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RESUMO

As leishmanioses, consideradas antropozoonoses, sdo um complexo de doencas causadas por
espeécies de protozoarios parasitos pertencentes ao género Leishmania, sendo transmitidos aos
seus hospedeiros vertebrados por insetos pequenos denominados flebotomineos. O agente
etiologico da leishmaniose visceral, Leishmania infantum, é transmitido no Brasil aos
hospedeiros principalmente pela espécie Lutzomyia longipalpis (Diptera, Psychodidae). As
fémeas de flebotomineos devem realizar a hematofagia para maturacdo dos ovérios e
realizacdo da oviposicdo. Leishmania se desenvolve exclusivamente no interior do intestino
das fémeas, o que significa que o0 parasito sera exposto a microorganismos residentes ou néo.
Devido ao hébito hematofagico das fémeas e ao fato de que flebotomineos também se
alimentam de solugdes acucaradas de plantas, é provavel que estes insetos adquiram bactérias
e leveduras que colonizam plantas e pele de animais. Os microrganismos adquiridos
juntamente com a flora microbiana residente pode interferir na capacidade vetorial do inseto.
A tripsina é uma das principais enzimas presentes no intestino desses vetores, tendo a fungdo
de digerir o sangue. Durante seu ciclo evolutivo no inseto vetor, Leishmania é mais
susceptivel a atividade de tripsina na transicdo da forma amastigota presente nos macrofagos
recém-digeridos para as formas promastigotas, que sdo as formas responsaveis pelo
desenvolvimento do parasito dentro do inseto vetor. O presente trabalho teve como objetivo
manipular a fisiologia digestiva da espécie de flebotomineo L. longipalpis no sentido de
aumentar sua susceptibilidade a infeccdo por Leishmania, além de tentar entender alguns dos
mecanismos envolvidos no controle da atividade tripsinolitica no tudo digestivo de L.
longipalpis. Os resultados mostraram que é possivel reduzir a flora bacteriana com uma
solucdo de antibidticos de largo espectro. A administracdo de 15 mM de Galactosamina foi
suficiente para reduzir a atividade tripsinolitica intestinal no inseto. A administracdo de 30
mM de uma mistura de todos os aminoacidos foi capaz de reverter em parte este efeito
produzido pela Galactosamina. A ingestdo de 15 mM de Galactose e Glicosamina néo
exerceram efeito semelhante a Galactosamina, contudo, a Galactose aumentou a atividade
tripsinolitica 48 horas apds a alimentacdo. A presente dissertacdo gerou resultados que nos
permitirdio manipular a fisiologia digestiva de L. longipalpis no sentido de se obter
flebotomineos macicamente infectados com Leishmania. O novo protocolo de infec¢do que
pretendemos desenvolver envolve a manipulacdo da digestdo e do sistema imune dos
flebotomineos a0 mesmo tempo em que eles serdo protegidos de infeccBes bacterianas e

fangicas com uso de antibidticos. Assim, acreditamos que seria possivel obter insetos
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homogeneamente infectados com bloqueio do intestino médio anterior e da valvula de
estomodeu por acimulo de PSG. Com esses insetos, seria possivel implantarmos em Minas
Gerais um sistema de desafio vacinal em pesquisas de novos antigenos capaz de sustentar o0s
estudos de grupos de pesquisa brasileiros e até de outros paises trabalhando em novas vacinas

contra L. infantum.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis; Leishmania; tripsina; digestdo; Galactosamina,

vacina.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a complex of diseases caused by protozoan parasites belonging to the genus
Leishmania, being transmitted to their vertebrate hosts by small insects called sandflies. The
causative agent of visceral leishmaniasis, Leishmania infantum, in Brazil is mainly
transmitted to their vertebrate hosts by the sand fly species Lutzomyia longipalpis (Diptera,
Psychodidae). Female sand flies feed primarily on sugar solutions but need to bloodfeed to
maturate their ovaries and perform oviposition. Leishmania develop exclusively within the
gut of the female sand fly and this means that Leishmania will be exposed to other
microorganisms that are either resident or passing through the gut. Adult sand flies acquire
their microbiota from several sources: during blood feeding on their animal hosts or from
plants on which the adults feed. These microorganisms is acquired during their feed may
interfere with sand fly vectorial capacity. Trypsins are one of the key enzymes in the sand fly
gut, having the function to digest blood. During their life cycle inside their insect vector,
Leishmania is more susceptible to trypsin activity during the transition from the amastigote
form present in newly digested macrophages to promastigotes, which are the parasite form
responsible for their development within the insect vector. This study aimed to manipulate the
digestive physiology of the sand fly species L. longipalpis in order to increase their
susceptibility to Leishmania infection and try to understand some of the mechanisms
undelying trypsin production during sand fly blood digestion. The results showed that it is
possible to reduce the cultivable bacterial flora using abroad spectrum antibiotic solution. The
supplementation of 15 mM Galactosamine during bloodfeed was sufficient to reduce trypsin
activity in the sand fly gut. The administration of a 30 mM mixture of all amino acids during
bloodfeed supplemented with Galactosamine was able to partially reverse this effect produced
by this amino sugar. However, the ingestion of galactose and glucosamine at 15mM did not
reduce the trypsin activity in the L. longipalpis gut. Bloodmeal supplementation with
Galactose increased the trypsinolytic activity in the sand fly gut 48 hours after feeding. This
work has generated results that will allow us to manipulate the digestive physiology of L.
longipalpis in order to obtain sand flies massively infected with Leishmania. The new sand
fly infection protocol we intend to develop involves the manipulation of sand fly digestion
and their innate immune system associated with the removal of bacterial and fungal infections
by the use of antibiotics. This new treatment would generate massively infected sand flies

with their anterior midgut and stomodeal valve blocked by the accumulation of PSG. With
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these infected insects, it would be possible to create a sand fly facility producing insects to be

used in vaccine challenges that aim to test new immunogenic antigens against L. infantum.

Keywords: Lutzomyia longipalpis, Leishmania, trypsin, digestion, Galactosamine, vaccine.
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1. INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses, consideradas antropozoonoses, s&o um complexo de doengas
causadas por espécies de protozodrios parasitos pertencentes ao género Leishmania
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae). Estdo entre as doencas mais negligenciadas no mundo e
estdo presentes principalmente nos paises pobres ou em desenvolvimento. E uma enfermidade
cujo ciclo de transmissdo ha interacdo dos vetores, dos parasitos, reservatorios e hospedeiros.
Ademais, os fatores ambientais, sociais, humanos e bioldgicos fazem essa enfermidade ainda
mais complexa(OPAS 2013). As leishmanioses apresentam-se basicamente em duas formas
clinicas diferentes, sendo a Leishmaniose Tegumentar (LT) responsavel pelas formas cutaneo
e cutaneo-mucosa e a Leishmaniose Visceral (LV) pela forma visceralizante, afetando 6rgaos
como figado, baco, linfonodos e medula 6ssea, dos hospedeiros. Esta Ultima refere-se a
manifestacdo clinica mais grave e, quando ndo diagnosticada e tratada precocemente, podera

cursar para o 6bito em até 90% dos casos (WHO 2014).

Como as leishmanioses estdo relacionadas a pobreza, méas condi¢cdes sanitarias e méa
nutricdo, o numero de casos recai de maneira desproporcional nos segmentos mais
empobrecidos da populacio global (Yamey & Torreele 2002, Alvar et al. 2008). E sabido que
as populacdes com os piores Indices de Desenvolvimento Humano s&o as mais acometidas

pelas Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTN) (Lindoso & Lindoso 2009).

Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde (2014), 350 milhdes de pessoas estdo
expostas ao risco de infeccdo por Leishmania e cerca de 2 milhGes de novos casos surgem
anualmente das diferentes formas clinicas (1,5 milhdes de casos para as formas tegumentares
e 500.000 da forma visceralizante). Para Coura-Vital (2011), esses dados sdo subestimados,
devido aos problemas de notificacdo de cada pais. Atualmente, as doencas sdo registradas em
98 paises em desenvolvimento ou mesmo desenvolvidos e presente nos cinco continentes
(Europa, Asia, Africa, América e Oceania), estimando-se uma prevaléncia de 14 milhdes de
casos e 59 mil ébitos (Alvar et al. 2012, WHO 2014). A grande maioria (90%) dos casos de
LV ocorre no Brasil, Bangladesh, india, Nepal e Suddo (Soares & Turco 2003, Chappuis et al.
2007). Ja a forma cutaneo-mucosa ocorre principalmente no Brasil, Bolivia e Peru que, juntos,

representam cerca de 90% dos casos da doenca. Com relacdo a leishmaniose cutéanea, 90%
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dos casos notificados concentram-se no Afeganistdo, Brasil, Iran, Peru, Arabia Saudita e Siria
(WHO 2014).

As leishmanioses estdo presentes em todas as regides do Brasil. Cerca de 3.000 e
28.000 casos de leishmaniose visceral e tegumentar sdo relatados por ano, respectivamente
(Brasil 2010). No Brasil, a LT é causada por diferentes espécies de Leishmania e LV é
causada apenas por L. infantum. LT e LV sdo mais prevalentes nas regides Norte e Nordeste,
respectivamente (Lindoso & Lindoso 2009).

1.2 LEISHMANIA

Os parasitos pertencentes ao género Leishmania, a classe Zoomastigophora, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, apresentam uma gama de hospedeiros vertebrados
mamiferos tais como canideos, roedores, edentados (tatu, preguica, tamandud), marsupiais
(gambas), primatas ndo humanos e o préprio homem (Brasil 2007). O género € subdividido
em dois subgéneros: Leishmania e Viannia, baseado no desenvolvimento dos parasitos no
interior do aparelho digestorio do inseto vetor. O desenvolvimento das espécies do subgénero
Leishmania é restrito ao trato digestorio médio e anterior, enquanto que o desenvolvimento
das espécies do subgénero Viannia mostra uma fase que se passa no intestino posterior
(Lainson et al. 1979, Lainson & Shaw 1987, Lainson 2010).

Nos hospedeiros vertebrados sdo encontradas as formas amastigotas (aflageladas),
arredondadas e imoveis (3-6 um), que se multiplicam obrigatoriamente no interior das células
do sistema monocitico fagocitario, principalmente macréfagos. Conforme vao se
multiplicando, os macréfagos se rompem, liberando parasitos que sdo fagocitados por outros
macrofagos. Nos insetos vetores, as formas promastigotas (15-23 pm) vivem no meio
extracelular, na luz do trato digestério. Onde as formas amastigotas, que foram ingeridas
durante o repasto sanguineo, se diferenciam em formas promastigotas (flageladas), que
posteriormente serdo regurgitadas na pele dos hospedeiros vertebrados durante a picada
(Bates 2007).
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1.3 FLEBOTOMINEOS

Os hospedeiros invertebrados das leishmanioses s&o insetos denominados
flebotomineos, pertencentes a Ordem Diptera, da subordem Nematocera, Familia
Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae. Os flebotomineos s@o insetos holometabolos, cujo
desenvolvimento a partir do ovo passa por quatro estadios larvais e pelo estagio de pupa
(Ward 1990, Killick-Kendrick 1999) (Figura 1). Sao insetos pequenos (geralmente 2 a 4 mm
de comprimento), de coloracdo palha ou castanho e com o corpo coberto por cerdas finas
(Figura 2). As pernas e as antenas sdo longas e finas, possuem voo saltado e quando em
repouso mantém as asas eretas em forma de “V” (Aguiar et al. 1987). As formas imaturas tém
habitat terrestre; as larvas sdo pequenas (< 12mm), claras, vermiformes, possuem grande
mobilidade; com capa cefalica escura e esclerotizada. Antes de se transformarem em pupas, as
larvas param de se alimentar, excretam todo o conteudo intestinal e procuram locais menos
umidos, onde se fixam a um substrato. Em seguida, assumem posicao ereta, sendo fixadas ao
substrato pela extremidade posterior (Young & Duncan 1994). O ciclo de vida dos
flebotomineos, da fase de ovo até a emergéncia dos adultos, tem a duracdo aproximada de 40
dias, podendo variar dependendo das condicdes de criacdo. Rangel e colaboradores (1986),
por exemplo, observaram um periodo de desenvolvimento que variou de 28 a 36 dias para L.
longipalpis e L. intermedia, respectivamente, criados em condigdes de laboratorio. A
emergéncia dos adultos ocorre apds 7 a 12 dias, com os machos geralmente emergindo antes
das fémeas.

Os criadouros de flebotomineos sdo dificeis de localizar, sendo encontrados em
detritos de rocha, cavernas, raizes do solo e folhas mortas e imidas; também nas forquilhas
das arvores e em tocas de animais, ou seja, ambiente tmido, mas ndo molhado, e em detritos
ricos em matéria organica em decomposicdo (Ferro et al. 1997). A grande diversidade de
criadouros assim como 0 pouco conhecimento sobre as caracteristicas detalhadas destes locais
impede que haja um método de controle efetivo tendo como alvo as formas imaturas de

flebotomineos.

Os flebotomineos sdo encontrados principalmente emregides tropicais e subtropicais.
No Brasil, podem ser conhecidos por diferentes nomes de acordo com sua ocorréncia
geografica, como mosquito palha, tatuquira, birigui, asa dura, asa branca, cangalhinha,
anjinho, entre outros. Algumas espécies de Lutzomyia sdo antropofilicas, picando em
diferentes circunstancias. O grau de antropofilia varia entre espécies, populacbes, e em

contextos ecologicos. A maioria dos membros deste género sédo exofilicas, picando as pessoas
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no ambiente extra-domiciliar. No entanto, algumas outras especies (L. longipalpis e L.
intermedia) adaptaram-se perfeitamente aos ambientes intra e peridomiciliar, atraidas pela
presenca do homem e dos seus animais domesticos, além de serem atraidas pela luz artificial
geralmente encontrada nestes ambientes (Killick-Kendrick 1999, Sharma & Singh 2008).
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Figura 1 — Ciclo biolégico dos flebotomineos: A- Inseto adulto. B- Ovo com
caracteristica forma eliptica. C- 4 estadios larvais. D- Pupa. Fonte:
http://www.infectionlandscapes.org/2011/05/leishmaniasis.html

Figura 2: Fémea de L. longipalpis oriunda de coldnia originaria da cidade de Jacobina (Bahia)
em repouso durante alimentagdo em hospedeiro humano. Foto gentilmente cedida por Ray
Wilson.
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As fémeas dos dois principais géneros, Phlebotomus, no velho mundo, e Lutzomyia,
no novo mundo, sdo de importancia médica como os Unicos vetores comprovados de espécies
de Leishmania patogénicaspara os seres humanos (Young & Duncan 1994). Os machos e
fémeas de flebotomineos se alimentam de substancias agucaradas como fonte de energia,
provenientes, por exemplo, de seiva de plantas e néctar de flores e secre¢es(Chaniotis 1974,
Molyneux et al. 1991, Alexander & Usma 1994). Entretanto, somente as fémeas necessitam de
repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado para maturacéo dos ovos (Young & Duncan 1994).
As pecas bucais dos flebotomineos sdo curtas e rigidas, por isso ndo se alimentam de sangue
diretamente nos vasos sanguineos. Assim, para obterem alimento as fémeas dilaceram a pele
do hospedeiro formando uma poga subcutanea de sangue e restos de tecido que entdo sdo
ingeridos. Esse processo € chamado de telmatofagia e contribui para a transmissdo das
leishmanioses, uma vez que o parasito é encontrado principalmente na pele do hospedeiro
vertebrado (Bates 2007).

As fémeas tém habitos alimentares crepuscular e noturno, e sdo atraidas para as
residéncias pelo fototropismo positivo. Ao se alimentarem de sangue, as fémeas de L.
longipalpis injetam saliva no corpo de seus hospedeiros. Assim como em outros artropodes
hematofagos, a saliva destes insetos contém biomoléculas, tais como: vasodilatadores,
antiagregantes plaquetarios e inibidores do sistema complemento que sdo capazes de facilitar
a implantacdo da infeccdo de Leishmania sp. nos hospedeiros vertebrados (Ribeiro 1987,
Cavalcante et al. 2003).

No Novo Mundo, a transmissdo das leishmanioses é efetuada por flebotomineos
pertencentes ao género Lutzomyia. L. longipalpis (Lutz & Neiva 1912) é considerada a mais
importante espécie transmissora da LV no Novo Mundo, com L. cruzi apresentando
importancia epidemioldgica na transmissdo de LV na regido de Corumba-MS (Harhay et al.
2011). Na América Latina, a doenca esta distribuida desde o México até a Argentina e possuli
como agente etioldgico o protozoario Leishmania infantum (Young & Duncan 1994). Como
todos os flebotomineos, L. longipalpis é primordialmente uma espécie silvestre e ainda pode
ser capturada em florestas primarias afastadas de habitagdes humanas. Porém, nenhuma outra
espeécie se adaptou tdo bem aos ambientes domésticos e peridomésticos (Shaw 1999, Lainson
& Rangel 2005).
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1.4 CICLO BIOLOGICO DE Leishmania EM SEUS HOSPEDEIROS VERTEBRADOS
E INVERTEBRADOS

Os hospedeiros vertebrados das espécies de Leishmania incluem uma ampla gama de
mamiferos, incluindo roedores, canideos e o proprio homem (Pereira Filho 2014). Durante a
picada das fémeas de flebotomineos infectadas com uma espécie de Leishmania, as formas
promastigotas metaciclicas infectantes para os hospedeiros vertebrados sdo regurgitadas na
pele durante a picada juntamente com a saliva do inseto vetor e uma matriz gelatinosa de
proteofosfoglicanos filamentosos denominada de PSG (do inglés “Promastigote Secretory
Gel”) (Rogers et al. 2002, 2004). Estas formas promastigotas sdo rapidamente internalizadas
por células fagociticas, principalmente macréfagos, onde se transformam nas formas
amastigotas (com flagelo internalizado), arredondadas e imdveis, que se multiplicam dentro
do fagolisossomo (Podinovskaia & Descoteaux 2015). Conforme os parasitos vado se
multiplicando, os macr6fagos se rompem, liberando parasitos que sdo fagocitados por outros

macrofagos (Figura 3).
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Figura 3: Desenho esquematico do ciclo bioldgico das leishmanioses. Fonte:
www.dpd.cdc.gov/dpdx.
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O desenvolvimento no inseto vetor é iniciado quando fémeas de flebotomineos
ingerem sangue contendo macrofagos infectados com amastigotas. A alteracdo das condi¢des
fisioldgicas do intestino médio, como a diminuicdo da temperatura e aumento do pH, induzem
a transformacé@o morfoldgica e iniciam o desenvolvimento do parasito no vetor (Dostalova &
Volf 2012). As amastigotas se transformam em promastigotas prociclicas, as primeiras formas
replicativas que se proliferam no bolo alimentar, sendo separadas do intestino médio do
flebotomineo por uma matriz peritrofica do tipo | (Lehane 2005) (Figura 4A). Cerca de 48-72
horas mais tarde, as formas promastigotas prociclicas diferenciam-se em promastigotas longas
(formas nectomonadas), as quais escapam do confinamento da matriz peritréfica pela
expressdo e secrecdo da enzima quitinase (Rogers et al. 2008) (Figura 4B), se ligam ao
epitélio intestinal e se movem em direcdo ao intestino anterior, mais tarde se transformam em
promastigotas curtas chamadas de formas leptomonadas (Bates 2007) (Figura 4C). Espécies
de Leishmania pertencentes ao Subgénero Viannia (como por exemplo a espécie L.
braziliensis) diferenciam-se das espécies pertencentes ao Subgénero Leishmania por
migrarem primeiro para a regido posterior do intestino e ai se aderirem ao epitélio intestinal
do inseto apds escaparem da matriz peritrofica. Posteriormente, ocorre a migracdo para o
intestino médio anterior e colonizacdo da valvula do estomodeu, fendmenos essenciais para

uma transmisséo eficaz (Bates 2007).

Por fim, as formas leptomonadas que sdo responsaveis pela rapida expansdo no
intestino médio anterior transformam-se na forma metaciclica (formas infectantes para o
hospedeiro vertebrado, caracterizadas por serem curtas, com longo flagelo, extremamente
moveis e ndo replicativas), que sdo regurgitadas na pele do hospedeiro vertebrado durante o
proximo repasto sanguineo feito exclusivamente pelas fémeas (Rogers 2012). As formas
leptomonadas produzem a matriz gelatinosa de proteofosfoglicanos que obstrui o intestino
anterior e intestino médio anterior, facilitando a trasmisséo das formas promastigotas metaciclicas
para um hospedeiro vertebrado durante o proximo repasto sanguineo infectante (Figura 4D). Este
processo seria um dos componentes da hipdtese batizada por Rogers (2012) de “teoria do
bloqueio intestinal” (adaptado do inglés “blocked fly hypothesis™), na qual o blogueio da por¢do
anterior do tubo digestivo pelo acumulo da matriz gelatinosa, juntamente com o dano da valvula
do estomodeu pela expressao e secrecdo de quitinase por Leishmania seriam fatores determinantes
para a dificuldade de fémeas de flebotomineos em se alimentar quando estdo infectadas por
Leishmania, ocasionando a regurgitacdo das formas infectantes na pele do hospedeiro vertebrado.
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Adaptado de Kamhawi, 2006

Figura 4: Desenvolvimento de uma espécie de Leishmania pertencente ao subgénero Leishmania no
intestino de uma fémea de flebotomineo. (A) As formas amastigotas de Leishmania dentro de
macréfagos sdo ingeridas junto com o sangue durante o repasto, sendo este envolto pela matriz
peritréfica. (B) As formas nectomonadas de Leishmania escapam da matriz peritréfica e se ligam no
epitélio intestinal. (C) As formas nectomonadas migram para o intestino anterior, onde se ligam ao
epitélio e colonizam a regido anterior do intestino médio, danificando a valvula do estomodeu. (D)
Producdo da matriz gelatinosa de proteofosfoglicanos (PSG) pelas formas leptomonadas e ocluséo da

porcéo anterior do intestino médio e intestino anterior. Esquema modificado (Kamhawi 2006).
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1.5 ENZIMAS DIGESTIVAS E FATORES DETERMINANTES PARA
SOBREVIVENCIA DE LEISHMANIA DURANTE A DIGESTAO DO SANGUE.

Em relagdo a morfologia interna, os flebotomineos apresentam um intestino anterior,
intestino médio e posterior (Figura 5A). O intestino anterior € formado pelo cibario, faringe,
esdfago e diverticulo. A succdo do alimento é permitida através do funcionamento das

bombas cibarial e faringiana, localizadas nas regi6es do cibério e faringe (Santos 2010).

Tubo digestivo de Lutzomyia longipalpis

diverticulo

Figura 5: (A) Desenho esquematico do tubo digestivo de P. papatasi, mostrando o diverticulo e intestinos
médio e posterior. Desenho adaptado de Jobling 1987. (B) Foto do trato digestivo de fémea de Lutzomyia
longipalpis dissecado ap6s repasto sanguineo, evidenciando o intestino médio repleto de sangue e diverticulo

repleto de solugdo acucarada. Foto gentilmente cedida por Nelder F. Gontijo.

O intestino médio dos insetos constitui a maior parte do tubo digestivo, € o 6rgédo
responsavel pelo armazenamento e digestdo do sangue ingerido durante o repasto; e também

pela digestdo dos carboidratos que, em principio, ficam armazenados no diverticulo (Santos
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2010) (Figura 5B). O intestino médio é composto por um epitélio constituido de uma
monocamada de células colunares cilindricas densamente cobertas por microvilosidades voltadas
para o lumen intestinal. Estas celulas estdo ativamente envolvidas na producdo e secrecdo de
enzimas, bem como na absorcdo de nutrientes (Billingsley & Lehane 1996) e se apoiam numa
lamina basal fina, que separa o tubo digestivo da hemocele do inseto (Rudin & Hercker 1982).
Assim como ocorre em outros insetos, nos flebotomineos a superficie da membrana basal
encontra-se envolvida por fibras musculares longitudinais e circulares, que formam uma rede
muscular responsavel pelos movimentos de todo o intestino durante a passagem dos alimentos
(Billingsley & Lehane 1996, Andrade-Coelho et al. 2001, Santos 2010). A ligagéo do intestino

médio com o intestino anterior se da pela valvula de estomodeu.

Ao exercerem a hematofagia em seus hospedeiros vertebrados, as fémeas de
flebotomineos liberam a saliva que contém componentes com funcbes anticoagulantes e
vasodilatadoras, que auxiliardo no processo alimentar (Charlab et al. 1999). A ingestdo de
sangue por fémeas de flebotomineos induz respostas fisioldgicas no intestino médio do inseto,
incluindo a producdo de uma matriz peritrofica, secrecdo de enzimas digestivas e diurese
(Kamhawi 2006). De uma maneira geral, apds realizar o repasto sanguineo (entre 1 e 4 horas),
inicia-se a formacdo de uma camada amorfa, composta de proteinas, proteoglicanos e quitina,
denominada de matriz peritréfica. Ela exerce funcdo de protecdo, ja que, ao envolver o bolo
alimentar, evita a abrasdo nas paredes do intestino, além de proteger contra proliferacdo
bacteriana, infec¢bes virais e parasitarias (Gusmao 2002a, Pascoa 2002, Kamhawi 2006).
Outra funcdo importante é permitir a permeabilidade de enzimas e seus produtos da digestao

entre o interior e o exterior da matriz (Telleria 2007).

A matriz peritréfica reveste todo o intestino médio dos insetos, separando o lumen
intestinal das células do epitélio digestivo, e é a Unica regido que estd em contato com 0 meio
externo representado pelo sangue. Ha duas formas de matriz peritréfica, os tipos | e 1. A do
tipo | € sintetizada ap6s o repasto sanguineo, e do tipo Il sintetizada de forma constitutiva
(Gusmao 2002b). O processamento do sangue ingerido se d& em aproximadamente quatro

dias.

A assimilacdo dos nutrientes por insetos e outros organismos ocorre apos o
processamento dos alimentos por enzimas digestivas. As enzimas responsaveis pela hidrélise
de proteinas sdo chamadas de peptidases ou proteases e podem ser classificadas de acordo
com a natureza quimica do sitio catalitico ou pela reacdo catalisada (Barret 1994). As
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peptidases sdo divididas em serino-proteases, cisteino-proteases, aspartil-proteases ou
metaloproteases, de acordo com a natureza quimica do sitio catalitico (Fazito do Vale 2008).
Tripsinas sdo serino-proteases que clivam proteinas preferencialmente na porcao carboxilica
de aminoacidos basicos como arginina e lisina e sdo caracterizadas pela triade catalitica
histidina, acido aspértico e serina. Sdo consideradas as mais importantes enzimas digestivas
no intestino médio de insetos dipteros hematofagos (Sant’anna et al. 2009). Sua forma inativa
é denominada tripsinogénio, que ao sofrer uma clivagem em sua por¢do N-terminal, torna-se
ativa. Ao serem ativadas, elas podem ativar sua prépria forma inativa ou outros zimogénios
(Santos 2010).

No intestino médio de flebotomineos ndo alimentados a atividade proteolitica € basal e
a ingestdo de sangue é que induz a secrecdo de enzimas digestivas (Dostalova & Volf 2012).
Niveis significantes de atividade proteolitica podem ser detectados 6 horas ap0s o repasto
sanguineo, atingindo pico de expressdo entre 36 e 48 horas apds a alimentacao, dependendo
da fonte alimentar e da espécie de flebotomineo. O pH étimo dessas endoproteases esta entre
7.5 e 9.5 e, baseado em resultados utilizando-se inibidores especificos, verificou-se que estas
enzimas sao serino proteases, principalmente tripsinas e quimiotripsinas (Dillon & Lane 1993,
Telleria et al. 2010, Dostalova& Volf 2012). O sequenciamento de ESTs de trés espécies de
flebotomineos (P. papatasi, P. perniciosus e L. longipalpis) identificou transcritos que
codificam enzimas digestivas, principalmente tripsinas e quimiotripsinas (Dillon et al. 2006,
Ramalho-Ortigdo et al. 2007, Dostalova et al. 2011). Telleria e colaboradores (2007)
descreveram dois cDNAs codificantes para tripsinas em L. longipalpis, um deles codificando
uma tripsina de expressao constitutiva (chamada de Lltryp2) e outro codificando uma tripsina
cuja expressdo € induzida pelo repasto sanguineo (Lltrypl). Além de tripsinas e
quimiotripsinas, transcritos de outras enzimas digestivas tém sido identificados e descritos no
intestino de flebotomineos, incluindo  metalocaboxipeptidases, metaloproteasese

aminopeptidases (Dostalova et al. 2011).

Alguns trabalhos desenvolvidos no passado verificaram que a atividade proteolitica
desencadeada pela digestdo do sangue causa um impacto no desenvolvimento de Leishmania
no tubo digestivo de seu inseto vetor. Alguns destes estudos mostraram uma reducdo do
numero de promastigotas de Leishmania no tubo digestivo de flebotomineos que ndo sdo seus
vetores naturais durante o inicio do processo de digestdo (Lawyer et al. 1990, Schlein &

Jacobson 1998). Schlein e Romano (1986) mostraram que a infecgdo de P. papatasi com L.
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major promove a diminui¢cdo da atividade proteolitica do inseto vetor, enquanto que L.
donovani que ndo € transmitida por P. papatasi promove aumento da producéo de proteases.
O envolvimento de algumas enzimas proteoliticas nesta reducdo do nimero de promastigotas
de Leishmania no intestino de flebotomineos pode ser melhor elucidado pela utilizacdo de
inibidores especificos. A adi¢do do inibidor de tripsina de soja durante a infeccéo artificial de
P. papatasi com L. donovani aumentou a sobrevivéncia do parasito no intestino do inseto
(Borovsky D 1987). Por outro lado, a adicao de inibidores de quitinase causou um aumento na
sobrevivéncia de L. major em P. papatasi devido ao aumento em espessura da matriz
peritréfica, 0 que causou um retardamento na velocidade de difusdo das enzimas digestivas
(Pimenta et al. 1997). Rogers e colaboradores (2008) ajudaram ainda mais a elucidar o efeito
de enzimas digestivas na colonizacdo do intestino de flebotomineos por Leishmania. A
suplementacdo do repasto infectivo de L. longipalpis com quitinase reduziu o ndmero de
promastigotas de L. mexicana no intestino do inseto vetor, enquanto que a suplementagédo
extra deste mesmo repasto infectivo com um inibidor de tripsina reverteu o efeito deletério da

quitinase em Leishmania.

Outros estudos mostraram que Leishmania é capaz de modular o nivel de proteases no
intestino médio apds um repasto sanguineo infeccioso e que a diminuicdo da atividade
tripsinolitica € realmente benéfica para o desenvolvimento de formas promastigotas no
intestino dos insetos vetores (Sant’anna et al. 2009, Telleria et al. 2010). Recentemente,
Santos e colaboradores (2014) mostraram que a reducdo de pH reduz a eficiéncia de enzimas
proteoliticas e também a reducdo de fornecimento de aminoacidos para 0s entrocitos de L.
longipalpis. Esta diminuicdo reduz o estimulo para a producdo de proteases, considerando que
a mesma € regulada pelo abastecimento de aminoéacidos, levando a um atraso na digestdo.
Este mecanismo de reducdo da atividade proteolitica pela alteragdo do pH, embora necessite
ser mais estudado, poderia ser utilizado por Leishmania para manipular a fisiologia digestiva

do inseto vetor em prol do seu proprio desenvolvimento.

Estudos de fisiologia digestiva de flebotomineos realizados por Volf e colaboradores
(1998) mostraram que a administracdo do agucar aminado Galactosamina juntamente com o
repasto infectante para P. Duboscqi aumentou a taxa de infectividade desta espécie de
flebotomineo por L. major. Os autores discutem que este aglcar aminado provavelmente
inibiria lectinas no intestino desta espécie de flebotomineo que aglutinaria parasitas,

facilitando o estabelecimento de Leishmania no intestino do inseto vetor. Posteriormente,
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Volf e colaboradores (2001) mostraram que a administracdo de Galactosamina na alimentagéo
de flebotomineos causa mudangas drasticas no processo de digestdo. Neste trabalho, a
administracdo de altas doses (100 mM) de Galactosamina foi capaz de bloquear a producéo de
tripsina no intestino de P. duboscqi. Esta reducdo (principalmente a reducdo moderada) da
producdo de proteases no intestino de flebotomineos provavelmente favorece o
estabelecimento de espécies de Leishmania no intestino do inseto vetor uma vez que as
formas de transicdo amastigota-promastigota sdo especialmente sensiveis as proteases

digestivas (Pimenta et al. 1997).

Desta forma, a atividade proteolitica no intestino de flebotomineos, além de ser
responsavel pela digestdo, € uma das barreiras que reduz a competéncia de Leishmania em se
desenvolver no compartimento intestinal. Portanto, a habilidade de escapar da atividade
proteolitica no intestino do inseto vetor seria um fator determinante para o sucesso ou ndo da

progressao da infeccéo.

2. JUSTIFICATIVA

Insetos hemat6fagos como mosquitos, flebotomineos e triatomineos (barbeiros) séo
vetores de doengas humanas de alta prevaléncia, tais como a dengue, maléria, leishmaniose e
a doenca de Chagas. A maior parte da populacdo brasileira vive sob risco de transmissédo
dessas doencas parasitarias transmitidas por esses insetos vetores.

A Organizacdo Mundial de Salde aponta que uma das causas do insucesso no combate
a essas doencas € o0 desconhecimento da biologia destes animais, que limita o
desenvolvimento de novas estratégias de combate as populacbes destes artropodes. Assim,
uma maior compreensdao dos diversos mecanismos que permitem a estes artropodes atingir
grande sucesso na obtencdo de sangue, sucesso reprodutivo e elevada competéncia vetorial
podera revelar novos alvos para o desenvolvimento de estratégias de controle.

Vaérios trabalhos publicados na literatura tém demonstrado que infecgdes por
Leishmania em hospedeiros vertebrados possuem evolucdo e gravidade muito diferente
quando o inseto vetor regurgita o parasito juntamente com saliva e PSG (como nos casos de
transmissdo natural) em comparacdo com infecgcOes iniciadas por injecdo com parasitos
ressuspendidos em salina estéril ou PBS (Abdeladhim et al. 2014). A geracdo de

flebotomineos superinfectados com Leishmania, com alta propor¢do de formas metaciclicas
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infectantes para hospedeiros vertebrados, seria de grande valia em experimentos de desafio
em ensaios vacinais, onde a infec¢do por Leishmania atraves da picada desferida pelo inseto
vetor seria muito mais apropriada. Atualmente, € muito dificil obter fémeas de L. longipalpis
infectadas por L. infantum em alimentador artificial que tenham um nivel de infeccdo que
permita o regurgitamento de formas metaciclicas no hospedeiro durante a picada. Usualmente,
0 nimero de parasitos se desenvolvendo no intestino € muito baixo o que torna essas fémeas
insetos ndo transmissores.

Por este motivo, o presente trabalho teve como objetivo manipular a fisiologia
digestiva da espécie de flebotomineo L. longipalpis (principal vetor de L. infantum nas
Américas) no sentido de aumentar sua susceptibilidade a infeccdo por Leishmania, além de
tentar entender alguns dos mecanismos envolvidos no controle da atividade tripsinolitica no
tubo digestivo de L. longipalpis. Desta forma, a manipulacdo da fisiologia digestiva pode
oferecer uma importante contribuicdo para aumentar os conhecimentos gerais sobre esta

espécie de flebotomineo.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Manipulacéo da fisiologia digestiva de L. longipalpis atraves da reducédo da atividade
tripsinolitica no intestino do inseto vetor no intuito de aumentar sua susceptibilidade a

infeccdo por Leishmania.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Tratar fémeas de L. longipalpis com uma mistura de antibiéticos de largo espectro
(Penicilina/Streptomicina/Gentamicina) para verificar o efeito da eliminacdo da microbiota de
L. longipalpis;

3.2.2. Investigar a acdo dos anticoagulantes Citrato de Sodio e Heparina na atividade
tripsinolitica de L. longipalpis utilizados durante alimentaces artificiais;

3.2.3. Investigar a acdo da Galactosamina (um agucar aminado) na reducdo da atividade
tripsinolitica de L. longipalpis;

3.2.4. Comparar a acdo da Galactosamina na reducdo da atividade tripsinolitica no intestino
de L. Longipalpis com moléculas estruturalmente semelhantes (Galactose e Glicosamina);
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ORIGEM E MANUTENCAO DOS INSETOS UTILIZADOS;

Em todos os experimentos foram utilizados flebotomineos da espécie L. longipalpis
advindos de coldnia fechada ja estabelecida no Laboratério de Fisiologia de Insetos
Hematofagos, do Departamento de Parasitologia, ICB-UFMG, desde 2008. Esta col6nia é
mantida em um insetario climatizado, sob condi¢des semi-controladas de temperatura
(25£1°C) e umidade (maior que 80%) dentro de gaiolas de criagcdo. A alimentagédo dos insetos
foi realizada diariamente com solucdo de sacarose a 30% em algod&o hidrofilo e mantidos em
fotoperiodo, sendo 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo. As fémeas foram alimentadas
semanalmente em hamsters (Mesocricetus auratus) previamente anestesiados com Xilazina e
Ketamina (50mg/mL), de acordo com as exigéncias determinadas pelo comité de ética animal
do ICB-UFMG. Esta coldnia foi estabelecida a partir de espécimes coletadas na cidade de

Teresina-Pl, &rea endémica para leishmaniose visceral.

4.2. TRATAMENTO DE L. longipalpis COM ANTIBIOTICOS DE AMPLO
ESPECTRO PARA ELIMINACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL DO INSETO;

Grupos de fémeas da espécie L. longipalpis foram alimentadas desde a eclosdo com
uma solucdo de sacarose (30% em agua destilada) contendo Penicilina (100pg/mL),
Streptomicina (70ug/mL) e Gentamicina (10 pg/mL). O tratamento dos insetos foi realizado
durante quatro dias. Para avaliacdo da eficacia do tratamento e da reducdo da microbiota, foram
feitas diluicBes seriadas de grupo de 3 intestinos de insetos tratados e ndo tratados com a mistura
de antibidticos, seguidas de plagueamento em meio nutriente LB/agar e incubagdo a 37°C por 24
horas. Os resultados foram expressos apds a contagem do nimero de unidades formadoras de

coldnias (CFUs) em ambos 0s grupos.

43. INVESTIGACAO DA ACAO DO ANTICOAGULANTE NA ATIVIDADE
TRIPSINOLITICA DE L. longipalpis;

Grupos de fémeas da espécie L. longipalpis foram tratados desde o nascimento com
uma mistura de antibioticos de largo espectro adicionada a solucao de sacarose de acordo com
metodologia descrita no item 4.2. No quarto dia ap0s o tratamento, dois grupos (um tratado

com antibioticos e outro sem este tratamento) foram alimentados na regido abdominal de um
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hospedeiro humano através de um pote plastico de 11 cm de altura por 10 cm de didametro
com tampa pléstica revestida de malha fina. Outros dois grupos (um tratado com antibioticos
e outro sem este tratamento) foram alimentados artificialmente em aparelho Hemotek (figura
6) com sangue humano citratado (diluicdo de 1/10 do sangue em 109 mM de citrato de sodio
em PBS). Os altimos dois grupos (um tratado com antibi6ticos e outro sem este tratamento)
foram alimentados artificialmente em aparelho Hemotek com sangue humano heparinizado (2
unidades de heparina por mL de sangue). Ap0Os 0s respectivos tratamentos os flebotomineos
foram dissecados a 24, 48 e 72 horas ap6s a alimentacéo e a atividade tripsinolitica foi medida
através de ensaio em leitor de ELISA utilizando-se o substrato sintético BApNA, solucdo
estoque de 10 mM em DMSO, de acordo com metodologia descrita em Fazito do Vale e
colaboradores (2007). Os insetos foram dissecados em salina 0.9% e 0s intestinos transferidos
para microtubos de 1,5 mL contendo 50 pL de salina 0.9%. Em seguida, os intestinos foram
homogeneizados por pipetagem e os tubos centrifugados a 14.000 rcf por 10 minutos a 4°C.
Logo apds, adicionado o volume de 450 pL para um volume final de 500 pL. Foram utilizadas
microplacas para ELISA, com 96 pogos. Posteriormente, foram adicionados: 100 uL de
tampéo Tris 0.1 M pH 8.5; 50 uL do homogenato de intestinos individuais de L. longipalpis,
40 pL de salina 0.9% e 10 uL de BApNA 10 mM, para um volume total de 200 pL. Os
ensaios foram feitos em duplicatas e as leituras realizadas em leitor de ELISA (Versamax®) a
30°C em modo cinético a 410 nm de 30 em 30 segundos durante 30 minutos com agitacao

prévia de 5 e 3 segundos entre cada leitura.

Figura 6: Aparelho Hemotek utilizado em alimentaces artificiais de insetos hemat6fagos
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44. INVESTIGACAO DA ACAO DA GALACTOSAMINA NA REDUCAO DA
ATIVIDADE TRIPSINOLITICA DE L. longipalpis;

Cinco grupos de fémeas da espécie L. longipalpis foram tratadas desde o nascimento
com uma mistura de antibidticos de largo espectro adicionada a solucdo de sacarose de acordo
com metodologia descrita no item 4.2. No quarto dia ap06s o tratamento, elas foram
alimentadas artificialmente em aparelho Hemotek com o aglcar aminado Galactosamina (D-
(+)-Galactosamine hydrochloride, SIGMA-G0500)nas concentragdes finais de 5 mM, 10 mM,
15mM e 30 mM, adicionados ao sangue humano heparinizado (2 unidades por mL). Os
insetos controle receberam somente sangue heparinizado. Ap6s 0 repasto sanguineo, 0s
insetos foram mantidos em gaiolas sendo alimentados com a mesma solugédo de sacarose com
antibidticos por trés dias. No quarto dia, os intestinos das fémeas alimentadas foram
dissecados 24 e 48 horas apds o tratamento e a atividade tripsinolitica medida através de

metodologia descrita no item 4.3.

4.4.1. Estudo da reversdo da reducdo da atividade tripsinolitica no intestino de L.
Longipalpis causada pela Galactosamina através da suplementagdo do sangue com uma
mistura de aminoacidos;

Quatro grupos de flebotomineos da espécie L. longipalpis foram tratados desde o
nascimento com uma mistura de antibioticos de largo espectro adicionada a solucdo de
sacarose a 30%. No quarto dia, um dos grupos foi alimentado artificialmente em aparelho
Hemotek com o aclcar aminado Galactosamina (D-(+)-Galactosamine hydrochloride,
SIGMA-G0500) na concentracdo final de 15 mM, adicionada a sangue humano heparinizado
(2 unidades por mL). O segundo grupo foi alimentado com Galactosamina adicionada a
sangue heparinizado na concentragdo de 15 mM mais uma solugdo de aminoacidos também
na concentragdo de 15 mM. O terceiro grupo foi alimentado com Galactosamina adicionada a
sangue heparinizado na concentracdo de 15 mM mais uma solucdo de aminoacidos na
concentracdo final de 15 mM e o quarto grupo foi alimentado com Galactosamina adicionada
a sangue heparinizado na concentracdo de 15 mM mais uma solucdo de aminoécidos na
concentracdo final de 30 mM. A suplementacgéo do repasto sanguineo com aminoacidos partiu
de uma solucdo estoque preparada da mistura de outras trés solu¢cbes com os seguintes
componentes:

e Solugcdo A: MEM solugédo de aminoacidos (50x) - SIGMA-M5550
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e Solucdo B: 178 mg de alanina, 266 mg de acido aspartico, 294 mg de acido glutamico,
150 mg de glicina, 230 mg de prolina, 210 mg de serina em 50 mL de agua destilada;
e Solucdo C: 2336 mg de glutamina, 120 mg de asparagina preparados em 20 mL de
agua destilada;
Para este experimento foi considerado que o sangue ja contém aproximadamente 5 mM de
aminoacidos totais. Apds o repasto sanguineo, os insetos foram mantidos nas gaiolas sendo
tratados com a mesma solucdo de sacarose com antibidticos. Os intestinos das fémeas
alimentadas foram dissecados em 24 e 48 horas ap06s o0 repasto e a atividade tripsinolitica
medida através de ensaio em leitor de ELISA utilizando-se o substrato sintético BApNA, de
acordo com metodologia descrita no item 4.3, para verificacdo da possibilidade de reverséo da

reducdo da atividade tripsinolitica causada pela Galactosamina.

4.4.2. Investigacdo da acdo da Galactose na reducdo da atividade tripsinolitica de L.
longipalpis em comparacao com a acéo da Galactosamina;

Quatro grupos de flebotomineos da espécie L. longipalpis foram tratados desde o
nascimento com uma mistura de antibioticos de largo espectro adicionada a solucdo de
sacarose a 30%. No quarto dia, um dos grupos foi alimentado artificialmente em aparelho
Hemotek com o acucar aminado Galactosamina (D-(+)-Galactosamine hydrochloride,
SIGMA-G0500) na concentragéo final de 15mM, adicionada a sangue humano heparinizado
(2 unidades por mL). Outros dois grupos foram alimentados com o agucar Galactose (D (+)
Galactose, SIGMA-G0750) nas concentracfes finais de 15 mM e 30 mM, respectivamente.
Insetos controle receberam somente sangue heparinizado. Ap6s 0 repasto sanguineo, 0s
insetos foram mantidos nas gaiolas sendo alimentados com a mesma solugéo de sacarose com
antibidticos por trés dias. No quarto dia, os intestinos das fémeas alimentadas foram
dissecados 24 e 48 horas apds o tratamento e a atividade tripsinolitica medida através de
ensaio em leitor de ELISA utilizando-se o substrato sintético BApNA de acordo com
metodologia descrita no item 4.3, para verificacdo da influéncia da galactose na atividade

tripsinolitica do intestino de L. longipalpis.

4.4.3. Investigagdo da acdo da Glicosamina na reducdo da atividade tripsinolitica de L.
longipalpis em comparacéo com a acéo da Galactosamina;

Neste experimento, quatro grupos de flebotomineos da espécie L. longipalpis foram

tratados desde o nascimento com uma mistura de antibiéticos de largo espectro adicionada a

35



solucgéo de sacarose a 30%. No quarto dia, um dos grupos foi alimentado artificialmente em
aparelho Hemotek com o aglcar aminado Galactosamina na concentracdo final de 15 mM,
adicionada a sangue humano heparinizado (2 unidades por mL); e o outro grupo foi
alimentado com Glicosamina na concentracdo final de 15 mM em sangue heparinizado.
Insetos controle receberam somente sangue heparinizado. Apds o repasto sanguineo, 0s
insetos foram mantidos nas gaiolas sendo alimentados com a mesma solugéo de sacarose com
antibiodticos por trés dias. No quarto dia, os intestinos das fémeas alimentadas foram
dissecados 24 e 48 horas apds o tratamento e a atividade tripsinolitica medida através de
ensaio em leitor de ELISA utilizando-se o substrato sintético BApNA de acordo com
metodologia descrita no item 4.3, para verificacdo da influéncia da Glicosamina na atividade

tripsinolitica do intestino de L. longipalpis

4.5. ANALISE ESTATISTICA;

Os dados foram analisados utilizando o software Prism 5 (GraphPad Software). A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Variaveis com distribuicao
normal foram testadas por ANOVA e teste-T para comparacfes entre 0s grupos. No caso de
variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal, as analises foram feitas com Kruskal-Wallis
seguido de Mann-Whitney para comparacOes entre os grupos. O nivel de significancia estatistica
foi de P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. TRATAMENTO COM ANTIBIOTICOS DE LARGO ESPECTRO PARA
REDUCAO DA MICROBIOTA INTESTINAL DE L. LONGIPALPIS;

Para verificar se o tratamento com antibiéticos seria eficaz na eliminacdo da flora
intestinal de L. longipalpis, os insetos foram submetidos a um tratamento com uma solucgéo de
antibidticos de largo espectro, contendo Streptomicina, Gentamicina e Penicilina. Os
antibiodticos foram adicionados a solucgdo de sacarose 30%, a qual foi fornecida aos insetos por
4 dias desde a eclosdo. Posteriormente, os insetos foram dissecados e um grupo de 3
intestinos foram plaqueados em meio LB/Agar, realizando-se diluicdes seriadas para permitir
a contagem das unidades formadoras de col6nias (CFUs). A administracdo de uma mistura de
antibioticos de largo espectro juntamente com a solugdo acucarada foi bastante eficaz, eliminando

quase que na totalidade as bactérias cultivaveis do intestino de fémeas de L. longipalpis (figura 7).
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Figura 7: Ndmero de unidades formadoras de col6nias (CFUs) por intestino, obtidas de 3 amostras de 3
intestinos de fémeas de L. longipalpis tratadas (Antibidticos) e ndo tratadas com antibidticos (controle). *
representa diferenca estatistica em p< 0.0001 (t-test).
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5.2. A INTERFERENCIA DO USO DE ANTICOAGULANTES NA ATIVIDADE
TRIPSINOLITICA DO INTESTINO DE L. LONGIPALPIS;

Para avaliar se os anticoagulantes usados nos experimentos de alimentacdo artificial
exercem alguma interferéncia na fisiologia intestinal de insetos hematdfagos, foram realizados
trés experimentos para testar o efeito de dois anticoagulantes comumente utilizados: Citrato de

Sadio e Heparina.

No primeiro experimento, um grupo de fémeas de L. longipalpis foi tratado com uma
solucdo de antibidticos de largo espectro (Streptomicina, Penicilina e Gentamicina) misturada a
solucdo de sacarose 30%durante trés dias desde a eclosdo. Os insetos de um outro grupo nédo
receberam tratamento com antibioticos para avaliar se o tratamento com antibidticos altera a
atividade tripsinolitica do intestino de L. longipalpis. No quarto dia, foi realizado repasto
sanguineo na regido abdominal de um hospedeiro humano. Posteriormente, os intestinos das
fémeas foram dissecados a 24, 48 e 72 horas apds o repasto sanguineo e a atividade tripsinolitica
medida através de ensaio em leitor de ELISA, utilizando-se o substrato sintético BApNA como
descrito no item4.3. Quando o inseto realiza repasto diretamente em hospedeiro vertebrado,
observa-se um aumento significante da atividade tripsinolitica no intestino a 48horas apds o
repasto em relacdo a 24 horas ap6s a alimentagdo. Observa-se também uma queda da atividade
tripsinolitica a 72horas ap6s o repasto, que coincide justamente com o término da digestdo de
flebotomineos criados sob as condicGes de temperatura e umidade do nosso laboratério (25°C +
2°C). O tratamento com antibidticos ndo exerceu alteracdo na atividade tripsinolitica em

comparagdo ao grupo ndo tratado (figura 8).
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Figura 8: Atividade tripsinolitica do intestino de L. longipalpis ap6s repasto em hospedeiro humano. Cada
ponto do gréfico representa a atividade trpsinolitica (mOD x min-1 por inseto) de intestinos individuais de
flebotomineos dissecados em 24, 48 e 72h apds o tratamento. Insetos do grupo denominado controle ndo
foram tratados com antibidticos. Barras transversais representam a mediana. Letras sobre os grupos
indicam diferentes grupos estatisticos (T-test p<0.011 entre grupos a e b; p<0.0355 entre grupos a ¢ c).

No segundo experimento, um grupo de fémeas de L. longipalpis foi tratado com uma
solucdo de antibidticos de largo espectro (Streptomicina, Penicilina e Gentamicina) misturada a
solucdo de sacarose 30% durante trés dias desde a eclosdo. Os insetos de um outro grupo néo
receberam tratamento com antibidticos para avaliar se o tratamento com antibiéticos altera a
atividade tripsinolitica do intestino de L. longipalpis na presenca do anticoagulante citrato de
sodio. No quarto dia, foi realizado repasto sanguineo artificial em aparelno Hemotek com sangue
humano que continha Citrato de Sodio como anticoagulante (109 mM em PBS). Posteriormente,
0s intestinos das fémeas foram dissecados com 24, 48 e 72 horas e a atividade tripsinolitica
medida através de ensaio em leitor de ELISA, utilizando-se o substrato sintético BApNA. Neste
experimento ndo ocorreu um aumento significativo da atividade tripsinolitica no intestino a 48
horas apos o repasto em relacéo a atividade medida a 24 horas apds a alimentacgéo (figura 9). Este
resultado contrasta com o resultado obtido quando os insetos se alimentaram de sangue
diretamente do hospedeiro vertebrado, situacdo esta que se caracteriza pela auséncia de
anticoagulantes no sangue. Além disso, observou-se uma diferenca estatisticamente significante
na atividade tripsinolitica dos intestinos de insetos tratados com antibidticos em relagdo aos

insetos ndo tratados com os mesmos a 48 horas apds o repasto sanguineo.
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Figura 9: Atividade tripsinolitica do intestino de L. longipalpis apos repasto artificial
utilizando sangue humano citratado. Cada ponto do gréfico representa a atividade tripsinolitica
(mOD x min-1 por inseto) de intestinos individuais de flebotomineos dissecados a 24, 48 e
72horas ap6s o tratamento. Insetos do grupo denominado controle ndo foram tratados com
antibidticos. Barras transversais representam a mediana. Letras sobre os grupos indicam
diferentes grupos estatisticos (T-test, p<0.0011 entre grupos a e b; a* p<0.0288 entre grupos
controle e antibiético a 48h apés o repasto).

No terceiro experimento, um grupo de fémeas de L. longipalpis foi tratado com uma
solucdo de antibidticos de largo espectro (Streptomicina, Penicilina e Gentamicina) misturada a
solucédo de sacarose 30% durante trés dias desde a eclosdo. Os insetos de um outro grupo néo
receberam tratamento com antibioticos para avaliar se o tratamento com antibidticos altera a
atividade tripsinolitica do intestino de L. longipalpis na presenca do anticoagulante heparina. No
quarto dia, foi realizado repasto sanguineo artificial em aparelho Hemotek com sangue humano
que continha Heparina como anticoagulante (16 unidades por mL de sangue). Posteriormente, 0s
intestinos das fémeas foram dissecados a 24, 48 e 72 horas apds o0 repasto sanguineo e a atividade
tripsinolitica medida através de ensaio em leitor de ELISA, utilizando-se o substrato sintético
BApNA. De forma semelhante ao que ocorreu com o uso de Citrato como anticoagulante, nao
ocorreu um aumento significativo da atividade tripsinolitica no intestino a 48 horas ap0s o0 repasto

em relacdo a atividade medida a 24 horas apds a alimentacdo para 0 grupo controle ndo tratado
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com antibidticos (figura 10). Entretanto, houve um aumento significativo da atividade
tripsinolitica do intestino a 48 horas depois do repasto entre 0s grupos tratados com antibioticos a
24 e 48 horas ap0s 0 repasto sanguineo, situacdo que se assemelha mais a condicdo ideal quando
0s insetos se alimentam de sangue diretamente do hospedeiro vertebrado. Observou-se de novo
uma reducgdo estatisticamente significante na atividade tripsinolitica dos intestinos de insetos
tratados ou ndo com antibidticos a 72 horas ap06s 0 repasto sanguineo em relagdo aos tempos de

24 e 48 horas ap0s a alimentacao.
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Figura 10: Atividade tripsinolitica do intestino de L. longipalpis apds repasto artificial
utilizando sangue humano heparinizado. Cada ponto do grafico representa a atividade
tripsinolitica (mOD x min-1 por inseto) de intestinos individuais de flebotomineos dissecados a
24h, 48, e 72h apés o tratamento. Insetos do grupo denominado controle ndo foram tratados
com antibidticos. Barras transversais representam a mediana. Letras sobre os grupos indicam
diferentes grupos estatisticos (T-test, b- p<0.0002 entre grupos Antibioticos-24h e Antibioticos-
48h; p<0.0003 entre grupos a € c).

53. ACAO DA GALACTOSAMINA NA REDUCAO DA ATIVIDADE
TRIPSINOLITICA DE L. LONGIPALPIS;

Grupos de fémeas de flebotomineos ingeriram diferentes quantidades de
Galactosamina (concentracdo final de 5, 10, 15 e 30 mM), adicionada a sangue humano
heparinizado. A alimentac&o artificial dos insetos foi feita utilizando-se pele de pintinho de 7
dias de idade em aparelho Hemotek. Os intestinos foram dissecados em 24 e 48 horas ap0s 0
tratamento e a atividade tripsinolitica medida através de ensaio em leitor de ELISA

utilizando-se o substrato sintético BApNA. Insetos controle alimentaram-se apenas de sangue
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heparinizado. Observou-se uma reducdo significativa da producdo tripsinolitica dose
dependente no intestino de fémeas tratadas com diferentes concentraces de Galactosamina
24 horas apdés o repasto. Esta reducdo também pode ser observada 48 horas apo6s a
alimentacdo (figura 11). Observacbes em lupa durante as dissecacdes dos insetos
experimentais mostraram que nas fémeas alimentadas com sangue mais Galactosamina, o
sangue contido no abddémen era de tonalidade mais avermelhada e mais fluido em comparagéo

com o grupo controle.
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Figura 11: Galactosamina reduz a producdo de tripsina do intestino médio de L. longipalpis. Cada
ponto do gréafico representa a atividade tripsinolitica (mOD x min-1 por inseto) de intestinos
individuais de flebotomineos dissecados a 24h ou 48h ap6s os tratamentos. Insetos controle foram
alimentados apenas com sangue humano heparinizado. Barras transversais representam a mediana.
* indica diferenca estatistica em p < 0,0001; ** indica diferenga estatistica em p < 0,0058 (Mann-
Whitney Test). Resultados representam a soma de 3 experimentos independentes.

54. REVERSAO DA REDUCAO DA ATIVIDADE TRIPSINOLITICA NO
INTESTINO DE L. LONGIPALPIS PELA GALACTOSAMINA ATRAVES DA
SUPLEMENTACAO DO SANGUE COM UMA MISTURA DE AMINOACIDOS;

Com o objetivo de entender 0 mecanismo da reducgéo da atividade tripsinolitica
exercido pela Galactosamina e de observar se a reversdo desse processo seria possivel pela
presenca de aminodcidos sendo captados pelos enterocitos, diferentes grupos de fémeas de
flebotomineos da espécie L. longipalpis foram alimentados com: Galactosamina

(concentracdo final de 15 mM), adicionada a sangue humano heparinizado; Galactosamina
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(concentracéo final de 15mM) adicionada a uma mistura de aminoacidos com a concentracéo
final de 15 ou 30mM; uma mistura de aminoacidos com a concentracdo final de 30mMem
sangue heparinizado e um grupo controle que recebeu apenas sangue heparinizado. A
alimentacéo artificial dos insetos foi feita utilizando-se pele de pintinho de 7 dias de idade em
aparelho Hemotek. Os intestinos foram dissecados em 24 e 48 horas ap0s o tratamento e a
atividade tripsinolitica medida através de ensaio em leitor de ELISA utilizando o substrato
sintético BApNA. A administracdo de 30 mM de uma mistura de todos aminoacidos ao
sangue foi capaz de reverter, em parte, a reducdo da atividade tripsinolitica no intestino de L.
longipalpis produzida pela Galactosamina no grupo dissecado 24horas ap6s a alimentagdo
(figura 12).
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Figura 12: Uma mistura de amino&cidos adicionados ao sangue reverte em parte o efeito de reducéo da atividade
tripsinolitica no intestino de L. longipalpis induzida por Galactosamina. Cada ponto no gréfico indica a atividade
tripsinolitica (mOD x min-1 por inseto) de intestinos individuais de flebotomineos dissecados a 24 ou 48h ap6s
os diferentes tratamentos. Insetos controle foram alimentados apenas com sangue humano heparinizado. Barras
transversais representam a mediana. * indica diferenca estatistica em p < 0.008. ** indica diferenca estatistica
em p<0.0002 (Mann-Whitney Test). Resultados representam a soma de 2 experimentos independentes.
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5.5. ACAO DA GALACTOSE EM COMPARACAO COM GALACTOSAMINA NA
REDUCAO DA ATIVIDADE TRIPSINOLITICA DE L. LONGIPALPIS;

Um grupo de fémeas de L. longipalpis ingeriu 15 mM de Galactosamina adicionada a
sangue humano heparinizado. Outros dois grupos ingeriram Galactose na concentracédo final
de 15 e 30 mM, também adicionados ao sangue heparinizado. A alimentacédo artificial dos
insetos foi feita utilizando-se pele de pintinho de 7 dias de idade em aparelho Hemotek. Os
intestinos foram dissecados em 24 e 48 horas apds o tratamento e a atividade tripsinolitica
medida através de ensaio em leitor de ELISA utilizando-se o substrato sintético BApNA.
Insetos controle alimentaram-se apenas de sangue heparinizado. A atividade tripsinolitica do
intestino de insetos tratados foi comparada entre 0s quatro grupos e constatou-se um aumento
significativo na atividade tripsinolitica no intestino de insetos que alimentaram-se de sangue
suplementado com 30 mM de Galactose em comparacdo com o grupo controle alimentado

somente com sangue heparinizado, 48 horas apds a alimentacéo (figura 13).
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Figura 13: Atividade tripsinolitica do intestino médio de L. longipalpis apds repasto artificial e
ingestdo de Galactosamina e Galactose. Atividade tripsinolitica (mOD x min-1 por inseto) de
intestinos individuais de flebotomineos dissecados em 24 e 48h ap6s o tratamento com
Galactosamina (15mM) e galactose (15 e 30 mM). Insetos controle foram alimentados somente
com sangue heparinizado. Barras transversais representam a mediana. * indica diferenca
estatistica em p < 0.0001. ** indica diferenca estatistica em p<0.0026 (Mann-Whitney Test).
Resultados representam a soma de 2 experimentos independentes.
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56. ACAO DA GLICOSAMINA EM COMPARACAO COM A ACAO DA
GALACTOSAMINA NA REDUCAO DA ATIVIDADE TRIPSINOLITICA DE L.
LONGIPALPIS;

Para investigar se a Glicosamina (um outro agUcar aminado) exerceria efeito
semelhante a Galactosamina em reduzir a atividade tripsinolitica no intestino de L.
longipalpis, um grupo de flebotomineos tratados com antibidticos ingeriu 15 mM de
Galactosamina adicionada a sangue humano heparinizado e os insetos de outro grupo
ingeriram Glicosamina na concentracdo final de 15 mM, também adicionado ao sangue
heparinizado. A alimentacéo artificial dos insetos foi feita utilizando-se pele de pintinho de 7
dias de idade em aparelno Hemotek. Os intestinos das fémeas foram posteriormente
dissecados 24 e 48 horas ap06s o tratamento e a atividade tripsinolitica medida através de
ensaio em leitor de ELISA utilizando-se o substrato sintético BApNA. Insetos controle
alimentaram-se apenas de sangue heparinizado. A atividade tripsinolitica do intestino de
insetos tratados foi comparada entre os trés grupos e a observacao dos resultados mostraram
que a Glicosamina, apesar de ser um d-isdmero da Galactosamina, ndo reduz a atividade

tripsinolitica no intestino de L. longipalpis (figura 14).
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Figura 14: Atividade tripsinolitica do intestino de L. longipalpis apds ingestdo de Galactosamina e
Glicosamina em repasto artificial. A atividade tripsinolitica (mOD x min-1 por inseto) de intestinos
individuais de flebotomineos dissecados em 24 e 48h, e ap6s o tratamento com Galactosamina e
Glicosamina a 15mM. Insetos controle foram alimentados somente com sangue heparinizado.
Barras transversais representam a mediana. * indica diferenca estatistica em p < 0.0001. ** indica
diferenca estatistica em p<0.0003 (T-test).
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6. DISCUSSAO

Flebotomineos adultos apresentam baixa longevidade em campo (Casanova et al. 2009).
Durante este curto periodo de vida, as fémeas precisam fazer um repasto sanguineo em um
hospedeiro infectado com Leishmania e permanecerem vivas tempo suficiente para transmitir o
parasito para o hospedeiro sadio. Devido ao habito hematofagico e ao fato de que flebotomineos
também se alimentam de soluges agucaradas de plantas, é provavel gque estes insetos adquiram
bactérias e leveduras que colonizam plantas e pele de animais dos quais os flebotomineos se
alimentam. No que diz respeito aos estagios larvais que se alimentam de fungos e bactérias que
crescem em solo rico em matéria organica, € possivel que microrganismos ingeridos pela larva
resistam a absorcao do intestino durante o processo de pupagem e colonizem o intestino do inseto
adulto (Volf et al. 2002).

A flora microbiana residente pode proteger o hospedeiro indiretamente através do
estimulo do sistema imune, através do aumento dos movimentos peristalticos do intestino,
competicdo por nutrientes e sitios de adesdo e alteracdo do pH intestinal (Dillon et al.
2005).Entretanto, apenas em alguns casos € possivel o isolamento e identificacdo de bactérias
cultivaveis para o estudo de possiveis mecanismos envolvidos no processo de exclusdo
competitiva (do inglés “colonisation resistance”), que representa o efeito protetor que bactérias da
flora intestinal de vertebrados exercem sobre bactérias recém ingeridas, inclusive as consideradas
patogenas (Dillon & Dillon 2004). Até recentemente muito pouco se sabia sobre a existéncia do
fendmeno de exclusdo competitiva em insetos vetores de doencas e sua contribui¢do na reducéao
da capacidade vetorial destas espécies. No entanto, nos ultimos anos, verificamos a publicacéo de
varios estudos descrevendo o efeito da microbiota intestinal na reducdo da capacidade vetorial

de mosquitos (Cirimotich et al. 2011).

Podemos encontrar nos flebotomineos dois tipos de microbiota: a flora residente que
se forma no decorrer do ciclo de vida do inseto e as bactérias recém-adquiridas, provenientes
dos habitos alimentares de larvas e adultos. Recentemente, Sant’Anna e colaboradores (2014)
realizaram um trabalho em que colonizaram o intestino de fémeas de L. longipalpis com bactérias
e leveduras extraidas do intestino de insetos coletados em uma zona endémica de leishmaniose
visceral no Brasil. A colonizacéo do intestino de fémeas de L. longipalpis criadas em laboratério
com estes microorganismos interferiu na capacidade de L. mexicana em colonizar estes
flebotomineos. Entretanto, o0 aumento da infeccdo por Leishmania através da redugdo da

microbiota residente pelo tratamento dos insetos com antibidticos de largo espectro ndo foi
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testado. A reducéo da microbiota residente teoricamente seria benéfica para o desenvolvimento de

Leishmania no intestino de flebotomineos.

Um dos nossos objetivos é a obtencédo de flebotomineos superinfectados com Leishmania.
A geracdo de flebotomineos superinfectados com Leishmania, com alta proporcao de formas
metaciclicas (infectivas para hospedeiros vertebrados) seria de grande valia em experimentos
de desafio em ensaios vacinais, onde a infeccdo por Leishmania através da picada desferida
pelo inseto vetor seria muito mais apropriada. Varios trabalhos publicados na literatura tém
demonstrado que infec¢des por Leishmania em hospedeiros vertebrados possuem evolugéo e
gravidade muito diferente quando o inseto vetor regurgita o parasito juntamente com saliva e
PSG (situacdo natural de infeccdo) em comparacdo com infeccGes iniciadas por injecdo com
parasitos ressuspendidos em salina estéril ou PBS (Abdeladhim et al. 2014). Atualmente, é
muito dificil obter fémeas de L. longipalpis infectadas por L. infantum em alimentador
artificial que tenham um nivel de infeccdo que permita o regurgitamento de formas
metaciclicas no hospedeiro durante a picada. Usualmente, o nimero de parasitos se

desenvolvendo no intestino é muito baixo o que torna essas fémeas insetos nao transmissores.

Em nosso trabalho, manipulamos o ambiente intestinal de fémeas de L. longipalpis, de
maneira a diminuir as interferéncias provocadas por microrganismos no desenvolvimento de
Leishmania. Os resultados alcangados nesta investigacdo nos mostrou que a eliminacdo de
bactérias cultivaveis no intestino de L. longipalpis é possivel e simples de ser reproduzida,
uma vez a reducdo da flora é um fator importante a ser considerado para reduzir a competicdo

entre microrganismos intestinais e Leishmania.

Uma outra questdo abordada neste trabalho foi a interferéncia dos anticoagulantes
usados em alimentacOes artificiais e a consequéncia destes na fisiologia intestinal de
flebotomineos. Os anticoagulantes sdo imprescindiveis para evitar a coagulacdo do sangue em
experimentos cujos flebotomineos sdo alimentados através de membrana. EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético), Citrato de sodio e Heparina estdo entre os mais usados em
hematologia. O nosso objetivo foi avaliar dois anticoagulantes que estdo entre 0s mais
amplamente utilizados: Citrato de sédio e Heparina. Nos experimentos onde utilizou-se
Citrato de s6dio como anticoagulante para sangue humano, observou-se um grande impacto
deste composto na atividade tripsinolitica do intestino de L. longipalpis. Quando fémeas desta
espéecie alimentam-se diretamente do sangue de hospedeiros mamiferos, observa-se um
aumento significativo da atividade tripsinolitica a medida que a digestdo progride, com pico
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de atividade entre 36 e 48 horas apds o repasto sanguineo, como observado por Santos e
colaboradores (2014). Quando o repasto foi realizado em alimentador artificial utilizando-se
sangue humano citratado, ndo observamos um aumento da atividade tripsinolitica do intestino
de L. longipalpis 48 horas ap0s o repasto em comparacdo com a atividade registrada a 24
horas ap6s a alimentacdo (figura 9), da mesma forma que observamos para o repasto em
hospedeiro vertebrado. Isto levanta questBes importantes quanto a interferéncia de
anticoagulantes na fisiologia intestinal de artropodes hematofagos, principalmente porque
repastos artificiais em membranas sdo comumente utilizados para administracdo de uma
ampla gama de compostos para estudos fisiologicos. Varios experimentos desta natureza ndo
levam em conta a interferéncia que o tipo de anticoagulante utilizado pode trazer para o
experimento em questdo, o que pode levar a erros inerentes ao composto que estd sendo

testado.

O anticoagulante que mostrou melhor resultado em nossos experimentos foi a
Heparina, uma vez que este composto apresentou o resultado mais préximo da alimentacédo
realizada diretamente no hospedeiro mamifero (figura 10). Entretanto, vale ressaltar que a
Heparina também causa impacto na atividade tripsinolitica intestinal do inseto vetor, embora
este seja menor comparado ao Citrato de sodio. Por este motivo, varias dosagens daquele
anticoagulante foram testadas e a menor dosagem possivel para se evitar a coagulacdo de
sangue humano foi a de 2 U/mL de sangue. Em um outro estudo, a Heparina também
apresentou menor interferéncia no desenvolvimento de triatomineos e na replicacdo de
Trypanosoma cruzi no intestino do inseto vetor(Helena & Garcia 1995). Volf e colaboradores
(2001) observaram que o uso de Heparina reduziu a atividade de tripsina em 12 e 72 horas
ap6s a alimentacdo. Contudo, a dosagem utilizada por estes pesquisadores tinha uma
concentracédo final de 500 U/mL, ou seja, uma dosagem 250 vezes maior do que a utilizada
em nossos experimentos. Da mesma forma, Schlein & Jacobson (1998) observaram
diminuicdo de cerca de 30% na atividade de protease em fémeas alimentadas com sangue
heparinizado. Desse modo, a escolha do anticoagulante e suas dosagens em experimentos de
alimentacdo artificial em artropodes vetores poderia interferir sobremaneira nos resultados

esperados e deveriam sempre ser avaliados com extremo critério.

Outra questdo importante avaliada foi se o uso de antibioticos de amplo espectro nas
dosagens utilizadas causaria alguma mudanca na atividade tripsinolitica no intestino do

inseto. NOs observamos que durante os experimentos em que realizamos alimentacg&o artificial
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dos flebotomineos com anticoagulantes (Citrato de So6dio ou Heparina) houve um aumento na
atividade tripsinolitica no intestino de L. longipalpis tratadas com antibi6tico em comparacao
com os insetos ndo tratados 48 horas apos a alimentacdo. (Figuras 9 e 10). Este fendmeno nédo
foi observado quando os flebotomineos alimentaram diretamente de um hospedeiro humano
(figura 8). Desta maneira, os efeitos benéficos que o uso de antibidticos de largo espectro
causaria para o desenvolvimento de Leishmania no intestino de L. longipalpis se contrastam
com o0 aumento da atividade tripsinolitica observada em alimentacGes artificiais onde

anticoagulantes sdo administrados juntamente com antibioticos.

No inseto vetor, o desenvolvimento de Leishmania se restringe ao aparelho digestivo.
Apbs o repasto infectante, ha diversas barreiras naturais para o desenvolvimento satisfatério
do parasito. Entre elas podemos citar: secrecdo de enzimas proteoliticas, a presenca da matriz
peritrofica e reacdes imunes inatas. A medida que a digestio progride, os parasitos precisam
se ligar ao epitélio do intestino médio para evitar a expulsdo dos mesmos juntamente com as
excretas oriundas do final da digestdo (Kamhawi, 2006; Dostalovd & Volf 2012). Por estes
motivos, selecionaram-se evolutivamente nestes parasitos adaptacdes que ajudam a garantir a
sua sobrevivéncia em seus insetos vetores. Essas adaptagdes incluem secrecdo de
fosfoglicanos por Leishmania, que protegem o parasita de enzimas digestivas; producao de
quitinases que degradam a valvula de estomodeu (Rogers et al. 2008)e secrecdo de um
neuropeptidio que diminui o peristaltismo do intestino, facilitando sua ligagdo ao intestino
para evitar sua expulsdo (Kamhawi, 2006).

Durante seu ciclo evolutivo em flebotomineos, Leishmania sofre sua primeira
diferenciacdo ao transformar-se da forma amastigota para a forma promastigota ainda no
interior do bolo alimentar localizado intestino médio do inseto. Durante esta fase de transicéo
0s parasitos sdo muito sensiveis a acdo de enzimas digestivas (Pimenta et al. 1997) e, devido a
isto, se beneficiariam de uma reducdo na atividade proteolitica no intestino do inseto vetor.
Como uma das principais funcGes destas enzimas (entre elas a tripsina) seria a digestdo de
sangue, um declinio na producdo de proteases também levaria a um atraso no processo
digestivo, fazendo com que os parasitos tenham mais tempo para acessar 0s nutrientes
necessarios para o seu desenvolvimento. L. mexicana foi capaz de modular negativamente a
secrecdo de tripsina por L. longipalpis (Sant’anna et al. 2009, Telleria et al. 2010) e, aliado a
isto, 0 niumero de formas promastigotas de Leishmania tendeu a aumentar quando a atividade

da tripsina de L. longipalpis induzida pelo repasto sanguineo foi reduzida por RNAI
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(Sant’anna et al. 2009). Em outro trabalho, a utilizacdo de um inibidor de tripsina de soja
(SBTI), aumentou a sobrevivéncia de L. donovani em P. papatasi, sugerindo que a reducdo da
producdo de tripsina pode favorecer o desenvolvimento desta espécie de Leishmania em um

vetor que ndo seja o natural (Borovsky D 1987).

Considerando o exposto acima, nos testamos varias concentra¢es do aglcar aminado
Galactosamina com o objetivo de reduzir a atividade tripsinolitica intestinal de L. longipalpis.
Nossos resultados mostraram que a concentracdo de 15 mM foi suficiente para reduzir
significativamente a atividade tripsinolitica no intestino dos flebotomineos (figura 11) sem,
contudo, paralisar a digestdo ou fragiliza-los, reduzindo a sobrevivéncia. Esse fato € relevante
porque uma dosagem muito alta de Galactosamina poderia acarretar consequéncias nao
desejadas nos experimentos, tais como a morte prematura dos flebotomineos e alteracdo na
taxa de fecundidade. Volf e colaboradores (2001), ao alimentar fémeas da espécie de
flebotomineo P. duboscgi com sangue humano suplementado com 50 mM de Galactosamina
observaram um aumento na mortalidade dos flebotomineos entre o primeiro e quarto dia pds
repasto infectante, defecacdo prematura e diminuicdo na fecundidade. Os mesmos cogitaram 2
hipo6teses para estes fatos: o efeito toxico de Galactosamina ou a interacdo deste carboidrato
com as lectinas do intestino médio, envolvidas com a digestdo. E provavel que ao se reduzir
muito a atividade tripsinolitica usando uma dosagem alta de Galactosamina, o sangue ficaria
totalmente retido no abddmen sem ser digerido, gerando por exemplo um aumento excessivo
na quantidade de microrganismos que se desenvolvem no bolo alimentar. Este ndo é um fator
desejado nos experimentos com infeccdo, pois o inseto pode morrer antes das observacdes e
procedimentos programados, além de causar um impacto no desenvolvimento de Leishmania
no intestino por exclusdo competitiva (Sant’Anna et al. 2014). Em nossos experimentos, 0S
tratamentos dos insetos com concentragdes bem menores de Galactosamina foram efetivos

para reduzir a atividade tripsinolitica no intestino de L. longipalpis sem paralisar a digest&o.

Para melhor entender e ampliar nosso entendimento de como acgucares interferem na
atividade tripsinolitica de flebotomineos, alimentamos fémeas de L. longipalpis com sangue
humano heparinizado e suplementado também com Galactose ou Glicosamina. A
Galactosamina e Glicosamina diferenciam-se da Galactose por possuirem um grupamento
amino (-NH2) no carbono 2 no lugar de uma hidroxila (-OH). A Galactosamina e

Glicosamina sdo isémeros (compostos diferentes com mesma formula molecular) que
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diferenciam-se por possuirem uma hidroxila na posi¢do axial no carbono 4 (Galactosamina)

ou uma hidroxila na posicdo equatorial do mesmo carbono (Glicosamina) (Figural5).

A B C
2 HOCH
CH,0H CH,OH 2
H O, H iy H H O o1
S OH
OH H
HO OH H H
H — Amino H OH
roup
Glucosamine Galactosamine Galactose

Figura 15: Estruturas ciclicas dos agucares glicosamina (A), galactosamina (B) e galactose (C).
Adaptado de Lehninger, Nelson e Cox, PrinciplesofBiochemistry, 2 Ed, 1993.

Interessantemente, a suplementacdo de sangue humano com Galactose e Glicosamina
ndo reduziram a atividade tripsinolitica do intestino de L. longipalpis. Observou-se um
aumento desta atividade em insetos que receberam sangue suplementado com Galactose a 48
horas apds o repasto (figura 13). Este fendbmeno néo foi observado por Volf e colaboradores
(2001), ao testar esse mesmo carboidrato em alimentacéo artificial utilizando-se P. duboscqi.
Este aumento na atividade tripsinolitica pela suplementacdo exogena de Galactose
provavelmente ocorreu pela ativacdo da producdo de tripsina por um mecanismo ainda por
noés desconhecido. Entretanto, este aumento da atividade de tripsina por Galactose poderia ser
melhor explorado na manipulagdo da capacidade vetorial de L. longipalpis, uma vez que o
aumento da atividade de tripsina no intestino deste inseto vetor pode ser deletério para

Leishmania.

Em especial, vale a pena destacar que a suplementagdo de sangue humano com
Glicosamina (uma molécula muito semelhante a Galactosamina) ndo exerce o0 mesmo efeito
de reducdo da atividade tripsinolitica no intestino de L. longipalpis. Provavelmente, a
Galactosamina entra nos enterécitos e modifica de alguma forma o metabolismo dos mesmos

de uma maneira que afeta o estimulo para producédo de proteases.
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Um dos fatores que controlam a producdo de proteases digestivas em insetos
hematdfagos € o fornecimento de aminoacidos para os enterdcitos (Noriega et al. 1999,
Brandon et al. 2008, Santos et al. 2014). Por este motivo, ap0s a realizacdo do repasto
sanguineo pelas fémeas de L. longipalpis, tem-se um aumento consideravel da producao de
enzimas digestivas com o objetivo de digerir o sangue ingerido. Sabe-se que as enzimas
responsaveis pela digestdo das proteinas em flebotomineos (principalmente as tripsinas) séo
mais ativas em pHs ligeiramente alcalinos, o qual é observado justamente ap0s a ingestdo de
sangue pelas fémeas (Santos et al. 2014). O pico dessa atividade se da em torno de 36 horas
pos-repasto. Se o fornecimento de aminoécidos para os enterdcitos for interrompida por
qualquer razdo, por exemplo, por utilizacdo de uma elevada concentracdo de inibidores de
protease, a interrupc¢do € interpretada como o fim da digestdo e o inseto defeca o sangue sem
digestdo (Santos et al. 2014).

Para entender o fenbmeno de reducdo da atividade tripsinolitica exercido pela
Galactosamina, nds tentamos reverter esse processo utilizando-se de suplementacdo do sangue
acrescido de uma mistura de aminoacidos. Uma vez que 0s aminoacidos sdo compostos
necessarios para a ativacdo da transcricdo de enzimas digestivas, e que a Galactosamina
constitui-se em uma molécula igualmente peguena que contém um grupo amino na sua
estrutura molecular, nos especulamos um mecanismo de competicdo exercido pela
Galactosamina com aminoacidos nos enterdcitos. Ao adicionarmos uma solucdo de
aminoacidos na concentracdo de 30 mM ao sangue humano acrescentado de 15mM de
Galactosamina, n6s conseguimos reverter em parte a reducdo da atividade tripsinolitica no
intestino causada pela Galactosamina. No mosquito Aedes aegypti, a digestdo do sangue
ocorre em duas fases: uma fase que ocorre antes do repasto caracterizada pela transcri¢cdo do
RNA mensageiro de tripsinas e uma fase mais tardia, caracterizada pela traducéo de tripsinas
pela ingestdo de sangue ou aminoacidos (Brandon et al. 2008). O inicio da traducdo de
tripsinas € pelo menos em parte controlado através da via TOR (do inglés “Target of
Rapamycin”) que ¢ importante na tradugdo de proteinas durante a vitelogénese no corpo
gorduroso de mosquitos apos repasto sanguineo (Hansen et al. 2005, Park et al. 2006). O
envolvimento da via TOR que é ativada por aminoacidos em A. aegypti foi elegantemente
mostrada por Brandon e colaboradores (2008), que mostraram a fosforilagdo e ativacdo do
repressor de ativacdo de traducdo 4E-BP e da molécula que fosforila a proteina ribossomal S6,
envolvida no recrutamento de ribossomos em RNA mensageiros que possuem residuos de
pirimidina em sua porgdo 5’ “upstream”. Em mamiferos, o Class III PI3ks do tipo Vps34 sao
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responsaveis pela ativacdo da via TOR, regulando a sintese de proteinas em resposta a
elevacio da concentracio de aminoéacidos(Backer 2008). E provavel que em insetos
hematofagos este mecanismo seja conservado e que moléculas como Vps34 reconhecam um
aumento na concentracdo de aminoacidos no intestino, ativando a via TOR e estimulando a
sintese de enzimas digestivas. A Galactosamina, por ser uma molécula pequena e conter um
grupamento amino, possivelmente compete com aminoacidos na ativacdo da via TOR, porém
ndo é capaz de estimular a sintese de tripsina. Consequentemente, esta interferéncia causada
pela Galactosamina reduz a atividade tripsinolitica no intestino de L. longipalpis, a qual é
revertida pela suplementacdo do repasto sanguineo (acrescido de Galactosamina) com um
excesso de uma solucdo de aminodcidos (concentragdo final de 30 mM). Entretanto, o
mecanismo pelo qual a suplementacdo do repasto sanguineo por aminoacidos reverte a acao

da Galactosamina precisa ser melhor investigado.

Esta dissertacdo gerou resultados que sdo parte de um projeto mais amplo que tem
como objetivo estudar diversos fatores que possam influenciar positivamente ou
negativamente a capacidade vetorial de L. longipalpis, a principal espécie vetora de L.

infantum nas Américas.

Até 0 momento ndo existe uma metodologia eficiente para produzir flebotomineos
infectados suficientemente para fazer desafios de animais vacinados. A transmissdo pela
picada requer insetos com bloqueio da valvula do estomodeu e da parte anterior do intestino
médio (Rogers et al. 2004). Somente esses flebotomineos sdo os que podem transmitir
naturalmente a leishmaniose visceral. Com a metodologia atual de infeccdo, somente uma
pequena fracdo de insetos infectados atingem a condicdo de serem transmissores, 0 que
praticamente inviabiliza a realizacdo de desafio natural para testes de eficiéncia vacinal e

outros experimentos afins.

O proximo passo a ser realizado sera a realizacdo de infeccGes de fémeas de L.
longipalpis com L. mexicana e L. infantum em sangue suplementado com Galactosamina.
Estamos desenvolvendo uma metodologia de deteccdo da infecgdo de L. longipalpis com
Leishmania, utilizando-se primers para o gen de cépia Unica que codifica a DNA polimerase
de L. infantum anteriormente utilizado (GenBank accession code AF009147) (de Ferreira et
al. 2013). Interessantemente, os primers para o gen da DNA polimerase de L. infantum
funcionaram perfeitamente para L. mexicana devido ao alto grau de conservancia do gen da

DNA polimerase. Além disso, a mistura de DNA de L. longipalpis com o DNA de L.
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mexicana ndo inibiu a reagdo de PCR em tempo real, concordando com os achados de
Ranasinghe e colaboradores (2008) (dados ndo mostrados). Infeccdes de L. longipalpis com
L. mexicana tém sido corriqueiramente realizadas em laboratorio pela rapidez de
desenvolvimento desta espécie de Leishmania em cultura, facilidade em se obter formas
amastigotas crescendo em cultura e pela sua facilidade de infectar esta espécie de
flebotomineo, produzindo infecgdes maduras com produgdo de PSG (Rogers et al. 2002,
Sant’anna et al. 2009, Diaz-Albiter et al. 2012, Telleria et al. 2012, 2013).

O novo protocolo de infeccdo que pretendemos desenvolver envolve a manipulagdo da
digestdo e do sistema imune dos flebotomineos ao mesmo tempo em que eles serdo protegidos
de infec¢cbes bacterianas e fungicas com uso de antibidticos. Assim, acreditamos que seria
possivel obter insetos homogeneamente infectados com bloqueio do intestino médio anterior e

da valvula do estomodeu.

Com esses insetos, seria possivel implantarmos em Minas Gerais um sistema para
desafio vacinal capaz de sustentar os estudos de grupos de pesquisa mineiros, de outros
estados brasileiros e até de outros paises. Uma vez implantado, esse sistema proporcionaria
uma grande economia ao oferecer um método de desafio capaz de identificar e eliminar as
formulacGes vacinais ineficazes antes do gasto com os dispendiosos e demorados testes de

campo.
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7. CONCLUSOES

e A administracdo de uma mistura de antibioticos de largo espectro juntamente com a
solucdo de sacarose 30% foi bastante eficaz na eliminacdo das bactérias cultivaveis do
intestino de fémeas de L. longipalpis;

e O anticoagulante que mostrou melhor resultado em nossos experimentos para uso em
alimentacOes artificiais foi a Heparina, uma vez que este composto apresentou o
resultado mais proximo da alimentacdo realizada diretamente no hospedeiro
mamifero;

e A concentracdo de 15 mM de Galactosamina adicionados ao sangue na alimentagéo
artificial foi suficiente para reduzir significativamente a atividade tripsinolitica no
intestino dos flebotomineos sem, contudo, paralisar a digestéo;

e A suplementacdo de sangue humano com Galactose e Glicosamina ndo reduziram a
atividade tripsinolitica do intestino de L. longipalpis;

e Observou-se um aumento da atividade tripsinolitica em insetos que receberam sangue
suplementado com Galactose 48 horas apds o repasto;

e Uma solucdo de aminodcidos na concentracdo de 30 mM ao sangue humano
acrescentado de 15mM de Galactosamina, conseguiu reverter em parte a reducdo da
atividade tripsinolitica no intestino causada pela Galactosamina;
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