REVISION DE TEMA

Polimorfismo entre poblaciones de Lutzomyia longipalpis,
insecto transmisor de leishmaniosis visceral, sugiere
la existencia de un complejo de especies

Sandra Uribe

Resumen

Lutzomyia fongipalpls se ha incriminado como el principal vector de leishmaniosis vis-
ceral en América latina y recientemente se ha asociado también con la transmision de
leishmaniosis cutdnea en algunos paises de Centroamérica. Por el caracter
potencialmente fatal de la enfermedad gue transmite, esta especie ha sido objeto de
numerosas investigaciones que incluyen desde identificacion taxonémica y control, hasta
ecologia, comportamiento y capacidad vectorial. Esta revisién recopila la literatura que
hasta la fecha permite postular la existencia de Lu. fongipalpis como un complejo de
especies que podrian diferir en su capacidad vectorial con importantes implicaciones en
la transmision de la enfermedad.
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Polymorphism in Populations of Lufzomyia longipalpis, Agent of Visceral
Leishmaniasis, Suggests the Existence of a Species Complex

Summary

Lutzomyia fongipalpis has been incriminated as the most important vector of visceral
leishmaniasis in Latin America and recently it also has been associated with the trans-
mission of cutaneous leishmaniasis in some Central American countries.

Because leishmaniasis is a potentially fatal disease Lu. longipalpis has received great
attention leading to the publication of several studies (including behaviour, vectorial ca-
pacity and taxonomy). This compilation includes the literature proposing the existence of
Lu longipalpis as a species” complex consisting of at least three different species, sug-
gesting important implications for leishmaniasis transmission.

Key Words: Lutzomyia longipalpis, Leishmaniasis, species” complex, Phlebotomines.

La leishmaniosis cuyo agente causal es el parasito
tripanosomatido del género Leishmania, se
considera como una de las enfermedades de
mayor importancia en salud publica ademas de
la malaria, la oncocercosis y la enfermedad de
Chagas, todas ellas transmitidas por insectos
hematofagos (1,2).

Leishmania chagasi es el agente etiologico de la
leishmaniosis visceral en Latinoamérica, una de
las formas mas graves de la enfermedad,
considerada como potencialmente fatal, con
aproximadamente 1.6 millones de personas que
residen en areas endémicas y 16.000 casos
reportados anualmente (3-7).

Ciencias Basicas Biomédicas, Universidad de Antioquia (PECET-CDC)

Recibido para publicacién 2 de febrero de 1999, aprobado 7 de mayo de 1999

56












URIBE 8.

No obstante, el trabajo con Lu. longipalpis de
colonias de Brasil, Colombia y Costa Rica, fue
realizado con colonias de origen reciente y se
constituye en uno de los trabajos pioneros en el
estudio y la determinacion de L. longipalpis como
un camplejo de especies (4,6,14).

Fisiologia y Comportamiento

Los machos de Lu. longipalpis producen
feromonas sexuales que presentan variabilidad
entre poblaciones y parecen estar mediando el
aislamiento reproductivo; las manchas palidas
presentes en los Ultimos segmentos abdominales
de los machos se asociaron con la liberacion de
estas feromonas (14,27,28,32,33).

Tres tipos de feromonas se han determinado en
poblaciones de Brasil, tres en poblaciones de
Honduras y uno en poblaciones de Costa Rica
(6,31,34). Sin embarge, no se ha establecido una
relacion directa entre el tipe de feromona
producida por Lu. longipalpis, y las manifesta-
ciones clinicas de la enfermedad.

En Centro Ameérica Leishmania chagasi causa no
s6lo leishmaniosis visceral sino también
leishmaniosis cutdnea atipica (19,31,35) y en
cada una de las zonas con diversas
manifestaciones clinicas se han identificado
poblaciones de Lu. fongipalpis que producen
diferentes feromonas. Esto sugiere la presencia
de varias especies gue podrian modular el
desarrollo de la enfermedad y explicar la
variabilidad en las manifestaciones clinicas, ya
gue las cepas de L. chagasi aparecen idénticas
cuando se analizan por las técnicas tradicionales
(6,31,34).

Estudios isoenzimaticos de Lu. longipalpis
provenientes de zonas de Gentroameérica con
leishmaniosiscvisceral y cutdnea atipica por L.
chagasi, no revelaron la variabilidad sugerida
previamente por las feromonas (31). Estos
resultados contrastan con la teoria de Lanzaro et
al. 1993 y Lanzaro yWarburg 1995 (4,6) segun la
cual, diferentes especies del complejo longipalpis
—identificadas por la produccidn de feraomonas y/
0 isoenzimas - serian responsables de las
diferencias encontradas en las manifestaciones
clinicas de la enfermedad (4,6,10).

Debe considerarse gque en la leishmaniosis,
caracteristicas com¢ el estado inmune del
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paciente pueden afectar significativamente las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, como
se ha observado recientemente en pacientes con
coinfeccidn SIDA — Leishmania (36).

Dadas las discrepancias entre los datos de
feromonas e isoenzimas y en ausencia de
evidencia que lo confirme, seria apresurado
explicar la variabilidad en la clinica de la
enfermedad como resultado de la variabilidad
genetica del vector y no como la interaccion de
una serie de factores entre los cuales aparecen
la respuesta inmune del paciente y la variabilidad
genética del vector.

Variabilidad isoenziméatica y analisis
morfometricos

Las isoenzimas se han utilizado frecuentemente
para estudiar las posibles especies del complejo
Lu. longipaipis. Como se mencion¢ previamente,
estos estudios revelan gran variabilidad entre
poblaciones geograficamente separadas y con
base en ellos se ha postulado la existencia de
por lo menos tres especies del complejo
provenientes de Brasil, Colombia y Costa Rica
(4,6,21,37).

La figura 3 muestra un dendrograma que relaciona
algunas poblaciones Centro-americanas de [Lu.
longipalpis con base en distancias genéticas (D
y Nei) y promedios aritméticos (Sneath y Sorai )
(31,38).

En el dendrograma se observa con base en &l
andlisis de 10 isoenzimas que las poblaciones
de Centroamérica son muy uniformes entre si,
pero considerablemente diferentes de las
poblaciones de Colombia y Brasil (31).

Estudios isoenzimaticos también fueron
realizados por Dujardin et al. 1997 (39) para
estimar las relaciones genéticas entre Lu.
longipalpis con uno y dos pares de manchas en
los terguitos, provenientes de Bolivia y otros
paises como Colombia y Brasil; en ellos se
encontrd que las diferencias genéticas poseen
una relacidn directa con la distancia geografica y
gue el modelo de “aislamiento por distancia”
explica la distribucién de las poblaciones
estudiadas. Estos hallazgos concuerdan con los
estudios de dispersion en Lu. longipalpis y otros
vectores de Leishmania que sefalan poca
capacidad de vuelo en estos insectos y que
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Figura 4. Dendrograma de UPGMA derivado de |as distancias
de Manghlanobis, los analisis fueron realizados teniendo en
cuenta el tamafio de las alas 8! (parte superior) y sin
considerarlo SF (parte inferior). Los especimenes utilizados
incluyeron 7 musstras de Lutzomyia longipalpis machos, de
las localidades de Apa Apa, Imanaco y Guayaba, La Paz
Bolivia (AA, IM, GU) Nicaragua cerca al limite con Honduras
(NF) Minas Gerals Brasil (BR) y Colombia (CQ), insectario de
CIDEIM presumiblemente El Callejon Cundinamarca igualmente
ToroToro (TT) Potosi, Bolivia. Los nombres de las localidades
subrayados con una y dos lineas significan fenotipos con una
y dos manchas en los terguitos respectivamente (tomado de
Dujardin et al. 1997).

poblaciones colombianas de Lu. longipalpis en el
valle del rio Magdalena, encontrando altos niveles
de flujo genético entre poblaciones cercanas y
minima subestructuracion. Estos resultados
confirman que el aislamiento genético aumenta
con las distancias geogréficas en Lu. longipalpis
y este es uno de los pocos estudios que relaciona
la variabilidad genética con la ecologia y
distribucion del vector en sitios de transmision
como El Callején, Cundinamarca quiza, el foco
de transmision de Leishmaniosis visceral mejor
estudiado hasta ahora en Colombia (14,21,29).

El nimero de especies de Lu. longipalpis
determinadas por analisis isoenzimaticos y
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produccion de feromonas varia grandemente,
sefalando la necesidad de estudios adicionales
que permitan resolver estas discrepancias y
estimar la verdadera naturaleza del complejo en
relacién con las modificaciones humanas del
medio ambiente y las manifestaciones clinicas
de la enfermedad.

Variabilidad a nivel molecular

Warburg et al. 1994 (10) investigaron la influencia
de la saliva de Lu. longipalpis en el curso de la
infeccion por L. chagasi en especimenes de
Centro y Sudamérica, en especial con relacion al
péptido MAXADILAN, un péptido aislado de la
saliva de Lu. longipalpis con una potente actividad
vasodilatadora y que al parecer tiene gran
influencia en el crecimiento y desarrollo de los
parasitos, una vez inoculados por la picadura del
vector (10).

Los resultados de este estudio sefalaron que la
saliva de los vectores de Brasil y Colombia posee
mayor cantidad de MAXADILAN y en
consecuencia Una mayor actividad vasodilatadora
en relaciéon con los de Costa Rica, que
presumiblemente son los vectores de la forma
cutdnea no ulcerativa, los cuales presentaron
menor cantidad de MAXADILAN pero propiciaron
la aparicién y rapide desarrollo de lesiones
cutdneas (6,10, 14).

Las diferencias en MAXADILAN aislado de Lu.
longipalpis de estos paises fueron comprobadas
también a nivel molecular, utilizando un sistema
de electroforesis (Polimorfismo Conformacional
de Cadena Simple) que permite detectar
indirectamente los polimorfismos en el ADN del
péptido. Las diferencias en el ADN soportaron a
nivel molecular las diferencias observadas en la
cantidad y actividad del péptido que
presumiblemente regularia el desarrollo de la
enfermedad (6,10,14).

Las variaciones encontradas de forma indirecta
por la electroforesis en el péptido MAXADILAN,
podrian verificarse mediante el andlisis directo de
las secuencias del gen que lo codifica, en espe-
cial para determinar si los cambios en las
secuencias de Lu. longipalpis provenientes de
zonas con diferentes formas de la enfermedad,
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ocurren en sitios del gen que estan implicados
en la funcién del péptido y por lo tanto, pueden
correlacionarse con las diferencias encontradas
en la capacidad del mismo para causar el eritema
y propiciar el desarrollo del parasito en los
primeros estados de la infeccion.

Recientemente otras técnicas moleculares han
empezado a implementarse para interpretar el
polimorfismo de Lu. longipalpis y entender su
relacién con la enfermedad. Estas técnicas
incluyen la utilizacion de enzimas de restriccion
que cortan el ADN en sitios especificos
generando diferentes patrones de bandas en
electroforesis de ADN, caracteristicas de especies
(40) y la comparacion directa de secuencias de
ADN mitocondrial entre poblaciones
geograficamente separadas.

Los genes utilizados incluyen la subunidad
Dehidrogenasa 4 (NADH4), Citocromo Oxidasa
I1 (COll) y la unidad larga ribosomal (LRU) (17,
41, Dotson et al 1998 com.pers.).

Igualmente, genes mitocondriales como el Cito-
cromo b, el NADH1 y el RNA de transferencia®’
se han utilizado con éxito en estudios
biosistematicos de Lu. evansiy Lu. whitmani en
Colombia y Brasil (13,15,16).

Los estudios con ADN mitocondrial han
confirmado la existencia del complejo Lu.
longipalpis separando las poblaciones de Colom-
bia, Brasil y Costa Rica y corroborado las
diferencias entre las poblaciones de Centro y
Sudameérica descritas previamente por
isoenzimas.

Los resultados sefialan cambios significativos
entre las secuencias de estos paises (60-63
sustituciones nucleotidicas) y bajos niveles de
flujo genético cuando se utilizan pardmetros de
genética de poblaciones como Nm (0.08-0.1)
(17,41,42).

Adicionalmente, estos estudios concuerdan con
los andlisis isoenzimaticos de Mutebi et al. 1998
(31), ya que en términos de las secuencias de
ADN mitocondrial las poblaciones Centro-
americanas no presentan diferencias significativas
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entre ellas (maximo 10 sustituciones nucleotidicas
entre poblaciones de Costa Rica, Guatemala y
Honduras), descartando una vez mas la
posibilidad de la existencia de dos especies de
Lu. longipalpis en Centroamérica, que expliquen
la presencia de leishmaniosis visceral y cutdnea
atipica.

El analisis filogenético con base en el gen NADH4
coincide en sefialar la variabilidad previamente
descrita por feromonas en Lu. longipalpis de
Brasil, sugiriendo la presencia de por lo menos
tres especies del complejo en este pals (14).

La variabilidad en términos de sustituciones
nucleotidicas observada entre especies
morfolégicamente diferenciables como Lu.
gomezi, Lu. bifoliata y Lu. evansi incluidas como
control en los estudios de ADN mitocondrial es
similar a la encontrada entre Lu. longipalpis de
diferentes regiones de Centro y Sudameérica. De
la misma forma, la variabilidad intraespecifica en
los controles fue mucho menor al compararla con
la de Lu. loengipalpis como ocurre con los datos
isoenzimaticos (41,43,44); estos datos sugieren
un proceso de especiacion alopatrica.

Un aspecto de gran interés en el analisis del gen
NADH4 es que la poblacién de Lu. longipalpis de
Girén Santander aparece sorprendentemente
distinta de las demads poblaciones de Colombia,
Venezuela y Brasil (41 sustituciones nucleotidicas
vs 3-4 entre poblaciones de Cundinamarca y
Huila) confirmando que la barrera de los Andes y
otras barreras de tipo geografico y climatico,
constituyen puntos criticos en la dispersion de
Lu. longipalpis y sugiriendo con base en el
concepto de especie filogenético y evolutivo, que
en Colombia, existen por lo menos dos especies
del complejo Lu. fongipalpis.

A pesar del gran polimorfismo que sugiere la
existencia de un complejo de especies en Lu.
longipalpis, el ndmero de especies que lo
conforman, su distribucién y papel definitivo en
la transmision de la enfermedad estan aun por
definir, en especial si se consideran las discrepan-
cias entre datos como los isoenzimaticos y de
produccion de feromonas.

63



URIBE S.

La hipétesis sobre la variacion de esta especie
no ha sido probada mediante iransectos que
involucren exclusivamente poblaciones del campo
y en consecuencia, ésta aparece como una
alternativa que podria explicar los datos
encontrados hasta la fecha.

Cuando se consideran alternativas como los
métodos basados en ADN para el estudio de
complejos de especies como el de Lu. longipalpis,
aparecen ventajas scbre otros métodos; por
ejemplo, las mediciones se realizan sobre el
genotipo mas que sobre el fenatipo, se pueden
seleccionar una o méas secuencias de diferentes
regiones y se pueden obtenery preparar muestras
a partir de pequefias cantidades de tejido, esto
permite incluir especimenes muy pequefios,
dificiles de abordar por taxonomia clasica.
Ademas, los insectos pueden estar secos o
preservados en alcohol o isopropancl (40,43,44).

Sin embargo, cuando se trata de técnicas
moleculares aparecen aspectos como el alto
costo y la necesidad de personal especializado
para la implementacion de dichas técnicas. No
obstante, se espera que en el futuro con la
simplificacion de algunas tecnicas, el
mejoramiento de otras y el desarroilo de
secuencias de ADN diagndsticas para complejos
de especies, la tecnologia del ADN podra alcanzar
su maximo potencial en el campo de la
entormologia médica para confrontar, complemen-
tar o validar los hallazgos previos sobre el vector
gue se reflejan en la epidemiologia de la
enfermedad, como en el caso del complejo Lu.
longipalpis.
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