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DESENVOLVIMENTO DE ESPECIES DO GENERO LEISHMANIA
EM ESPECIES BRASILEIRAS DE FLEB6TOMOS DO GENERO
LUTZOMYIA FRANCA, 1924

V — Infetividade de leptomonas evoluindo no flebétomo e
experiéncias de transmissio de leishmanioses

Marcello de Vasconcellos CorrLHo, Alberto Rocha FaLcio e Alda Lima FALcio

RESUMO

A inoculagdo em hamsters, por via subcutinea, de leptomonas de L. brazi-
liensis, L. donovani, L. tropica ¢ L. mexicana, em desenvolvimento no tubo diges-
tivo de L. longipalpis, produziram lesGes nas quais foi verificada a presenga de
leishménias. A transmissdo independeu do periodo de evolugdo do {flagelado,
indicando a auséncia de formas especialmente infetantes no desenvolvimento do
protozoario no inseto.

Em um total de 37 tentativas de transmissio por picada de L. braziliensis,
L. donovani, L. mexicana, L. tropica, utilizando-se 172 exemplares de L. longi- .
palpis e 30 exemplares de L. renei, intensamente infetados e muitas vézes com
leptomonas localizadas na faringe, na cavidade bucal e na probéscida, e que segu-
ramente segaram o hamster sfo, apenas em duas ocasiGes obteve-se a transmissdo
de leishméanias. Em ambos os casos, tratou-se de L. mexicana, transmitida por
L. longipalpis e L. renei.

'O grande niimero de insucessos na transmissdo de leishmanias, apesar  das
condigbes experimentais favordveis utilizadas, bem como a irreprodutibilidade
dos &xitos obtidos indicam o atual desconhecimento do mecanismo de transmisséo
das leishmanioses pelos fleb6tomos especialmente no que concerne a leishmaniose
tegumentar no Névo Mundo.

INTRODUCAO

A transmissdo experimental de espécies
do género Leishmania por picada de flebo-
tomos tem sido obtida, em diversas circuns-
tancias (SmitH & col.%; ApLEr & BER?;
SwaminaTe & col.'"; Cwunce & Fenc?;
CuUNG *; STrancwayvs-Dixon & Lainson *%;
Coerro & Fsrcio”; Bracr & col. ?), uti-
lizando-se flebdtomos alimentados em ani-
mais parasitados ou artificialmente alimen-
tados com culturas do protozodrio. No en-

tanto, apesar dos €xitos obtidos comprova-
rem que a transmissio das leishmanijoses se
faz por meio da picada. de flebbiomos, o
grande ntimero de insucessos, assinalados
praticamente por todos os pesquisadores que
tem trabalhado no assunto, parece justificar
a opinido de que, até o presente, permanece.
fora de contréle cientifico o real mecanismo
de transmissdo das leishmanioses. ’
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No presente trabalho, numa tentativa de
coniribuir para a elucidacio désse impor-
tante problema, é estudada a infetividade
para hamsters de leptomonas de L. tropica,
L. braziliensis, L. mexicana e L. donovani,
evoluindo em L. longipalpis e L. rene.
Adicionalmente estuda-se a possibilidade
destas espécies de flebdtomos transmitirem
para hamsters, por picada, as diferentes es-
pécies de Leishmania acima citadas.

MATERIAL E METODOS

Flebotomos — Nas diversas experiéncias
de transmissdo foram utilizados exemplares
de L. longipalpis e L. renet, capturados no
Municipio de Lagoa Santa, Minas Gerais,
infetados ao sugarem hamsters parasitados.

Para as inoculaches experimentais de
leptomorias em desenvolvimento no inseto,
foi utilizado como inéculo’ triturado em sa-
lina de tubos digestivos de flebétomos ja
especificamente classificados e examinados.
Estes triturados eram inoculados em hams-
ters -(Cricetus ouraius), que passavam a
ser observados durante o perfodo méaximo
de dezoito meses.

Nas tentativas de transmissio por picada
do inseto, foram utilizados flebétomos que
haviam préviamente sugado animal parasi-
tado e permanecido nas gaiolas de manuten-
¢do por trés ou mais dias. Dessas gaiolas,
eram os insetos transferidos para as caixas
de alimentagfo, por meio do capturador de
Castro e induzidos a um segundo ou repeti-
dos repastos em hamster sfo. Aquéles inse-
tos com evidéncias de haverem sugado o se-
gundo hamsters eram sacrificados, disseca-
dos, examinados e classificados. Os hamsters
sujeitos as experiéncias de transmissfio, eram
examinados semanalmente, tanto por meio
de cuidadosa observagio do tegumento,
como por meio de biopsias de baco e de
pele, especialmente com lesio aparente.
Uma vez transcorridos 18 meses ¢ na au-
séncia de. infecgio aparente, eram sacrifi-
cados, examinados microscopicamente a
pele do local de inoculacio, o bago e o
figado. Além dos exames diretos, realiza-
ram-se sistematicamente culturas de sangue
cardiaco, de bago, de figado e de tecido co-
nectivo subcutineo, retirado do sitio de ino-
culacio, e “semeados ‘'em meios de N.N.N.,
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e de ADLER (semi-solido com sangue de coe-
lho). Os exames de tecidos foram realiza-
dos em esfregagos por aposigio, fixados
pelo metanol e corados pelo Giemsa.

Leishmania —— Nas varias experiéncias
foram utilizadas amostras de L. braziliensis,
L. tropica, L. donovani ¢ L. mexicana. A
origem e manutencdo das varias amostras,
bem como as técnicas de manutengdo e de
infeccdo de flebotomos foram descritas nos
trabalhos anteriores desta série (CoeLHO
& col.®).

RESULTADOS

A transmissdo de L. braziliensis, amos-
tras n.°® 4 e 6, de L. mexicanag n° 5, de
L. tropica n.® 11, e de L. donovani n.° 8,
foi obtida por meio de incculagio, em
hamsters, de triturados de tubos digestivos
de L. longipalpis experimentalmente infeta-
dos. Utilizando-se inécula, semelhantes de
L. renei, obteve-se a transmissdo para
hamsters de L. braziliensis n.° 4 e L. me-
xicane n.° 5. Resultados mais detalhados
das experiéncias conduzidas neste sentido
sdo apresentados na Tabela I.

Nas vérias tentativas de transmissio por
picada, utilizando-se flebétomos que, apés
dois cu mais repastos no hamster sio, eram
sacrificados e examinados, foram obtidos
quase sempre resultados negativos. Os fle-
bétomos em questdo, contudo, em grande
propor¢ido dos casos, apresentavam-se inten-
samente parasitados, com leptomonas situa-
das na cirdia anterior, vilvula esofagiana
e, algumas vézes, na cavidade bucal e na
probéscida. A formagio de grande aglo-
merado de flagelados ao nivel da valvula
esofagiana nioc impediu, em nenhum -caso,
névo e farto repasto sangiiineo pelo flebo-
tomo. As leptomonas, apds a ingestdo de
sangue, tornavam-se muito ativas, com movi-
mentos flagelares muito rapidos.

Apenas em duas ocasibes obteve-se a
transmissdo por picada, em duas diferentes
experiéncias com L. longipalpis e L. renei
e com a mesma espécie do parasita, Leish-
mania mexicana, amostra n.” 5. Maiores
detalhes sbbre as véirias tentativas de trans-
missio das diferentes espécies de Leishma-
nia sdo apresentados na Tahela II.
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TABELA I
Transmissdo de Leishmania através da inoculacio de leptomonas de fleb6tomos experimentalmente infetados

Flebo6tomos

N.° de ] ] , No de
expe- . Dias apés | N.o de Leishmania hams- Resultados
riéncias Espécie repasto exem- ters
infetante plares
Dois morreram nog 5 primeiros dias. Dos 14 restantes 2
1 . longipalpis 5-9 5 . braziliensis, n.o 4 8 apresentaram lesfes ricas em leishméanias, 106 e 109 dias
ap6s a inoculacéo.
Seis morreram nos 10 primeiros dias. Dos 4 restantes
9 . renei 3 5 . braziliensis, n.o 4 10 1 apresentou-se com lesdo rica em leishmania, 65 dias
: apés a inoculacdo. Os 3 outros mantiveram-se negativos
durante os 18 meses de observacéo.
. Um morreu 4 dias apdés a inoculacdo. Os 6 restantes
3 . longipalpis 2-4 4 . braziliensis, n.° 6 7 apresentaram-se com lesdo nodular, 35 a 43 dias depois
de infetados.
Um apresentou-se negativo até a morte, 5 meses apés a
4 . longipalpis 8 2 . braziliensis, n.°0 6 2 inoculacdo. O outro, decorridos 80 dias, apresentou né-
dulo cutineo rico em leishmanias.
Apresentou nédulo rico em leishméinias, 69 dias apdés a
5 . longipalpis 4 3 . mexicana, n.° 5 2 inoculacdo. O outro conservou-se negativo durante 14
meses, gquando morreu.
A 2 X o5 1 Apresentou nédulo subcutidneo, rico em Ileptomonas, 190
6 . renet 3 - mexicana, n. dias ap6s a inoculacéo.
Um morreu 10 meses apds a inoculacdo, sem apresentar
lesdes aparentes e negativo aos exames parasitolégico e
7 . longipalpis 3 6 . tropica, n.o 11 5 de isolamento em cultura. Os 4 restantes apresentaram
nodulos ricos em leishméanias 26, 32, 35 e 54 dias apés
a inoculacdo.
Um morreu 35 dias apds, negativo. O outro, com 43 dias
apresentou cultura de fragmento de baco positiva, sendo
8 . longipalpis 8-12 7 . donovani, no 8 2

negativo o exame microscopico de esfregaco, por aposi-
¢do. Y¥ste hamster veio a morrer 2 dias apos, em conse-
qiiéncia do ato cirdrgico.

'$9S0TU

‘PO “ISur Casy

‘LOBT ‘GLE-L9E:6 OImMvd Opg o4y
e1} op sepusledxs 9 OW0}0GA[ OU OPUIM[OAS SBUOWOIdd] 8P ODPBPIAILR]

-BWIYSIO] 9p OBSSTWISU

ws PIUDPWYSIaT-

odss

2anT OJouas Op SOW0}0Gd[] 9D SBIDISBIQ SID

‘pZ6T ‘edurig DIAWO
0IoURS op samopdsd op OJUSWIATOAUISIT —

ur — A

1 'V ‘OYOTIVd ¥ M 'V ‘OYDTIVA CA 9P W ‘OHTHOD




0.8

TABELA IT

Tentativas de transmissio de Leishmania, por picada de L. longipalpis e L. renei, experimentalmente infetados

N.o de

Flebdtomos

) N.° de
expe- o Dias-apés ; N.O© de Leishmania hams- Resultados
riéncias Espécie repasto exem- ters
: infetante plares
N . - o ) Todos negalivos até o méaximo de 18 meses de observa-
3 - (o]
7 . longipalpis 8-21 46 . donovani, n. 8 9 ¢do, quando foram sacrificados.
10 . Zongi‘palpis 4_10 61 i bmzz‘iiensis, noe 4 13 Todos negativos até o maximo de 1 ano de observacao,
quando morreram.
[
o A i Am ati & a
2 . renei 6-10 12 . braziliensis, n.o 4 9 bos negativos, até 13 meses de observacio, quando
morreram.
, X o X Todos negativos até 18 meses de observacdo, quando fo-
4 . long?vpalpzs 7-1} 2? . b1azz‘lzen31s, ne 6 6 ram sacrificados.
Um apresentou nédulo cutinec com leishménias, aproxi-
. . ; o madamente 5 meses apds ser sugado. Os outros 7 apre-
7 - longipalpts 4-10 27 . megicana, N0 5 8 sentaram-se negativos até 17 meses de observacio, quan-
do os 1ultimos morreram.
Um apresentou nédulo rico em leishméanias, 127 dias apos
R i o 4 ter sido sugado. Os trés restantes mostraram-se negati-
8 - renet 4-7 18 - mexicana, 0.2 5 vos até um maximo de 18 meses de observacdo, quando
foram sacrificados.
T o Todos negativos até 18 meses de observacio, quando fo-
3 i i O
4 . longipalpis 5-7 12 . tropica, no 11 4 ram sacrificados.
-
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A transmissfo de amostras de L. brazi-
liensis, de L. donoveni, de L. mexicana e
de L. tropica foi obtida em hamsters, por
meio de inoculagbes de triturados de tubos
digestivos de L. longipalpis, infetados ao su-
garem hamsters parasitados (Tabela I).
Nessas experiéncias foram utilizados, em va-
rias ocasiGes, flebotomos apresentando loca-
lizagdes anteriores de leptomonas; no en-
tanto, em algumas delas as infecgbes eram
de apenas 2 a 3 djas, com leptomonas loca-
lizadas no estdmago, o que ndo impediu
que se obtivesde sua (ransmissdo. Desta
forma, ficou comprovado que em qualquer
fase do desenvolvimento no inseto as lepto-
monas slo infetantes para hamsters, desde
que sejam inoculadas sob sua pele. O fato
de leptomonas de quatro distintas espécies
de Leishmania, evoluindo na mesma espécie
de flebotomo — L. longipalpis — se mos-
trarem infetantes para hamsters demonsira,
por outro lado, que a infetividade indepén-
de da evolugiio na espécie adequada de fle-
bétomo. Sabe-se que L. longipalpis é, se-
guramente, o transmissor de L. donovani no
Brasil, como foi demonstrado em focos de
calazar, no Ceard, por Drane & DganE?®.
No entanto, o encontro de exemplares desla
espécie naturalmente infetados por leptomo-
nas, em foco de leishmaniose tegumentar,
na Venezuela (Prrano?®), sugere a possi-
bilidade de sua participagdo na transmissio
de L. braziliensis, pelo menos naquele pais.

No que se refere a L. mexicana e L. tro-
pica, a comprovagdo de que leptomonas des-
tas espécies, evoluindo em flebétomos de re-
gides ou sub-regibes zoogeograficas diferen-
tes, mantém sua infetividade para animais
de laboratério, e podem mesmo, como é o
caso de L. mexicana (CoeELuHo & FaLcio ),
ser transmitidas por picada (Tabela II),
nos induz a conclusdo de que devem ser
consideradas com ceticismo as afirmacoes da
existéncia de especificidade de fleb6tomos,
em relagdo as leishmanias parasitas do ho-
mem, No entanto, é necessirio assinalar,
como o fizeram ApLER® e Biacr & col.?,
que o fato de uma determinada espécie de
flebotomo se infetar experimentalmente por
uma espécie de Leishmania nio implica ne-
cessariamente em que possa ela ter qualquer
papel na transmissio da leishmaniose na

natureza. No entanto, estudos sdbre a sus-
cetibilidade de diferentes espécies de flebo-
tomos -as amosiras de Leishmania tém sua
importdncia, na medida que podem reve-
lar transmissores polenciais do protozoario.
Esses estudos sio ainda necessarios, espe-
cialmente tendo em vista o atual desconhe-
cimento das condicbes de iransmissio na
maior parte dos focos endémicos, sobretu-
do de leishmaniose tegumentar americana,
e considerando ainda a auséncia de dados
sdbre a distribuigio de numerosas espécies
do género Luizomyia no continente. -Deve
ser enfatizada, contudo, a ressalva de que
s6 o conhecimento das condigbes epidemio-
16gicas do préprio foco pode levar -a con-
clusio de que determinada espécie de fle-
bétomo estd realmente implicada na trans-
missio da protozoose. A generalizada sus-
cetibilidade de flebdtomos as infecgGes por
L. braziliensis, por outro lado, deve condu-
zir o epidemiologista a uma atitude de cau-
tela diante dos achados de infecgBes natu-
rais em flebotomos, que podem representar
sdmente linhas laterais na cadeia de trans-
missdo, sem qualquer significagiio epidemio-
logica efetiva.

O mecanismo de transmissio das leishma-
nioses por fleb6tomos, considerado até pou-
co tempo como problema esclarecido, vem
sofrendo recentemente uma série de interro-
gagdes, principalmente no que diz respeito
a leishmaniose tegumentar americana. Na-
mero considerivel de experiéncias com re-
sultados negativos tem sido assinalado, mes-
mo quando foram utilizados flebétomos in-
tensamente parasitados, com localizagGes an-
teriores de leptomonas (STRaNGWAYS-Dixon
& Lawson?® e Corrmo®) (Tabela II).
Apenas em raras ocasifes e em circunstin-
cias de dificil reprodutibilidade foi obtida
por picada de fleb6tomos a transmissio ex-
perimental de L. mexicana (STRANGWAYS-
Dixon & Lainson **; Corrmo & Favrcio 7;
Biact & col.?). Obtivemos sistematicamen-
te resultados negativos em 21 tentativas de
transmissdo de L. braziliensis por L. longi-
palpis e L. renet (Tabela II), embora te-
nham sido utilizados 99 insetos intensamen-
te parasitados, com 4 a 11 dias apés o
repasto infetante e com infecgbes na car-
dia, no proventriculo, na faringe, e algumas
vézes, na cavidade bucal e na probéscida.
Considerando os baixos indices naturais de
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infeccio em flebétomos nos focos endémi-
cos (PEss6a & BARRETTO %), torna-se dificil
imaginar a possibilidade do homem ser su-
gado em condi¢Bes normais por quantida-
de semelhante de insetos infetados.” As
presentes consideragbes, somadas as recentes
observagdes dos pesquisadores do Gorgas
Memorial Laboratory, no Panama (Heriie
& McConnEgL *%; JomnsoN & col.’'), que
assinalaram grande niimero de infecgbes na-
turais e experimentais de flebotomos, com
localizaciio posterior de leptomonas, tornam
patente a necessidade de revisdo nos estu-
dos sébre o mecanismo de [ransmissio da
leishmaniose legumentar no Novo Mundo.
O problema parece menos agudo no que
respeita a L. tropica e L. donovani. E sa-
bido que, em diversas ocasiGes e em distin-
tos focos endémicos, tem sido obtida a trans-
missdo experimental destas espécies (ADLER
& Ber?; SmitH & col.™; SwaminaTH &
col.’"; Cmune & Fenc?; Cmunc?®). No
entanto, mesmo em se tratando de L. tropica
e L. donovani, sio mails numerosos 0s insu-
cessos que os resultados positivos, o que pa-
rece indicar que ainda permanecem desco-
nhecidos os fatéres que condicionam a trans-
misso das leishmanias pelos flebétomos.

SUMMARY

Behaviour of Leishmania species in Brazi-
lian sandflies (Lutzomyia Franca, 1924).
V — Infectivity of leptomonads developing
in phlebotomi and transmission of different
species of Leishmania by Brazilian sandflies.

Hamsters inoculated subcutaneously with
L. braziliensis, ‘L. donovani, L. tropica and
L. mexicana leptomonads from the digestive
tract of L. longipalpis developed lesions
harbouring L. D. bodies. The transmission
did not depend on the stage of the fla.
gellate’s life-cycle in the insect, leptomonads
being infective from the second day on,

In a total of 37 attempts to transmit by
bite, L. braziliensis, L. donovani, L. mexi-
cana and L. tropica, employing, respecti-
vely, 172 and 30 specimens of L. longi-
palpis and L. renei, highly infected with
leptomonads in the fore gut and proboscis,
transmission was achieved on two occasions
only. '
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Consistent failure to transmit leishmanias,
despite the favourable conditions under
which the experiments were conducted, as
well as the great difficulty to reproduce the
positive results obtained, actually show the
lack of information on the mode of trans-
mission of leishmaniasis by sandflies, espe-
cially as regards dermal leishmaniasis of the

New World.
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