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RESUMO

As Leishmanioses sdo doencas causadas por prdaaszodo génerolLeishmania e
transmitidas pela picada dos flebotomineos. A dmemgresenta diferentes manifestacfes
clinicas, como a leishmaniose visceral (LV). No #ira LV é causada pela subespécie
Leishmania (L.) infantum chaga® transmitida principalmente pelo vetdutzomyia
longipalpis e nos Ultimos dez anos, a média anual de novoss cisode 3.379. O
flebotomineo, durante o repasto sanguineo, poderiing parasito que é direcionado ao
intestino médio do inseto, onde entra em contato aomicrobiotaln vitro a acdo dessa
microbiota sobre o parasito foi avaliada demonsiwaa lise na parede celular deishmania
(L.)infantum chagaseé Leishmania (V.) braziliensisausada poBerratia marcescenporém
ainda nao esta claro o seu papel no vetor. Neatmlho foi feita a identificacdo por
sequenciamento de DNA de isolados bacterianostdstimo médio dé. longipalpisde duas
localidades brasileiras. Nas fémeas de flebotorogea Gruta da Lapinha foi encontrada
pela primeira vez a bactéria da familia EnterolveatseaeProvidencia spNas fémeas de
Jacobina a bactéria encontrada foi a espéametobacter soli.As duas localidades
apresentaram maior numero de bactérias do tipdosaGram negativos. Os machos de
Jacobina ndo apresentaram crescimento bacterideerdemente dos machos da Gruta da
Lapinha. Para analise da influéncia das bacténagesenvolvimento do parasito, Fémeas de
L. longipalpisforam infectadas corheishmania (L.) infantum chagasitratadas com dois
antibioticos de acao principal sobre bactérias Guagativas, carbenicilina e gentamicina. Os
parasitos do grupo tratado com carbenicilina, atfemserem capazes de se estabelecer no
flebotomineos apoOs a digestdo, tiveram um aumemteen namero. O grupo tratado com
gentamicina apresentou uma queda ja no segundpdgiinfeccdo, tendo um aumento no
quinto dia. Ao incubar as bactérias identificadasimtestino médio cont. (L.) infantum
chagasi in vitrg foi possivel ver que as bactérias interferem resa@mento do parasito.
Analisamos também a expressdo de peptideos anibiaoos. Gambicina e defensina
apresentaram diferenca de expressdo entre os glmoalimentados e Pds Digestédo, sendo
que a expressao foi maior em N&o alimentados. Noegso de interacdo, estabelecemos no
laboratorio a transmissao HegL.) infantum chagasiiretamente via picada do flebotomineo a
hamsters e camundongos. Os dois modelos apresaniara variacao de 4 a 15 mil parasitos
inoculados na orelha dos vertebrados.

XV



ABTRACT

Leishmaniasis are diseases caused by protozoaeofgémusLeishmaniaand they are
transmitted by the bite of sandflies. The diseassgnts different clinical manifestations,
such as visceral leishmaniasis (VL). In Brazil, Yd_caused byeishmania (L.) infantum
chagasiand it is transmitted by the vector bltatzomyia longipalpigind during the last ten
years the annual new cases average of VL was 3I3iEsandfly is able to ingest the parasite
during the blood meal which is directed to the atseidgut where it gets in contacts with the
microbiota. The microbiota activity over the patasvas evaluatenh vitro demonstrating cell
walls lysis of Leishmania (L.) infantum chagasind L. braziliensiscaused bySerratia
marcescen$ut their role in the vector is not clear yet. TivMark identified bacterial isolates
from the L. longipalpis midgut from two deferent places in Brazil by sequencing ADN
Lapinha Cave females showed for the first time B&nddlies a bacteria from the
Enterobactereaceae famiRrovidence spJacobina females’ insects presend@ihetobacter
soli as a midgut bacteria. The insects from both sitesved a majority of Gram negative
rods. Males from Jacobina showed no bacterial drowhlike the Lapinha Cave ones. In
order to analyze the influence of bacteria on teeetbpment of the parasite, longipalpis
females were infected with. (L.) infantum chagasand treated with two difenrets antibiotics
for Gram negative bacterias, carbenicilin and gemtin. Carbenicillin treated group
parasites were able to establish infection in dhesl after digestion increasing the number of
parasites. The gentamicin treated group featurpdrasite drop since the second day post-
infection, having an increasing on the fifth daycubatingin vitro those bacterias identified
in the midgut withL. (L.) infantum chagasicould be seen that bacteria interfere on parasite
growth. We also analyzed the antimicrobial peptiebgsression in the insects. Gambicina and
defensin expression differ between groups; Not &®dl Post Digestion. The expression was
higher in Not Fed one. In the interaction procegs,established the laboratory transmission
of L. (L.) infantum chagadilirectly by the sandfly bite on hamsters and migeth models
showed a range 4 to 15 million parasites inoculatadthe vertebrates’ ear.
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1. INTRODUCAO

1.1. OS FLEBOTOMINEOS

Flebotomineos sdo insetos dipteros da familia Pshghe, distribuidos em dois
grandes géneros de importancia médrtdebotomuso Velho Mundo ¢ utzomyiano Novo
Mundo (Ashford, 1991). Esses insetos possuem tamdeh0,3 a 0,4 cm, e cor que pode
variar de castanho claro a negro com escamashdistais por todo o corpo (Killick-Kendrick,
1999). Quando pousam apresentam as asas eretasr@@ de lanca. Devido a essas
caracteristicas recebem diversos nomes populareso ctbirigui’, “mosquito palha”,
“cangalhinha”, entre outros. Existem cerca de 4§0éeies descritas de flebotomineos do
géneroLutzomyia(Rangel & Laison, 2003).

Os flebotomineos séo insetos holometdbolos, apeesdm apos eclosdo do ovo,
guatro estagios larvais, um estagio de pupa e lboadueclosdo do ovo ocorre de 7 a 17 dias
apos a postura, em condi¢cdes ambientais favoréiiick-Kendrick et al., 1977a), e 0 seu
desenvolvimento completo pode variar de 30 a 1@®,didependendo da espécie e das
condicbes ambientais, como por exemiplizomyia longipalpisque apresenta seu ciclo de
desenvolvimento de 30 a 45 dias em condi¢cdes dedtiio. As larvas se alimentam de
matéria organica do solo (Fereval., 1997) e se desenvolvem em locais umidos bagke
substrato organico (Killick-Kendriclet al., 1977a). Os flebotomineos adultos vivem em
abrigos umidos como fendas de &rvores, tocas dea#e fendas de pedras (Figura 1).

=

it .:1.. 1
1: Habitats

Eigu?a de flebotomineos adultos: regioes Umadas roresta, frestas de pedras

e buracos na areia do deserto.

Os habitats dos flebotomineos variam desde flgdstgicais a desertos, incluindo
ambientes urbanos (Forattini, 1973). Eles alimerdande fontes naturais de acucar (seiva
vegetal) (Killick-Kendrick, 1999). As fémeas, da iov&a das espécies, necessitam de
alimentacdo sanguinea para maturacdo do folicudmiamo, que ocorre apos a digestao e

absorcéo dos nutrientes do sangue (Figura 2). éb®thmineos possuem em sua maioria,
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hébitos crepusculares ou noturnos para realizaremeraatofagia. Durante o repasto
sanguineo, o flebotomineo introduz as pecas bueagele do hospedeiro, lacerando o tecido
e formando uma pequena piscina de sangue. Durdr@gmatofagia o inseto libera saliva que
apresenta diferentes substancias, tais como agtilzodes, antiagregantes plaquetarios,
imunossupressores e vasodilatadores (Ribetr@l.,, 1995; Kamhawi, 2000). O sangue
ingerido é direcionado ao intestino médio, enquastsolucdes acucaradas sdo direcionadas

ao diverticulo esofagiano.

Figura 2: Representacdo esquematica da digestdo sangudeedesenvolvimento folicular

ovariano em dipteros hematoéfagos (Forrattini, 1973)

A preferéncia do flebotomineos ao hospedeiro veatibpara a obtencdo do sangue é
bastante variada. O comportamento pouco seletivalglemas espécies leva esses insetos
hematofagos a se alimentarem em diversas fonte®riebrados, inclusive humanos. Esse
comportamento facilita a transmisséo de doencdbckKendrick, 1999). Os flebotomineos
sdo capazes de transmitir, bactérias patogénieGasapusam a Bartonelose, virus causadores
da febre papatasi e de algumas arbovirose e p@iosp causando as Leishmanioses
(Forattini, 1973, Pessoa & Martins, 1977).

No intestino médio o sangue é envolvido pela mateitrofica, composta de quitina,
proteinas e glicoproteinas, secretadas pelas sélolantestino médio. (Walteet al., 1993;
Pimentaet al., 1997; Secundinet al., 2005). Entre as fun¢bes da matriz peritrgfiodemos
citar: (a) protecdo do epitélio contra elementasstituintes do bolo alimentar (Richards &
Richards, 1997); (b) compartimentalizacdo do bdimentar (Terra & Ferreira, 1994); (c)
protecdo contra patégenos (Peters, 1992; Millereadne, 1993); (d) controle do fluxo de
pequenas moléculas como enzimas digestivas e pdla digestdo (Tellam, 1996); (e)
detoxificacdo e sequestro do “heme” produzido peiebra da hemoglobina (Pasastaal.,
2002).
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Os flebotomineos, assim como muitos outros inseligerem as proteinas do sangue
com o auxilio de proteases, tais como tripsinas, $A0 secretadas pelas células do epitélio
intestinal e responsaveis pela quebra do alimeéntigestdo dos peptideos, produzido pela
quebra parcial das proteinas, é acompanhada pedagdio de amino-carboxipeptidases que
se encontram livres ou associadas ao epitéliotinédsOs nutrientes provenientes da digestao
sao absorvidos no intestino médio, e 0s sais e @guatestino posterior (Richards & Davies

1977, Chapman 1982, 1985). Esses nutrientes sdosipara a maturacao dos ovos.

1.2. PROTOZOARIOS DO GENERQEISHMANIA

Leishmaniaé um género de protozoarios da familia TrypanosdaeatCompreendem
organismos unicelulares caracterizados pela prasga@m flagelo simples e uma organela
semelhante a mitocondria, rica em DNA, o cinetdpldRoss, 1903). O ciclo de vida do
parasito se distingue em dois estagios de desemaito, um no hospedeiro vertebrado e o
outro no hospedeiro invertebrado, os flebotomin&ms hospedeiro vertebrado o parasito é
encontrado na forma intracelular amastigota, seagefb aparente, dentro de células do
sistema imune fagocitario. No invertebrado é enegiat a forma extracelular promastigota,
no trato digestorio, que passa por um processdfeleciacdo, a metaciclogénese.

Esses parasitos sdo encontrados em uma variedauhenaas silvestres e domeésticos
em todos o0s continentes, exceto na Antartica (Adhfb996), e sdo agentes etioldgicos de
doencas conhecidas como Leishmanioses. Aproximademé0 espécies do género
Leishmanigja foram descritas, sendo cerca de 21 responspeeisausar a doenca (Killick-
Kendrick, 1990).

A classificacdo em subgéneros desishmania estd relacionada com o seu
comportamento de desenvolvimento no trato digestalo vetor. Trés tipos de
desenvolvimento foram descritos por Lainson e S{i®887). A classificacdo suprapilérica, é
caracterizada pelo desenvolvimento dos parasitetsitoeao intestino médio do vetor. No
desenvolvimento peripilarico os parasitos sdo apae estabelecer a infeccdo inicial no
tridangulo pilérico, onde promastigotas se aderecotécula (Nieves & Pimenta, 2000). Essa
adesao inicial faz com que os parasitos sobreva@asrmovimentos peristalticos do intestino
durante o processo de digestdo, evitando destaafoamperda da infeccdo. E o
desenvolvimento hipopilarico em que os parasitoslesenvolvem na porcéo posterior do
intestino. A morfologia do trato digestorio dosbiddomineos esté representada na figura 3 e
os tipos de desenvolvimento na figura 4.
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Utilizando esse padrdao de localizacdo de desemuehto dos parasitos, 0s
subgéneros determinados. O subgéMeannia contempla os parasitos com desenvolvimento
peripilarico como d.. (Viannia) braziliensisO subgénerdeishmaniacontempla as espécies
com desenvolvimento suprapilarico, congo L. (L) infantum chagasiO subgénero
Sauroleishmaniarepresentado pelas espécies com desenvolvimergopildirico que

apresentam répteis como hospedeiro vertebrado.

Intestino Intestino Intestino
anterior médio posterior

Piloro

Diverticulo

Figura 3: Representacdo do tubo digertério de um flebotom(deloling, 1987).

As leishmanioses apresentam diferentes manifestagjoecas, relacionadas com as
diferentes espécies do parasito. Dentre elas astBishmanioses cutaneas, quando o parasito
apresenta tropismo por células da pele e aparezsied que podem ser ulcerativas e de cura
espontanea que deixam fortes cicatrizes. Existamdaaformas recidivas da doenca que
aparecem apoés o tratamento. As leishmanioses ast&d@® causadas principalmente Ipor
(L.) major, L. (L.) tropica e L. (L.) aethiopicao Velho Mundo d.. (L.) mexicana, L. (L.)
amazonensis, L. (L.) venezuelensis, L. (V.) beamls, L. (V.) panamensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) colombienkis(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.)
shawi no Novo Mundo (revisado por Saclkd al.,, 2008; Sharma & Singh, 2008). A
leishmaniose cutanea difusa apresenta lesbes nérmativas, por todo 0 corpo e sem cura
espontanea e é causada principalmenteLpgt.) amazonensiao Novo Mundo sendo de
dificil tratamento. A leishmaniose muco-cutaneaeapnta lesées nas mucosas podendo ser

desfigurante e sdo causadaslpgiV.) braziliensieL. (V.) panamensi@Herwald, 1999).
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HYPOPYLARIA PERIPYLARIA SUPRAPYLARIA

Figura 4. Classificacdo basica das espécies de Leishmatgantinada pelo seu padréo de

desenvolvimento nos tubo digertorio de flebotoménéaaptado de Lainson & Shaw 1979.

A leishmaniose visceral (LV) também conhecida cdfata azar, é outra forma de
manifestacdo da doenca, sendo sistémica e podendatal se ndo tratada. Apresenta como
principais sintomas febre, perda de peso, inchassobaco e do figado (hepato-
esplenomegalia) e diminuigdo de células sanguifpeaitopenia). Em alguns casos apos o
tratamento pode haver o aparecimento de uma fom@ne&a pos kala azar. Infectam
principalmente criancas, individuos desnutridosmeniossuprimidos (Gramiccia & Grandoni
2005; Chappuigt al., 2007). Seus agentes etiologicos Isa¢_.) donovanil. (L.) infantum
infantumno Velho Mundo &.. (L.) infantum chagasio Novo Munddrevisado em Mauricio
et.al., 2000 e Lukestal., 2007).

As leishmanioses sao prevalentes em 88 paises ateo quontinentes do mundo e
estima-se que aparecam 1,6 milhdes novos casoanporsendo que apenas 600 mil sdo
reportados, por ser uma doenca de notificacdo cledna em somente 33 desses paises.
Quinhentos mil desses novos casos sao de leisheeawisceral, ocorrendo 90% deles em
apenas cinco paises, Bangladesh, Brasil, Etiopita,i Nepal e Suddo (WHO, 2010). A LV
esta distribuida em 21 estados do Brasil, atingtodas as cinco regides. Nos ultimos dez
anos a meédia anual de casos de LV humana foi @®.3/3regido Nordeste representa 48%
dos casos humanos do pais (Brasil, 2009). No BaakVW € causada pela subespécig..)

21



CAROLINA CUNHA MONTEIRO INTRODUCAO

infantum chagas{Cunha & Chagas 1937; Nicolle 1908; Shaw 2006jaesmitida pelos
vetoredL. longipalpis(Lutz & Neiva 1912) é.. cruzi(Missawaetal., 2011).

1.3. O CICLO DO PARASITO NO VETOR

As leishmanioses sao transmitidas aos hospederdsbvados por cerca de 30
espécies de flebotomineos. (Shaw & Lainson, 198r¥lebotomineo, durante o repasto
sanguineo, pode ingerir 0 parasito na forma an@atiggssa forma é rapidamente direcionada
ao intestino médio do inseto e envodlta pela maiggtrofica junto ao o bolo sanguineo
(Waltersetal., 1993; 1995; Pimentt al., 1997; Secundinet al., 2005). Apds um periodo de
doze a vinte horas, as amastigotas diferenciamrmgar@mastigotas. As promastigotas iniciam
0 processo de metaciclogénese, transformando-éerma promastigota mateciclica, forma
infectante ao vertebrado, (Sacks & Perkins, 198d4scbteaux, 1999). Além da forma
infectante, no trato digestorio do vetor sdo errealats outras formas como as promastigotas
nectomonas, promastigotas paramastigotas e prgo@stihaptomonas (Lawyet al, 1990).

A localizacao e desenvolvimento das promastigotasato digestétio do vetor € espécie
especifica (Walterst al., 1989). Os principais eventos que ocorrem rdara processo de
interacdo dos flebotomineos conm@shmaniaconstituem barreiras para o desenvolvimento
do parasito no vetor (Figura 4). (Revisado por Sa&kKamhawi, 2001; Kamhawi, 2006).
Entre eles estdo: a acdo das enzimas digestiva®vdky & Schlein, 1987); a matriz
peritrofica (Walteret al., 1993; Pimentat al., 1997; Secundinet al., 2005); a transformacao
de amastigotas para promastigotas prociclicasptnal da matriz peritréfica na regidao do
intestino médio, devido a producéo de quitinasegphrasitos (Sacks al., 1994); a adesao
ao epitélio do trato digestorio das promastigotal® fflagelo, dependente da expressao de
moléculas espécie-especificas de lipofosglicano G)LPha superficie dos parasitos
(McConville et al., 1990; Pimenta&t al., 1994); a migracdo dos parasitos para a regdgdo
cardia ou valvula do estomodeu apdés a completastdigedo alimento sanguineo; a
diferenciagcdo dos parasitos em promastigotas ncétas, forma infectiva ao hospedeiro
vertebrado no momento da picada (Turco & DescoteB282); o sucesso na alimentagao do
flebotomineo infectado sendo capaz de inocular asmsitos em um novo hospedeiro
vertebrado durante a picada; a acdo da saliva tar, vimtensificando e modulando o
estabelecimento da infec¢cdo no local da picada ospddeiro vertebrado (Ribeiet al.,
1995),
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inlestino meédio toracico

intestino médio abdominal

matriz peritrofica
valvula do
estomodeu _

intestino
anterior

prociclica
~ = haptomonas mectaciclica Nectomonas
TIER i 18-24h
"-?S} 7‘ ~5dias 5_7dias 3-4 dias
metaciclicas™ /
= ®
amastigota

Figura 5: Desenho esquematico do desenvolvimento complepadisitoLeishmaniadentro
do vetor, (Sacks & Kamhawi, 2001; modificado).

1.4. A TRANSMISSAO DO PARASITO PELO VETOR

O inseto encontra-se apto a transmitir o parasitdh@spedeiro vertebrado apds a
formacdo das promastigotas metaciclicas. Killickitkick e Molyneaux (1981) sugeriram
um mecanismo de transmissdo no qual formas metasicinterfiram diretamente nas
sensilas das partes bucais. Essas sensilas, quelaon a sondagem e alimentacao,
influenciariam a taxa e o direcionamento do madteracanal alimentar e promoveriam a
liberacdo dos parasitos na pele do vertebrado.oQato previamente proposto foi o dano
fisico causado a valvula do estomodel, atribuidacdo de quitinases produzidas pela
Leishmania(Schleinet al., 1992; Volfet al., 2004). Esse dano fisico dificultaria o repast
favoreceria a regurgitacdo de promastigotas infiéesana pele do vertebrado. Outros autores,
entretanto, relacionam a transmissao a bloque@éddicos formados por massas de parasitos
embebidos em uma matriz tipo gel, na valvula dorestleu (Warburgt al., 1986; Lawyeet
al., 1987, 1990; Walterst al., 1987, 1989; Stierhddt al., 1999; Rogerst al., 2002). Essa
substancia tipo gel, secretada pelo parasito nestinb meédio, é denominada PSG
(promastigote secretory gelEsse gel seria também responsavel pela disfumg@dnica da
valvula estomatideal causada pela pressao de ussarda parasitos. Esse gel foi encontrado
em L. longipalpisinfectados conl. (L.) mexicanaou P. papatasiinfectados coni. (L.)

major. A obstrucdo € comum a todas as combinacfes Laishetor estudadas até o
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momento (Stierhokt al., 1999; Rogerst al., 2002, 2004). Em altas concentracdes e sob o
limitado volume do intestino do flebotomineo ostpfosfoglicanos sdo condensados sob a
forma do PSG (Stierhof et al., 1999). Dessa forméjoqueio causado pelo PSG altera o
comportamento de alimentacdo do flebotomineo, atandn o nuimero de tentativas de
picada e o tempo de repasto (Killick-Kendretal., 1977; Beaclet al., 1985; Rogerst al.,
2002; Rogers & Bates, 2007).

AplOs o corte dos vasos sanguineo ocorre a acaoalda, sresponsavel pela
manutencdo do fluxo sangtiineo promovendo uma régiaeentacdo do inseto. Os eventos
tanto fisicos quanto biolégicos poderiam causarangds no comportamento do inseto que
facilitariam a deposicdo de parasitos. A¢cdes enjuobm tais como: a lesdo no tecido do
vertebrado causado pela picada; o PSG, obstruinddhaila e a saliva, auxiliariam o
flebotomineo a realizar o repasto facilitando aazt# do parasito no vertebrado (Schiein
al.,1992; Volfet al., 2004; Rogerst al., 2004; Peterst al., 2008; Oliveiraet al. 2008). ApdOs
a inoculacdo na pele do hospedeiro das formas pta@otas metaciclicas, essas sao
fagocitadas pelos macrofagos, ou primeiramente rputrofilos, que sao rapidamente
recrutados para o sitio da picada (van Zandbestygin 2004; Peterstal., 2008). Imagens do
processo de transmissdo dos parasitos revelaramapei significativo para os neutroéfilos,
que sao rapidamente atraidos para o sitio da pipaceendo a sobrevivéncia dos parasitos
nos periodos iniciais da infeccdo (Petetsal., 2008). Na literatura, todo o conhecimento
gerado acerca do processo de infeccdo e do estimbetto dalLeishmaniano hospedeiro
vertebrado tem sido através da inoculagéo intraidérrau subcutanea de parasitos. Os
experimentos tradicionais e rotineiros utilizamanid com quantidades variaveis de parasitos
(Belkaidetal., 1998 e 2000). A quantidade de parasitos ameeulada era adequada devido a
necessidade de se estabelecer a infec¢cao no hovspsata, contudo, levar em consideracéo o
namero de parasitos inoculados pelo inseto vetoarbwqg e colaboradores (1986)
propuseram uma dose He(L.) majora ser transmitida pd?. papatasiEntretanto essa dose
foi estimada através da contagem do numero deijparasetaciclicos regurgitados em um
microcapilar, obtendo uma estimativa de 0 a 1.0®&a espécies do Novo Mundo foi
sugerido que a quantidade d€L.) mexicanaregurgitadas pok. longipalpisvaria de 10 a
10.000 parasitos, porém esse estudo foi condutiliitado um modelo experimental em que
o flebotomineos picava uma membrana recoberta gio e cultura, onde regurgitava os
parasitos, e ndo pela picada no hospedeiro (Regals 2004).

Recentemente, foi demonstrado por PCR em tempodeeairelha do hospedeiro
vertebrado, qu®. papatasiinfectado coni. (L.) majorpode inocular pela picada, de 100 a

100.000 parasitos. Cerca de 75% dos flebotominkesatam 600 ou menos promastigotas,
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enquanto os demais liberaram mais de 1.000 cél#das doses de infecgdo foram
associadas a intestinos fortemente infectados, mam de 30.000 parasitos (Kimblat al.,
2008)

1.5. A MICROBIOTA E SEU POSSIVEL PAPEL NA INTERACAO

Os insetos estdo naturalmente associados a umisidage de micro-organismos e
atualmente é amplamente aceito que a microbio&stinal € proveniente do ambiente ao
redor, incluindo fontes de alimentagdo. Uma miartbidistinta pode ser encontrada em
insetos em diferentes fases de vida como em lammgEm-emergidos ou alimentados
(revisado em Dillon & Dillon, 2004). Essas bactgéripodem ser endossimbiontes ou
entomopatdégenas causadores de doencas. Sendonthiensés, segundo Douglas (2007),
seria qualquer associagdo entre o0 micro-organismeewe hospedeiro. Mutualismo e
comensalismo seriam relacdes positivas de simbMgecomensalismo o micro-organismo
beneficia 0 hospedeiro e no mutualismo ambos saeficeados (Klepzinget al., 2009). Os
micro-organismos do intestino tem a habilidade @ladaptarem rapidamente a mudancas na
dieta do inseto, induzindo a agédo enzimética e mimla populagdo da microbiota intestinal
(revisado em Dillon & Dillon, 2004). O uso de amdiiicos tem efeito toxico ao hospedeiro,
selecionando uma colonizacédo de micro-organisnsisteates (revisado em Dillon & Dillon,
2004), Foi demonstrado que as bactérias da mideol@m alguns insetos sdo capazes de
trocar plasmidios contento inclusive genes de tésiga a antibidticos (Watanabe & Sato,
1998). A significancia adaptativa da microbiota esiinal dos insetos, leva ao
desenvolvimento de mecanismos de supressdo dastaspmune intestinal pelas bacterias
(Ryu et al., 2008). Contudo, os insetos desenvolveram rgsposta imune eficiente para
combater a invasdo de outros micro-organismos imabiantes, sendo essa, composta pelo
sistema imune inato, envolvendo componentes huma@aielulares (Christophided al.,
2002; Ostaet al., 2004; Hillyer & Christensen, 2005). Emborainsetos ndo possuam o
sistema imune adaptativo como os mamiferos existéiitiplas defesas de imunidade inata
contra varios desafios microbianos que insetos daieo 0s mosquitos possam interagir
(Alphey, 2009), interferindo na sua competéncianak

A maior parte dos estudos realizados se conceasameracdes caracterizadas por
contribuicbes das bactérias para o metabolismmsieto hospedeiro (revisado em Dillon &
Dillon, 2004). Estudos demonstraram que a micrebijpbde fornecer resisténcia contra
inimigos naturais e parasitos (Olivet al., 2003; Dillonet al., 2005), pode interferir em

relacdes sociais (Dillon & Charney, 2002) e afetaresposta imune do inseto hospedeiro
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(Hoffman & Reichhart 2002; Basset al., 2003; Batoret at., 2009). Além disso, bactérias
endosimbiontes, como as do gén¥volbachia estdo presentes em tecidos reprodutivos, e
estdo associadas a uma variedade de anomaliagotas incompatibilidade reprodutiva,
morte de machos e inducdo de partenogénese (Wer®d7, Stouthameet al., 1999).
Azpurua e colaboradores (2010) demonstraram amprasE\Wolbachiaem distintas espécies
delLutzomyia.

Embora Schlein e colaboradores (1985) tenham dsimamlo que o diverticulo
esofagiano dd°. papatasiapresenta atividade anti-bactericida e postulad® @ intestino
médio do inseto é livre de bactérias devido aotaefeiestes inibidores presentes no
diverticulo, outros estudos recentes demonstrarprasenca de uma microbiota intestinal em
flebotomineos. Estes estudos, em sua maioria, ef@oentes a microbiota intestinal de
flebotomineos do Velho Mundo. Dillon e colaborado(®996) mostraram que o numero de
bactérias presentes no intestino médidPdpapatasimuda durante a sobrevida da fémea. A
seguir Volf e colaboradores (2002) demonstraram Bueduboscqiapresenta bactérias
imediatamente apds a emergéncia do adulto, e am$olarvais possuefseudomonas sp
Oligella sp, Enterobacter gervoviae Sphingobacterium spiritivorumJa os adultos em
distintas condi¢cdes como antes e apés a alimenssgiguinea, apresentaram na sua maioria
Ochrobactrum sp, Serratia marcesce®genotrophomonas maltophilisugerindo que essa
microbiota € proveniente da fase larvar. Uma vastarsidade de microorganismos foi
reportada por Hillesland e colaboradores (2008)juass isolaram do intestino médio Be
argentipes28 micro-organismos dentre eles os mais prevalieméan Staphilococcus spe
dois ndo patogénicdacillus megateriune Brevibacterium linens

Considerando os flebotomineos vetores das Améralgsins trabalhos ja foram
realizados en.. longipalpis(Oliveiraet al., 2000; Oliveiraetal., 2001; Gouveiat al., 2008;
Mccarthy et al., 2011). Oliveira e colaboradores (2000) desman a prevaléncia da
microbiota bacteriana encontrada em populacéesuthpa del. longipalpisprovenientes da
gruta da Lapinha, Minas Gerais. As bactérias emadas foram:Acinetobacter lowffji
Stenotrophomonas maltophhilia Pseudémonas putida Flavimonas orizihabitans
Enterobacter cloacaeKlebsiella ozaenae, Bacillus thuringienssStaphylococcus spO
mesmo grupo (Oliveirat al., 2001) observou a microbiota e longipalpis comparando
exemplares em duas diferentes condicoes: a) féatieasntadas com sangue e sacarose, nas
quais observou os génerBsrratia, Enterobacter, Yokenella, Pseudomonas)edabactere
Stenotrophomonas (b) fémeas alimentadas apenas com sangue onse®ou oS géneros
Acinetobacter, Stenotrophomonas, Burkoldee@Pseudomonas, Enterobacter e Serratia

Gouveia e colaboradores (2008) descreveram a niitaobacteriana encontrada no intestino
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de L. longipalpisprovenientes de Bahia, Maranh&o e Minas Geraihasterias encontradas
foram: Acinetobacter, Burkholderia, Flavimonas, PseuddnsgnaStenotrophomonas,
Critrobacter, Enterobacter, EscherichiaKlebsiella, Serratia, Pantoea, Morganella
Weeksellasendo quéstenotrophomonasstavam presentes nas trés populacdes analisadas e
Serratiaapenas na populacdo de Jacobina. Mccarthy e catidres (2011), usaram métodos

de identificacdo néo cultivaveis, a metagendmibentificando bactérias de longipalpisda

Gruta da lapinha e da Argentina.

Embora os estudos descritos acima tenham demoostidierentes espécies de
bactérias compondo a microbiota do intestind_dongipalpis até o0 momento, ndo existem
estudos que possibilitem um entendimento do papstadmicrobiota no processo de
infectividade e consequentemente, na sua influédrecieompeténcia vetorial para transmissao
de Leishmaniagpelo vetor. Segundo Brooks (1963) (Apud Dillon &lénh 2004) o isolamento
e caracterizacdo da microbiota intestinal ndo tentido a ndo ser que correlacionada com a
habilidade do hospedeiro em controla-la ou comaacsypacidade de alterar a fisiologia do
hospedeiro. Existem na literatura artigos demondtraeste fato em mosquitos vetores
transmissores delasmodiuncausadores de malaria humana (Detg., 2009; Kumaet al.,
2010). Um estudo pioneiro demonstrou a lise caupaddactérias sobreeishmania neste
caso, Moraes e colaboradores (2008 e 2009) obsenvaste fendmeno cor8erratia
marcescenstuando na parede celularldgL.) infantum chagas L. (V.) braziliensis

Os estudos indicativos da lise deishmaniapor bactérias e os estudos do efeito da
microbiota intestinal de mosquitos na infeccdo cplasmadio, nos faz acreditar que a
microbiota doL. longipalpistenha um papel importante na competéncia vetoaia a_. (L.)
infantum chagasiinfluenciado pela presenca de bactérias atuando promesso de

desenvolvimento e sobrevivéncia do parasito.

1.6. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS E SUA POSSIVEL RESPOSTA
PATOGENOS

O tecido epitelial dos insetos fica diretamente camtato com micro-organismos do
trato digestorio, sendo o principal sitio de ingéka entre patdogenos e hospedeiros. Um
sistema imune € essencial para protecado dessedetspd’eptideos antimicrobianos (AMPS)
tém se mostrado importantes moléculas de protegdiatestino de invertebrados. (Lehaate
al., 1997; Viziolietal., 2001)

Os AMPs sdo as proteinas importantes na imunidamérac bactérias e fungos

(Lemaitre & Hoffman, 2007). S&o moléculas catidgjade baixo peso molecular, até 30 kDa
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e 0s insetos apresentam diversar dessas molé&ulkat €t al.,, 1999). A producdo dessas
moléculas € induzida pelo reconhecimento celulgradégenos e ocorre no corpo gorduroso,
na hemolinfa e por estruturas como intestino médimilos de malpighi, traquéia e glandula
salivar (Lehanegtal., 1997; Levashinatal., 2004).

A classe das defensina foi até o momento a Unieatiftada em flebotomineos
Phebotomus duboscgL. longipalpis.EmP. dubocsgiela € mais expressas quando o inseto é
desafiado com bactérias ou por(L.) major (Boulangeret al., 2004; Pitalungat al., 2009).

As defensinas agem em uma grande variedade deibaadungos, principalmente bactérias
Gram positivas.

1.7. METODOS DE CONTROLE DO VETOR

O meétodo mais eficaz de combate a etiologia € tralendo vetor, que pode ser feito
através de controle quimico, génico e biolégico.cantrole biolégico utiliza diferentes
patdgenos tais como virus, bactérias, fungos e tdel@a@s (Marcondes, 2001; Rangel &
Lainson, 2003; Secundino et al., 2002) sendo laegaenutilizado nos ultimos tempos com a
técnica de manejo integrado, associando técnica®mteole a fim de se evitar a selecédo de
organismos resistentes. O controle biolégico tedo sima das alternativas para contencao e
ou eliminacdo de insetos causadores de pragasrmalaga e causadores de doencgas no
homem. Como exemplo classico do uso de controle®dicos de mosquitos temos as
formulacdes de BtiRacillus thuringiensis israelengi® Bs Bacillus sphaericus que tém
sido usadas no controle d®des aegypte de varias espécies @ailex (De Barjac, 1978;
Consolietal., 1997).

O uso de bactérias transgénicas da microbiota dggnismos é uma possibilidade
para o controle de doencas, mas € necessario uheaorento sobre a sua colonizacgéao,
persisténcia e formas de transmissdo para queesiséégia seja bem sucedida, (Dillon &
Dillon, 2004; Peloquinet al., 2002; Kuzinaet al., 2002; Watanabet al., 2000). Essa
estratégia ja tem sido proposta para interrompzclo de transmissdo da doenca de Chagas,
(Beard, 2002; Durvasukt al., 1997).
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2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar e caracterizar a microbiota de longipalpis e sua influéncia na
susceptibilidade ou refratariedade a infeccaolpdk.) infantum chagase caracterizar a sua

transmissao ao hospedeiro vertebrado, pela picadatdr.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Aspectos relacionados a microbiota de. longipalpis

Isolar e caracterizar morfologicamente as bacté@ugtivaveis presentes na microbiota
intestinal del. longipalpisprovenientes da Gruta da Lapinha (MG) e de Jaad®A).

Identificar as bactérias cultivaveis por métodaderulares (gene do RNA ribossomal
16S).

Caracterizar a influéncia de micro-organismos em&s no intestino médio de
longipalpisna infeccéo pell. (L.) infatum chagasi

Identificar possiveis bactérias que possam afeparasitd_. (L.) infatum chagasi

Avaliar a expressao de peptideos antimicrobianok.dongipalpis
2.2.2. Aspectos relacionados com a transmisséao vetorial lpgicada
Estabelecer a transmissao vetorial em laboratorio.

Quantificar o numero de parasitos injetados n@édsiro vertebrado no momento da

picada.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. COLETA E ACONDICIONAMENTO DE FLEBOTOMINEOS

Os flebotomineos foram coletados na Gruta da Lapildlcalizada no Parque Estadual
do Sumidouro, no municipio de Lagoa Santa a 50 &Bealo Horizonte (longitude 43°57°0;
latitude19°03’'S). Armadilhas luminosas tipo CDCefiter for Disease Control light trap
(Sudia & Chamberlain, 1962) foram colocadas na éderna da caverna, semanalmente por
volta das 14 horas e retiradas no dia seguint@xapadamente as 10 horas. UBallus
domesticudoi mantido no interior da caverna como possiveltdode alimentacdo para os
flebotomineos. As gaiolas com os flebotomineostadtes foram levadas ao Laboratério de
Entomologia Médica no Centro de pesquisas René deacem Belo Horizonte
(CPQRR/FIOCRUZ-MG) dentro de um isopor com algodémdo, para manter temperatura e
umidade. No laboratorio os insetos foram mantiduosiresetario a 25°C e com umidade em
torno de 80%. Solucdo de 50% sacarose foi ofereada flebotomineos em pequenos
chumacos de algodéaad libitum”.

Colbnia L. longipalpis: Desde 1997, uma colbnia de longipalpis proveniente da
Gruta da Lapinha € mantida rotineiramente no Labdmade Entomologia Médica, seguindo
a metodologia de Killick-Kendrick e colaborador&877). A dieta larval é fornecida segundo
Young e colaboradores (1981) e consiste de feaedprde coelho e racdo comercial de peixe
contendo camardo. Os insetos da colbnia foram ssade experimentos de transmissao
vetorial pela picada.

Alguns experimentos foram realizados cbhmlongipalis provenientes do municipio
de Jacobina do bairro da Grotinha, (longitude 408310; latitude 11°10'50" S) a 330 km de
Salvador, no Estado da Bahia. Esses flebotomimmasnf coletados usando armadilhas do
tipo CDC instaladas no peridomicilio de algumasasado bairro. Esses insetos foram
transportados ao Laboratério de Entomologia MédmaCentro de pesquisas René Rachou
em Belo Horizonte (CPgRR/FIOCRUZ-MG), em potes doimdo de gesso, dentro de um
isopor com chumaco de algoddo embebidos em agua,npenter a humidade, e mantidos

como descrito acima.

3.2.  MANUTENCAO DOS PARASITOS

A cepa dd.. (L.) infantum chagasiHOM/BR/1970/BH46 foi mantida no biotério de

experimentacdo do CPgRR através de passagem emtdidamscultura dos parasitos foi
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mantida em meio M199 (Sigma), suplementado com #i@dsoro fetal bovino, penicilina
(100U/mL), estreptomicina (50ug/mL), glutamina @8AM), Hepes (40mM), adenina
(0,2mM) e hemina (2,5ug/mL). O cultivo foi feito egarrafas para cultivo celular estéril em
estufa a 2&C.

3.3. ISOLAMENTO DE BACTERIAS INTESTINAIS DE.. longipalpis

Insetos Grupos da Lapinha: foram analisados 15 insetogamhepo por grupo: a)

Alimentado = presenca de sangue no intestino m@)iob) Nao alimentado = auséncia de
sangue no intestino e ovariolos ndo desenvolvidps (c) Pos digestdo = presenca de ovos
no abdémen (O). 15 Machos da Gruta da Lapinha faliasecados somente para constatar se

havia crescimento bacteriano a partir do maceradmtéstino médio. Grupos de Jacobina:

foram separados 15 insetos em dois grupos: a) Mgdih) e b) Fémeas (JF).

Disseccao e isolamentdOs flebotomineos foram anestesiados em €Qeparados
nos distintos grupos de estudo. Posteriormentengetds foram anestesiados em freezer (-
20°C) lavados e dissecados em cabine de fluxo &amaj segundo Lacey e Brooks (1997), os
insetos foram submergidos em alcool 70% por algeggindos e 1 minuto em hipoclorito
1%, em seguida foram feitos 3 enxagues em PBSleb)éO intestino médio foi dissecado
(retirando-se os tubos de Malpighi, o intestincedat e o intestino posterior) sobre em uma
lamina contendo uma gota de PBS estéril com oiaud um estereoscopio e de estiletes,
que foram previamente esterilizados com &lccol &%ada disseccdo. Cada grupo de 15
intestinos foi macerado em um microtubo de 1,5mhteedo 300uL de meio BHI liquido
379/l (Infusdo de cérebro e coracao).

Da solucéo estoque de 300uL, 100uL foram transferad um erlenmeyer contendo
10mL de meio BHI liquido e incubados em estufa @2Jor até 48 horas. A cultura passou
por diluicbes seriadas de 10x e aliquotas de 10fgdsas diluicbes foram semeadas em
placas de Petri contendo 10mL de meio BHI sélidsg(@le agar/L de meio). Essas placas
foram incubadas a 27°C por 48 horas. As coloniidasforam selecionadas de acordo com
a variedade de cor, forma, margem e elevacéo. Qsl2festantes da solucao estoque foram
disseminados em duas placas de Pretri contendo Bi#ligdlido, com o auxilio de alca de
Drigalsky descartaveis, 100uL por placa, e colosada estufa a 27°C por até 48 horas.
Colbnias dessas placas foram selecionadas de avoma variedade de cor, forma, margem
e elevacao. As colonias selecionadas foram subasetidrés repiques em placa de Petri com
meio sélido BHI para garantir um isolamento pugmosteriormente foram crescidas em meio

BHI liquido. Essas culturas puras provenientes slwamento foram preparadas para
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congelamento em meio de congelamento bacteriano 86% de glicerol, sulfato de
magneésio a 0,1M e Tris HCI pH 8,0 a 0,025M na proo 50% meio de congelamento 50%

cultura e em seguida estocada em freezer a -70°C.

3.4. CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS BACTHRNOS

Os isolados de culturas puras foram resubmetidos arescimento em meio liquido
BHI por 16 horas a 27°C. Uma gota de cada culwiradiocada em duas laminas de vidro e
uma delas foi recoberta com uma laminula de vidi@.outra lamina, a gota foi espalhada
com uma alca bacteriologica e quando seco, o rahktferifixado em uma chama do bico de
Bunsen e corado de acordo com a técnica de Gramma)uto com Cristal Violeta (10% em
acetona), b) 30 segundos Lugol, d) enxague cont&olde acetona e alcool 1:1, d) enxague
com agua destilada e incubado por 30 segundos &anisa 0,25%. As laminas foram
analisadas utilizando um microscopio Optico combgetova de 100x (imersdo). Foram
registradas a forma, o tipo de agrupamento, quandsivel, e a coloracédo das células (rosa

para Gram negativas ou violeta para Gram positivas)

3.5. IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS POR
SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S

Amplificacdo: ApOs a caracterizacdo morfologicguns isolados bacterianos,
representativos dos diferentes tipos celulares &rden, foram cultivados como descrito na
secdo anterior. As culturas foram centrifugadasSarinutos a 12000 rpm. A extracdo do
DNA gendmico foi feita com o kiDNeasy Blood & Tissu@Quiagen) seguindo orientacdes
do fabricante. Esse DNA extraido foi quantificadosea pureza analisada em um
espectrofotdmetro Nanodrop 200thérmo Fisher Scientifjc

Os DNAs foram entdo submetidos a amplificacdo ena weacdo em cadeia de
polimerase (PCR) utilizando iniciadores degeneratdbbpor¢cdo do RNA ribossomal 16S,
fornecidos pela IDTIGtegrated DNA TechnologiggTabela 1) que amplificam uma regido
de aproximadamente 1500pb (Polz e Cavanaugh, 1898pcé&o em cadeia foi polimerizada
com a enzimaGoTaq (Promega), reagentes listados na Tabela 2, e gwada no
termocicladorGeneAm@® PCR Syster®700 Applied BiosystemsOs ciclos de cada reacéo
seguiram as condi¢des descritas na Tabela 3. Essespo foi realizado em triplicata para
cada isolado para garantir um volume final comghtiom a necessidade de uso na reagéo de

sequénciamento.
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Tabela 1: Sequencia dos iniciadores 16S usado para ampldicagido de interesse do DNA

extraido dos isolados bacterianos do intestinb. dengipalpis.

Iniciadores Sequéncia 5’-3’
27 senso 5 -AGAGTTTGATCA/CTGGCTCAG
1492 antisenso 5-TACGGT/CTACCTTGTTACGACTT

Tabela 2: Componentes da reacdo em cadeia de polimerase paree ribossomal 16S.

Componentes Concentragao Volume/reacéo

Tampao da reacdo 5X 5uL

EnzimaGoTaq 0,2 uL

Mistura de dNTP (10mM cada) 0,5uL

Iniciador senso (10pmol) 0,75 pL

Iniciador antisenso  (10pmol) 0,75 uL

DNA molde 2 uL

Agua DEPC 15,8 uL

Volume final 25 pL

Tabela 3 Condicbes para a reacdo de PCR do DNA extraidoistdados bacterianos do
intestino médio dé. longipalpis.

Temperatura Tempo # de ciclos
96°C 2 minutos 1
95°C 1 minutos 10
50 °C 1 minutos 10
72°C 3 minutos 10
95°C 1 minutos 25
50 °C 1 minutos 25
72°C 3 minutos 25
72°C 7 minutos 1

4°C 0
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Gel: Para confirmar a eficiéncia da reagao o produtpliicado foi visualizado em
géis de poliacrilamida a 0,8% (bis 30% e acrilantigg®6). Para isso foram aplicados no gel
5uL do produto da PCR com 1 do coraBiige/Orangebx (Promega). Foi aplicado também
ao gel um padréo de peso molecular 100 pb (Prom@gajéis foram submetidos a corrida de
eletroforese (100V) utilizando tamp&o de corridaETBX (Tris-borato, acido bodrico e
EDTA). ApoOs a corrida os géis passaram pelo pracdsdixacéo por 10 minutos em solucéo
fixadora (2% acido acético, 4% alcool etilico). BDepforam incubados com solucdo de
nitrato de prata (1g/500mL de agua destilada) ffominutos e lavados 2 vezes com agua
destilada por 1 minuto. Para revelar as bandagissfgram colocados em solu¢do de NaOH
3% (159g/500mL de agua destilada) e 200uL de foreidédaté a revelacdo das bandas. Para
interromper a revelacdo foi adicionada solucdodiixa. Os géis foram documentados no
Transiluminador UV 302 nm T26MEasydoc100 BioAgency com uma camera digital
acoplada.

Purificacdo: O produto da PCR foi purificado usando oWiizard® SV Gel and PCR
Clean-up SystenifPromega), seguindo as orientacdes do fabric&igse produto de PCR
purificado foi quantificado em um espectrofotdmetdanodrop 2000 Thermo Fisher
Scientifi. Uma quantidade de 90 ng de produto amplificamloubada para a reacdo de
sequénciamento no sequénciador Maga Base XBHOHeathcarg usando o kiDyeNamic
ET TerminatoGE Healthcarg. Nessa nova reacdo o mesmo iniciador da Tabieiausado.

Os reagente e condicbes para a reagdo de sequéntmarastdo na Tabela 4 e 5

respectivamente.

Tabela 4: Componentes da reacdo de PCR para sequénciamenfmodoto de PCR
purificado.

Componentes Concentracgao Volume/reacéo
Iniciador senso 5uM 0,5uL
Iniciador antisenso 5uM 0,5uL
Produto da PCR 90ng variavel
kit ET Terminator 4uL
Agua DEPC q.S.p 10pL variavel

Volume final 10 pL
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Tabela 5: Condicdes para a reacdo de PCR para sequenciamenproduto de PCR

purificado.
Temperatura Tempo # de ciclos
95°C 20 segundos 30
55°C 15 segundos 30
60°C 1 minutos 30

Sequenciamento:Esse segundo produto de PCR contém os dNTPs shentes
necessarios para a leitura do material no sequinci®s procedimentos realizados a partir
dessa etapa foram feitos pelos técnicos da Plaiafde Sequenciamento da Fiocruz Minas.
Esse material foi precipitado com 1 pL de acetatamonio 7,5M e 20uL de etanol (Sigma)
95% ficando incubado, protegido da luz, por 15 nusuA placa foi centrifugada por 45
minutos a 3700rpm. O sobrenadante foi descartadertendo-se a placa e foi adicionado
100pL de etanol 70% a cada reagao. Depois de fogyatripor 15 minutos a 3700rpm o
sobrenadante foi descartado e uma nova centrifoga¢deita, com a placa invertida, por 5
segundos a 800rpm. O sedimeifbd re-suspenso em 10uL da solucdo do kit. Apdéssess
procedimentos o material foi sequénciado.

As sequéncias obtidas como resultado foram subasetidom uso do BLAST, a
consulta no banco de dados para comparacdo conérex@s homologas depositadas no
GenBank Para escolha dos melhores alinhamentos foramisadat o é-valué e a

pontuacgéo de cada sequéncia.

3.6. INFECCAO EXPERIMENTAL DE FLEBOTOMINEOS COML. (L.

infantum chagasi

Preparo do Sangue:O sangue de camundongdus musculusfoi coletado através
de puncao cardiaca e centrifugado a 2500 rpm pmin8itos para separar o plasma das
hemécias. O plasma foi inativado a’G7por uma hora. As hemacias foram lavadas duas
vezes em meio M199 sem soro fetal bovino, centifiag por 8 minutos a 2500 rpm e
mantidas no gelo.

A cultura: Parasitod.. (L.) infantum chagadoram utilizados em fase logaritmica de
crescimento, na concentracédo de 4xfi@rrasitos/mL nos experimentos de tratamento com

antibiético e 4x10nos experimentos de transmisséo.
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Sangue e parasitasO sangue foi reconstituido com hemacias, plagaesitos e
50ug/mL de antibiético penicilina-estreptomicinaripstrep).

Insetos: Aproximadamente 70 fémeas foram colocadas em estgs plasticos com
fundo de gesso e cobertos com um pedaco de teoidpal fil6 com um orificio central.
Nesse orificio do fil6 um recipiente de vidro coapacidade de 300-500uL, semelhantes a
um funil invertido, foi encaixado. A base em comtamm o tecido foi coberta com pele de
pintinho recém-dissecada e na outra extremidadmtimduzido o sangue. Esse alimentador
artificial foi conectado, por finas mangueiras agracha, a um banho maria a 37°C, tendo
sua agua bombeada pelas mangueiras. Os flebotasmatemidos pelo odor e temperatura, se
alimentaram pela membrana do alimentador por unogerde 2 a 5 horas. Apos a infeccéo
experimental as fémeas foram anestesiadas egy £Om de separar somente as fémeas
ingurgitadas. Os insetos foram mantidos até o mee disseccdo em dieta de solugéo de
sacarose 50%at libitum”.

Grupos experimentais para tratamento com antibiotio a) pré-tratado: foram
previamente tratados com antibiotico carbenicilla gentamicina a 2000pug/mL durante
cinco dias; b) tratado: foi adicionado ao sanguedgd®L de carbenicilina ou gentamicina;
além do pen-strep c) controle: o sangue foi redoiidd com hemacias, plasma, parasitos e
pen-strep. Os flebotomineos foram anestesiados @seQGriados em gelo para exclusdo de
fémeas ja ingurgitadas, com ovos ou de espéciesedies d.. longipalpis Em cada pote
plastico foram colocas aproximadamente 70 fém&adlise: Para a analise do processo de
infeccdo, fémeas de cada grupo foram anestesianldseezer (-20°C) por 5 minutos e
colocadas sobre gelo em uma placa de Petri conteB& pH 7.2. O intestino médio foi
dissecado em estereoscopio, apoiados em uma laomando PBS com o auxilio de
estiletes. Cada intestino médio foi macerado enmionotubo de 1,5mL contendo 30uL de
PBS. A densidade dos parasitos em cada intestirdeferminada através de uma contagem
em camara de Neubauer. O teste estatistico T-Stddemealizado usando o programa
GraphPad Prims (Prism 5.01; GraphPad Software, ldepois da confirmacao da distribuicéo
normal dos dados pelo teste Shapiro-Wilk.

Manutencdo dos flebotomineos infectados para os eqpmentos de transmissao:
Apoés a infeccdo experimental, os flebotomineosnfion@antidos em potes de gesso dentro do
infectorio e em condicdes de se alimentarem dec&olule sacarose 50%. Diariamente, 0s

flebotomineos mortos foram retirados dos potes.
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3.7. TRANSMISSAO DEL. (L. infantum chagasiPELA DA PICADA DO
INSETO INFECTADO

Transmissda Dezoito fémeasde L. longipalpis tiveram sua carga parasitaria
determinada no 2°, 6°, 9°, e 14° dias apoés a iafecos flebotomineos foram transferidos
para um pequeno container de acrilico coberto cofb-im membrana de nylon.
Camundongos Balb/QVus musculuse Hamster§lesocricetus auratysdoram anestesiados
e expostos a picada dos insetos infectados deatommtainer, por um periodo de 1-2 horas
(Figura 5). Ao final do experimento os animais forenediatamente sacrificados e as orelhas

coletadas para extracdo de DNA.

Figura 6: Experimento de transmissao pela picada. Seta mdstram L. longipalpis
confinado no tubo de acrilico se alimentando ndéhardo camundongo. Detalhe da orelha

onde se pode observar o eritema causado pelaatiapic

Extracdo do DNA genomico:As orelhas coletadas foram incubadas separadamente

em 500ul de tampéao de lise e proteinase K (Promega). Assaas foram incubadas a°8b

por 12-16 horas. A proteinase K foi inativada p@r rhinutos a 98C. Em seguida, as
amostras foram rapidamente resfriadas em gelo & eloi adicionada uma solugédo de
Acetato de Potassi@M. As mesmas foram incubados por uma hora em gelfan de
precipitar o tampéao de lise. As amostras foramceoghtrifugadas a 16000 g por 10 minutos
e 0 sobrenadante foi transferido para um novo t@b@NA foi precipitado com 5Q0 de
isopropanol e entdo, centrifugado durante 10 mgat@6000 g e em seguida, foi lavado em

etanol a 70%, seco a temperatura ambiente. Forauspensos em 104 de agua tratada
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com DEPC. A concentragdo de DNA para cada amastadeterminada utilizando o aparelho
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

PCR em tempo real:Cada amostra de DNA foi processada no aparéft®) fast
Real-Time PCR SystefApplied Biosystemsom os iniciadores e sondas descritos na Tabela
6 além do iniciador/ sonda de RNase P e DNA hunfApplied Biosystemsos quais foram
usados como controle da eficiéncia da reacdo.o@panentes da reacdo estdo descritos na
Tabela7. A quantificacéo foi determinada atravéartdise comparativa com a curva padrao.
O numero dd_eishmaniapresente em cada amostra foi determinado pelaanuédi valores
(todas as amostras foram processadas em triplicAtaurva padrao foi preparada com
diluicdo seriada de 10x de uma cultura com umatglede conhecida de parasitos em PBS e

com o DNA de uma orelha ndo submetida a picadélelogtomineos.

Tabela 6: Iniciadores e sonda usados na quantificacao alastéuparasitos por orelha.

Iniciadores/ Sondas Sequéncia 5’-3’

Ul AAG TGC TTT CCC ATC GCA ACT

L1 GAC GCACTAAAC CCCTCC AA

Sonda Leish P1 6FAM-CGG TTC GGT GTG TGG CGC C-TAMRA

Tabela 7: Componentes para a reacao de quantificacdo absi@llR&€R em tempo real.

Componentes Concentracgao Volume/reacéo
Iniciador U1 0,4uM 0,8 uL
Iniciador L1 0,4 uM 0,8 uL
Probe Leish P1 0,4 uM 0,08 puL
DNA humano 10ng/ puL 1puL
RNase com sonda 0,75uL
Universal PCR Mastermix 1x 10 pL
MgCl 3mM 1pL
BSA 0.1 mg/ml 0.4 pL
DNA 1uL
Agua DEPC 4,17uL

Volume final 20 pL
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3.8. ENSAIO LITICO UTILIZANDO L. (L.) infantum chagasE BACTERIAS
IDENTIFICADAS NO INTESTINO DEL. longipalpis

Com a finalidade de avaliar a possivel atividadiealidas bactérias sequenciadas
proveniente do intestino médio tlelongipalpissobre os parasitds (L.) infantum chagasi
foi realizada um ensaia vitro.

Quantificacdo de bactérias A quantidade de bactérias do cultivo foi estimada
seguindo a técnica de contagem de UFC por semededudiferentes diluicbes seriadas de
10X em placa de Petri com meio BHI. Essa semeadtutaiciada de um inoculo (solucéo
estoque) de 10 mL de meio BHI liquido com 500 pulctéaa, previamente isolada e
identificada, incubada por 16 horas. Com a diluigéd.° foi possivel fazer a contagem das
coldénias bacterianas e com isso extrapolar os emlgara a quantidade de bactérias
necessarias para o ensaio.

Ensaio litico: Em um microtubo contendo 90 pL de (L.) infantum chagasha
concentracéo de 4 x 4,0em meio M199 sem soro, foram adicionados 10 plkulara na
concentracdo aproximada de 1 X® 10FC seguindo o protocolo modificado de Moraes
(2008). Como controle, 10 pL de meio M199 sem $oradicionado aos parasitos em lugar
da bactéria. As amostras foram incubadas a 27°Cl gwra, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8
horas, 12 horas e 14 horas. A atividade liticalederminada através de contagem em camara
de Newbauer. Os teste estatistico T-Student ftizesbp usando o programa GraphPad Prims
(Prism 5.01; GraphPad Software Inc.), depois ddiroacédo da distribuicAo normal dos

dados pelo teste Shapiro-Wilk.

3.9. ANALISE DOS AMP’'S EM FLEBOTOMINEOS UTILIZANDOREACAO
DE POLIMERASE EM CADEIA EM TEMPO REAL

O RNA de 10 fémeas de longipalpisprovenientes da Gruta da Lapirfoaextraido
de flebotomineos inteiros, Nao alimentado (N) e-#igsstdo (O); e imediatamente foi
realizada a sintese de cDNA. Esses flebotominecamfoseparados e macerados, em
microtubo plastico de 1,5 mL livre de RNase, conedi® (Invitrogen) de acordo com o
protocolo sugerido pelo fabricante. Apos a extragioRNA foi dosado em um
espectrofotdmetro Nanodrop 200thérmo Fisher ScientificFoi usado uma concentracao de
200 pg/mL de RNA para digestdo com DNase em umnweltotal de 8uL, completado com
agua DEPC quando necessario. Ao RNA foi acrescentpd. de Tampao Turbo DNase

Buffer 10X, 1 uL de Turbo DNasé\pplied Biosystejn Essa solugcéo incubou por 30 minutos
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a 37°C e foi inativada com 1 pL de DNdgractivation ReagenfApplied Biosystejnpor 5
minutos. Os tubos foram centrifugados a 10000 guipominuto e meio.

Para sintese do cDNA foi usado 10 pL do RNA digeidm DNase, 0,5 pL de
iniciador randémicolfitrogen e 4,5 pL de agua DEPC, completando um volumebdell
para uma amostra de cada grupo. Essa solucdo dobada por 5 minutos a 70 °C e
posteriormente resfriada em gelo também por 5 m@WRara completar a reacao de sintese
de cDNA foi adicionado a cada tubo 5 pL de M-MMLX tampéao da reacdo (Promega), 1.5
pL de uma mistura com os dNTRevitrogen, 1 pL da enzima M-MLV (Promega) e 17,5
uL de agua DEPC e incubado por 60 minutos a 37°C.

A reacao de polimerase em cadeia em tempo realaramna foi realizada nApplied
Biosystems® 7500 fast Real-Time PCR SystesandoSYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystemspara determinagcdo da expressao do gene da DederGambicina,
Cecropina e Atacina (Xt al. 2008), usando como controle constitutivo o geRd®R Como
controle da reacdo, para cada gene, foi usadar@gliagar da amostra. As reacdes foram
feitas de acordo com as Tabela 8 e 9. As sequédagamiciadores estdo descritas na Tabela
10.

Tabela 8: Componentes da reacdo de PCR para sequenciamenfmodoto de PCR

purificado.
Componentes Concentragdo Volume/reacéo
Iniciador senso 10uM 0,35 uL
Iniciador antisenso 10uM 0,35 uL
cDNA Diluido 3X 3,0 uL
Syber Green Master Mix 7,5 UL
Agua DEPC 3,8 uL
Volume final 15 uL

Tabela 9 Condi¢bes para a reacdo de PCR em tempo real.

Temperatura Tempo # de ciclos
48°C 10 minutos 1
95°C 10 minutos 1
95°C 15 segundos 40
60 °C 1 minuto 40
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Tabela 10: Sequéncia dos iniciadores utilizados nos ensaiogededao em cadeia de

polimerase em tempo real.

Iniciadores Sequéncia 5’-3’
Defensina — F GAT TCG GCG TTG GTG ATAGT
Defensina — R TTATTC AAT TCC GGC AGA CG
Gambicina — F GCC AAAACCTGTTCCTCT TG
Gambicina — R CGATGT AGC ATT CGG TGA TG
RP49 F GCT ATG ACAAGC TTG CCC CCA
RP49 R TCATCAGCACCTCCAGCTC
Cecropina F TCACAAAGTTATTTCTCCTGATCG
Cecropina R GCTTTAGCCCCAGCTACAAC
Atacina F TTGGCAGGCACGGAATGTCTTG
Atacina R TGTTGTCGGGACCGGGAAGTG

Para a analise do método comparativo de expressdioagfoi utilizado o método
Delta-DeltaCt (Livak & Schmittgen, 2001). &Ct de cada amostra € calculado subtraindo os
valores limiares dos ciclos ou CT do controle dtutsto RP49 dos valores do Ct dos genes
de interesse. ApOs a determinagdoAdtt da amostra, escolhe-se a amostra normalizadora
gue foi o grupo da Lapinha Nao alimentado (N). Patalculo doAACt é utilizado a seguinte
formula: |[ACt (amostra) -ACt (amostra normalizadora)]. Uma vez determinadaAct,

aplica-se a formula®*“, que resulta no valor da expresséo relativa.
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4. RESULTADOS

4.1. ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE BACTERIAS INTEBNAIS
DE L. longpalpis

Foram dissecados 15 insetadogipalpisde cada grupo experimental: Grupo Lapinha
(S) - Alimentado, (N) Nao alimentado e (O)- Pésedi§o; Grupo Jacobina (JM) machos e
(JF) - fémeas. Foi obtido um total de 60 isoladastdrianos provenientes do intestino médio
nos diferentes grupos, com excec¢édo do Grupo Jaxdbacho, que ndo apresentou nenhum
crescimento bacteriano. Os isolados foram seledamae acordo com caracteristicas das
colénias em meio solido (Figura 6) e caracteristicalulares observadas pelo seu exame a
fresco em microscoépio Optico. Foi possivel constatascimento de micro-organismos no

macerado de Machos da Lapinha, mas esse néao ferprargiados para identificacéo.

Figura 7: Placas de Petri com colbnias bacterianas isolddastestino dd.. longipalpis
exemplificando caracteristicas das colonias. Aesgmta col6nias mais esbranquicadas e
granulares. B: apresenta colonias amarelas e densas

I- Grupo Lapinha Alimentado (S): Foram obtidos 60adok sendo 50 desses, leveduras
(83%), 15% bacilos, 2% cocos e; sendo 100% Grarativeg (Tabela 11).
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Tabela 9: Caracterizacdo dos isolados microbianos do gruganba Alimentado (S). As
leveduras ndo foram apresentadas na tabela.

Isolado Caracteristicas da célula Gram
S1 Bacilo curto Gram -
S2 Bacilo curto Gram -
S3 Bacilo curto Gram -
S4 Bacilo Gram -
S5 Bacilo curto Gram -
S6 Bacilo curto Gram -
S7 Bacilo curto Gram -
S8 Cocos Gram -
S9 Bacilo curto Gram -
S10 Bacilo curto Gram -

I Grupo Nao alimentado (N): Foram obtidos 60astals sendo trés desses, leveduras
5%; 80% bacilos, 12% cocos e 3% estreptococospsgunel 86% Gram negativos e 14%
Gram positivos (Tabela 12).

Tabela 1Q Caracterizacdo dos isolados microbianos do goapinha Néao alimentado (N).

Isolado Caracteristicas Gram | Isolados Caracteristica  Gram
da célula da célula
N1 Bacilo Gram - N31 Cocos Gram -
N2 Bacilo Gram - N32 Bacilos Gram -
N3 Bacilo Gram - N33 Bacilo Gram -
N4 Bacilo Gram - N34 Bacilo Gram -
N5 Bacilo Gram + N35 Bacilo Gram -
N6 Bacilo Gram - N36 Bacilo curto Gram -
N7 Levedura N37 Bacilo Gram -
N8 Bacilo curto Gram - N38 Bacilo curto Gram -
N9 Levedura N39 Bacilo Gram -
N10 Levedura N40 Bacilo Gram -
N11 Bacilo Gram - N41 Bacilo curto Gram -
N12 Cocos Gram +| N42 Cocos Gram -
N13 Cocos Gram - N43 Cocos Gram -
N14 Bacilo curto Gram - N44 Bacilo Gram -
N15 Bacilo curto Gram - N45 Bacilo Gram -
N16 Bacilo curto Gram - N46 Bacilo Gram -
N17 Bacilo curto Gram + N47 Bacilo Gram -
N18 Bacilo curto Gram +| N48 Cocos Gram -
N19 Bacilo curto Gram - N49 Bacilo Gram -
N20 Bacilo curto Gram +| N50 Bacilo Gram -
N21 Bacilo curto Gram - N51 Bacilo Gram -
N22 Bacilo curto Gram - N52 Bacilo curto Gram -
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N23 Cacos Gram - N53 Bacilo Gram +
N24 Bacilo Gram - N54 Bacilo Gram -
N25 Bacilo Gram - N55 Bacilo Gram -
N26 Bacilo curto Gram +| N56 Bacilo Gram -
N27 Estreptococos Gram- N57 Bacilo Gram -
N28 Estreptococos Gram-| N58 Bacilo Gram -
N29 Bacilo Gram - N59 Bacilo Gram -
N30 Bacilo curto Gram +| N60 Bacilo Gram -

1] Grupo Lapinha Pés-digestao (O): dos 60 isotaddtivemos 51% Bacilos, 31,7%
cocos e 16,6% estreptococos; sendo que 83,3% Gemativos e 16,7 Gram positivos
(Tabela 13).

Tabela 11 Caracterizacao dos isolados microbianos do goapinha Pdés digestao (O).

Isolado Caracteristicas Gram | Isolados  Caracteristica  Gram
da célula da célula
o1 Bacilo mével  Gram - 031 Bacilo Gram -
02 Bacilo Gram - 032 Cocos Gram -
03 Bacilo Gram + 033 Bacilo Gram -
o4 Bacilo Gram - 034 Cocos Gram -
05 Bacilo mével  Gram - 035 Bacilo Gram -
06 Estreptococos Gram4{ 036 Bacilo curto Gram -
o7 Cocos Gram- 037 Estreptococos Gram -
(O]] Bacilo curto Gram- 038 Cocus Gram -
09 Estreptococos Gram- 039 Bacilo curto Gram -
010 Estreptococos Gram+ 040 Cocos Gram -
O11 Bacilo curto Gram- 041 Bacilo movel Gram -
012 Bacilo curto Gram- 042 Cocos Gram -
013 Estreptococos Gram+ 043 Bacilo curto Gram -
014 Bacilo curto Gram- 044 Cocos Gram -
015 Bacilo Gram- 045 Cocos Gram -
016 Bacilo curto Gram- 046 Cocos Gram -
017 Bacilo curto Gram- 047 Cocos Gram -
018 Cacos Gram- 048 Cocos Gram -
019 Estreptococos Gram + 049 Bacilo moével Gram -
020 Estreptococos Gram + 050 Cocos Gram -
021 Estreptococos Gram + 051 Cocos Gram -
022 Bacilo curto Gram - 052 Bacilo curto Gram +
023 Bacilo curto Gram - 053 Estreptococos Gram +
024 Bacilo curto Gram - 054 Cocos Gram -
025 Bacilo curto Gram - 055 Cocos Gram -
026 Bacilo curto Gram - 056 Cocos Gram -
027 Bacilo curto Gram - 057 Bacilo curto Gram -
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028 Bacilo Gram - 058 Bacilo Gram -
029 Estreptococos Gram + 059 Cocos Gram -
030 Bacilo curto Gram - 060 Cocos Gram-

IV - Os grupos de isolados de bactérias dos flehiteos provenientes de Jacobina foram:
macho (JM) e fémeas (JF). O grupo de Machos naesaptou nenhum crescimento

bacteriano apos 48h. Do grupo de fémeas foramdaesla caracterizados 60 bactérias dos
guais, (83%) bacilo, 9% cocos e 1% estafilococesds que 97% Gram negativas e 3%

Gram positivas (Tabela 14).

Tabela 12:Caracterizac&o dos isolados microbianos do grupabiza fémea (JF).

Isolado Caracteristicas Gram | Isolados  Caracteristica  Gram
da célula da célula

JF1 Bacilo longo ~ Gram - JF31 Cocos Gram -
JF2 Bacilo Gram - JF32 Cocos Gram -
JF3 Bacilo Gram - JF33 Cocos Gram -
JF4 Bacilo longo Gram - JF34 Cocos Gram -
JF5 Bacilo Gram - JF35 Bacilo Gram -
JF6 Bacilos longos  Gram-| JF36 Bacilo Gram +
JF7 Bacilos longos Gram - JF37 Bacilo Gram -
JF8 Bacilo Gram - JF38 Bacilo Gram -
JF9 Bacilo longo  Gram - JF39 Bacilo Gram -
JF10 Bacilo longo Gram - JF40 Bacilo Gram -
JF11 Bacilo longo  Gram - JF41 Bacilo Gram -
JF12 Bacilo longo Gram - JF42 Bacilo Gram-
JF13 Bacilo longo  Gram - JF43 Bacilo Gram -
JF14 Bacilo longo Gram - JF44 Bacilo Gram -
JF15 Bacilo longo  Gram - JF45 Cocos Gram -
JF16 Bacilo longo Gram - JF46 Cocos Gram -
JF17 Bacilo longo  Gram - JF47 Cocos Gram -
JF18 Bacilo longo Gram - JF48 Bacilo Gram -
JF19 Bacilo longo  Gram - JF49 Bacilo Gram -
JF20 Bacilo longo Gram - JF50 Cocos Gram -
JF21 Bacilo longo  Gram - JF51 Bacilo Gram -
JF22 Bacilo longo Gram - JF52 Bacilo Gram -
JF23 Bacilo longo  Gram - JF53 Bacilo Gram -
JF24 Bacilo longo Gram - JF54 Bacilo Gram -
JF25 Bacilo longo  Gram - JF55 Bacilo Gram -
JF26 Bacilo longo Gram - JF56 Bacilo curto Gram -
JF27 Bacilo Gram - JF57 Cocos Gram -
JF28 Bacilo Gram - JF58 Estafilococos Gram +
JF29 Bacilo curto  Gram - JF59 Bacilo curto  Gram -
JF30 Bacilo curto Gram - JF60 Bacilo curto Gram -

45



Carolina Cunha Monteiro RESULTADOS

Resumo da analise morfologica nos diferentes grup@xperimentais: Foram analisados
240 isolados provenientes de quatro grupos disti@endo que a maioria analisada, 138
isolados, apresentou formas tipo bacilo represdontaii% das formas observadas; entretanto
foram também descritos cocos 15%, estreptococoseS#stafilococos 04%. A forma
estreptococo foi observada nos grupos Lapinha B@stdo (O) e Lapinha Nao alimentado

(N) e estafilococo somente no grupo Jacobina f§dfea (Tabela 15 )

Tabela 13:Distribuicdo das formas celulares por grupos désma

Grupos Bacilos Cocos Estreptococos Estafilococos Mexlura  Total
Lapinha Alimentado 9(15%) 1(2%) 0(0%) 0(0%) 50(83%) 60
Lapinha Ndo Alimentado 48(80%) 7(12%) 2(3%) 0(0%) 3(5%) 60
Lapinha Pés digestdo 31(51,7%) 19(31,7%) 10(16,6%) 0(0%) 0(0%) 60
Jacobina Fémea 50(83%) 9(15%) 0(0%) 1(2%) 0(0%) 60
Total 138(57,5%) 36(15%)  12(5%) 1(0,4%) 53(22,1%) 4D

Resumo da coloracdo de Gram nos diferentes grupogperimentais: Foram analisados
187 isolados provenientes dos quatro grupos distiidentre a maioria analisada, 168
isolados foram Gram negativas e 19 Gram positiVabdla 16). As bactérias Gram negativas
representam 90% dos isolados analisados, sendmar percentagem encontrada a de 85%
no grupo Pos digestdo. As bactérias Gram positejagesentaram um maximo de 15% das

populacdes bacterianas analisadas.

Tabela 14 Distribuicdo de bactérias Gram negativas ou p@asitnos isolados de cada grupo
de intestino analisado.

Grupos Gram + Gram - Total
Lapinha Alimentado 0(0%) 10(100%) 10
Lapinha Nao alimentado 8(14%) 49(86%) 57
Lapinha Pés digestao 9(15%) 51(85%) 60
Jacobina Fémea 2(3%) 58(97%) 60
Total 19(10%) 168(90%) 187

4.2. IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

De um total de 240 isolados, 100 foram escolhidlestariamente e submetidos a PCR

e visualizado em gel de poliacrilamida. Desses, f88m escolhidos, para serem
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sequenciados. Diferentes padrées morfolégicos,zaud® DNA e intensidade das bandas
(visualizadas no gel de poliacrilamida) foram o#édops para escolha (Figura 7). Dos
isolados bacterianos sequenciados, 9 pertencermupo go Grupo Lapinha Alimentado (S),
10 ao grupo Lapinha N&o alimentado (N), 10 ao g@rugpinha Pdés digestdo (O), e 10 ao

grupo Jacobina Fémea (JF).

05 06 015 020 035 039 041 044 049 058 N3 N8 NI10 N23 N3l

N4l N47 N53 N60 S1 82 53 S4 85

%6 S7 S8 S9 JF1 JF6 JF32 JF34 JF44 JF50 JF54 JES5 JF57 JF58 N34

Figura 8: Gel de poliacrilamida 0,8%, revelando a banda d#@pb do gene 16S alvo para

seguenciamento.

SequenciamentoAs 39 amostras escolhidas foram enviadas para@seigmento.
Dessas amostras, 6 apresentaram similaridade dbaadento com as sequéncias de
nucleotideos do GenBank. Foram obtidas zero se@#ocrrespondentes no grupo Lapinha
Alimentado (S), 2 sequéncias no grupo Lapinha Nidiweatado (N) , 3 sequéncias no grupo
Lapinha Pods digestédo (O) e 2 sequéncias no gruaobida Fémeas. Os resultados obtidos do
sequenciamento foram de baixa qualidade, o quessiimbtou 0 uso das outras sequéncias.

Dentre as sete sequéncias homologas encontranmgétwros de bactérias, o género
Providenciae o génerdAcinetobacter O grupo Lapinha (Nao alimentado e POs digestao)
apresentou representantes do génBrovidencia. Entretanto as bactérias do Género
Providenciando foram identificadas em nivel de espécie. NgpgrJacobina Fémea foi
encontrado o génerAcinetobacter,gue esta representado pela espéametobacter soli
(Tabela 17).
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Tabela 15 Isolados bacterianos que apresentaram similaidadh sequencias depositadas
no GenBank.

Isolados # de acesso Descricao Maxima cobertura Méaxima identidade

05 JN425074.1 Providencia sp. 99% 95%

041 JF766697.1 Providencia sp. 100% 94%

049 JF766697.1 Providencia sp. 98% 94%

N11 AB680339.1 Providencia sp. 99% 94%

N31 HM133593.1 Providencia sp. 99% 94%
JF44 JN644600.1 Acinetobacter soli 99% 100%
JF54 JF732751.1 Acinetobacter soli 97% 100%

4.3. INFECCAO EXPERIMENTAL E TRATAMENTO COM ANTIBDTICOS

4.3.1. Carbenicilina

Para avaliar o impacto da microbiota natural Ldolongipalpis na capacidade do
parasitoL. (L.) Infantum chagasem estabelecer a infec¢do, os insetos foram tstadm
antibiético.

O total de 350 fémeas de flebotomineos foram, gpgrerimento colocadas para
alimentar, sendo que cerca de 90% dessas fémaagitagam. Quarenta e oito horas apés a
infeccdo experimental, 100% dos flebotomineos aptasam promastigotas viaveis, com
uma meédia de 10.000 promastigotas por intestinoianéw quinto dias pds-infeccdo, foi
possivel observar a manutencdo da infecdo. Foiisadal o efeito do tratamento com
antibiotico carbenicilina da seguinte forma:

a) grupo pré-tratado (recebeu antibidtico por S distes da infeccado experimental), b) tratado
(recebeu antibiético no momento da infeccdo expmntal) e c) controle (nenhum
tratamento). O grupo pré-tratado ndo apresentaueti€as no desenvolvimento dos parasitos
quando comparado ao grupo controle. Com média @9Q@arasitos viaveis nos dois dias de
observacdo. O grupo tratado demostrou que a adig&mtibidtico proporcionou um maior
crescimento dos parasitos nas primeiras 48 homs. i@édia de 25.000 parasitos viaveis (P <
0,0001). A analise no 5° dia demonstrou uma pequgeeaa (-+ 50% = 12.000) quando
comparado ao segundo dia, porém, quando compacadondrole foi possivel observar um

leve efeito cumulativo da acéo do tratamento cotibiético (P= 0.0287),(Figura 8).
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Quantidade de parasitos no intestino medio de flelbomineos
apos infeccao e tratado com Carbenicilina
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Figura 9: Densidade de parasitos no intestino médit.dengipalpisinfectado coni. (L.)
infantum chagasie tratado com antibioético Carbenicilina no segumdguinto dia apos

infecgé@o experimental.

4.3.2. Gentamicina

Um total de 240 flebotomineos foram utilizados experimento, sendo que cerca de
90% dessas fémeas foram ingurgitadas. Quarent® éarias apds a infeccdo experimental,
100% dos flebotomineos foram positivos para progatsis viaveis, apresentando o grupo
controle uma média de 2.000 promastigotas portintemédio. Aos cinco dias pos-infecgéo,
foi possivel observar a manutencdo da infeccdo.aRralisado o efeito do tratamento com
antibiético gentamicina) da seguinte forma: a)amnlat (recebeu antibiético no momento da
infeccdo experimental) e b) controle (nenhum trataim).

Os flebotomineos infectados cam(L.) infantum chagase tratados com o antibigtico

gentamicina apresentaram uma densidade de parbsitosliferente do grupo controle, com
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um menor indice de infec¢cdo no 2° dia (P<0,05), foemn capazes de se estabelecer no

intestino apds a excrecdo do bolo fecal, porém apé@sentando diferenca significativa.

Quantidade de parasitos no intestino médio de
flebotomineos apés infeccdo e tratado com Gentamicina
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Figura 10: Densidade de parasitos no intestino médit.dengipalpisinfectado coni. (L.)
infantum chagasie tratado com antibiético gentamicina no 2° e # dpods infeccao

experimental.

O efeito do tratamento na digestao sanguinea

No segundo dia ap6s a infeccdo experimental e tantento com os antibiéticos
Carbenicilina e Gentamicina, foi possivel obsemarjntestino médio dissecado, a presenca
de indmeras hemacias, quando comparado ao grupmleoque somente apresentou restos

celulares.

4.4. ENSAIO LITICO UTILIZANDO L. (L.) infantum chagasE BACTERIAS
IDENTIFICADAS NO INTESTINO DEL. Longipalpis

Foi avaliado a papel das bactérias isoladas dastintemédio doL. longipalpisna
capacidade de inibir ou ndo a multiplicacdo do gtor&. (L.) Infantum chagasiContagem

A bactériaAcinetobacter solapresentou um crescimento similar ao crescimeatbadtéria
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Providéncia sp como encontrado na quantificagcdo bacteriana pagasaio litico. Ambas
tiveram 1x18 UFC apés 16 horas de crescimento de um in6culdddil10° vezes. Apesar
desse crescimento semelhante, durante a anallse dioi possivel visualizar uma diferenca
entre 0 numero de bactérias dos dois grupos. Npogincubado com bactérias do género
Providénciafoi notada uma presenc¢a maior de bactérias dusactetagem dos parasitos no
hemocitometro.

4.4.1. Providencia sp(grupo Gruta da Lapinha)

O ensaio litico demonstrou que a bactéria foi cag@znibir a multiplicacdo do
parasito apresentando uma leve mortalidade apésharaa de incubacdo em relacédo ao
controle (P=0.0141). Nos tempos subsequentgsoisivel observar manutencdo do efeito
litico da bactéria no parasito sendo que 12hs uimitoditico de aproximadamente 75%
(P=0.0028) (Figura 10). Também foi observado umdganimero de parasitos arredondados,

apos 8 horas de interacaold@shmaniacom a bactéria do géndPoovidéncia

Densidade de parasitos em ensaio litco com a
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Figura 11: Efeito da incubacéo de. (L.) infantum chagascom uma bactéria do género

Providencia, isolada do intestino médioLdé ongipalpisda Gruta da Lapinha.
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4.4.2. Acinobactersoli (Grupo Jacobina Fémea)

Nossos resultados demonstraram que a bactériapazade inibir a multiplicacdo do
parasito apresentando uma leve mortalidade comhamzade incubacédo, e uma significativa
queda a partir de 4 horas de incubacdo (P=0.0408).tempos subsequentes passivel
observar ananutencao do efeito litico da bactéria no paratudo que de 4 a 6 horas foi
visto um efeito litico de cerca de 50% (P=0.00G4g\ra 11).

Densidade de parasitos em ensaio litico com a
bactériaAcinetobacter soli
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Figura 12: Efeito da incubacado de. (L.) infantum chagastcom uma bactéria do género
Acinetobacter, isolada do intestino médio.déongipalpisde Jacobina.

45. ANALISE DOS PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (AMPs)EM
FLEBOTOMINEOS UTILIZANDO REACAO DE POLIMERASE EM CRBEIA EM
TEMPO REAL

Os seguintes AMP’s foram analisados: atacinaopéta, gambicina e defensina. Dos
AMP’s analisados gambicina e defensina foram os apuesentaram diferencas entre os
grupos analisados. A gambicina foi mais expressgrmpo Gruta da Lapinha N&ao alimentado
(N), usado como referéncia nas andlises. A defansambém apresentou uma maior
expressao nesse grupo, mas em uma diferenca memereées (Figura 12). Para esses dois

peptideos o experimento foi feito em duplicata. eEgsafico é a andlise de um dos
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experimentos, que apresentou a melhor relagdo cogene de referéncia, que foi de
mosquitosA. aegypti,assim como todos os outros iniciadores dos pepideotro gene de
referéncia dé\. aegyptifoi testato, 0 S7, ndo apresentando um resultadgparavel entre os

grupos experimentais.

Niveis de AMP's nos grupos de analise de flebotondas
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Figura 13: Valor relativo da expressdo de AMP’s émlongiplpis da Gruta da Lapinha
Alimentados e Nao alimentados.

Atacina e cecropina ndo apresentaram variacfedaiegrupos analisados. A atacina
apresentou baixo indice de expresséo, com inicieepliéicacdo em ciclos tardios, por isso o
seu resultado foi desconsiderado no grafico. Aomoa também apresentou replicagdo em

ciclos tardios.

4.6. TRANSMISSAO DEL. (L.) infantum chagasATRAVES DA PICADA DO
INSETO INFECTADO

Foram utilizadas 800 fémeas no processo de infeeggerimental. Um total de 640
fémeas ingeriram sangue infectado contendo proguodas del. (L.) infantum chagasiUm
grupo de 300 flebotomineos foram dissecados e aaledi até 14 dias apds a infeccéao.
Quarenta e oito horas apos o repasto, 100% dostdielineos apresentaram promastigotas

viaveis, uma média de 14 mil promastigotas porsiiie médio. Seis dias ap0s o repasto
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sanguineo houve uma reducdo de aproximadamenten@Q&escimento e sobrevivéncia do
parasito (P = 0,0001), com média de infeccdo d@ p@basitos por flebotomineo. Essa queda
se deve ao processo de digestao. Entre o 9° adasApas-infeccéo, foi possivel observar no

flebotomineo com uma média de 15 mil promastigptasntestino médio (Figura 13).

L.longiplapis X L. infantum chagasi
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Figura 14: Densidade de parasitos no intestino medit.dengipalpisinfectado coni. (L.)

infantum chagasilo 2° ao 14° dia ap0s a infeccéo experimental.

A carga parasitaria transmitida durante a picadae=lhas de camundongos variou de
4 a 15 mil (média: 1.255), e em Hamster variou de B).000 (média: 1.122). Nao houve
diferenca significativa no niumero de parasitos dnastidos por picada nos dois modelos,
sugerindo os dois animais experimentais possamssetos como modelo para o estudo da
transmissao de. (L.) infantum chagagFigura 14).
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Figura 15: Densidade de parasitos encontrados na orelhardendongos Balb/C e Hamster

por andlise quantitativa absoluta de PCR em temglo r
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Foi utilizado um Unico inseto com intuito de quficéir a transmissao pela picada. O
modelo experimental escolhido foi camundongo Badbforam utilizadas (n = 30 orelhas). A
quantificacao foi detectada através do PCR em tenegloe obtivemos 27 orelhas positivas.
As trés amostras negativas também ndo mostraraimumesinal de picada. Nas orelhas
infectadas, a quantificacdo mostrou que a cargsrrdida pela picada variou de 6 a 10.000
(média: 1002). Finalmente, foi determinado que 2% flebotomineos transmitiram durante

a picada (Figura 15).

L. infantum chagastransmitida
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Figura 16: Densidade de parasitos encontrados na orelhantgndmngos Balb/C expostos a

picada de um unico flebotomineo, por analise altsale PCR em tempo real.
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5. DISCUSSAO

Os insetos vetores podem ingerir parasitos pelanealiacdo. Durante o
estabelecimento da infeccdo os tecidos ou o6rgadongkio respondem a essa invasdao,
podendo levar a redugdo parasitaria e até a perdiafetcdo. Diferentes fatores podem ser
responsaveis por essa reducao. O papel de micamiergos naturais tem sido investigado no
desenvolvimento desses parasitos no vetor, podewadribuir para a modulacdo da
competéncia vetorial.

Os estudos visando caracterizar a microbiota intdstde flebotomineos tém
encontrado uma maior quantidade de bacilos Granatweg em diferentes espécies e
localidades, como em. longipalpisproveniente da Gruta da Lapinha (Olivestaal., 2000,
2001, McCarthyet al., 2011), e da Argentina (McCartley al., 2011),P. papataside duas
regides do Egito (Dilloret al., 1996), e do Senegal (Vaf al., 2002). Esses dados estao de
acordo com os valores encontrados nesse trabaliumalabteve, como maioria dos isolados,
bacilos Gram negativos 57% do total, sendo quenap® grupo Lapinha Alimentado
apresentou maior numero de leveduras. Schleinaba@dores (1985) encontraram também
uma grande quantidade de levedurasRemapatasido Oriente Médio €. tobbida Grecia,
usando médodos de fixacao e coloracéo do intestieino para observagcdo em microscopio.

As bactérias do génerscinetobactenja foram identificadas por métodos de cultivo
em fémeas de. longipalpisalimentados e ndo alimentados da Gruta da LagiDinzeira et
al., 2000, 2001), de Jacobina e do Maranhdo (Gaustenl.,, 2008) e por métodos de
metagendémica em machos da Gruta da Lapinha (McgLatthl., 2011). Dois isolados do

grupo_Jacobina Fémea foram identificados cdwimetobacter solcom identidade de 100%

e 94%, assim como Gouveia e colaboradores (20@8jifitaram por métodos bioquimicos.
Além de ter sido encontrada em diversos entudamideobiota del. longipalpis bactérias
desse género também estdo presentes no ambieénteram descritas no intestino de outros
insetos (La Scola & Raoult 2004, Zayed & Bream 30040 sendo possivel ainda afirmar se
€ uma bactéria indigena ou transitoria em flebateos.

A familia Enterobacteriacea parece ser a mais amnacem flebotomineos (Dillost
al., 1996, Volfetal., 2002) e também é amplamente encontrada emuibtas (DeMaicet al.,
1996; Pumpunet al., 1996). Essa familia foi representada portitleacdo das sequéncias
NOS NOSSOS grupos experimentais pelo géReowidéncia.Trés isolados do grupo Lapinha
Pds-digestdo e 2 isolados do grupo Lapinha N&aoealado foram identificados como
Providéncia sp Esse género ja foi relatado em mosddasCca domestica)ginco espécies

usando meétodos de identificagcdo bacteriana deveouki uma usando um método né&o
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cultivavel (Gupteet al., 2012). O género em questdo apresenta difidekl de classificagdo
quando usada caracterizacdo bioquimica, pois agare@rias divergéncias e diferentes
critérios de classificacdo dependendo do autorn@eri992; Pignatet al., 1999). Esse fato
pode explicar a auséncia desse género em outtmhos, ja que a grande maioria realiza
testes bioquimicos para identificacdo. As espédas familia Enterobactereacea se
desenvolvem rapidamente, podendo dificultar o arestto de outras espécies no mesmo
meio (Dillonetal., 1996), o que explicaria a sua dominancia a@na dos estudos.

Nés ainda identificamos 2% @&taphylococuso grupo experimental Jacobina Fémea,
essa identificacdo foi feita por caracterizacaoulael Oliveira e colaboradores (2000)
encontraram 28% de bactérias do intestind..dengipalpisda Lapinha desse género. Essa
grande diferenca na microbiota encontrada em toddsabalhos ja realizados, inclusive com
insetos da mesma localidade, pode ser explicadadmetrsidade de fontes alimentares dos
flebotomineos.

Em um trabalho de metagen6mica e longipalpis usando pirosequenciamento,
(McCarthyet al., 2011), bactérias e fungos néo foram ideiifes em Macho da localidade
de Posadas, na Argentina, uma regidao endémica lpirab que corrobora com nosSsos
achados pard. longipalpis Jacobina Macho. No mesmo trabalho os autoreszamdo
espécimes da Gruta da Lapinha, identificaram bastérfungos em fémeas e machos. Apesar
de nado termos identificado a microbiota de machasLdpinha, foi possivel detectar
crescimento de micro-organismos apos 18 horascdbdatao.

Em nosso trabalho usamos métodos dependenteslti® @ara a identificacdo da
microbiota. Sabemos que apenas aproximadamentel®sbdetérias ja descritas sao
cultivaveis (Amanret al., 1995). Essa metodologia nos parece eficipoig outros estudos
realizados com insetos, inclusive usando métodos-cufivaveis de identificacdo
apresentaram baixa variedade de espécies (Derhalg 1996, Oliveiraet al., 2000, 2001,
Gouveiaet al., 2008, Gusmaéao et al., 2010, McCar#tal., 2011). Além disso, os isolados
bacterianos sdo fundamentais para os estudoseatagéao vetotleishmaniaAs técnicas de
identificagdo por métodos ndo cultivaveis ndo nesntem obter os isolados. Dessa forma
nao poderiamos inferir o papel bioldgico ou fisgit®d dessas bactérias.

Pouco é sabido sobre o papel de micro-organismogetones e estudos da interacao
entre flebotomineoslecishmaniatém sido feitos, em geral, tentando entender aamemos
de escape do parasito as barreiras encontradag@oraeu desenvolvemento. Nao se sabe se
0S micro-organismos presentes no intestino deansaiem se apresentar como uma barreira
ou um facilitador a infeccdo pokeishmania Moraes e colaboradores (2008, 2009)

demonstraram que diferentes cepaSeéeatia marcenssesma bactéria descrita no intestino
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de L. longipalpisda Gruta da lapinha (Oliveiret al., 2000; 2001), apresentam interagdes
diferentes com o parasito. Uma provoca lise cektakeishmania (L.) infantum chagasi e L.
(V.) braziliensisquando incubadan vitro enquanto outra cepa nado afeta em nada o parasito
nas mesmas condi¢ddsntretanto, as bactérias utilizadas no traballforg@m descritas para

L. longipalpis mas ndo foram isoladas do mesmo. Essa diferengaresultados com
diferentes cepas de bactérias demonstram a imp@talo uso de bactérias isoladas
diretamente da populacdo de insetos a serem estiddds demonstramos que houve uma
lise de células dé&. (L.) infantum chagaspor duas bactérias isoladas do intestinoLde
longipalpis da Gruta da Lapinha e de Jacobifapvidencia spe Acinetobacter sali
Apresentando queda de 75% e 50% respectivamentajmero de Leishmanias em relacéo
ao controle e ainda células bem arredondadas ap6sa8 de incubacéo, podendo significar
morte celular, apesar nao terem sido realizado®rempntos comprovatorios. Schlein e
colaboradores (1985) e Dillon e colaboradores (198§erem que como no meio de cultivo
as bactérias interferem no desenvolvimento do parésso também deve ocorrer no intestino
do flebotomineo, pela relagcdo de competicdo e @ partir dos nossos resultados no
ensaio litico podemos sugerir também que além d#éta afetar o parasito, esse pode
interferir no crescimento de uma espécie de bac&mao em outra. Foi visto que para a
espécie do génerdcinetobacteruma menor quantidade de bactérias era encontrada n
contagem dos parasitos, podendo representar urnalagiarasito sobre a bactéria.

Schlein e 0 seu grupo (1985) tentaram demonstrafeibo das bactérias sobre os
flebotomineos usandB. papataside um grupo de insetos em que ja havia sido descri
fungos e bactérias. Os insetos foram dissecadaasdagdos a infeccdo experimental cbm
major e ndo apresentaram parasitos no trato digestiwve, apntinha fungos e bactérias.
Entretanto nos nossos resultados encontramos o éaipetobacter em uma populacaolde
longipalpis de area endémica para LV, Jacobina. O enisaiitro demonstrou que essa
bactéria é capaz de afetar o parasito, mas tambgrargstra uma agao sinergética, o que pode
sugerir que essa bactéria ndo interfere no desemaito e transmissao do parasito. Apesar
de um possivel efeito da bactéria no crescimentpadasito, n6s vimos também que com a
retirada algumas bactérias do intestino dos flebhdteos, usando antibidticos de espectro
para Gram negativos em geral (Genamicina) e pamobaGram negativos (Carbenicilina),
h& um maior nimero de parasitos capazes de seelestbno intestino apos a infeccédo. O
grupo tratado com Gentamicina apresentou primemgmama diminuicdo no namero de
parasitos no segundo dia, devido ao efeito do i@tittb, mas no quinto dia esse ndmero
aumenta, apesar de n&o apresentar diferenca sajivifi entre o controle. O grupo tratado

para o tipo mais abundante de bactérias encontramastestino de flebotomineos, Bacilos
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Gram negativos, apresentou um aumento no nimepasitos no trato digestivo apds o
quinto dia, mostrando assim um desenvolvimentdegfie para manter a infeccéo. Dillon e
colaboradores (1996) constataram duepapatasi que apresentaram bactérias intestinais
previamente visualizadas no grupo de andlise, tang@éinfectavam coineishmaima. Apesar

de nao ter sido demonstrado para flebotomineosmsirabiota interfere na capacidade de
infeccdo dalLeishmaniaao hospedeiro vertebrado, alguns estudos com rnosgfiorcam
essa ideia. Para insetos do gérfemopheledoi visto que a microbiota diminui a infec¢do por
Plasmodium por estimular o sistema imune do vetor ajudandl@embate a infec¢cdo pelo
protozoario. (Dongtal., 2009; Rodriguestal., 2010).

Durante nossas observacfes foi possivel avaliarogtratamento com antibioticos
retarda a digestdo sanguinea, 48 horas apos gaofém possivel encontrar muitas hemacias
no trato digestoério dos insetos dissecados, oambém foi visto em\edes aegyp{iGusmao
etal.,, 2010 e Gaiet al., 2011). A digestdo sanguinea em flebotomimmensre de 24 a 48
horas apds a ingestao sanguinea (Borovsky & Sc¢HIeBv; Dillon & Lane, 1993; Ramalho-
Ortigaoet al, 2003).

Apesar da diversidade de bactérias j4 descritaglematomineos ainda nao somos
capazes de entender qual o papel apresentam to. i@spostulado de Schlein (1985) indica
que o diverticulo apresenta uma acéo bactericidpieondo foi verificado por nés, pois em
alguns grupos de insetos mesmo provenientes da anésralidade foram encontradas
diferentes espécies de bactérias. Essa flutuacamwiarabiota pode também estar associada
aos habitos alimentares desses insetos na fasgrin{&plf et al., 2002, Oliveiraet al., 2000,
2001).

A imunidade do intestino apresenta um grande papelontrole da infeccédo do vetor
por parasitos e micro-organismos. Boulanger e ootatmres (2004) identificaram uma
defensinaP. duboscggue se assemelha 76% a defensinA.deegyptiEm 2009, Pitaluga e
seu grupo também identificou uma defensina lemongipalpis Para tentar avaliar uma
resposta por AMP’s ao evento de alimentacéo, nastdicamos a expressdo de AMPs em
longipalpis Lapinha Nao alimentado (N) e Pds-digestdo (O)s pomicrobiota intestinal dos
insetos varia de acordo com suas fases de vidan®abque a vitelogenina tem sua expressao
aumentada para a maturagdo dos ovocitos em insejaando isso acontece a producéo de
moléculas do sistema imune sdo menos expressaeh@Ral992; Hoffmannet al, 1992).
Nos nossos dados, o grupo Lapinha Pos-digestdag@sentou uma menor expressao para
defensina e gambicina que o grupo Lapinha Nao atiade (N) Como nesse grupo podemos
encontrar ovocitos maduros na regido abdominal gmuoeesperado que sua expressao de

AMPs seja menor.
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A fim de estabelecer, pela primeira vez, em laidoi@na América Latina, um modelo
de transmissdo natural pela picada, nos utilizamotongipalpis infectado comL. (L.)
infantum chagasi Inicialmente foram avaliados hamster e camundoBgdc/C como
hospedeiros experimentais. Concluimos que nao feéedca significativa entre esses dois
animais Os dois animais foram picados, por ins@ifectados e o niumero de parasitos
ejectados nas orelhas foram semelhantes, demahsttpre como modelo de transmissao
natural ambos podem ser considerados para a iofeladfratorial. Nossos resultados
mostraram que a dose, numero de parasitos, ejetedoselha do animal experimental por
um unicol. longipalpis pode variar de 4 a 10.000 parasitos, com média.0@2. Esses
nameros sdo semelhantes aos descritos por Warknoiglgoradores (1986) utilizando o par
P. papatasie L.(L.) major através do método de regurgitacao em micro capilBogers e
colaboradores (2004) utilizando um modelo expertalecom o par n&o natural,.
longipalpiscomL. mexicanaatravés do método de regurtitacdo em alimentadificial. No
entanto, quando comparamos nossos resultados cdmKisnblin (2008) utilizando o par.
(L.) majorcomP. duboscgiem que um Unico inseto pode injetar até 100.008sjias, mas
com a maioria transmitindo cerca de 600 paragitodemos concluir que o nosso modelo de
transmissao natural utilizando longipalpisinfectado coni. (L.) infantum chagasnéo foi
capaz de transmitir 0 mesmo namero de parasito® éetmotomineos do Velho Mundo. As
doses transmitidas pelo longipalpisforam muito baixas quando comparada. aluboscqe
cerca de 75% deles transmitiu menos de 300 pasagifienas poucos insetos foram capazes
de transmitir uma dose de cerca de 10.000 sendcagsda 10 vezes menor que a encontrada

paraP. duboscqi.
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6. CONCLUSOES

| — A bactériaProvidéncia spfoi identificada pela primeira vez em flebotomiseo

II- As bactériasAcinobacter solie Providencia spapresentaram atividade litica sohrgL.)
infantum chagasi in vitrcom atividade 6tima uma e quatro horas respectnsan

[ll- Flebotomineos pré-tratados com Carbenicilinafectados cont. (L.) infantum chagasi
nao apresentaram reducdo do namero de parasitivetefio os tratados com carbenicilina e
infectados coni. (L.) infantum chagasapresentam maior nimero de parasitos no intestino
apos a liberagéo do bolo fecal.

IV- Flebotomineos tratados com Gentamicina e iafdas comL. (L.) infantum chagasi
apresentam menor numero de parasitos no intestisegundo dia apods infeccéo.

V — Defensina e gambicina sdo mais expressas @otdimineos com ovocitos desenvolvidos
do que em plebotomineos que ndo apresentam smaigntentacdo sanguinea.

VI - Foi possivel desenvolver um modelo de transé&vsnatural a Hamster e camundongo,

pela picada do vetdr.longipalpis
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