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RESUMO

Estudos da intera¢ao Leishmania-flebotomineo constituem um importante campo de pesquisa,
j4 que podem contribuir com o conhecimento dos processos envolvidos na transmissdo do
parasito e na epidemiologia das Leishmanioses. Diante da ndo existéncia de uma vacina
efetiva contra a doenga ¢ de uma variedade limitada de drogas para o tratamento, detalhes de
todos os aspectos da interagdo parasito-vetor sdo desejaveis para a formulagdo de novas
estratégias de controle contra o protozoario € o vetor. Algumas espécies de flebotomineos
mostram notavel especificidade para os parasitos de Leishmania transmitidos na natureza,
enquanto outras espécies podem se infectar, experimentalmente, por mais de uma espécie de
parasito. A essas tltimas tém sido sugerido o termo "Vetores Permissivos”. Ainda ndo se sabe
ao certo como funciona a interagdo Vetores Permissivos-Leishmania, mas acredita-se que o
mecanismo de adesdo do parasito ao intestino médio dos vetores permissivos seja diferente
dos Vetores Naturais. O trabalho aqui apresentado descreve o desenvolvimento de quatro
espécies distintas de Leishmania (Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania)
amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) chagasi) em
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis, considerado um vetor permissivo. Esse desenvolvimento
foi acompanhado utilizando a técnica de infeccao experimental com trés diferentes doses de
parasitos (4x107, 2x107, 1x10"). Os intestinos médios dos flebotomineos infectados foram
analisados no 2° e 6° dias apos a infec¢do experimental. O sangue ainda estd presente no
intestino do vetor no 2° dia ap0s a infec¢do, mas se encontra totalmente digerido no 6° dia. Foi
observado que apos a digestdo sanguinea, em todas as diferentes doses utilizadas, o inseto
suporta a infecgdo por L. (L.) chagasi, L. (L.) major e L. (L.) amazonensis, mas nao por L. (V.)
braziliensis que foi capaz de se desenvolver no vetor apenas na dose mais alta (4x10"), mas
com uma média de infec¢ao baixa. Leishmania (L.) amazonensis e L. (L.) major mostraram
uma média de 7000 parasitos quando utilizamos a menor dose, porém nao podemos afirmar

que estas espécies sao capazes de transmitir a doenga.
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ABSTRACT

Studies of Leishmania-vector interaction are an important field of research, since they can
contribute to the understanding of the processes involved in the transmission of the parasite
and the epidemiology of leishmaniasis. Faced with no effective vaccine against the disease
and a limited range of drugs for the treatment, details of all aspects of vector-parasite
interaction are desirable for the formulation of new control strategies against the parasite and
vector. Some sandfly species show remarkable specificity for Leishmania parasites
transmitted in nature while other species can be infected experimentally by more than one
parasite species. In the past these have been suggested the term "Permissive Vectors." Are
you not sure how to Vectors Permissive-Leishmania interaction works, but it is believed that
the mechanism of adhesion of the parasite midgut of permissive vectors is different Natural
Vectors .It is believed that the mechanism of adhesion to the midgut of Leishmania
permissive vectors is different, is not dependent on LPG. The work presented here describes
the development of four distinct species of Leishmania (Leishmania (L.) major, Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis and Leishmania (Leishmania)
chagasi) in Lutzomyia (L.) longipalpis, a vector considered permissive. This development was
accomplished using the technique of experimental infection with three different doses of
parasites (4x107, 2x107, 1x107). The blood is still present in the gut of the vector on day 2
after infection, but is completely digested in the 6 th day. It was observed that after digestion
supports the insect blood infection by L. (L.) chagasi, L. (L.) major and L. (L.) amazonensis,
but not for L. (V.) braziliensis. It was observed that after the blood digestion — in all doses
tested - the insect was able to support the infection by L. (L.) chagasi, L. (L.) major and L. (L.)
amazonensis, but not by L. (V.) braziliensis which was able to grow in vector only at the
highest dose (4x107), but with a low average infection. Leishmania (L.) amazonensis and L.
(L.) major showed an average of 7000 parasites when we use the lowest dose, but we can not

assert that these species are capable of transmitting the disease.
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1 INTRODUCAO

A importancia epidemioldgica dos flebotomineos deve-se ao fato de que espécies dos
géneros Phlebotomus e Lutzomyia podem ser transmissoras dos protozoarios do género
Leishmania. Existem varias espécies de Leishmania que podem causar Leishmanioses nos
mamiferos. A doenca apresenta uma variedade de manifestagdes clinicas no homem com
diferencas marcantes quanto a severidade, tendo grande impacto a satde, principalmente nos
paises tropicais. Os reservatdrios sdo uma gama variada de mamiferos, tanto domésticos
quanto selvagens, que podem ou ndo apresentar sinais da doenca (Laison & Shaw, 1979;
Bofill et al, 1985; Young & Duncan, 1994).

Durante as ultimas décadas muitos estudos foram feitos a fim de entender a biologia
do parasito e da doenga que ele causa. Porém, se compararmos os estudos existentes sobre a
Leishmania e a sua interagdo com hospedeiros vertebrados, em relagdo ao inseto transmissor,
os conhecimentos sdao ainda relativamente escassos e fragmentados, principalmente em
relacdo aos parasitos e aos vetores do Novo Mundo (Titus & Ribeiro, 1990; Young & Arias,
1991; Schlein, 1993; Secundino et al, 2012).

A susceptibilidade ou resisténcia dos flebotomineos a infec¢ao por Leishmania parece
ser controlada, entre outros, por fatores genéticos, os quais restringem para algumas espécies
de insetos a capacidade especifica de transmissao de certas espécies do parasito. Duas
espécies de flebotomineos, Phlebotomus (P.) papatasi e Phlebotomus (P.) sergenti, mostram
notavel especificidade para os parasitos Leishmania transmitidos na natureza, mas outras
espécies sdo amplamente permissivas para o desenvolvimento de diferentes espécies de
Leishmania.

O Lutzomyia (L.) longipalpis ¢ considerado, segundo a literatura, como um inseto que
alberga, experimentalmente, diferentes espécies de Leishmania (Myskova et al 2007,
Svarovska et al 2010, Secundino et al 2010). Essa espécie de flebotomineo tem sido utilizada
em laboratério como modelo experimental, no qual ¢ infectada com diferentes espécies de
Leishmania. Este tipo de comportamento foi caracterizado como “Vetor Permissivo” e induz
acreditar que Lu. (L.) longipalpis seja um exemplar desse grupo, porém na natureza o vetor é
capaz de transmitir somente a Leishmania (L.) chagasi. Myskova e colaboradores, 2007
demonstraram que a permissividade desse vetor ¢ devido a presenca de lectinas em seu
intestino médio que permite o desenvolvimento inespecifico de distintas espécies de
Leishmania. Diferentemente da Lu. (L.) longipalpis, outros vetores, principalmente do Velho
Mundo, ndo suportam mais do que uma espécie de Leishmania em infecgdes experimentais, a

ndo ser as espécies que sao encontradas infectando-os na natureza, tendo como exemplo o
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Phlebotomus (P.) papatasi com Leishmania (L.) major e o Phlebotomus (P.) sergenti com
Leishmania (L.) tropica (Pimenta et al. 1994a). Em 1992, Pimenta ¢ colaboradores sugeriram
que moléculas tipo lectinas poderiam servir como sitios de ligacdo para os parasitos.
Posteriormente, diversas publicagdes relataram a presenga de moléculas tipo lectinas capazes
de aglutinar parasitos de Leishmania em intestinos lisados (Volf & Palanova, 1996;
Svobodova et al, 1997; Andrade & Saraiva, 1999).

A molécula de lipofosfoglicano (LPG) ¢é responsavel, nos vetores naturais, pela
ligagdo, através do flagelo, as microvilosidades intestinais do inseto, garantindo a sua
permanéncia ¢ desenvolvimento naquele local (Pimenta et al., 1992; Pimenta et al., 1994a).
Além disso, o LPG funciona como molécula protetora contra a agdo de enzimas, durante a
digestdo alimentar no inseto vetor (Pimenta et al.,1997; Schlein & Jacobson, 1998).
Atualmente, acredita-se que o mecanismo de adesdo da Leishmania ao intestino médio dos
vetores naturais e permissivos € diferente, ou seja, os permissivos ndo sao dependentes de
LPG (Myskova et al., 2007).

Proteinas glicosiladas com N-acetilgalactosamina (GalNAc) estdo presentes nos
insetos permissivos, mas ndo nos vetores especificos e tem sido considerada uma forte
candidata para mediar o processo de adesdo Leishmania - vetores permissivos. O grupo de
flebotomineos permissivos inclui Lutzomyia (L.) longipalpis, Phlebotomus (P.) argentipes,
Phlebotomus (Adlerius) halepensis e Phlebotomus (Adlerius) arabicus. Esta modalidade de
ligagcdo (GalNAc) tem implicagdes importantes para a transmissdo e evolu¢do do parasito,
contribuindo para a disseminagdo bem sucedida da Leishmania, devido a sua adaptagdo nos
vetores (Myskova et al., 2007).

Considerando o conhecimento derivado da literatura, se faz necessario um estudo mais
minucioso para entender o processo da biologia da interagdo de Lutzomyia (L.) longipalpis
com distintas espécies de Leishmania, inclusive para caracterizar aspectos importantes da
competéncia vetorial e mesmo para validar ou ndo o uso deste vetor como modelo

experimental.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a interacdo de Lu. (L.) longipalpis com diferentes espécies de Leishmania

durante o processo de infec¢do experimental.

2.2 Objetivos Especificos

Comparar o indice de infecgdo experimental do Lu. (L.) longipalpis, utilizando

diferentes espécies de Leishmania;

Avaliar o indice de infecgdo experimental do Lu. (L.) longipalpis, utilizando

diferentes concentrac¢des de Leishmania;

Comparar a “permissibilidade” de Lu. (L.) longipalpis a diferentes espécies de

Leishmania em insetos silvestres e colonizados;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Os Flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos dipteros da familia Psychodidae classificados de acordo
com sua distribuigdo geografica e caracteristicas morfoldgicas em dois grandes géneros de
importancia médica: Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (Ashford,
1991). Popularmente sdo chamados de “mosquito palha”, “birigui”, ‘“asa branca”,
“flebétomo”, “cangalinha”, “anjinho”, entre outros. Aproximadamente 1000 espécies de
flebotomineos foram descritas até o momento, e dessas, cerca de 30 sdao vetores comprovados
na transmissao de Leishmania (Desjeux, 2004).

Estes insetos sdo holometadbolos e seu desenvolvimento, a partir do ovo, passa por
quatro estadios larvais, pupa e adulto (Figura 1). A eclosdo do ovo ocorre de 7 a 17 dias apos
a postura, em condigdes ambientais favoraveis (Killick-Kendrick et al., 1977a), e o seu
desenvolvimento completo pode variar de 30 a 100 dias, dependendo da espécie e das
condigdes ambientais, como por exemplo Lutzomyia (L.) longipalpis, que apresenta seu ciclo
de desenvolvimento de 30 a 45 dias em condigdes de laboratdrio. As larvas se alimentam de
matéria organica do solo (Ferro et al., 1997) e se desenvolvem em locais umidos onde haja
substrato organico, porém seus criadouros sdo de dificil localizacdo na natureza (Killick-
Kendrick et al., 1977a). Os flebotomineos adultos vivem em abrigos umidos como fendas de
arvores, tocas de animais e fendas de pedras e se alimentam, tanto fémeas quanto machos, de
fontes naturais de acucar (seiva de plantas, secrecdes de afideos e néctar) (Rangel e Lainson
2003).

Além de agucar, as fémeas necessitam de alimentagdo sanguinea para matura¢do do
foliculo ovariano que ocorre apds a digestdo e absor¢do dos nutrientes do sangue (Killick-
Kendrick, 1999), embora algumas espécies produzam ovos no seu primeiro ciclo gonotréfico
sem a necessidade de sangue (Brazil & Oliveira, 1999). Os flebotomineos possuem em sua
maioria, hdbitos crepusculares ou noturnos para realizarem a hematofagia.

Os flebotomineos, assim como muitos outros insetos, digerem as proteinas do sangue
com o auxilio de proteases, tais como tripsinas, que sdo secretadas pelas células do epitélio
intestinal e responsaveis pela quebra do alimento. Os nutrientes provenientes da digestao sao
absorvidos no intestino médio, e os sais € agua no intestino posterior (Richards & Davies
1977, Chapman 1982, 1985). Esses nutrientes sdo usados para a maturagdo dos 6vulos. O
comportamento pouco seletivo de algumas espécies faz com que esses insetos hematofagos se

alimentem em diversas fontes de vertebrados, inclusive o homem, facilitando a transmissao de
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doencas. Os flebotomineos s3o capazes de transmitir bactérias patogénicas que causam a
Bartonelose, virus causadores da Febre Papatasi e protozoarios, causando as Leishmanioses

(Forattini, 1973, Pessoa & Martins, 1977).

Fonte: Nagila Secundino

Figura 1: Desenvolvimento dos flebotomineos. Imagens do ovo (A), larva (B), pupa (C) e
adulto.

3.2 Os protozoarios do género Leishmania

Protozoarios parasitos do género Leishmania Ross, 1903, sio membros da familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, que compreende organismos unicelulares
caracterizados pela presenga de um flagelo simples e uma estrutura rica em DNA, o
cinetoplasto. O ciclo de vida do parasito se distingue em dois estagios de desenvolvimento,
um no hospedeiro vertebrado (forma intracelular amastigota) e o outro no hospedeiro
invertebrado (forma extracelular promastigota), os flebotomineos. Estes parasitos sao
encontrados em uma variedade de animais silvestres e domésticos em todos os continentes,
exceto na Antartica, e sdo agentes etiologicos de doengas conhecidas como Leishmanioses.
Aproximadamente 40 espécies do género Leishmania ja foram descritas, sendo cerca de 21
responsaveis por causar a doenga (Killick-Kendrick, 1990)

O género Leishmania foi dividido em trés subgéneros de acordo com as observagdes
do tipo de desenvolvimento do parasito no intestino do vetor. O subgénero Viannia
compreende os parasitos que se aderem ao intestino do vetor de forma peripilérica,
estabelecendo uma infec¢do inicial no tridngulo pildrico e no intestino posterior.
Posteriormente, esses parasitos migram e se desenvolvem na regido do intestino médio. Esse
grupo inclui a Leishmania (V.) braziliensis e sdo encontrados somente nas Américas. Na
adesdo suprapilarica, os parasitos t€ém o seu desenvolvimento restrito ao intestino médio do
vetor e pertencem ao subgénero Leishmania, que inclui a maioria das espécies de Leishmania
do Velho e Novo Mundo, como por exemplo, Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (L.)

19



chagasi e Leishmania (L.) major. Ja na adesdo do tipo hipopilarica, os parasitos se
desenvolvem no intestino posterior € pertencem ao subgénero Sauroleishmania, tendo como
hospedeiros apenas os lagartos do Velho Mundo (Figura 2). A transmissdo ocorre quando o

inseto infectado ¢ ingerido pelo lagarto (Lainson & Shaw, 1979).

Intestino Intesting Intestino

anteror médin posterior

7 Ve \
_ _ e

Faringe
Eséfago Estomodeu

Diverticula

Figura 2: Desenho esquematico do tubo digestorio dissecado de Phlebotomus (P.) papatasi
(Jobling,1987)

As varias espécies do género Leishmania infectam pessoas no mundo todo, causando
um amplo conjunto de doengas coletivamente denominadas Leishmanioses, as quais variam
em suas manifestagdes clinicas e sintomas, relacionados com as diferentes espécies do
parasito (Herwaldt, 1999). A area de distribuicao das Leishmanioses tem sido subdividida em
“Novo Mundo” (Américas) e “Velho Mundo” (Africa, Asia e Europa) (Bafiuls et al., 2007),
atingindo cerca de 88 paises (WHO, 2013). Essas doencas podem ocorrer sob a forma
cutanea, a qual varia em localizada, difusa e muco-cutanea, ¢ sob a forma visceral. O
tratamento depende de uma variedade de drogas que sdo téxicas e requerem atendimento
ambulatorial (WHO, 2013).

A Leishmaniose Cutinea ocorre quando o parasito apresenta tropismo por células da
pele e aparecem lesdes que podem ser ulcerativas e de cura espontinea, mas que deixam
fortes cicatrizes. Existem ainda formas recidivas da doenga que aparecem apos o tratamento.
Os principais agentes etiologicos sdo Leishmania (L.) major, Leishmania (L.) tropica e
Leishmania (L.) aethiopica no Velho Mundo e Leishmania (L.) mexicana, Leishmania (L.)
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amazonensis, Leishmania (L.) venezuelensis, Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.)
panamensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) peruviana, Leishmania (V.)
colombiensis, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi e Leishmania (V.) shawi no
Novo Mundo (revisado por Sacks et al., 2008 e Sharma & Singh, 2008). A forma difusa da
Leishmaniose Cutidnea apresenta lesdes ndo ulcerativas por todo o corpo € sem cura
espontanea ¢ ¢ causada principalmente por Leishmania (L.) amazonensis no Novo Mundo,
sendo de dificil tratamento. J4 a forma muco-cutanea apresenta lesdes nas mucosas, podendo
ser desfigurante e é causada pela L. (V.) braziliensis e L. (V.) panamensis (Herwald, 1999).

A Leishmaniose Visceral, também conhecida como Kala azar, é a forma sistémica da
doenca e pode ser fatal se ndo tratada. Apresenta como principais sintomas febre, perda de
peso, hepato-esplenomegalia e pancitopenia (reducdo dos elementos do sangue: hemadcias,
leucocitos e plaquetas). Em alguns casos apos o tratamento pode haver o aparecimento de
uma forma cutinea pos-Kala azar. A Leishmaniose Visceral acomete principalmente criangas,
individuos desnutridos e imunossuprimidos (Gramiccia & Grandoni, 2005; Chappuis et al.,
2007). Seus agentes etiologicos sdo Leishmania (L.) donovani, Leishmania (L.) infantun e
Leishmania (L.) infantum chagasi (revisado em Mauricio et al., 2000 e Lukes et al., 2007).

Estima-se que aparecam 1,8 milhdes de novos casos por ano, sendo que apenas 600
mil sdo reportados, por ser uma doenca de notificagdo compulsoria somente em 33 desses
paises. 500 mil, desses novos casos, sdo de Leishmaniose Visceral, ocorrendo 90% deles em
apenas 5 paises (Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Nepal e Suddo) e 1,3 milhdes de
Leishmaniose Cutanea, ocorrendo 90% dos casos em 8 paises (Afeganistdo, Argélia, Brasil,

Ira, Peru, Arabia Saudita, Suddo e Bolivia) (WHO, 2013).

3.3 Interagdo Leishmania-vetor

O processo de interacdo do parasito com o hospedeiro vetor se inicia quando a fémea
do flebotomineo esta apta a se alimentar de sangue para o desenvolvimento dos seus ovulos.
Durante o repasto, a fémea, eventualmente, pode ingerir o protozoario pertencente ao género
Leishmania juntamente com o sangue do hospedeiro vertebrado. O ciclo de vida da
Leishmania nos insetos vetores ¢ extracelular, ou seja, os parasitos se desenvolvem livres na
luz do trato digestorio (Nieves & Pimenta, 2000; Sacks, 2001).

As amastigotas, presentes no hospedeiro vertebrado, podem ser ingeridas livres ou
dentro de macrofagos. Essas formas sdo rapidamente direcionadas ao intestino médio do
inseto ¢ envoltas pela matriz peritrofica, junto ao o bolo sanguineo (Walters et al., 1993;

1995; Pimenta et al., 1997; Secundino et al., 2005). Apos um periodo de doze a vinte horas e
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dentro do bolo alimentar, as amastigotas se diferenciam em promastigotas. As promastigotas
sao formas altamente multiplicativas, alongadas, flageladas e extremamente moveis.
Posteriormente essas promastigotas iniciam o processo de metaciclogénese, transformando-se
em formas promastigota prociclica para metaciclica, forma infectante ao vertebrado (Sacks &
Perkins; 1985). Além dessas formas, dentro do vetor também sdo encontradas as formas
nectomona, haptomona e paramastigota, conforme classificagdo de Lawyer et al., 1990.
(Sacks & Perkins, 1984; Lawyer et al., 1990; Descoteaux, 1999). A localizacdo e
desenvolvimento das promastigotas no trato digestério do vetor € espécie especifica (Walters

et al., 1989; Pimenta et al 1992 Rangel et al., 1992; Gontijo et al., 1998). (Figura 3)
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Figura 3: Desenho esquematico do desenvolvimento do parasito Leishmania dentro do vetor.

(Sacks & Kamhawi, 2001)

Atualmente, sabe-se que existem varias barreiras naturais e estas sao enfrentadas pelos
parasitos durante o processo de interagdo com o vetor. Os principais eventos que ocorrem
durante o processo de interagdo dos flebotomineos com a Leishmania sdo: (a) a espécie
susceptivel de Leishmania deve estar presente no hospedeiro vertebrado; (b) a origem, a
ingestdo e a estocagem do sangue infectado no intestino médio; (c) a agdo das enzimas
digestivas; (d) a formacao e a protecdo do parasito pela matriz peritrofica; (e) a transformagao
da amastigota (forma multiplicativa dos vertebrados) para a promastigota prociclica (forma
multiplicativa dos insetos vetores); (f) a ruptura da matriz peritrofica na regido do intestino
médio, devido a producdo de quitinase pelos parasitos; (g) a adesdo da promastigota pelo

flagelo no epitélio do trato digestorio dependente ou nao da expressao de moléculas espécie -
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especificas de lipofosfoglicano (LPG) na superficie dos parasitos; (h) a migracdo dos
parasitos para a regido da cardia ou valvula do estomodeu (apds a completa digestdo do
alimento sanguineo); (i) a diferenciacdo dos parasitos em metaciclicos, a Unica forma
infectiva apta a ser injetada e infectar o hospedeiro vertebrado no momento da picada; (j)
sucesso na alimentacdo do flebotomineo infectado sendo capaz de inocular os parasitos em
um novo hospedeiro vertebrado durante a picada; e finalmente, (k) a agao da saliva do vetor,
intensificando e modulando o estabelecimento da infec¢do no local da picada no hospedeiro

vertebrado (Revisado por Sacks & Kamhawi 2001; Secundino et al., 2011).

3.4 Moléculas de adesdo

O LPG ¢ o glicoconjugado majoritario na superficie de promastigotas de Leishmania,
estd localizado em todo o parasito, inclusive no flagelo, e é organizado como um glicocalix
filamentoso (Turco & Descoteaux, 1992; Pimenta et. al., 1994a). Dentro do inseto a molécula
de LPG parece tanto proteger a superficie celular das promastigotas de atividades liticas do
intestino (Borovsky & Schlein, 1987; Schlein et al, 1993), como também mediar a interagdao
dos parasitos com o epitélio intestinal do vetor (Pimenta et. al 1992; Mahoney et al, 1999). A
diferenca na capacidade vetorial dos flebotomineos ¢ controlada pela habilidade dos
prociclicos de se ligarem as microvilosidades do intestino médio do inseto durante a excrecao
da digestdo sanguinea. Essa adesdo ¢ determinada pelo polimorfismo espécie-especifica do
LPG do parasito. (Pimenta et. al 1994; Mahoney et al, 1999; Sacks et al, 2000).

Durante a diferenciagdo das promastigotas para o estagio infectivo (metaciclogénese),
a molécula de LPG se modifica e aumenta de tamanho (Pimenta et al, 1994a; Sacks et al,
1995; Butcher et al, 1996). Além disso, existe um polimorfismo da molécula, caracterizado
pela presenca de distintos carboidratos, que ¢ extremamente importante para o
estabelecimento e manutencdo dos parasitos, sendo determinante de que espécies de
Leishmania sdo especificas para determinado vetor (Pimenta et. al 1992; Sacks et al, 1995;
Mahoney et al, 1999; Sacks et al, 2000).

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 [3-
galactoses terminais para adesdo (McConville et 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 ap6s a defecacdo (Pimenta et al., 1994a). A ideia de que
a adesdo ao intestino ¢ espécie-especifica também ¢ reforcada pelo trabalho de Kamhawi e
colaboradores, 2000, que mostraram que intestinos de P. (P.) sergenti foram intensamente

23



marcados apés incubagdo com LPG purificado de L. (L.) tropica, mas ndo com o LPG de L.
(L.) major e L. (L.) donovani.

O fato de diferencas na adesdo mediada por LPG terem sido observadas quando
diferentes espécies vetoras foram comparadas, sustenta a ideia de que moléculas que servem
como sitios de ligagdo para os parasitos podem variar entre as diferentes espécies de
flebotomineos e que podem, por isso, proporcionar pressao evolutiva para o polimorfismo
estrutural do LPG (Sacks & Kamhawi, 2001).

Em 1992, Pimenta e colaboradores sugeriram que moléculas tipo lectinas poderiam
servir como sitios de ligagao para os parasitos. Posteriormente, diversas publicagdes relataram
a presenca de moléculas tipo lectinas capazes de aglutinar parasitos de Leishmania em
intestinos lisados. 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 (Kamhawi et al., 2004), comprovando a especificidade deste vetor.

Estudos em laboratorio que mostram o desenvolvimento de diferentes espécies de
Leishmania em diferentes espécies de flebotomineos sugerem que os vetores sejam divididos
em dois grupos: a) “vetores naturais ou nao permissivos” espécies de vetores especificos, ou
seja, sdo refratarios ao desenvolvimento da maioria das espécies de Leishmania, por exemplo,
P. (P.) papatasi, o qual apenas suporta o desenvolvimento de L. (L.) major (Pimenta et al
1994b) ¢ o P. (P.) sergenti, vetor de L. (L.) tropica (Kamhawi et al 2000); b) “vetores
permissivos", ou seja, suportam o desenvolvimento de diferentes espécies de Leishmania.
Estes incluem Lu. (L.) longipalpis (Walters et al. 1993), P. (P.) argentipes (Pimenta et al.
1994a), P. (A.) halepensis ¢ P. (A.) arabicus (Sadlova et al. 2003).

Embora os mecanismos que propiciem esta permissividade ndo tenham sido
totalmente elucidados, existe uma variedade de moléculas candidatas para mediar este
processo. Segundo Myskova e colaboradores em 2007, alguns flebotomineos sdo facultativos
para o desenvolvimento de diferentes espécies de Leishmania e os fatores determinantes na
interacdo com os parasitos ndo resultam de interagdes com lectinas e LPG (como proposto
para o vetor natural). Desta forma o paradigma da "adesdo" pode ser entendido de forma
diferente. Alguns autores demonstraram que proteinas glicosiladas com N-acetilgalactosamina
(GalNAc) estavam presentes nos insetos permissivos, mas nao nos vetores especificos

(Myskova et al. 2007, Svarovska et al. 2010, Secundino et al. 2010)
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3.5 Transmissdo do parasito pelo vetor

A transmissdo, a partir de um inseto vetor para um hospedeiro vertebrado, ¢ o
momento-chave no ciclo de vida dos parasitos, incluindo os tripanosomatideos do género
Leishmania. O inseto encontra-se apto a transmitir o parasito ao hospedeiro vertebrado apos a
formagdo das promastigotas metaciclicas.

Alguns autores demonstraram que um dano fisico causado a valvula do estomodeu,
atribuido a acdo de quitinases produzidas pela Leishmania, dificultaria o repasto e favoreceria
a regurgitagdo de promastigotas infectantes na pele do vertebrado (Schlein et al 1992; Volf et
al, 2004). Em 1981, Killick-Kendrick e Molyneaux sugeriram um mecanismo de transmissao
no qual formas metaciclicas interfiram diretamente nas sensilas das partes bucais. Estas
sensilas, que controlam a sondagem e alimentagado, influenciariam a taxa e o direcionamento
do material no canal alimentar e promoveriam a liberagdo dos parasitos na pele do vertebrado.

Fémeas de flebotomineos infectadas com Leishmania tém dificuldade em engorgitar o
sangue durante o segundo repasto sanguineo e precisam, entdo, sondar varias vezes até
conseguir picar. Esta dificuldade durante a alimentacdo se deve a um bloqueio bioldgico e
fisico causado por massas de parasitos embebidos em uma matriz tipo gel, na valvula do
estomodeu do inseto (Bates, 2007). Parasitos que colonizam a parte anterior do intestino
limitam o fluxo sanguineo durante o repasto e provocam um refluxo que transporta esses
parasitos, resultando na deposicdo dos mesmos na pele do hospedeiro (Killick-Kendrick et al,
1977). Esta substancia tipo gel, secretada pelo parasito no intestino médio, ¢ denominada PSG
(Promastigote Secretory Gel) e seria responsavel pela disfungdo mecanica da valvula
estomodeal causada pela pressao de uma massa de parasitos. O bloqueio causado pelo PSG
altera o comportamento de alimentacdo do flebotomineo, aumentando o ntimero de tentativas
de picada e o tempo de repasto (Killick-Kendrick et al.,1977; Rogers & Bates, 2007). (Figura
4).

Agdes em conjunto como a lesdo no tecido do vertebrado causado pela picada, o PSG,
obstruindo a valvula e a saliva, auxiliariam o flebotomineo a realizar o repasto, facilitando a
entrada do parasito no vertebrado (Rogers & Bates, 2007; Peters et al, 2008). A agdo da saliva
¢ muito importante na manutencao do fluxo sanguineo, durante o repasto, promovendo uma
rapida alimentagdo do inseto. A saliva dos flebotomineos contém substancias com diferentes
atividades, tais como: anti-hemostatica, vasodilatadora, anti-inflamatdria, imunossupressora,
anti-coagulante, anti-agregacdo plaquetaria, fator de modulacdo da patogenicidade e fator
indutor de infectividade de Leishmania para o vertebrado (Titus e Ribeiro, 1990; Warburg et

al, 1994).
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Figura 4: Corte sagital de uma fémea de flebotomineo infectado por Leishmania, (A)
mostrando a posi¢do do PSG (Promastigote Secretory Gel) dentro do intestino médio e
anterior do vetor e (B) como o PSG forga a valvula do estomodeu para abrir, estendendo-a

para dentro da regido da faringe. (Bates et al, 2007)

Na literatura, a maioria do conhecimento gerado acerca do processo de infeccdo e do
estabelecimento da Leishmania no hospedeiro vertebrado tem sido através da inoculagdo
intradérmica ou subcutanea de parasitas. Os experimentos tradicionais e rotineiros utilizam
in6culo com quantidades varidveis de parasitos (Belkaid et al., 1998 e 2000). A quantidade de
parasitos a ser inoculada foi adequada devido a necessidade de se estabelecer a infec¢do no
hospedeiro sem, contudo, levar em considera¢do o nimero de parasitos inoculados pelo inseto
vetor na natureza. Warburg & Schlein, 1986 propuseram uma dose de L. (L.) major a ser
transmitida por P.(P.) papatasi, entretanto essa dose foi estimada através da contagem do
nimero de parasitos metaciclicos regurgitados em um micro capilar, obtendo uma estimativa
de 0 a 1.000. Para espécies do Novo Mundo foi sugerido que a quantidade de L.(L.) mexicana

regurgitada por Lu.(L.) longipalpis varia de 10 a 10.000 parasitos, porém esse estudo foi
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conduzido utilizado um modelo experimental e ndo pela picada no hospedeiro (Rogers et al.,
2004).

Recentemente, foi demonstrado por PCR em tempo real da orelha do hospedeiro
vertebrado, que P. (P.) papatasi infectado com L.(L.) major pode inocular pela picada de 100
a 100.000 parasitos. Cerca de 75% dos flebotomineos liberaram 600 ou menos promastigotas,
enquanto os demais liberaram mais de 1.000 células. Altas doses de infeccdo foram
associadas a intestinos fortemente infectados, com mais de 30000 parasitos (Kimblin et al.,
2008). Em 2012, Secundino e colaboradoes demonstraram a transmissdo bem sucedida em
grupos de flebotomineos com cargas parasitarias maior de 20000 ¢ em 2013, Aslan et al
mostraram que um modelo de transmissdo de Leishmaniose Visceral iniciada pelo vetor ¢

reprodutivel, com sucesso, em laboratodrio.
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4 METODOS

4.1 Captura e acondicionamento de flebotomineos

Insetos Silvestres: Os flebotomineos da espécie Lu. (L.) longipalpis utilizados foram
provenientes de coletas semanais na Gruta da Lapinha, localizada nas imedia¢des 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 foi colocado no

interior da gruta, servindo como fonte de atragdo para os flebotomineos (Figura 5).

Fonte: Vanessa Freitas

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
pléastico preto contendo um chumacgo de algodao 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 chumagos umidos de algoddo, para o transporte até o
Laboratorio de Entomologia Médica (LEM) no Centro de Pesquisas René Rachou (Fiocruz),
Belo Horizonte, Minas Gerais.

Insetos Colonizados: Desde 1997, uma coldnia de Lu. (L.) longipalpis proveniente da
Gruta da Lapinha ¢ mantida rotineiramente no Laboratério de Entomologia Médica, seguindo
a metodologia de Killick-Kendrick e colaboradores (1977). A dieta larval é fornecida segundo
Young e colaboradores (1981) e consiste de fezes, racdo de coelho e ragao comercial de peixe

contendo camarao.

4.2 Parasitos e manutencao das cepas

Os parasitos utilizados pertencem a cepa L. (L.) chagasi (HMOM/BR/70/BH46), L. (L.)
amazonensis (IFLA/BR/67/PHS), L. (V.) braziliensis (HMOM/BR/75/H2903) ¢ L. (L.) major
FV1 (MHOM/IL/80/FN). Tais parasitos foram cultivados em Meio M199 (Sigma), acrescido
com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab), penicilina (100U/mL), streptomicina (50
ug/mL), glutamina (12,5 mM), Hepes (40 mM), adenina (0,1 mM) e 2,5 pg/mL hemina
(Sigma). Os parasitos foram cultivados em estufa BOD (FANEM, modelo 347CD) a 26 °C no
Laboratério. Para a realizacdo de todos os experimentos descritos a seguir foram utilizados

parasitos de até no maximo 10 passagens em cultura.

4.3 A Infeccéo experimental dos flebotomineos

4.3.1 Preparo do sangue

O sangue foi coletado diretamente por pungdo cardiaca em camundongos (Mus
musculus) Balb/c. Os camundongos foram previamente anestesiados com Tiopental
(Tiopental Sodico via intramuscular). Com o camundongo completamente anestesiado, foi
realizada a assepsia (&lcool 70%) da parte ventral do animal. As patas anteriores do
camundongo foram presas em um suporte para expor o 0sso esterno. A agulha, de uma
seringa previamente heparinizada, foi introduzida logo abaixo do esterno em uma posi¢ao

horizontal, um pouco inclinada. O angulo da inclinagdo da seringa foi diminuido, ficando
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quase que totalmente horizontal, e o €émbolo foi puxado para retirar o sangue do coragao.
Apos a retirada do sangue, o camundongo foi submetido a eutanasia por deslocamento
cervical. O sangue foi transferido para um tubo falcon de 15 mL estéril e centrifugado a 2000
rpm (rotagdes por minuto) por 15 minutos a 4°C. O plasma foi retirado e colocado em um
novo tubo, que em seguida, foi colocado em banho maria a 57 °C por uma hora, para
inativacdo do sistema complemento. As hemacias foram lavadas em PBS estéril por trés

VEZCES.

4.3.2 Preparo dos parasitos

Cinco mililitros da cultura de cada cepa de Leishmania foram centrifugados por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi resuspenso em meio M199 (ndo
suplementado com soro) e/ou em PBS estéril. Centrifugou-se novamente, nas mesmas
condigdes anteriores. Ao novo “pellet” foi adicionado cerca de 100ul de meio M199 e ou PBS
estéril. Os parasitos foram contados em hemocitometro (cdmera de Neubauer).

O sangue foi reconstituido (hemadcias e plasma) e os parasitos foram adicionados nas
concentragdes de 4 x 107, 2 x 10" e 1 x 10’ por mL de sangue, respectivamente. Também

foram adicionados 30 ul de antibiotico, Penicilina-Streptomicina, por mL de sangue.

4.3.3 Infecgdo experimental

O processo de infeccao experimental dos insetos foi realizado por meio de um sistema
artificial que simula a temperatura de um hospedeiro vertebrado, no qual pequenos recipientes
de vidro, semelhantes a funis invertidos com capacidade de 300-500 ul, foram conectados
através de mangueiras finas (do tipo usado em aquario). Cada recipiente de vidro
(alimentador) foi revestido, na parte inferior, com pele recém dissecada de Gallus gallus
domesticus jovem e preenchido com sangue de camundongo (Mus musculus) Balb/c
heparinizado nas concentragdos de parasitos ja& descritas. O sistema descrito pode ser
observado na figura 6.

O sangue foi mantido entre 38-40 °C e o sistema foi conectado a um banho maria, no
qual a 4gua era bombeada através dos recipientes ligados as finas mangueiras, utilizando-se
uma bomba do tipo aquario. A parte inferior do recipiente, revestida com a pele de G. (g.)
domesticus jovem, foi colocada no orificio no tecido do tipo filé (localizada na parte superior
da gaiola contendo os insetos), permitindo dessa forma, que os flebotomineos fossem atraidos

pelo calor e se alimentassem com sucesso. O tempo de repasto geralmente foi de 2-3 horas.
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A infecgio experimental foi iniciada com uma alta dose de parasitos (4 x 10 7 parasitos
por mL de sangue). O uso desta alta dosagem se justifica devido ao fato de propiciar um
maior desenvolvimento do parasito no vetor. Nos experimentos subsequentes, foram
utilizadas doses menores de parasito (2x10” ¢ 1x10 parasitos por mL de sangue), afim de uma

melhor compreensdo da interagdo do vetor Lu. (L.) longipalpis com as demais espécies de

Leishmania.
A
Banho maria
Potes contendo
fémeas de Lu. (L.)
longipalpis
B

Sangue com Leishmania spp.

/

Pele de Gallus
gallus domesticus

3 --.--“::j\‘\ Fémea de Lu. (L.)

3 longipalpis

Fanessa Freitas

Figura 6: Esquema do processo de infecgdo experimental. (A) Vista geral do processo de
alimenta¢ao e dos potes contendo os flebotomineos. (B) Detalhe do alimentador artificial
revestido por pele de Gallus gallus domesticus jovem contendo sangue ¢ promastigotas de
Leishmania.
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4.3.4 Separacdo das fémeas alimentadas

As fémeas alimentadas foram anestesiadas em gés carbonico e separadas das fémeas
que ndo se alimentaram, como mostrado na figura 7, por meio de aspiragdo utilizando-se um

aspirador manual (capturador de castro).

Fonte: Vanessa Freitas

Figura 7: (A) Espécimes de Lu. (L.) longipalpis anestesiado em CO; e gelo. Detalhes da
triagem de Lu. (L.) longipalpis. (B) Fémea nao ingurgitada ¢ macho de Lu. (L.) longipalpis

(da esquerda para a direita). (C) Fémea de Lu. (L.) longipalpis ingurgitada com sangue.

4.3.5 Manutencao dos flebotomineos infectados

Ap6s a infeccdo experimental os flebotomineos foram mantidos em potes contendo
um fundo de gesso dentro do infectério do LEM, se alimentando de solug¢do de sacarose 30%.
Diariamente os flebotomineos mortos foram retirados dos potes. Grupos de flebotomineos
foram dissecados no segundo e sexto dias consecutivos & alimenta¢do sanguinea, a fim de se

determinar a carga parasitaria.
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4.3.6 Disseccdo do intestino médio

Fémeas alimentadas foram anestesiadas no freezer (-20° 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 lamina contendo uma gota
de PBS (cerca de 30-40 microlitros) e com a ajuda de microscopio estereoscopio e estiletes,
foram dissecadas. Primeiramente a cabeca foi decepada, depois as asas foram 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.
Cada intestino foi colocado em um tubo de 1,5 mL contendo 30 ul de PBS, em seguida foram
macerados ¢ o numero de promastigotas em cada intestino foi quantificado através de

contagem em camara de Neubauer.
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5 RESULTADOS

5.1 Infeccdo experimental de Lu. (L.) longipalpis com dose de 4 x 10" parasitos por mL

de sangue

Os experimentos foram realizados em duplicata ¢ uma média de 150 flebotomineos,
por espécie de parasito, foi utilizada em cada infeccdo experimental. Em média, 60% das
fémeas se alimentaram durante a infec¢do experimental.

No segundo dia apds o repasto infectante, as espécies estudadas desenvolveram-se
bem no Lu. (L.) longipalpis, com excecdo de L. (V.) braziliensis. As espécies L. (L.) chagasi e
L. (L.) amazonensis apresentaram uma média de infecgdo de 20.000 parasitos por inseto,
enquanto a L. (L.) major apresentou o maior méida de infeccdo (média de 40.000 parasitos

por inseto) e L. (V) braziliensis apresentou a menor média, aproximadamente 1.000 parasitos

por inseto, como mostra a figura abaixo. (Figura 8)
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Figura 8: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis infectados com L.
(L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis ¢ L. (L.) major dois dias apos a infec¢ao
experimental, utilizando uma concentrago de 4 x 10’ parasitos por mL de sangue. Cada ponto

representa um inseto.
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Seis dias apds o repasto infectante, ou seja, apos a completa digestdo sanguinea, Lu. (L.)
longipalpis foi capaz de desenvolver e/ou suportar a infec¢do apenas por L. (L.) chagasi, L.
(L.) amazonensis e L. (L.) major. Assim como no segundo dia apos a infecgdo, as espécies L.
(L.) chagasi e L. (L.) amazonensis apresentaram um média de infec¢do similar (10.000
parasitos por inseto), enquanto a L. (L.) major apresentou o maior indice de infec¢do (média
de 18.000 parasitos por inseto). O vetor ndo foi capaz de suportar a infecgdo por L. (V.)

braziliensis, que apresentou média de 1.000 Leishmania / flebotomineo. (Figura 9)
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Figura 9: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis infectados com L.
(L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) major seis dias apos a infec¢do
experimental, utilizando uma concentrago de 4 x 10’ parasitos por mL de sangue. Cada ponto

representa um inseto.

Quando comparamos os dias de analise (segundo e sexto dias), podemos observar que
todas as espécies analisadas apresentaram um decréscimo na média de infecgdo, sendo a
diferenca significativa somente nas infec¢des com L. (L.) amazonensis (P= 0,0072) ¢ L. (V.)
braziliensis (P = 0,0025). A espécie L. (L.) major apresentou o maior indice de infecgdo em
ambos os dias, enquanto a L. (V.) braziliensis apresentou o menor indice. (Figura 10)

Foram dissecados 77 flebotomineos nos dois dias da andlise da infeccdo experimental

e apenas 22% apresentaram-se negativos, 78% dos insetos dissecados estavam positivos.

35



120000- .

o  #0000- -
- :

E #0000+ . “ _i_ a

i | R at n a

E 000 u a

: © :: y ) o

o] 7 e ., «

’ Toow g ’

oy : : s .

- & o & ® & P &

vj vj V?f \?f A Vf vé# vé#

Figura 10: Grafico comparativo da densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.)
longipalpis infectados com L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.)
major no periodo de dois e seis dias apods infecgdo artificial, utilizando uma concentragdo de

4 x 10" parasitos por mL de sangue. Cada ponto representa um inseto.

5.2 Infeccdo experimental de Lu. (L.) longipalpis com dose de 2 x 107 parasitos por mL

de sangue

Os experimentos foram realizados em duplicata e uma média de 150 flebotomineos
(por espécie de parasito) foi utilizada em cada infec¢do experimental. Em média, 60% das
fémeas se alimentaram durante a infeccdo experimental.

No segundo dia apds o repasto infectante, as espécies estudadas desenvolveram-se
bem no Lu. (L.) longipalpis, com exce¢dao da espécie L. (V.) braziliensis. L. (L.) chagasi
apresentou uma média de infeccdo de 12.000 parasitos por inseto, L. (L.) amazonensis
apresentou uma média de 10.000 parasitos por inseto e L. (L.) major apresentou o maior
indice de infecgdo (média de 22.000 parasitos por inseto). A espécie L. (V) braziliensis nao foi

capaz de se desenvolver no vetor, como mostra a figura abaixo. (Figura 11)
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Figura 11: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis infectados com
L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) major dois dias apos a
infecgdo experimental, utilizando uma concentragio de 2 x 10’ parasitos por mL de sangue.

Cada ponto representa um inseto.

Seis dias apds o repasto infectante, ou seja, apos a completa digestdo sanguinea, Lu. (L.)
longipalpis foi capaz de desenvolver e/ou suportar a infecgdo por L. (L.) chagasi (média de
10.000 parasitos por inseto), L. (L.) amazonensis (média de 4.000 parasitos por inseto) e L.
(L.) major, que apresentou o maior indice de infeccdo (média de 15.000 parasitos por inseto).

O vetor nao foi capaz de suportar a infecg¢ao por L. (V.) braziliensis. (Figura 12)
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Figura 12: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis infectados com
L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) major seis dias apos a
infecgdo experimental, utilizando uma concentra¢io de 2 x 10’ parasitos por mL de sangue.

Cada ponto representa um inseto.

Quando comparamos os dias de andlise (segundo e sexto dias), podemos observar que
todas as espécies analisadas apresentaram um decréscimo no média de infec¢do, porém nada
significativo. A espécie L. (L.) major apresentou o maior indice de infec¢do em ambos os
dias, enquanto a L. (V.) braziliensis nao foi capaz de se desenvolver no vetor em ambos o0s
dias. (Figura 13)

Foram dissecados 94 flebotomineos nos dois dias da analise da infec¢do experimental,

38% apresentaram-se negativos e 62% dos insetos dissecados estavam positivos.
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Figura 13: Grafico comparativo da densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.)
longipalpis infectados com L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.)
major no periodo de dois ¢ seis dias apos infecgdo artificial, utilizando uma concentragao de 2

x 10 7 parasitos por mL de sangue. Cada ponto representa um inseto.

5.3 Infeccdo experimental de L. (L.) longipalpis com dose de 1 x 10’ parasitos por mL de

sangue

Os experimentos foram realizados em duplicata e uma média de 150 flebotomineos
(por espécie de parasito) foi utilizada em cada infec¢do experimental. Em média, 60% das
fémeas se alimentaram durante a infec¢do experimental.

No segundo dia apos o repasto infectante, as espécies L. (L.) chagasi e L. (L.) major
apresentaram uma média de 9.000 parasitos por inseto. L. (L.) amazonensis apresentou uma

média de 8.000 parasitos por inseto e a L. (V) braziliensis nao foi capaz de se desenvolver,

como mostra a figura abaixo. (Figura 14)
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Figura 14: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis infectados com
L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) major dois dias apos a
infecgdo experimental, utilizando uma concentra¢io de 1 x 107 parasitos por mL de sangue.

Cada ponto representa um inseto.

Seis dias apds o repasto infectante, ou seja, apos a completa digestdo sanguinea, Lu. (L.)
longipalpis foi capaz de desenvolver e/ou suportar a infec¢do por L. (L.) chagasi (média de
9.000 parasitos por inseto), L. (L.) amazonensis (média de 7.000 parasitos por inseto) e L. (L.)
major, que apresentou o maior indice de infec¢ao (média de 10.000 parasitos por inseto). O

vetor ndo foi capaz de suportar a infecgdo por L. (V.) braziliensis. (Figura 15)
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Figura 15: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis infectados com
L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) major seis dias apos a
infecgdo experimental, utilizando uma concentragio de 1 x 10’ parasitos por mL de sangue.

Cada ponto representa um inseto.

Quando comparamos os dias de analise (segundo e sexto dias), podemos observar que
todas as espécies analisadas apresentaram um indice de infec¢@o bastante similar em ambos os
dias. L. (L.) amazonensis apresentou um pequeno decréscimo, enquanto L. (L.) major
apresentou um pequeno aumento no sexto dia apos a infeccdo, porém estas diferencas nao
foram significativas. A espécie L. (V.) braziliensis nio foi capaz de se desenvolver no vetor
em ambos os dias. (Figura 16)

Foram dissecados 77 flebotomineos nos dois dias da analise da infec¢do experimental,

32% apresentaram-se negativos e 68% dos insetos dissecados estavam positivos.
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Figura 16: Grafico comparativo da densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.)
longipalpis infectados com L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.)
major no periodo de dois e seis dias apos infeccdo artificial, utilizando uma concentragdo de 2

x 107 parasitos por mL de sangue. Cada ponto representa um inseto.

5.4 Avaliacdo do indice de infeccdo experimental de Lu. (L.) longipalpis, utilizando

diferentes concentracdes de Leishmania

5.4.1 Avaliacdo do indice de infeccdo experimental de Lu. (L.) longipalpis,

utilizando diferentes concentracdes de Leishmania (L.) chagasi

Quando comparamos todas as doses utilizadas, em ambos os dias de analise, podemos
observar que a infec¢do com L. (L.) chagasi apresentou o maior indice de parasitos quando a
maior dose foi usada, porém no sexto dia esse numero teve um decréscimo. Em relagdo a dose
intermediaria a taxa de infeccdo se manteve relativamente constante entre os dias analisados,
com uma média de 11000 parasitos por intestino médio. A menor dose manteve uma taxa
também muito parecida, quando comparados o segundo e sexto dia, apresentando pouca ou
nenhuma variagdo. Todas as variacdes na média de parasitos ndo apresentaram diferenga

significativa. (Figura 17)
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Figura 17: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis infectados com

L. (L.) chagasi em diferentes doses de parasitos por mL de sangue. Cada ponto representa um

inseto.

5.4.2 Avaliacdo do indice de infeccdo experimental de Lu. (L.) longipalpis,

utilizando diferentes concentracdes de Leishmania (L.) amazonensis

Quando comparamos todas as doses utilizadas, em ambos os dias de analise, podemos
observar que a infec¢do com L. (L.) amazonensis apresentou o maior indice de parasitos
quando a maior dose foi usada, porém no sexto dia esse numero caiu drasticamente, com uma
diferenga significativa (P = 0,0146). Em relagdo a dose intermedidria a taxa de infec¢do
apresentou um pequeno decréscimo do segundo para o sexto dia, mas sem diferenca
significativa. A menor dose manteve uma taxa também muito parecida, quando comparados o

segundo e sexto dia, apresentando pouca ou nenhuma variagao. (Figura 18)
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Figura 18: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis infectados com
L. (L.) amazonensis em diferentes doses de parasitos por mL de sangue. Cada ponto

representa um inseto.

5.4.3 Avaliacdo do indice de infeccdo experimental de Lu. (L.) longipalpis,

utilizando diferentes concentragdes de Leishmania (V.) braziliensis

Quando comparamos todas as doses utilizadas, em ambos os dias de analise, podemos
observar que a infecgdo com L. (V.) braziliensis ndo foi bem sucessida em nenhuma dose
utilizada. Apenas na dose mais alta o parasito foi capaz de infectar o Lu. (L.) longipalpis,
porém com um indice de infec¢do muito baixo. Nas demais doses, L. (V.) braziliensis ndo foi

capaz de se desenvolver no vetor. (Figura 19)
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Figura 19: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis infectados com

L. (V.) braziliensis em diferentes doses de parasitos por mL de sangue. Cada ponto representa

um inseto.

5.4.4 Avaliacdo do indice de infeccdo experimental de Lu. (L.) longipalpis,

utilizando diferentes concentracdes de Leishmania (L.) major

Quando comparamos todas as doses utilizadas, em ambos os dias de analise, podemos
observar que a infec¢do com L. (L.) major apresentou o maior indice de parasitos quando a
maior dose foi usada, porém no sexto dia esse nimero caiu drasticamente. Em relacdo a dose
intermediéria a taxa de infeccdo foi maior no segundo dia, apresentando uma queda no sexto
dia. A menor dose manteve uma taxa de infec¢do relativamente parecida, quando comparados

o segundo e sexto dia, apresentando pouca variagdo. Todas as variacdes na média de parasitos

nao apresentaram diferenca significativa. (Figura 19)
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Figura 20: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis infectados com
L. (L.) major em diferentes doses de parasitos por mL de sangue. Cada ponto representa um

inseto.

5.5 Avaliacdo da “permissibilidade” de Lu. (L.) longipalpis a diferentes espécies de

Leishmania em insetos colonizados

Foram utilizados cerca de 100 insetos por cepa em cada experimento € o mesmo foi
repetido trés vezes. Todas as infecgdes foram feitas ao mesmo tempo e utilizando uma dose
de 4x10’ parasitos por mL de sangue. Analisando os resultados foi possivel observar que
todas as espécies de Leishmania desenvolveram-se bem no Lu. (L.) longipalpis, ou seja,
mesmo no sexto dia quando o processo de digestdo foi finalizado, observamos a re-
colonizagdo do intestino. No segundo dia apds a infeccdo experimental, todas as espécies
estudadas apresentaram uma média de 9000 parasitas, com excecdo de L. (V.) brazileinsis que
apresentou uma média de 6000 parasitas. Entretanto no sexto dia foi possivel observar que L.
(L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis diminuiram significativamente a média de infecgo

para 3000 parasitos (p = 0,0072) e 1000 (p =0,0011), respectivamente. (Figura 21)
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Figura 21: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis, de colonia,
infectados com L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) major dois
dias ap6s a infecgdo experimental, utilizando uma concentragio de 4 x 107 parasitos por mL

de sangue. Cada ponto representa um inseto.

Quando comparamos os dados obtidos nas infec¢des de Lu. (L.) longipalpis silvestres
e de colonias podemos observar que no segundo dia apds o repasto infectivo, os insetos
silvestres apresentaram o maior indice de infec¢do, com excegdo de L. (V.) braziliensis. A
diferenga na média do indice de parasitos foi significativa nas infecgdes com L. (L.) chagasi,
L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis (Figura 22A). Ja no sexto dia, os insetos de colonia
apresentaram maior indice de parasitos nas infec¢des com L. (L.) chagasi e L. (L.) major. A
diferenca na média do indice de parasitos foi significativa nas infecgdes com L. (L.)

amazonensis e L. (L.) major (Figura 22B).
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Figura 22: Densidade de parasitos no intestino médio de Lu. (L.) longipalpis, silvestres e de
colonia, infectados com L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.)
major (A) dois dias e (B) 6 dias apds a infecg@o experimental, utilizando uma concentragdo de

4 x 10" parasitos por mL de sangue. Cada ponto representa um inseto.
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6 DISCUSSAO

Os estudos em laboratdrio que examinam o desenvolvimento de diferentes Leishmania
em uma variedade de espécies de flebotomineos sugerem que os flebotomineos se dividem em
dois grupos. Certas espécies sdo vetores especificos e refratarios ao desenvolvimento da
maioria das espécies de Leishmania, enquanto outras espécies sdo permissivas ao
desenvolvimento de uma ampla gama de espécies de Leishmania. (Myskova et al 2007)
Acreditamos que as condi¢des experimentais, principalmente aquelas utilizando um niimero
excessivo de parasitos na infecgdo experimental, ¢ o que permite um desenvolvimento
“artificial” dos parasitos. At¢ o momento, de acordo com a literatura € o nosso conhecimento,
este ¢ o primeiro estudo focalizando a competéncia vetorial do Lu. (L.) longipalpis utilizando
diferentes concentragdes de parasito. A maioria dos estudos visando -caracterizar o
desenvolvimento de diferentes espécies de Leishmania em diferentes espécies de
flebotomineos foi desenvolvida com espécies do Velho Mundo e com altas doses parasitarias.
(Walters et al. 1993; Pimenta et al. 1994a, 1994b; Kamhawi et al 2000; Sacks & Kamhawi,
2001; Sadlova et al. 2003; Myskova et al 2007; Volf & Myskova, 2007; Svarovska et al.
2010, Secundino et al. 2010).

A histéria da epidemiologia da Leishmaniose Visceral no Brasil tem mostrado um
papel constante para Lu. (L.) longipalpis como um elo essencial na cadeia de transmissdo. A
sua capacidade de se alimentar com frequéncia em animais domésticos e sinantropicos, bem
como sua antropofilia notavel, favorecem o Lu. (L.) longipalpis em sua adaptagdo a ambientes
modificados, permitindo a manutengdo do ciclo de transmissdo da Leishmaniose Visceral no
meio rural e sua disseminagdo para areas urbanizadas, levando assim a transmissao de perfis
diferenciados. E importante ressaltar que hd uma necessidade de acrescentar novos
conhecimentos sobre a biologia de Lu. (L.) longipalpis, especialmente considerando os
indicadores entomoldgicos, como a taxa de infec¢do e uma pesquisa sobre medidas de
vigilancia (Rangel & Vilela, 2008).

Durante nossas observacdes foi possivel avaliar que quando usamos a maior dose
(4x107), dose similar a usadas na maioria dos estudos, todas as espécies de Leishmania foram
capazes de se desenvolverem no Lu. (L.) longipalpis. Porém, a espécie L. (V.) braziliensis
apresentou um indice baixo de infec¢do. Utilizamos as demais doses (2x10” e 1x107),
observamos que o indice de infec¢do foi diminuindo para a maioria das espécies ¢ L. (V.)
braziliensis nao foi capaz de infectar o vetor. Quando comparamos a capacidade do Lu. (L)
lonipalpis de sustentar a infecgo, utilizando 4x10” e 2x107, foi possivel observar que L. (L.)

chagasi, L. (L.) amazonenses e L. (L.) major tiveram médias de aproximadamente 10000
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parasitos no sexto dia, comportamento similar ao observado em outros flebotomineos quando
infectados experimentalmente com essas diferentes concentragdes de parasitos, ou seja, a dose
média € capaz de re-colonizar o intestino semelhante a dose maior (Sacks et al, 2000). Esses
dados podem sugerir que em altas cargas parasitarias o Lu. (L.) longipalpis pode desenvolver
um comportamento permissivo, mas que vai se perdendo a medida que essas doses vao
simulando o niumero de parasitos que um flebotomineo ingere na natureza durante um repasto
sanguineo.

Na natureza, os flebotomineos tornam-se infectados com doses diferentes de parasitos
dependendo de seu comportamento alimentar, concentragdo de parasitos na lesdo ou sobre a
qual fonte eles se alimentam. Em 2011, Stamper e colaboradores observaram que os grupos
de flebotomineos infectados com doses iniciais maiores de parasitos, tinham infec¢des mais
pesadas e maior probabilidade de transmiti-los durante uma segunda tentativa de alimentacao,
causando uma doenca mais grave quando a transmissdo era bem sucedida. Este aumento da
gravidade da doenca ¢, provavelmente, devido a um maior in6culo transmitido pelo
flebotomineo mais fortemente infectado. Nas transmissdes de flebotomineos individuais
analisados por Kimblin et al. 2008, houve uma correlagdo direta entre a intensidade das
infecgdes intestinais ¢ da dose transmitida.

A competéncia vetorial de Lu. (L.) longipalpis e P. (P.) duboscqi foi testada com L.
major mutantes knockout deficientes em fosfofglicanos totais, juntamente com seus
respectivos controles gene add-back. Os resultados confirmam que o LPG, a grande molécula
de superficie celular de promastigotas de Leishmania conhecida por mediar a adesdo no
intestino médio do vetor, é necessaria para evitar a perda da infeccdo durante a excre¢do do
bolo fecal em P. (P.) duboscqi, vetor natural de L. (L.) major, mas nao por Lu. (L.)
longipalpis, vetor nao natural (Secundino et al, 2010). Ainda n3o se sabe as moléculas
responsaveis pela interacdo do “vetor permissivo” com o parasito, mas ¢ importante destacar
que a adesdo do parasito ao epitélio intestinal do vetor é o ponto crucial para a progressao da
infeccdo e se essa etapa falhar, o ciclo de vida do parasito fica comprometido. Nossos dados
demonstraram que seis dias apds a infeccdo experimental, quando o sangue ja foi totalmente
digerido, parasitos ainda estavam presentes no intestino médio do vetor. Isso sugere que as
espécies de Leishmania foram capazes de se aderirem ao epitélio intestinal do Lu. (L.)
longipalpis e ndo serem eliminados apds a digestdo do bolo alimentar. Porém, alguns
decréscimos no numero de parasitos foram observados, devido a eliminacdo daqueles
parasitos que ndo conseguiram sobreviver a essa etapa do ciclo de vida. Esse decréscimo no
indice da infeccdo ¢ normal durante o processo de colonizagdo do trato digestério do

flebotomineo, demonstrado também por Nieves & Pimenta, 2000 e Secundino et. al; 2005. O
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alto indice de parasitos encontrados no segundo dia apés a infecgdo experimental pode ser
atribuido, principalmente, pela presenca de sangue no intestino médio do vetor. O sangue, que
nao foi totalmente digerido, funciona como um meio de cultura e favorece o desenvolvimento
dos parasitos.

Em 2011, Darwish e colaboradores estudaram a competéncia vetorial de Phlebotomus
(P.) papatasi por duas espécies de Leishmania do Velho Mundo, L. (L.) major e L. (L.)
tropica. Os autores observaram que a taxa de infec¢do com L. (L.) major, par natural, foi
significativamente mais elevada do que com L. (L.) tropica. Nossos resultados ndo
demonstraram nenhuma diferenga significativa entre o par natural de L. (L.) longipalpis ¢ as
demais espécies de Leishmania, porém, assim como 0s nossos resultados ndo mostrados, o
vetor ndo foi capaz de transmitir através da picada a espécie ndo natural ao vertebrado
mamifero.

Leishmania (V.) braziliensis ndo foi capaz de se desenvolver no vetor, principalmente
quando utilizamos as menores doses de parasitos. Acreditamos que esse fato pode estar
atribuido ao diferente comportamento de colonizagdo do trato digestorio do flebotomineo que
o subgénero Viannia apresenta. Promastigotas de espécies com desenvolvimento suprapilarico
(subgénero Leishmania) se aderem ao epitélio do intestino médio através da inserg¢do do
flagelo entre as microvilosidades. Ja as promastigotas de espécies com desenvolvimento
peripilarico (subgénero Viannia) inicialmente ficam restritas ao intestino posterior,
principalmente o triangulo pildrico, e depois migram para a regido anterior do intestino e se
aderem ao epitélio intestinal (Lainson & Shaw, 1979). Considerando esse fato, acreditamos
que Lu. (L.) longipalpis infectados com L. (V.) braziliensis ndao foram capazes de manter a
infeccdo, pois essa espécie ndo conseguiu colonizar a parte anterior do trato digestério do
vetor. O desenvolvimento de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis em Lutzomyia (L.)
migonei foi comparado, por Nieves & Pimenta, 2000, ao estudar os microhabitats do parasito
no trato alimentar do vetor, a sequéncia de alteragdes morfologicas do parasito que levam ao
processo de metaciclogénese e a transmissao do mesmo ao hospedeiro vertebrado. Os autores
observaram que L. (L.) amazonensis desenvolveu uma taxa de infec¢do maior e o tipico
comportamento peripilarico de L. (V.) braziliensis, com uma invasido de 6rgdos diferentes do
intestino e os tubos de Malpighi. Porém, diferente dos nossos dados de transmissdao
(Resultados ndo mostrados), ambas as espécies foram capazes de transmitir a doenga ao
vertebrado, sugerirando, entdo, que Lu. (L.) migonei possa ser um possivel vetor para as duas
espécies de Leishmania, que coexistem em extensas areas geograficas.

Apesar das demais espécies serem capazes de infectar o Lu. (L.) longipalpis, podemos

considerar que elas ndo sdo capazes de transmitir a doenca ao vertebrado mamifero, uma vez
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que nenhum camundongo exposto a picada do flebotomineo infectado com essas espécies
apresentaram sintomas ou sinais da doenga (Resultados nao mostrados). O nao sucesso da
transmissdo da doenga pode estar atribuido a falha durante a etapa de adesdo ao epitélio do
intestino médio, migracdo para o intestino anterior ou diferenciacdo na fase metaciclica
infecciosa do parasito. A adesdo ¢ uma parte essencial do ciclo de vida da Leishmania, pois
permite que o parasito nao seja expulso do intestino médio, quando o bolo fecal ¢ eliminado
pelo flebotomineo. O seu sucesso como vetor ¢ dependente da habilidade do parasito de se
adaptar e se relacionar com as distintas situagdes existentes nos microhabitats do trato
alimentar, inclusive sua diferenciagdo da forma infectiva e transmissdo aos vertebrados
(Molyneux et al, 1974). Sendo assim, qualquer falha nessas etapas pode impedir a transmissao
do parasito durante o proximo repasto sanguineo. Para melhor entendimento de todo o
processo da interagdo do Lu. (L.) longipalpis e as diferentes espécies de Leishmania utilizadas
no projeto, estudos e experimentos mais detalhados devem ser feitos para elucidar esses
pontos cruciais para o ciclo de vida do parasito e compreender como as espécies que nao sao
encontradas infectando naturalmente o Lu. (L.) longipalpis se comportam no vetor.

O numero de estudos que utilizam a transmissdo experimental de Leishmania pela
picada do vetor, incluindo as evidéncias de transmissdo viavel, ¢ escassa. Isto ¢ devido, pelo
menos em parte, pela imprevisibilidade da transmissdo do parasita pela picada do
flebotomineo, agravado pela falta de informacdes sobre os parametros de infeccdo que
influenciam a transmissdo. Estudos utilizando P. (P.) duboscqi de col6nia infectados com L.
(L.) major demonstraram uma média de 10* a 10’ parasitos por intestino, dependendo da dose
de parasitos usadas para a infec¢do. Resultados semelhantes foram relatados apos a infecgao
experimental de Lu. (L.) longipalpis com L. infantum e com L. mexicana. Nés sabemos que
ndo ha dados publicados sobre a frequéncia de promastigotas metaciclicas dentro de
flebotomineos capturados naturalmente infectados. Portanto, s6 podemos especular que
flebotomineos infectados com Leishmania, que contém na faixa de 10°-10° parasitos totais
por intestino e altas frequéncias de promastigotas metaciclicas, aproximam-se do estado de
infecgdo de transmissdo de flebotomineos na natureza (Stamper et al, 2011).

Na literatura atual os trabalhos sobre competéncia vetorial e o efeito da saliva do vetor
na exacerbagdo ou protegdo contra a infec¢do por Leishmania tém sido desenvolvidos com
vetores colonizados em laboratorio. O sucesso da colonizagdo de importantes vetores tais
como Lu. (L.) longipalpis, P. (P.) papatasi e P. (P.) dubosqui propiciaram um vasto
conhecimento nesta area. Entretanto, mais recentemente nosso grupo, utilizando o modelo
murino, demonstrou significativas diferencas no efeito de exacerbagao causado por lisados de

glandulas salivares de Lu. (L.) longipalpis criados em laboratorio (colonizados) ou capturados
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no campo (silvestres) (Laurenti et al., 2009a, 2009b). Quando co-inoculada com parasitos, a
saliva dos flebotomineos colonizados apresentou um efeito de exacerbagdao mais forte,
causando lesdes duas vezes maiores do que aquelas provocadas pela inoculagdo dos parasitos
com saliva de flebotomineos capturados no campo. Além disso, foi sugerido que a saliva dos
insetos capturados no campo nio possui 0os mesmos fatores quimiotaticos verificados na
saliva de flebotomineos colonizados. A composicao 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 modulagdo da infec¢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). Nos
hipotetizamos, entdo, que também poderiamos observar diferengas em relagdo a competéncia
vetorial entre os flebotomineos de campo e colonia e, para comparar este fato, utilizamos a
dose com maior concentragdo de parasitos para os experimentos.

Em relacdo a diferenga entre insetos de colonia e silvestres, foi observado que ambos
respondem de maneira semelhante quando confrontados com a infec¢do por diferentes
Leishmanias. Através dessas observagdes, podemos afirmar que as espécies se comportam de
maneira similar e que a origem dos insetos ndo parece influenciar na interagao entre o Lu. (L.)
longipalpis e as espécies de Leishmania. Essa observagdo indica que novos experimentos
poderdo ser realizados com insetos de colonia, o que ¢ um método de cultivo simples e mais
facil de ser controlado, quando comparado a captura de insetos na natureza, sem que haja

prejuizo ou uma alteragdo significativa durante a coleta e analise dos dados.
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7 CONCLUSOES

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

VIIL

IX.

A maior dose utilizada para a infec¢io (4x107) permite o desenvolvimento de todas as

espécies de Leishmania;

O nimero excessivo de parasitos favorece (4x107), em condi¢des experimentais, o

desenvolvimento artificial em Lu. (L.) longipalpis;

A dose média (2 x 107) apresenta um desenvolvimento similar, indice de parasitos,

quando comparado a maior dose (4 x 107);

A dosagem média também favorece, com excegdo de L. (V.) braziliensis, o
desenvolvimento artificial em Lu. (L.) longipalpis e ndo representa o que realmente

acontece na natureza durante a interagdo parasito-vetor;

A menor dose utilizada para a infec¢do (1x107) ndo permite altas taxas de

desenvolvimento parasitario em Lu. (L.) longipalpis;

74 .
A dose de 1x10° ¢ a que mais representa o que realmente acontece na natureza durante

a interagdo parasito-vetor;

A presenca de parasitos no intestino médio do vetor no sexto dia apos a infeccao

experimental indica uma infec¢do permanente;

Leishmania (L.) chagasi, par natural de Lu. (L.) longipalpis desenvolve-se bem em
todas as doses utilizadas e em todos os dias analisados, validando o processo de

infeccao experimental;

Lutzomyia (L.) longipalpis s6 é susceptivel ao desenvolvimento de L. (V.) braziliensis

quando utiliza-se a maior dose (4x10”), porém com baixa taxa de infec¢io;

Leishmania (L.) major e L. (L.) amazonensis, apesar de nao ser o par natural de Lu.

(L.) longipalpis, sao capazes de desenvolver no vetor em todas as doses utilizadas.
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XI.  Leishmania (L.) major apresenta um indice de infec¢do maior ¢ demonstra uma maior

afinidade com o Lu. (L.) longipalpis;

XII.  Insetos de colonia sdo capazes de suportar a infecgdo com todas as espécies de
Leishmania, porém, L. (V.) braziliensis apresenta uma média de parasitos baixa no

sexto dia.
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8 ANEXO

Artigo publicado em 2012 na Parasites & Vectors intitulado: The transmission of
Leishmania infantum chagasi by the bite of the Lutzomyia longipalpis to two diferente
vertebrates, no qual colaborei nos experimentos durante o periodo em que fui aluna de

mestrado.
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