensado, com aspecto alongado (Figuras 48E; F) ou esférico (Figuras 48B; 49B).
O cinetoplasto foi observado proximo a regido da bolsa flagelar, anterior ao ntcleo (Figura
48F).

Observacgdes de cortes ultrafinos em MET mostraram que em infec¢des tardias o epitélio
intestinal constitui-se de uma camada simples de células colunares com nucleo oval (Figuras
47A e 48A). Mitocondrias foram encontradas por toda a célula, com maior concentragdo na
regido apical (Figuras 47A-B). O reticulo endoplasmatico rugoso frequentemente apresentou
forma concéntrica (Figuras 47A, B e D), caracteristica de intestinos de fémeas ndo
alimentadas ou que ja liberaram o bolo fecal, e raramente apresentou forma de cisternas
(Figuras 47D). Ribossomos livres ocorreram em grande quantidade (Figura 47D) e zonas de
Golgi raramente foram encontradas (Figura 47D). Estruturas semelhantes a lisossomos
(Figura 47B) e corpos multivesiculares (Figura 49A) foram encontrados distribuidos pelas
células.

Alteracdes morfoldgicas decorrentes da presenca de parasitos na valvula do estomodeu e

intestino médio ndo foram observadas nos intestinos analisados.

4.7.3 O intestino de fémeas infectadas com L. (L.) chagasi LPG1KO

A morfologia de intestinos de fémeas de L. (L.) longipalpis infectados com L. (L.)
chagasi LPG1KO foi analisada por MET. Como descrito anteriormente, a infec¢do com
mutantes ¢ completamente perdida antes de 60 horas de infec¢do e, por essa razdo, a
ultraestrutura do intestino de fémeas infectadas com esses mutantes foi realizada 30 horas
apos o repasto sanguineo. Nesse periodo, que antecede a liberagdo do bolo fecal, os parasitos
encontraram-se envolvidos por sangue parcialmente digerido, fato que dificultou a
identificagdo dos mesmos. Além disso, como ocorre uma grande mortalidade nas primeiras

horas de desenvolvimento, poucos parasitos podem ser encontrados no intestino das fémeas.
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Dessa forma, o uso das técnicas de ML e de MEV ndo gerou informagdes relevantes sobre
essa interagdo (dados ndo demonstrados).

Apos 30 horas do repasto, o epitélio intestinal consiste de uma camada de células ainda
levemente achatadas por causa da distensdo causada pela ingestdo do sangue. Esse epitélio ¢
circulado por lamina basal (Figura 50A) e rodeado por fibras musculares circulares
longitudinais e transversais (Figura 50A). Grande quantidade de vacuolos ndo elétron-densos
foi observada por toda a célula (Figura 50A) e o epitélio ainda apresentava grande atividade
secretora (Figura 50D). A matriz peritrofica, com espessura irregular (cerca de 1-2 pm),
separava o bolo alimentar do intestino médio (Figura 50B e C). Foi observado o inicio de
desintegra¢do da matriz peritroéfica alguns pontos (dados ndo demonstrados). Intensa
deposicdo de pigmentos tipo heme foi observada na por¢do da matriz voltada para as
microvilosidades (setas na Figura 50B-C). Células sanguineas parcialmente lisadas foram
frequentemente observadas na periferia do bolo alimentar (Figura 50B) e produtos da digestao
sanguinea foram observados no interior do bolo (Figura 50E). Nao foram encontrados

parasitos no material analisado.
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Figura 37: Sec¢Oes histoldgicas longitudinais de fémea de L. (L.) longipalpis sem
alimenta¢do sanguinea. Os cortes foram corados pelo Azul de Toluidina. (A) visdo geral do
flebotomineo mostrando a localizagdo do intestino; (B) detalhe da localizacdo do intestino.
c=cuticula; cg=corpo gorduroso; ep=epitélio intestinal; ia=intestino anterior; im=intestino

médio; m=musculatura; ve=valvula do estomodeu.
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Figura 38: Intestino de fémea de L. (L.) longipalpis 48 horas apos o repasto com sangue de

camundongo ndo infectado. O intestino foi dissecado e fotografado sob lupa.
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Figura 39: Seccdes histologicas longitudinais do intestino de fémea de L. (L.) longipalpis
alimentadas com sangue de camundongo ndo infectado (A-B) e infectado com L. (L.) chagasi
WT (C-E). Os intestinos foram dissecados 48 horas apos o repasto sanguineo e antes da
liberagdo total do bolo fecal. Os cortes foram corados pelo Azul de Toluidina. (A) e (C) visdo
geral do intestino; (B), (D) e (E) detalhe do intestino médio e da regido da valvula do
estomodeu. asteriscos=promastigotas; cc=célula colunar, d=diverticulo, ep=epitélio,
ia=intestino anterior, im=intestino médio, ip= intestino posterior; n=ndcleo das células
colunares, s=sangue, tm=tubulos de Malpighi, ve=valvula do estomodeu,

setas=microvilosidades.
148



Resultados

Figura 40: Secgoes histologicas longitudinais de fémea de L. (L.) longipalpis infectada com
L. (L.) chagasi WT. Os insetos foram processados 5 dias apds o repasto sanguineo infectante.
Os cortes foram corados pelo Azul de Toluidina. (A) visdo geral do flebotomineo; (B) detalhe
da vélvula do estomodeu, do intestino médio toracico e dos parasitos; e (C) detalhe de
leishmanias obstruindo o lumen intestinal e contribuindo para o bloqueio da valvula do
estomodeu. asteriscos=promastigotas; c=cuticula, cg=corpo gorduroso, d=diverticulo,
e=esoOfago, ep=epitélio, f=faringe, gs=glandula salivar, ia=intestino anterior, ima=intestino
médio abdominal, imt= intestino médio tordcico, m=musculatura, o=ovos, ve=valvula do

estomodeu.
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Figura 41: Secgoes histologicas longitudinais de fémea de L. (L.) longipalpis infectada com
L. (L.) chagasi WT. Os insetos foram processados 7 dias apds o repasto sanguineo infectante.
Os cortes foram corados pelo Azul de Toluidina (A) Visdo geral do flebotomineo; (B) detalhe
da vélvula do estomodeu, do intestino médio toracico e dos parasitos; e (C) detalhe de
promastigotas obstruindo o lumen intestinal e contribuindo para o bloqueio da valvula do
estomodeu. asteriscos=promastigotas; c=cuticula, e=esdfago, ep=epitélio, f=faringe,
gs=glandula salivar, ima=intestino médio abdominal, imt=intestino médio toracico,

m=musculatura, o=ovos, ve=valvula do estomodeu.
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Figura 42: Plug de gel tipo PSG secretado por promastigotas de um intestino de L. (L.)
longipalpis infectado com L. (L.) chagasi WT (infec¢do tardia iniciada com formas
promastigotas). (A) Seccdo sagital de uma fémea de flebotomineo demonstrando a distensao
do intestino toracico e a posi¢do tipica do plug de gel (seta) (extraido de Rogers et al., 2002,
com modificagdes). O diagrama mostra o intestino dividido em: 1, intestino anterior; 2, regido
da cardia; 3, intestino médio tordcico; 4 e 5, intestino médio abdominal e 6, intestino
posterior. (B) e (C) Aparéncia do gel intacto do intestino toracico dissecado sob microscopio
optico. c=crop; im=intestino médio; it=intestino toracico; seta=promastigotas embebidos no

gel; tm=tabulos de Malpighi; ve=valvula do estomodeu.
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10 pm

Figura 43: Intestino médio de fémea de L. (L.) longipalpis infectada com L. (L.) chagasi WT.
Os intestinos foram dissecados 3 dias apds o repasto sanguineo infectante e processados para
Microscopia Eletronica de Varredura. (A) Vista geral do intestino; (B)-(D) detalhe de (A).
asteriscos=sinais deixados pela possivel inser¢do do flagelo dos parasitos; cabeca de
seta=detalne da adesdo dos parasitos; ep=epitélio intestinal; mv=microvilosidades;

p=promastigotas.
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Figura 44: Intestino médio de fémea de L. (L.) longipalpis infectada com L. (L.) chagasi WT.
Os intestinos foram dissecados 6 dias apds o repasto sanguineo infectante e processados para
Microscopia Eletronica de Varredura. (A) bolo de parasitos no intestino médio (seta); (B)
detalhe da area tracejada em (A); (C) vista geral do intestino médio aberto e contendo
parasitos; (D) e (E) detalhe de (C). ep= epitélio intestinal; fm=fibras musculares;

mv=microvilosidades; p=promastigotas.
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Figura 45: Intestino médio de fémea de L. (L.) longipalpis infectada com L. (L.) chagasi WT.
Os intestinos foram dissecados 7 dias apds o repasto sanguineo infectante e processados para
Microscopia Eletronica de Varredura. (A) vista geral do intestino médio; (B)-(C) detalhe dos
parasitos e do gel tipo PSG. ep=epitélio intestinal; fm=fibras musculares;

mv=microvilosidades; p=promastigotas; setas= filamentos do gel.
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Figura 46: Trato digestivo aberto na regido da valvula do estomodeu de uma fémea de L. (L.)
longipalpis infectada com L. (L.) chagasi WT. Os intestinos foram dissecados 7 dias apos o
repasto sanguineo infectante e processados para Microscopia Eletronica de Varredura. (A)
Vista geral mostrando a regido da valvula do estomodeu repleta de parasitos e o ducto do
diverticulo; (B) detalhe de (A); (C) detalhe da densa rede de filamentos de gel tipo PSG que
envolve os parasitos. dd=ducto do diverticulo; p=parasitos; seta= rede de filamento do gel;

ve=valvula do estomodeu.
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Figura 47: Ultraestrutura do epitélio celular do intestino médio de fémea de L. (L.)

longipalpis 7 dias apds a o repasto sanguineo com L. (L.) chagasi WT. (A) visdo geral das
células epiteliais; (B) detalhe da regido apical de uma célula epitelial; (C) detalhe da regido
basal do epitélio intestinal; (D) reticulo endoplasmatico rugoso com formagdo concéntrica,
mitocondria e zona de Golgi presentes na regido apical do epitélio intestinal.
asterisco=ribossomos livres; fm=fibras musculares; g=zonas de Golgi; he=hemocele;
I=estruturas semelhantes a lisossomos; 1b= lamina basal; Ibb=labirinto basal; lu=lumen;
m=mitocondria; mv=microvilosidades; n=nucleo; rer=reticulo endoplasmatico rugoso;

setas=complexos juncionais tipo tight.
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Figura 48: Ultraestrutura de L. (L.) chagasi WT no intestino médio de fémea de L. (L.)
longipalpis 7 dias ap6s o repasto sanguineo. (A), (B) e (E) promastigotas livres no limen do
intestino médio; (C) corte transversal dos parasitos na altura do flagelo; (D) detalhe do
axonema do flagelo; (F) detalhe da ligagcdo do parasito as microvilosidades. ax=axonema do
flagelo; bf=bolsa flagelar; c=cinetoplasto; cabeg¢a de seta=associacdo do parasito as
microvilosidades; f=flagelo; fg=filamentos de gel (fPPG); lu=limen; m=mitocondria;
ms=microtubulos subpeliculares; mp=membrana plasmatica do parasito;
mv=microvilosidades; n=nucleo; rer=reticulo endoplasméatico rugoso; p=promastigotas; seta=

complexos juncionais tipo tight.
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Figura 49: Ultraestrutura de L. (L.) chagasi no intestino médio de fémea de L. (L.)
longipalpis 7 dias apds a o repasto sanguineo. (A) Localizagdo dos filamentos de gel tipo
PSG; (B)-(E) detalhe das promastigotas em associacdo com filamentos de gel tipo PSG.
asterisco=promastigotas em divisdo; ax=axonema do flagelo; bf=bolsa flagelar;
c=cinetoplasto; cm=corpos multivesiculares; f=flagelo; fg=filamentos de gel; lu=ltimen;
m=mitocondria; ms=microtibulos subpeliculares; mv=microvilosidades; n=ntcleo;

p=promastigotas; rer=reticulo endoplasmatico rugoso.
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Figura 50: Ultraestrutura do intestino médio de fémea de L. (L.) longipalpis 30 horas ap6s o
repasto sanguineo com L. (L.) chagasi BH46 LPG1KO. (A) visdo geral do epitélio intestinal
mostrando a formagdo da matriz peritréfica; (B)-(C) detalhe da incrustragdo de pigmentos
tipo heme (um produto da digestdo das hemaceas) na matriz peritrofica e de hemaceas
parcialmente lisadas; (D) vesiculas de secre¢do sendo liberadas pelo epitélio intestinal; (E)
produtos da digestdo. asterisco=secrecdo de vesiculas; fm=fibras musculares; h=hemaceas
parcialmente lisadas; he=hemocele; Ib=lamina basal; lu=limen; mp=matriz peritréfica;
mv=microvilosidades; pd= produtos da digestdo; s=secre¢do; seta=incrustracdo de pigmentos

tipo heme; v=vesiculas.
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5 DISCUSSAO

Formas amastigotas utilizadas em diversos tipos de experimento tém sido isoladas de
lesdes animais (Walters et al., 1989a; Pimenta ef al., 1997; Nieves & Pimenta, 2000, 2002;
Rogers et al., 2002; Gossage et al., 2003) ou cultivadas in vitro em macréfagos humanos ou
murinos (Bates et al., 1992; Warburg, 2008). Entretanto, o isolamento de amastigotas
consome muito tempo, a qualidade do material obtido € limitada pela preparagdo e pode ndo
ser livre de contaminantes derivados do hospedeiro. Sendo assim, o cultivo in vitro de
amastigotas pode possibilitar uma excelente e ilimitada fonte de organismos viaveis que sdo
livres de contaminantes do hospedeiro e podem ser efetivamente utilizados em estudos de
testes de drogas, clonagem molecular, identifica¢do de novos genes regulados pelo estagio de
desenvolvimento da Leishmania, produg¢do de vacinas (Gupta et al., 2001) e interagdo
parasito-vetor.

Durante o ciclo evolutivo, parasitos do género Leishmania experimentam condic¢des
adversas. No fagolisossomo, as amastigotas encontram um pH entre 4.5-6.0 (Zilberstein &
Shapira, 1994), enquanto no intestino de L. (L.) longipalpis formas promastigotas encontram
um pH entre 5.5-6.0 (Gontijo et al., 1998). Além da variagdo de pH, mudangas na temperatura
representam outra condi¢do adversa aos parasitos. Os parasitos desenvolvem-se em
temperaturas que variam entre 22 e 28 °C no flebotomineo e em torno de 371% no hospedeiro
mamifero (Zilberstein & Shapira, 1994). As transicdes dos diferentes estdgios de
desenvolvimento do parasito s@o induzidas principalmente por essas variagdes de pH e de
temperatura, e cada estagio é altamente adaptado para sobrevivéncia extra ou intracelular em
ambos hospedeiros (Zilberstein & Shapira, 1994; revisado por Opperdoes & Coombs, 2007).
Dessa forma, condi¢des que mimetizem o ambiente do fagolisossomo in vitro, tais como
diminui¢do de pH e elevagdo de temperatura e CO,, podem induzir a diferenciacdo de
promastigotas em amastigotas (Barak ef al., 2005).

Doyle e colaboradores (1991) foram os primeiros a diferenciar com sucesso
promastigotas em amastigotas axénicas, utilizando L. (L.) donovani. Desde entdo, diversos
laboratdrios obtiveram sucesso na produgdo de amastigotas axénicas apenas pela elevagdo da
temperatura, sua combina¢do com um pH 4cido e uso de diferentes tipos de meios de cultura
(Bates, 1992, 1993; Charest & Matlashewski, 1994; Zilberstein & Shapira, 1994; Hodgkinson
et al., 1996; Balanco ef al., 1998; Ismaeel et al., 1998; Saar ef al., 1998; Gupta et al., 1999;
Somanna et al., 2002; Debrabant et al., 2004; Barak et al., 2005; Leifso et al., 2007; Habibi et
al., 2008; Li et al., 2008; Morales et al., 2008; Dias Costa et al., 2009; Nesereddin et al.,
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2010). Entretanto, as condigdes que promovem a transformagdo de promastigotas em
amastigotas em uma dada espécie podem ndo ser apropriadas para outra. Por isso, as
condi¢des de cultivo devem ser determinadas para cada espécie ou cepa de Leishmania
(Gupta et al., 2001).

A transformagdo de promastigotas em amastigotas em resposta a eleva¢do de
temperatura com ou sem redu¢do do pH do meio de cultura tem sido relatada para diversas
cepas de Leishmania (revisado por Pan ef al., 1993; Gupta, 2001). No caso de promastigotas
de L. (L.) chagasi, a diferenciac@o para amastigota ocorreu ap6s 4 dias de incubagdo a 370 e
sem a necessidade de acidificagdo do meio de cultura. Saar e colaboradores (1998) ja haviam
notado que promastigotas de L. (L.) donovani também ndo se transformavam em amastigotas
em temperaturas abaixo de 37 °C. Tem sido relatado que apenas o aumento de temperatura
pode ser capaz de provocar as mudangas morfoldgicas no parasito e que essa mudanga reflete
no seu metabolismo (Darling & Blum, 1987; Doyle et al., 1991).

Uma validacdo cuidadosa das amastigotas cultivadas extracelularmente ¢ fundamental
para que essa cultura seja considerada amastigotas bona fide. Dentre varios critérios utilizados
para essa validagdo, podemos citar: a) analise de aspectos morfoldgicos: uma caracterizagdo
morfoldgica inicial pode ser feita em microscopio Optico ou microscopia eletronica de
transmissdo; b) analise bioquimica: comparadas as promastigotas, as amastigotas apresentam
aumentada atividade de proteinase e nuclease, diminui¢do do conteido de proteinas totais,
diminui¢do da secrecdo de fosfatases acidas, incorporagdo de timidina, diminui¢cdo na
producdo de LPG e mudangas na aglutinacio mediada por lectinas; c) andlise da
infecciosidade: pode ser realizada in vitro pela infeccdo de macréfagos em cultura ou in vivo
pela infecgdo de hamsters; d) analise da transformag@o ciclica: a transformagao ciclica ocorre
quando amastigotas axénicas revertem sua forma para promastigotas pela mudanca de
temperatura para 26 °C; e) andlise imunocitoquimica: ocorre pelo reconhecimento diferencial
por anticorpos monoclonais estagio-especifico e; (f) caracterizagdo molecular: identificagdo
da produgdo de proteinas estagio-especifico, sendo a mais conhecida delas a proteina A2
(revisado por Gupta, 2001). No presente estudo nds utilizamos os seguintes marcadores
especificos da diferenciacdo de promastigota em amastigota: morfologia, transformagio
ciclica (reversdo), infec¢do de macrofagos murinos, perfil de proteinas e expressdo da
proteina A2.

Observagdes em microscopia optica e eletronica de varredura foram utilizadas para a
caracterizacdo inicial dos parasitos e revelaram similaridades entre amastigotas axénicas de L.

(L.) chagasi e amastigotas intracelulares. Amastigotas axénicas apresentaram-se ovoides e
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sem flagelo aparente. O acompanhamento da sua morfologia, quando as mesmas foram
incubadas novamente a 26 °C, revelou que elas também foram capazes de retornar a forma
promastigota.

Foram observadas altas porcentagens de macrofagos murinos infectados por amastigotas
axénicas de L. (L.) chagasi. Apds 24 horas, mais de 80% dos mesmos apresentaram infecgao.
A capacidade de replicagdo das amastigotas dentro dos macréfagos foi indicada pela presenca
de dois nucleos ou dois cinetoplastos (* na figura 15). Altas taxas macrofagos infectados por
amastigotas axénicas também foram encontradas por outros autores (Debrabant et al., 2004;
Dias Costa ef al., 2009; Nasereddin et al., 2010) e padrdes similares de desenvolvimento e
viruléncia também foram observados em macrofagos infectados por amastigotas intracelulares
e amastigotas axénicas de L. (L.) infantum (Dias Costa et al., 2009).

A analise das proteinas totais de promastigotas e amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi
revelou diferencas qualitativas no padrdo de bandas entre os dois tipos celulares. Tem sido
proposto que, além das diferencas qualitativas, amastigotas também apresentem uma
diminui¢do no contetido de proteinas quando comparadas com promastigotas (revisado por
Gupta et al., 2001).

As bases moleculares para a regulagdo da diferencia¢do de promastigotas em
amastigotas ainda sdo pouco entendidas, entretanto, prévios estudos demonstraram que a
fosforilagdo de tirosina tem um significante papel na diferenciagdo de Leishmania
(Nascimento et al., 2003), regulando direta ou indiretamente a expressdo da proteina A2. Essa
proteina foi primeiramente identificada em L. (L.) donovani como uma familia de proteinas
estagio-especifico de amastigota (Charest & Metlashewski, 1994). Elas sdo compostas
predominantemente por copias multiplas e, dependendo do numero de repetigdes dentro de
cada proteina, seu tamanho pode variar de 45 a 100 kDa (Zhang et al., 1996). A andlise de
caridtipos tem revelado que os genes de A2 sdo conservados em L. (L.) donovani, L. (L.)
chagasi, L. (L.) amazonensis e espécies do complexo mexicana (Ghedin et al., 1997). A
expressdo de A2 é dependente do aumento de temperatura e diminui¢do de pH, que resulta em
um aumento da estabilidade do mRNA de A2 em amastigotas (Charest & Metlashewski,
1994). Em nosso trabalho, nés detectamos a expressdo da proteina A2 em amastigotas
axénicas de L. (L.) chagasi utilizando a técnica de RT-PCR. A expressdo da proteina A2 foi
observada apds 96 horas de incubag¢o dos parasitos a 37 °C, periodo coincidente tanto com a
producdo méaxima de amastigotas axénicas (Figura 11) quanto com o aparecimento de
caracteristicas morfologicas tipicas de amastigotas nas amastigotas axénicas (Figuras 12B-D e

13D).
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Os critérios utilizados e descritos acima indicam que a metodologia utilizada para
diferenciagdo de amastigotas in vitro resultou na produg¢do de amastigotas axénicas
semelhantes a amastigotas derivadas de animais. A capacidade de induzir a diferenciacdo de
L. (L.) chagasi in vitro possibilitou a produ¢do de quantidades suficientes de amastigotas
axénicas necessaria para a realizacdo da infeccdo experimental. Essa foi a primeira vez que
amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi foram usadas para infectar flebotomineos. A
capacidade de amastigotas axénicas infectarem o vetor L. (L.) longipalpis foi o ltimo critério
conclusivo para a consideracdo dessas amastigotas como amastigotas bona fide.

Os primeiros estudos morfoldgicos sobre a interagdo Leishmania-vetor no Novo Mundo
observaram a ultraestrutura dos parasitos em infec¢des de L. (L.) longipalpis com Leishmania
mexicana amazonensis (Killick-Kendrick et al., 1974b; Molyneux et al., 1975). Em 1977,
Lainson e colaboradores obtiveram sucesso na transmissdo experimental de parasitos de L.
(L.) chagasi pela picada de L. (L.) longipalpis. Entretanto, detalhes sobre o desenvolvimento
desse parasito no seu vetor natural foram investigados somente alguns anos depois em
trabalhos que abordaram os aspectos ultraestruturais dessa interagdo pela andlise de esfregaco,
de cortes histologicos e de microscopia eletronica de transmissdo de intestinos artificialmente
infectados (Lainson & Shaw, 1988; Walters et al., 1989a).

No presente trabalho, o desenvolvimento de infec¢des de L. (L.) longipalpis iniciadas
com amastigotas axénicas, um modo de infec¢do mais préximo do natural, foram comparadas
aquelas iniciadas com promastigotas de cultura. E interessante notar que nenhuma diferenca
significativa foi observada entre as taxas de infec¢do de L. (L.) longipalpis nessas infec¢des
experimentais com promastigotas ou amastigotas axénicas. Esse resultado traz evidéncias de
que o modelo de infeccdo com promastigotas, pelo menos para L. (L.) chagasi / L. (L.)
longipalpis, ¢ adequado para a obtengdo de insetos infectados, ja que é menos laborioso.

Para avaliar o impacto do tipo de infec¢do (amastigotas axénicas versus promastigotas)
no desenvolvimento de L. (L.) chagasi em L. (L.) longipalpis, intestinos foram examinados
diariamente. A consideragdo do sucesso da infec¢do foi baseada na avaliagdo de parametros
tais como escape dos parasitos da MP, migra¢do e coloniza¢do da valvula do estomodeu e
diferenciag@o dos parasitos em formas infectantes.

Uma alta porcentagem de L. (L.) longipalpis infectados foi encontrada em todos os
dias analisados, tanto nas infec¢des iniciadas com promastigotas quanto naquelas iniciadas
com amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi (média de 88 e 93% respectivamente). Altas
porcentagens de insetos infectados também foram observadas por Saraiva e colaboradores

(1995) em P. (P.) papatasi infectado com L. (L.) major e por Nieves e Pimenta (2000) em L.
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migonei infectado com L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis. Taxas de infecgdo bem
menores foram encontradas em L. (L.) longipalpis infectados com duas diferentes cepas
colombianas de L. (L.) chagasi (1L-12=3,8% e NILO=24,2%) (Montoya-Lerma et al., 2003).
A grande diferenca entre a taxa de infec¢@o encontrada por nds e a descrita no trabalho citado
acima pode estar relacionada tanto a baixa infecciosidade dessas cepas quanto a
susceptibilidade a infec¢do da populagdo colombiana de flebotomineos utilizada. Além disso,
tem sido demonstrado que a fonte do sangue da alimentacdo pode influenciar na taxa de
infec¢do do flebotomineo por Leishmania (Nieves & Pimenta, 2002).

No segundo dia apds a infeccdo a média de parasitos por intestino de L. (L.)
longipalpis foi alta para ambas as infec¢des iniciadas com promastigotas e amastigotas
axénicas. Altas densidades de parasitos nos primeiros dias de infec¢do em diferentes vetores
também tém sido relatadas em L. migonei infectado com L. (V.) braziliensis ¢ L. (L.)
amazonensis (Nieves e Pimenta 2000, 2002) e P. (P.) sergenti infectado com L. (L.) major, L.
(L.) tropica e L. (L.) donovani (Kamhawi et al., 2000b). Em nosso trabalho, uma grande
diminui¢do no numero de parasitos foi observada no terceiro e quarto dia apds a alimentagao
sanguinea iniciada com promastigotas e amastigotas axénicas, respectivamente. Estes
decréscimos tém sido associados a agdo das enzimas digestivas (Dillon & Lane, 1993a;
Pimenta et al., 1997; Nieves & Pimenta, 2002). Entretanto, o nimero de promastigotas
sobreviventes em ambos os grupos foi suficiente para estabelecer a infec¢do no intestino de L.
(L.) longipalpis, possivelmente pela modulagdo da a¢do enzimatica pelos parasitos (Schlein &
Romano, 1986; Borovsky & Schlein, 1987; Dillon & Lane, 1993a; Schlein & Jacobson,
1998). Recentemente, essa idéia tem sido reforcada pela identificagdo de proteases do
intestino de flebotomineo que s3o reguladas pela presenca de Leishmania (Ramalho-Ortigdo
et al., 2007; Jochim et al., 2008).

A perda da infecg@o foi observada em um pequeno numero de flebotomineos no quarto
dia apos a alimentag@o sanguinea. Possivelmente, nesse caso, os parasitos falharam no escape
da MP e, consequentemente, foram excretados juntamente com o bolo fecal (Walters et al.,
1992; Ciakova & Volf, 1997; Pimenta et al., 1997).

Na maioria das fémeas os remanescentes da digestdo sanguinea foram liberados no
terceiro dia apos o repasto, concordando com as observag¢des de outros autores em infecgdes
de L. (L.) longipalpis com L. (L.) chagasi (Walters et al., 1989a; Montoya-Lerma et al.,
2003). A grande maioria das fémeas permaneceu infectada e os parasitos iniciaram a
colonizagdo do intestino. A média de parasitos por intestino atingiu valor mdximo no sexto e

sétimo dia apods a alimentag@o sanguinea iniciada com promastigotas e amastigotas axénicas,
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respectivamente. Nas infecgdes com promastigotas, o tempo necessario para atingir a
densidade maxima de parasitos foi menor, assim com a média de parasitos alcancada foi
maior. E possivel que as formas amastigotas axénicas tenham sido mais expostas a acdo das
enzimas digestivas devido as mudangas de conformagao no seu glicocalix durante a transi¢éo
amastigota-promastigota (Pimenta er al., 1997). Como nas infecgdes iniciadas com
promastigotas os parasitos ndo passaram por esse estagio de diferencia¢do e ja estavam
protegidos pela camada de LPG desde as primeiras horas de infec¢@o, a mortalidade pode ter
sido menor e o desenvolvimento mais rapido, explicando assim a diferenca significativa na
média de parasitos atingida pelos dos dois grupos observada unicamente no sexto dia apds o
repasto. Nos dias subseqlientes, a média de parasitos por intestino manteve-se
aproximadamente constante nos dois grupos.

Fatores intrinsecos de cada espécie ou cepa podem influenciar no desenvolvimento e na
densidade de parasitos alcangada no intestino do vetor. Em laboratorio, a populagdo de
parasitos encontrada no intestino L. migonei foi maior nas infecgdes por L. (L.) amazonensis
do que naquelas por L. (V.) braziliensis (Nieves & Pimenta, 2000). Varia¢des no
desenvolvimento de varias cepas de L. (L.) major provenientes de diferentes regides também
foram observadas nos seus vetores naturais P. (P.) papatasi e P. (P.) duboscqi (Ciakova &
Volf, 1997).

No presente trabalho, as observagdes morfologicas do epitélio intestinal de L. (L.)
longipalpis estdo de acordo com aquelas sugeridas para outros flebotomineos do Velho
Mundo (Gemetchu, 1974; El Sawaf et al., 2008) e do Novo Mundo (Rudin & Hecker, 1982;
Andrade-Coelho et al., 2001; Nieves et al., 2004). Trabalhos sobre a morfologia de intestinos
de flebotomineos infectados com Leishmania t€m trazido relevantes informagdes sobre
aspectos da interacdo parasito-vetor. Walters e colaboradores (1989a) descreveram que a
ligacdo de L. (L.) chagasi ao epitélio de L. (L.) longipalpis ¢ altamente especializada e que o
flagelo encontra-se inserido verticalmente entre as microvilosidades, assim como ocorre para
outros pares Leishmania/flebotomineo (Killick-Kendrick et al., 1974b; Warburg et al., 1986;
Lawyer et al., 1987; Walters et al., 1987; El Sawaf et al., 2008). Entretanto, no presente
trabalho, poucos parasitos foram observados em contato com o epitélio intestinal do
flebotomineo, algumas vezes com todo o corpo celular disposto sobre as microvilosidades
(Figura 48F) e esporadicamente com o flagelo superficialmente inserido entre elas (43C e D).
A maior parte dos parasitos permaneceu livre no limen, proximos as microvilosidades.
Resultados semelhantes aos nossos foram obtidos em P. (L.) langeroni infectado com L. (L.)

infantum (E1 Sawaf et al., 2008). E importante destacar que as espécies L. (L.) chagasi e L.
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(L.) longipalpis utilizadas no trabalho de Walters e colaboradores (1989a) eram procedentes
da Colombia e as nossas, do Brasil. Estudos comparativos sdo de grande interesse, uma vez
que L. (L.) longipalpis é considerado um complexo de espécies (revisado em Bauzer et al.,
2007), com desconhecidas diferencas entre distintas populagdes geograficas com respeito a
interagdo com Leishmania e a competéncia vetorial.

Como observado por Stierholf e colaboradores (1999) em infecg¢des maduras de L. (L.)
longipalpis com L. mexicana, o intestino de L. (L.) longipalpis frequentemente apresentou
grande quantidade de parasitos. Diferentemente, em P. (P.) papatasi infectado com L. (L.)
major poucos parasitos puderam ser encontrados no intestino nesse mesmo estagio (Stierholf
et al., 1999). Em flebotomineos infectados com Leishmania, um fendmeno que tem sido
comumente observado ¢ a formag¢do de uma massa de parasitos embebidos em uma matriz
tipo gel na regido da cardia e valvula do estomodeu (Killick-Kendrick, 1979; Lawyer et al.,
1987, 1990; Walters et al., 1987, 1989a, 1989b; Killick-Kendrick et al., 1988; Rogers et al.,
2002, 2004). Nos nossos experimentos, o aparecimento de um gel, possivelmente o PSG,
pdde ser observado in vivo, por MEV e MET na regido da céardia e do intestino médio em
infec¢des maduras de L. (L.) longipalpis com L. (L.) chagasi. Nesse periodo, posterior a
defecacdo, os parasitos também ndo estavam ancorados ao epitélio intestinal, mas
apresentavam-se aparentemente ligados entre si por uma rede de substancia amorfa do gel.
Cortes ultrafinos também revelaram uma densa rede de fibras espalhadas pelo limen do
intestino e ao redor dos parasitos. A valvula do estomodeu apresentou-se dilatada pela
presenga de grande numero de parasitos embebidos e presos em uma densa rede
tridimensional de substancia amorfa. A morfologia dessas redes foi semelhante aquela
observada em um interessante trabalho que analisou os aspetos morfoldgicos dos fPPGs
secretados por L. (L.) mexicana em L. (L.) longipalpis e por L. (L.) major em P. (P.) papatasi
(Stierholf et al., 1999). Segundo os autores, a rede de fPPG secretada por essas duas espécies
dentro de seu respectivos vetores é morfologicamente idéntica ao fPPG produzido pelos
parasitos in vitro. Vale lembrar que os filamentos de PPG (fPPG) s@o os principais
constituintes do PSG (Stierholf ez al., 1999).

A destrui¢do da valvula do estomodeu tem sido relacionada a agdo de quitinases
secretadas pelo parasito (Schlein et al., 1992; Volf et al., 2004; Roger ef al., 2008), e como
uma conseqiiéncia da patologia, o contato entre o vetor e o hospedeiro poderia ser aumentado
pela reducdo do volume de sangue que o inseto consegue ingerir, aumentando assim as
tentativas de novos repastos. Alteragdes morfoldgicas na valvula do estomodeu ndo tém sido

relatadas para muitas combinagdes parasito-vetor e ndo foram observadas por nds em L. (L.)
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longipalpis infectados com L. (L.) chagasi, embora analises ultraestruturais ndo tenham sido
realizadas. Por outro lado, grande parte dos flebotomineos infectados apresentou uma
dilatagdo na regido da valvula. Segundo Rogers e colaboradores (2002), a pressdo e a
expansdo causadas pelo PSG e parasitos forcam a abertura da véalvula e também prejudicam a
sua fun¢do, facilitando a regurgitacdo de parasitos durante a picada. Assim como ocorre
quando a valvula encontra-se danificada, o aumento das tentativas de picadas poderia
promover a transmissdo dos parasitos (Killick-Kendrick et al., 1977; Beach et al., 1985;
Rogers et al., 2002; Rogers & Bates, 2007). Alguns estudos tém sugerido que o dano celular
encontrado no intestino de algumas espécies flebotomineos infectados possa ter relagdo com a
formagdo do gel (Nieves et al., 2004; El Sawaf et al., 2008), entretanto, ndo foram observadas
por nds altera¢des no epitélio intestinal L. (L.) longipalpis infectados com L. (L.) chagasi.

Uma detalhada analise in vivo das formas de desenvolvimento do parasito durante a
metaciclogénese foi realizada e todos os morfotipos de promastigotas descritos na
nomenclatura de Lawyer e colaboradores (1990) foram observados no tubo digestivo de L.
(L.) longipalpis. O atraso no desenvolvimento das infec¢des iniciadas com amastigotas
axénicas também refletiu pequenas diferencas no aparecimento temporal dos morfotipos.
Nas infecc¢des iniciadas com as promastigotas, as formas prociclicas, que possuem uma alta
capacidade de multiplicacdo e sdo responsaveis pelo estabelecimento inicial da infec¢do, se
transformaram rapidamente em nectomonas, formas capazes de escapar da MP e se ancorar
no epitélio intestinal, evitando dessa forma sua expulsdo junto com as fezes. No segundo dia
apos o repasto, nectomonas representaram mais de 90% dos parasitos nas infec¢des iniciadas
com promastigotas, enquanto nas infec¢des iniciadas com amastigotas axénicas a forma
predominante ainda era a prociclica. Nessas infecg¢des, somente no terceiro dia foi observado
um rapido aumento das nectomonas (de 12,3% no segundo dia para 96,2% no terceiro dia)
concomitantemente com o decréscimo das formas prociclicas (de 81,7% no segundo dia para
2,1% no terceiro dia). Gossage e colaboradores (2003) também observaram uma queda na
porcentagem de prociclicas e um aumento das nectomonas trés dias apds a infecg¢do de L. (L.)
longipalpis com outra cepa de L. (L.) chagasi. Esse mesmo padrdo tem sido observado em
outros pares Leishmania/vetor do Novo Mundo (Nieves & Pimenta, 2000).

A desintegracdo da MP coincidiu com a diferenciagdo de prociclicas em nectomonas
(Warburg et al., 1986; Lawyer et al., 1990). Alguns autores sugerem que as quitinases do
parasito sejam as responsaveis por essa desintegragdo (Schlein et al.1991), enquanto outros
acreditam que os parasitos esperem pela desintegracdo da MP por acdo de quitinases do

proprio flebotomineo (Sadlova & Volf, 2009). Segundo Rogers e colaboradores (2008), ¢
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provavel que pelo menos algumas espécies de Leishmania dependam das quitinases
produzidas pelo flebotomineo para o escape. De qualquer forma, ndo pode ser excluida a
possibilidade de que o processo de desintegragdo da MP seja espécie-especifico (Sadlova &
Volf, 2009).

Interessantemente, tem sido sugerido que a exposicdo a saliva (Bates & Rogers, 2004)
e/ou a diminui¢do de hemina do bolo sanguineo poderia desencadear a diferenciagdo de
formas prociclicas em nectomonas. Dessa forma, apds o repasto os parasitos seriam mantidos
como formas prociclicas na presenga de hemina. Com o decréscimo da concentracdo dessa
substancia, prociclicas se desenvolveriam em nectomonas, que migrariam para o intestino
toracico, onde a saliva ingerida com a alimentacdo de agucar sinalizaria uma seqii€éncia de
diferenciagdes até o estagio metaciclico (Charlab ez al., 1995).

Formas haptomonas e paramastigotas apareceram em baixas propor¢des tanto nas
infecgdes iniciadas com promastigotas e amastigotas axénicas. Baixas porcentagens de formas
paramastigotas também ja foram encontradas em L. (L.) longipalpis infectados com L. (L.)
chagasi e L. (L.) mexicana (Walters et al., 1989a; Rogers et al., 2002; Gossage et al., 2003) e
em L. migonei infectados com L. (V.) braziliensis ¢ L. (L.) amazonensis (Nieves & Pimenta,
2000). Especula-se que elas sejam formas degeneradas originadas das haptomonas e que
sejam tipicamente encontradas no intestino anterior nos estdgios mais tardios de infecgéo,
estando ou ndo ligadas ao epitélio intestinal (Gossage et al., 2003). Entretanto, seu papel no
ciclo de vida do parasito é ainda incerto.

Trabalhos sobre a metaciclogénese utilizando infec¢des de L. (L.) mexicana em L. (L.)
longipalpis tém proposto a criagdo de um novo estagio de vida do parasito (Rogers et al.,
2002; Gossage et al., 2003). Tais autores especulam que esse novo morfotipo, denominado
"leptomona" e correspondente em morfologia a haptomona descritas por Lawyer (Lawyer et
al., 1990), seria o precursor das metaciclicas e o responsavel pela a produgdo do PSG.
Diferente desses trabalhos, que encontraram grande quantidade desses morfotipos ao longo da
infecgdo, baixas propor¢des de haptomonas foram observadas por nds em L. (L.) longipalpis.

Como ja foi dito, grande quantidade de parasitos embebidos em gel tipo PSG pdde ser
observada na regido da cardia em infec¢des maduras. Acredita-se que a acumulagdo de altas
concentragdes do PSG na regido anterior do intestino possa estimular a metaciclogénese de
duas diferentes formas. Primeiro, pelo aumento das condi¢des acidas nessa regido, ja que os
fPPG, principal componente do PSG (Stieholf e al., 1999), sdo carregados negativamente e a
diminui¢do do pH tem claramente demonstrado aumentar a metaciclogénese in vitro (Zakai et

al., 1998). Segundo, pela natureza gelatinosa do gel, que juntamente com a grande quantidade
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de parasitos pode causar a deple¢do local de oxigénio, conhecida por estimular a
metaciclogénese in vitro (Mendez et al., 1999).

O surgimento das formas promastigotas metaciclicas foi observado a partir do quinto dia
nas infec¢des iniciadas com promastigotas e a partir do nono naquelas iniciadas com
amastigotas axénica. O aparecimento dessas formas infectantes coincidiu com a presenga do
baixo niumero de prociclicos e um alto nimero de nectomonas no intestino de L. (L.)
longipalpis. Em infec¢des iniciadas com promastigotas cerca de 13% dos morfotipos
encontrados apos o nono dia de infec¢do eram metaciclicas. J& em infecgdes iniciadas com
amastigotas axénicas a porcentagem foi menor; menos de 3% eram formas infectantes. O
aparecimento de formas metaciclicas de L. (L.) chagasi em L. (L.) longipalpis apos seis dias
de infecg¢do também tem sido observado por outros autores (Gossage et al., 2003; Montoya-
Lerma et al., 2003).

De maneira geral as infec¢des iniciadas com promastigotas e com amastigotas axénicas
demonstraram um perfil semelhante de desenvolvimento e promoveram a formacgdo das
formas infectantes. Cihakovd e Volf (1997) também encontraram que o padrio de
desenvolvimento de L. (L.) major em P. (P.) papatasi e P. (P.) duboscqi em infec¢des
iniciadas com promastigotas de cultura foi similar aquele observado por outros autores em
infecgdes iniciadas com amastigotas (Warburg et al, 1986; Killick Kendrick et al, 1988;
Lawyer et al., 1990).

Para L. (L.) chagasi , a questdo sobre qual ¢ a forma capaz de originar as metaciclicas
permanece sem resposta. Entretanto, é importante destacar que em espécies do Novo Mundo
as metaciclicas sdo frequentemente encontradas em baixas porcentagens (Elnaein ef al., 1994;
Nieves & Pimenta, 2000; Miranda et al., 2008), uma caracteristica distinta daquela observada
no Velho Mundo, onde ja foi relatado o aparecimento de até 66% de formas infectantes em
infec¢des maduras (Saraiva et al., 1995), sugerindo uma possivel adaptacdo dessas espécies
para a geragdo de alto nimero de metaciclicas. A influéncia da fonte sanguinea no
desenvolvimento de Leishmania no vetor tem sido avaliada em espécies do Novo Mundo
(Nieves & Pimenta, 2000; Miranda et al., 2008). Segundo os autores, a fonte do sangue do
segundo repasto pode afetar a taxa de infecc@o dos flebotomineos e a densidade de parasitos
por intestino. Ja a propor¢do média de todas as formas de desenvolvimento, inclusive
metaciclicas, encontrada no flebotomineo parece ndo ser afetada pela fonte sanguinea. No
entanto, Elnaein e colaboradores (1994) sugeriram que talvez seja necessario um segundo ou
terceiro repasto sanguineo para que altas taxas de metaciclicos sejam desenvolvidas em

espécies do Novo Mundo.
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Os nossos resultados apresentaram algumas diferencas temporais e quantitativas no
aparecimento dos morfotipos de Leishmania quando comparados ao trabalho de Gossage e
colaboradores (2003), que também infectaram L. (L.) longipalpis com L. (L.) chagasi. Tais
diferengas podem ser devido ao uso de diferentes cepas de L. (L.) chagasi e de populagdes de
flebotomineos de diferentes localidades do Brasil, além da ado¢do de uma outra classificacdo
morfologica.

A razdo para as diferencas encontradas no desenvolvimento dos morfotipos do parasito
quando comparadas diferentes espécies de Leishmania é desconhecida até o momento. E
provavel que tais diferengas reflitam adaptagdes de cada espécie para maximizar a
possibilidade de transmissdo sob condi¢des naturais (Gossage et al., 2003).

Para muitas espécies de Leishmania, o LPG tem sido sugerido como uma molécula de
adesdo que promove a interagdo entre o epitélio intestinal do flebotomineo e o parasito
(McConvile et al., 1992; Pimenta et al., 1992, 1994; Sacks et al., 1995; Mahoney et al., 1999;
Kamhawi et al., 2000b; Soares ef al., 2002, 2004, 2010). Até o momento sdo conhecidos trés
tipos basicos de LPG: I) sem cadeias laterais (L. (L.) donovani do Suddo e formas prociclicas
de L. (V.) braziliensis) (Orlandi & Turco, 1987; Thomas et al., 1992; Sacks et al., 1995;
Soares et al., 2005); II) com ligagdes de galactoses ou glicoses no carbono 3 da galactose
presente nas repeti¢des de dissacarideos, que sdo variaveis conforme a espécie (L. (L.) major,
L. mexicana, L. (L.) chagasi, L. (L.) donovani da India, L. (L.) tropica e formas metaciclicas
de L. (V.) braziliensis) (Ilg et al., 1992; McConville ef al., 1990, 1992, 1995; Mahoney ef al.,
1999; Soares et al., 2002, 2004, 2005) e III) com a posi¢do do carbono 2 da manose
substituida com um tnico residuo [manose em L. aethiopica (McConville et al., 1995).

Varia¢des intra-especificas no LPG de Leishmania tém sido observadas em L. (L.)
major (McConville et al., 1995), L. (L.) donovani (Mahoney et al., 1999) e L. (L.) tropica
(Soares et al., 2004), espécies do Velho Mundo. Entretanto, a existéncia de tal variabilidade
ndo era conhecida em espécies do Novo Mundo. Previamente, foi descrito que o LPG de L.
(L.) chagasi da cepa PP75 apresenta uma licose nas cadeias laterais das unidades
repetitivas (Soares et al., 2002). No presente trabalho, nds encontramos a presenca de di, tri,
tetra e pentassacarideos nas cadeias laterais na cepa BH46 de L. (L.) chagasi e, tanto a
Eletroforese de Monossacarideos quanto a HPLC comprovaram que os agucares presentes
nessas cadeias laterais sdo glicoses. Essa é a primeira descricdo de variabilidade intra-
especifica no LPG de espécies do Novo Mundo (Figura 26).

Polimorfismos no LPG tém sido relacionados a heterogeneidade no reconhecimento de

sitios expressos nas células epiteliais de diferentes espécies de flebotomineos (Pimenta et al.,

172



Discussdo

1992, 1994; Mahoney et al., 1999). Para P. (P.) papatasi, que transmite somente L. (L.)
major, essas moléculas parecem ter especificidade para oligossacarideos contendo galactose,
e somente espécies de Leishmania que exibem uma abundancia de cadeias laterais de
galactose na superficie do LPG (no caso, L. (L.) major) podem manter a infeccdo em P. (P.)
papatasi (Pimenta et al., 1994; Butcher et al., 1996). Sob esse ponto de vista, a expressdo de
residuos de glicose terminal tanto nas cadeias laterais como no "cap" possibilitaria a ligagdo
de L. (L.) donovani da India ao intestino de uma espécie simpatrica de flebotomineo, por
exemplo, P. (E.) argentipes. Contudo, cadeias laterais e "cap" contendo glicose ndo foram
necessarios para promover a adesdo de L. (L.) donovani do Suddo, que na verdade depende de
acucares terminais de galactose e manose presentes no cap (Sacks ef al., 1995). Para L. (L.)
chagasi PP75, Soares e colaboradores (2002) sugerem que a expressdo de residuos de glicose
nas cadeias laterais seja responsavel pela adesdo do parasito ao intestino de L. (L.)
longipalpis. Entretanto, estudos sobre a relacdo entre o polimorfismo intra-especifico do LPG
em L. (L.) chagasi e o desenvolvimento desses parasitos no seu vetor, L. (L.) longipalpis,
ainda estdo em andamento (Coelho et al., ndo publicado).

O uso de parasitos mutantes proporciona uma excelente oportunidade para testar o papel
do LPG na interacdo com o vetor e com o hospedeiro vertebrado. Para concluir que um gene
particular ou um glicoconjugado estd envolvido na viruléncia do parasito, o fator especifico
deve satisfazer o "Postulado molecular de Koch", isto €, sua auséncia em uma célula deve
resultar em um fenotipo avirulento/atenuado e sua restauragdo deve restabelecer a viruléncia
(Falkow, 1988). A experimentagdo transgénica em Leishmania utilizou inicialmente de
mutagénese e selecdo de parasitos para o estabelecimento de mutantes em LPG nas espécies
L. (L.) donovani (King & Turco 1988; Huang & Turco, 1993; McNeeley et al., 1990;
Descoteaux et al., 1995) e L. (L.) major (Pimenta et al., 1994; Butcher et al., 1996). Dessa
forma, o requerimento de LPG e de outros fosfoglicanos durante o desenvolvimento de
Leishmania no flebotomineo pode ser avaliado nos pares L. major/ P. (P.) papatasi (Pimenta
et al., 1994; Butcher et al., 1996; Sacks et al., 2000) e L. (L.) donovani / P. (E.) argentipes
(Pimenta et al., 1994; Sacks et al., 2000). Entretanto, a interpretacdo dos dados obtidos com
esses mutantes pode ter sido comprometida por efeitos ndo especificos associados a mutacdes
secundarias geradas durante a forte mutagénese, ou pela perda da viruléncia associada a um
longo tempo de cultivo in vitro (Spith et al., 2000), tal como foi observado em estudos nos
quais a restauragdo do LPG nos mutantes promoveu o restabelecimento da sintese da
molécula mas ndo a viruléncia (Ryan et al., 1993; Descoteaux et al., 1995). Os primeiros

parasitos especificamente mutantes no gene LPGI, que sdo deficientes na producdo da
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galactosiltransferase envolvida na biossintese da por¢do central glicana do LPG, foram
gerados em L. (L.) major (Spith et al., 2000, 2003). Esses mutantes ndo sintetizavam LPG,
mas possuiam niveis normais dos outros glicoconjugados e de proteinas ancoradas a GPI, e
tiveram sua viruléncia restaurada apds a reintrodugdo do gene LPGI. Desde entdo, a
importancia do LPG durante o desenvolvimento de espécies de parasito do Velho Mundo no
flebotomineo tem sido avaliada apenas em infec¢des com mutante em LPGI de L. (L.) major,
tanto em vetores naturais (Boulanger ef al., 2004; Myskova et al., 2007; Svérovska et al.,
2010; Secundino ef al., 2010) como em vetores ndo naturais (Myskova et al., 2007; Svéarovska
et al., 2010). No Novo Mundo, este ¢ o primeiro trabalho a avaliar o comportamento de
parasitos mutantes no gene LPG/ em seu vetor natural para estudo do papel do LPG nessa
interacao.

Trabalhos cléssicos estabeleceram um paradigma para o papel do LPG na sobrevivéncia
de L. (L.) major e L. (L.) donovani em seus vetores, mediada pela adesdo do LPG ao intestino
do flebotomineo (Pimenta et al., 1994; Sacks et al. 2000). No caso de L. (L.) major, galectinas
do epitélio intestinal de P. (P.) papatasi, denominadas PpGalec, foram reconhecidas como
mediadoras dessa interagdo (Kamhawi ef al., 2004). Entretanto, em 2007 estudos
demonstraram a sobrevivéncia de parasitos independentemente de LPG em vetores
experimentalmente "permissivos". Assim, os prévios estudos sobre a dependéncia do LPG
para o desenvolvimento do parasito no flebotomineo foram associados a espécies "seletivas",
novamente pela observagdo em testes experimentais que essas espécies suportam o
desenvolvimento de um limitado nimero de espécies ou cepas de Leishmania (Myskova et
al.,2007).

Assim como relatado previamente para P. (P.) papatasi (Sacks et al., 2000; Myskova et
al.,2007) e P. (P.) duboscqi (Boulanger et al., 2004; Svarovska et al., 2010; Secundino et al.,
2010) infectados com L. (L.) major mutantes em LPGI, L. (L.) chagasi LPG1KO foi incapaz
de persistir no intestino de seu vetor natural, L. (L.) longipalpis, apos a liberagdo do bolo
fecal. A inabilidade de esses mutantes persistirem no intestino durante a excre¢do foi
correlacionada ao papel do LPG em mediar a ades@o dos parasitos ao epitélio intestinal
(Pimenta et al., 2002, 2004; Kamhawi et al., 2004; Soares et al., 2002, 2010). Entretanto,
diferente do que acontece em P. (P.) papatasi ¢ P. (P.) duboscqi, nos quais o LPG nio ¢
requerido nas fases iniciais do desenvolvimento de L. (L.) major (Sacks et al., 2000;
Boulanger et al., 2004; Svarovska et al., 2010; Secundino et al., 2010), nés observamos uma
grande redugdo na sobrevivéncia ou crescimento de L. (L.) chagasi LPG1KO no periodo que

antecede a defecagdo, sendo que nas primeiras 60 horas ocorreu a perda total da infecg@o.
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Esse fendtipo ¢ muito semelhante aquele apresentado por mutantes em LPG2 (Sacks et al.,
2000; Boulanger et al., 2004; Svarovska et al., 2010; Secundino et al., 2010), que sdo
deficientes na producdo de todas as moléculas que contém fosfoglicanos e t€ém o seu
desenvolvimento e crescimento severamente reduzido nas fases iniciais da infec¢@o no vetor.

Baseados na idéia que a adigdo de inibidor de tripsina ao sangue poder reduzir a
atividade proteolitica e promover a sobrevivéncia de L. (L.) donovani em P. (P.) papatasi
(Borovsky & Schlein, 1987), nos utilizamos esse inibidor nas alimentagdes de L. (L.)
longipalpis com L. (L.) chagasi WT e LPG1KO. Apesar da presenga do inibidor ter causado
um aumento significativo no nimero médio de L. (L.) chagasi LPG1KO nos intestino nas
primeiras 48 horas de infec¢@o, apds trés dias ndo foram mais encontrados parasitos viaveis.
Nos ensaios in vitro, promastigotas de L. (L.) chagasi LPGIKO também demonstraram
grande mortalidade quando expostos a lisados de um simples intestino. Novamente, a adigdo
de inibidor de tripsina mostrou redugdo parcial da mortalidade. Esses dados sugerem que,
adicional a tripsina, outras proteases presentes durante o processo digestivo estejam
envolvidas na mortalidade desses mutantes. Explorando o desenvolvimento de L. (L.) chagasi
em P. (P.) duboscqi, que ¢ vetor somente de L. (L.) major, nds também observamos grande
mortalidade de promastigotas LPG1KO nos periodos iniciais de desenvolvimento, enquanto
promastigotas WT somente foram perdidas com a excregdo. Esses dados reforgam a hipdtese
da acgdo letal das enzimas digestivas sobre os mutantes de L. (L.) chagasi.

Recentemente, Svarovska e colaboradores (2010) ndo encontraram diferenca
significativa no crescimento nas linhagens selvagem, mutantes em LPG/ e mutante em LPG2
de L. (L.) major em presenga de tripsina bovina. Entretanto, baseados nos resultados prévios
de Secundino e colaboradores (2010), que demonstram que a inibig¢do de tripsina e de outras
proteases do intestino de P. dubosqci pode aumentar a sobrevivéncia de mutantes em LPG2
de L. (L.) major, os autores sugeriram a possibilidade da tripsina bovina ndo ser um bom
modelo para avaliar a atividade e/ou propriedades de todo o contetido proteolitico do intestino
do flebotomineo.

A forma como a presenca do LPG pode conferir protecdo aos parasitos contra as
proteases do intestino do vetor no par L. (L.) chagasi / L. (L.) longipalpis ainda ndo é clara. A
inibi¢do da atividade de proteases em intestino de flebotomineos infectados com Leishmania,
ja descrita por outros autores (Schlein & Romano, 1986; Borovsky & Schlein, 1987; Dillon &
Lane, 1993a; Ramalho-Ortigéo et al., 2007; Jochim et al., 2008), pode ter sido produzida, no
caso de L. (L.) chagasi, pela presenga do LPG. Entretanto, varia¢cdes nos niveis de proteases

no intestino de L. (L.) longipalpis durante a infeccdo com L. (L.) chagasi WT ndo foram

175



Discussdo

medidas no presente trabalho. Outra possibilidade ¢ que o LPG, juntamente com os outros
glicoconjugados de superficie de Leishmania, forme uma densa camada de prote¢@o contra o
ataque enzimatico sofrido pelo parasito.

O fato de L. (L.) major e L. (L.) donovani deficientes na producdo de LPG sobreviverem
em seus vetores naturais quando o bolo sanguineo ainda esta presente (Sacks et al., 2000;
Boulanger et al., 2004; Myskova et al., 2007; Svarovska et al., 2010; Secundino ef al., 2010),
ndo reduzem necessariamente a contribuicdo do LPG na resisténcia a morte inicial dos
parasitos no intestino, visto que, em alguns casos, tem sido observada uma modesta redugéo
na sobrevivéncia desses mutantes nesse periodo inicial de infec¢do (Sacks er al., 2000;
Myskova et al., 2007; Secundino et al., 2010). Além disso, em experimentos in vitro,
Secundino e colaboradores (2010) observaram que a adigdo de PGs derivados de LPGs
conferiu a L. (L.) major mutantes em LPGZ2 alguma resisténcia a morte pelas proteases de
lisados de intestino de P. (P.) duboscqi.

A auséncia do receptor PpGalec para todas as outras espécies de flebotomineos vetores
examinadas até o momento (Kamhawi ef al., 2004) retoma as discussdes sobre quais seriam
os sitios de ligagio dos parasitos nesses insetos. E importante considerar a natureza dos
receptores expressos por vetores naturais de parasitos que possuem unidades repetitivas de
LPG nio substituidas ou pouco substituidas, como por exemplo, L. (L.) donovani (Sacks et
al., 1995) e L. (L.) chagasi (Soares et al., 2002), que se desenvolvem em P. (E.) argentipes e
L. (L.) longipalpis, respectivamente. Interessantemente, como ja foi dito, esses flebotomineos
parecem comportar-se como vetores "permissivos” em estudos de laboratério. Investigagdes
sobre a importancia do LPG em vetores experimentalmente "permissivos" tém demonstrado
que L. (L.) major mutantes em LPG1 permanecem capazes de se desenvolver nos vetores
"permissivos" P. (E.) argentipes (Svéarovska et al., 2010), P. (Larroussius) perniciosus
(Svarovska et al., 2010), P. (A.) arabicus (Myskova et al., 2007) e L. (L.) longipalpis
(Myskova et al., 2007; Secundino ef al., 2010) e sugerem que, nesses casos, o LPG néo seja
requerido para a protecdo do parasito contra as enzimas digestivas nem para a adesdo ao
intestino. Com base nesses resultados, tem sido sugerido que o desenvolvimento de
Leishmania em vetores experimentalmente "permissivos" seja independente de LPG
(Myskova et al., 2007; Svarovska et al., 2010) e que glicoproteinas contendo N-acetil
galactosamina (GalNAc) estejam envolvidas no mecanismo de adesdo (Evangelista & Leite,
2002; Myskova et al., 2007). Essa hipdtese é corroborada pelo fato dessas glicoproteinas
ligarem-se especificamente a superficie de promastigotas de Leishmania e por epitopos

contendo GalNAc demonstrarem localizag@o especifica nas bordas das microvilosidades do
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intestino, localizagdo requerida para adesdo dos parasitos no flebotomineo.

A identificagdo de uma intera¢do conservada parasito-ligante GalNAc fornece um
perspectiva util para o sucesso da adaptagdo de Leishmania em outros flebotomineos além
daqueles especificos, provavelmente como resultado da agdo de atividades humanas. Segundo
Myskova e colaboradores (2007), esse poderia ser o caso da introdug¢éo de L. (L.) infantum do
Mediterraneo para a América Latina. Na Europa, esse parasito ¢ transmitido para cdes e
humanos por P. (L.) perniciosus (Killick-Kendrick, 1999), uma espécie que apresenta
glicanos contendo GalNAc em seu intestino (Myskova et al., 2007) e por outras espécies do
género Larrousius (Killick-Kendrick, 1999). Na América Latina, o parasito teria sido capaz
de se desenvolver no flebotomineo "permissivo" L. (L.) longipalpis, que também apresenta
esses glicanos contendo GalNAc em seu intestino (Myskova et al., 2007). Entretanto, a idéia
do desenvolvimento independente de LPG ndo pode ser generalizada para todos os insetos
considerados vetores "permissivos". Prévios estudos demonstraram que L. (L.) donovani
mutante em LPG foram incapazes de sobreviver dentro de P. (E.) argentipes (Pimenta et al.,
1994), um vetor considerado permissivo e que apresenta a expressdo de GalNAc no intestino.

Embora o papel do LPG na protecdo de L. (L.) chagasi frente o ambiente hidrolitico do
intestino seja claro, nossos resultados ndo permitiram determinar se o desenvolvimento de
infecgdes tardias de L. (L.) chagasi em L. (L.) longipalpis é dependente ou ndo da adesdo dos
parasitos no epitélio via LPG, j& que os parasitos mutantes em LPG/ ndo sobreviveram até o
momento em que ¢ necessaria a adesdo. Nao podem ser descartadas as hipdteses que outros
ligantes estejam envolvidos nessa interagdo ou que os grumos formados pelos parasitos e o
gel consigam permanecer no intestino apds a defecagdo sem a necessidade de ligacdo as
microvilosidades. Além disso, tem sido identificado um neuropeptideo mioinibidor secretado
por L. (L.) major que é capaz de inibir o peristaltismo do intestino médio e posterior de P. (P.)
papatasi, tornando o flebotomineo menos eficiente em expelir os parasitos, aumentando suas

chances de persistir no intestino (Vaidyanatham, 2004, 2005).
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6 CONCLUSOES

- O protocolo utilizado foi eficiente para transformagdo in vitro de promastigotas em

amastigotas axénicas de L. (L.) chagasi BH46.

- Lutzomyia longipalpis infectados com formas promastigotas ou amastigotas axénicas de L.
(L.) chagasi produziram altas porcentagens de infec¢do, perfil semelhante de

desenvolvimento dos parasitos e diferenciacdo de formas infectantes.

-[Edrmas promastigotas podem ser preferencialmente utilizadas em experimentos de infecgo

experimental devido a facilidade de obtencdo e manipulagdo das mesmas.

- Diferente da adesdo altamente especializada previamente proposta para L. (L.) chagasi em L.
(L.) longipalpis (Walters et al., 1989a), poucos parasitos foram observados com corpo e
flagelo em contato com o epitélio intestinal e, esporadicamente, com o flagelo

superficialmente inserido entre as microvilosidades.
- A andlise da composicdo de agucar das cadeias laterais do LPG da cepa BH46 revelou pela
primeira vez a presenca de um LPG poliglicosilado (1, 2 e 3 cadeias laterais de glicose) em L.

(L.) chagasi.

- A sintese de LPG foi essencial para a sobrevivéncia inicial de L. (L.) chagasi no intestino de

L. (L.) longipalpis, provavelmente protegendo os parasitos do ataque enzimatico.
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