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“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei
para que o melhor fosse feito. Nao sou o que deveria ser,

mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes”.

- Martin Luther King -
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RESUMO

MALTA, Juliana, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2016. Efeitos de
antissoros especificos para proteinas associadas a matriz peritrofica,
silenciamento génico da quitinase 1 e morfologia do intestino médio durante a
metamorfose de flebotomineos. Orientador: Gustavo Ferreira Martins.
Coorientador: José Marcelo Ramalho Ortigao.

Flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) sdo importantes vetores das
leishmanioses, doengas causadas por protozodrios do género Leishmania,
distribuidos em dois grandes géneros de importancia médica: Phlebotomus no Velho
Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. Apds a ingestao de sangue o bolo alimentar é
envolto por uma matriz quitino-proteica, chamada matriz peritréfica (MP). Em uma
infeccdo por Leishmania, o intestino do vetor tem papel crucial, pois, para se
estabelecer, o protozodrio deve escapar do espaco endoperitréfico e se fixar na
parede do intestino para evitar sua eliminac@o durante a excre¢do. Nesse sentido, a
MP funciona como barreira ao desenvolvimento do parasito, sendo um componente
importante na competéncia vetorial de flebotomineos. Neste trabalho foi estudado o
efeito da alimentacio com células sanguineas reconstituidas com anti-soros
especificos para duas proteinas associadas a MP, a quitinase PpChitl e a peritrofina
PpPer2, na morfologia da MP de f€meas de Phebotomus papatasi. A MP foi avaliada
por microscopia de luz (ML) e microscopia eletronica de transmissao (MET) (24,
42-46, 48 e 72 h apods a alimenta¢do), microscopia de forca atdmica (MFA) (30 h
ap6s a alimentagdo) e microscopia confocal (WGA-FITC) (72 horas apds a
alimentacdo). Nesta mesma espécie, também foi estudado a inibi¢do da expressao de
PpChitl pela técnica de RNA de interferéncia (RNAi) apds a injecao de dsPpChitl
(24, 48, 72 e 96 h apdés a alimentagdo sanguinea). Adicionalmente, o
desenvolvimento pds embriondrio do intestino médio foi investigado nas seguintes
fases/estdgios: larvas de 4° instar com trés dias (LL.4-3) e com cinco dias (L4-5) apds a
ecdise, pré-pupa, pupa 24 horas e 72 horas apds inicio da metamorfose e adulto
recém-emergido, nos flebotomineos Lutzomyia longipalpis e P. papatasi. Amostras
de intestinos médios dissecados de cada fase foram avaliados por microscopias de
luz (ML), eletronica de transmissdo (MET) e fluorescéncia. Verificamos que a
alimentacdo de fémeas de P. papatasi com antisoros especificos para PpChitl e
PpPerl, levou a um aumento na espessura da MP 72 h ap6s a alimentagdo, bem

como um aumento na amplitude da rugosidade na superficie da MP 30 h apds a
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alimentacdo. A detec¢do de quitina com WGA-FITC, identificou que 72 h apds a
alimentacdo com anti-PpChitl, o conteido de quitina associada a MP no intestino
médio do inseto era maior que nos insetos alimentados com soro naive. A
alimentag@o com antisoros especificos contra as proteinas associadas a MP (PpChitl
e PpPer2) afetam a cinética de maturagdo e degradacdao da MP, evidenciando o papel
dessas proteinas na estruturacao da MP de P. papatasi. A injecao de dsPpChitl levou
a uma reducdo nos niveis de transcritos em todos os horarios analisados, sendo esses
resultados o primeiro passo para contribuir futuramente para o entendimento do
papel de PpChitl na MP P. papatasi. As mudancas morfolégicas no intestino médio
das duas espécies tiveram inicio no quarto instar larval, no entanto, em P. papatasi o
processo degenerativo das células epiteliais iniciou um pouco antes em [4-3
enquanto que em L. longipalpis em L4-5. Durante a metamorfose, células regerativas
foram vistas na base do epitélio, nas duas espécies. Além disso, as marcacdes
positivas para a histona fosforilada H3, em ambas, sugerem que as células
regenerativas se dividem durante o processo de remodelamento do intestino médio
em flebotomineos. A histdlise do epitélio intestinal larval se d4 possivelmente por
autofagia, pela presenca de numerosos vacuolos autofigicos, bem como por
marcacOes positivas para a proteina LC3, entretanto, a detec¢do de caspase-3 sugere
que a apoptose possa acontecer durante o processo de troca do epitélio larval pelo do
adulto. Finalmente, o estudo do remodelamento do intestino médio em P. papatasi e
L. longipalpis mostrou de forma inédita que o processo € conservado nas duas
espécies, se diferenciando apenas no tempo do inicio do processo degenerativo entre
as duas espécies. Os conhecimentos relacionados as proteinas da MP, bem como ao
desenvolvimento pds-embriondrio do intestino médio em flebotomineos, o qual tem
papel fundamental na transmissdo de Leishmania, sdo importantes para uma melhor

compreensdo do inseto vetor.
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ABSTRACT

MALTA, Juliana, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2016. Effects of
specific antisera targeting PM associated proteins, knockdown of chitinase 1
and midgut morphology during metamorphosis in sandflies. Adviser: Gustavo
Ferreira Martins. Co-adviser: José Marcelo Ramalho Ortigao.

Sand flies (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) are vectors of Leishmaniasis, a
disease caused by parasitic protozoa of the genus Leishmania. They are distributed in
two large medical importance genus: Phlebotomus from the Old World, and
Lutzomyia from the New World. Leishmania suprapilarian life cycle in the vector
midgut begins when insect females intake infected blood with amastigotes forms
from the vertebrate host. After the blood meal, the food bolus is surrounded by a
chitin-protein layer, called peritrophic matrix (PM). Sand fly midgut plays a crucial
role during a Leishmania infection. In order to survive and develop, Leishmania
parasites must escape from endoperitrophic space and attach themselves in the
intestinal epithelium, preventing excretion with the fecal pellets. The PM can act as a
barrier to parasite development, working as a relevant component in the vector
competence. This study investigated the effects of reconstituted blood cells feeding
with specific antisera targeting two PM associated proteins, chitinase PpChitl and
peritrophin PpPer2 in the PM formation. The PM was studied under light (LM) and
transmission electron (TEM) microscopies (24, 42-46 , 48 and 72 h after blood
meal), under atomic force microscopy (AFM) (30 h after blood meal) and under
confocal microscopy (WGA-FITC) (72 hours after blood meal) in Phlebotomus
papatasi. PpChitl knockdown was performed in P. papatasi by means RNA
interference technique (RNA1) after dsPpChitl injection (24, 48, 72 and 96 h after
blood meal). Additionally, the post-embryonic development of the midgut was
investigated in the following life-stages: 4th instar larvae three days (LL.4-3) and five
days (L4-5) after molting, pré-pupae, pupae 24 hours and 72 hours, and newly
emerged adult in Lutzomyia longipalpis and P. papatasi. Midgut samples from each
stage were dissected and assessed by LM, TEM and immunofluorescence. P.
papatasi females feeding with anti-PpChitl and anti-PpPer1 had the PM thickness
increased at 72 h after blood meal, as well as a PM roughnes’s amplitude increase at
30 hr after feeding. WGA-FITC staining indicates that PM chitin content on insect

midgut was higher in treated individuals than those treated with naive serum. The
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feeding of P. papatasi females with red blood cells reconstituted with antisera
targeting PM associated proteins (PpChitl and PpPer2) affected the PM maturation
and degradation, indicating the role of these proteins on PM structure. Injection of
dsPpChitl led to significant decrease in corresponding mRNA levels. These results
are the first step on contribution to understand PpChitl role in P. papatasi PM. The
midgut metamorphosis in of the two species begins in the 4th instar, however, in P.
papatasi, epithelial cells degeneration started shortly, in L4-3, while in L. longipalpis
it began in L4-5. Larval gut epithelium degeneration was intensified in pré-pupa in
both species by the presence of numerous autophagic vacuoles. During
metamorphosis, midgut remodeling occurs by differentiation of stem or regenerative
cells to replace larval digestive cells. Regenerative cells were seen at the epithelium
basal region in both species. Furthermore, the detection of phosphohistone H3-
positive cells suggested that the stem cells can divide during the remodeling process
of the midgut. Stem cells in proliferation and differentiation were seen forming the
new digestive epithelium in the pupae. Larval midgut replacement possibly occurs by
autophagy by the presence of numerous autophagic vacuoles, as well as by the
detection of LC3-positive cells. Additionally, cells positive for caspase-3 suggested
that the apoptosis may occur during the elimination of larval epithelium. Finally, the
study of midgut remodeling in P. papatasi and L. longipalpis was showed for the
first time, and this process is conserved in these species, differing only in the time of
th beginning of the degenerative processof the midgut epithelium. The study of MP
formation as well as the post-embryonic development of the midgut of sandflies

represent important steps for a better vector biology understanding.
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1 — Introducao e revisao bibliografica

1.1- Flebotomineos

Flebotomineos sdo insetos dipteros da subordem Nematocera pertencentes a
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, sdo considerados vetores naturais
de alguns agentes etiologicos de doencas humanas e animais, causadas por
protozodrios do género Leishmania (revisado por Killick-Kendrick, 1990). Possuem
também capacidade vetorial para bactéria Bartonella bacilliformis e agentes de
algumas arboviroses também de importancia médica (Shaw et al, 2003; Sherlock,
2003). O protozodrio Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) é o agente
etiolégico causador das leishmanioses. As leishmanioses sdo doengas tropicais
negligenciadas transmitidas pela picada de fémeas de flebotomineos infectadas por
protozodrios do género Leishmania e constituem uma doenca com complexo e
variado espectro clinico e epidemioldgico, desde lesdes cutaneas, até sua forma
visceral potencialmente fatal. Presente em mais de 98 paises, as leishmanioses re-
emergem como um grave problema de saide publica, atingindo principalmente
pessoas de baixa renda. Cerca de 350 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de
infeccdo e estima-se que a cada ano, a incidéncia de novos casos das diferentes
formas clinicas seja de 1,5 a 2 milhdes. Entretanto, esse nimero pode estar
subestimado, uma vez que as leishmanioses ndo sdo notificadas em todos os paises
nos quais elas ocorrem (Desjeux, 2004; WHO, 2015).

De aproximadamente 800 espécies conhecidas de flebotomineos em todo
mundo, cerca de 90 tem sido implicadas na transmissao de Leishmanioses (Aguiar e
Medeiros, 2003; WHO, 2015). Devido a importancia médica e veterinaria que
apresentam, os flebotomineos sdo distribuidos em dois grandes géneros, onde a
transmissdo da leishmaniose no Novo Mundo (América Central e do Sul) esta
associada a espécies do género Lutzomyia e, no Velho Mundo, a espécies do género
Phlebotomus (Young e Duran, 1994). A maioria das espécies de flebotomineos tem
ampla distribuicdo geografica, sendo mais abundantes principalmente nas zonas
temperadas ao nivel do mar (Rangel e Lainson, 2003), no entanto podem também ser
encontrados em elevadas altitudes como na cordilheira dos Andes (Aragdo e Lima,
1987).

Flebotomineos, assim como os demais dipteros, sdo insetos holometdbolos,

passam pelas fases de ovo, quatro estddios larvais, pupa e adulto (Killick-Kendrick,



1999). As formas imaturas tém habitat terrestre, desenvolvendo-se em locais ricos
em matéria organica em decomposi¢do, especialmente de natureza vegetal. Os
adultos sdo alados, apresentam cor amarelados ou castanhos, sdo insetos de pequeno
porte com aproximadamente dois a trés mm de comprimento (Rangel e Lainson,
2003). Na natureza os criadouros de flebotomineos sdo de dificil localizagdo, as
larvas sdo terrestres e alimentam-se de matéria organica do solo. J4 as pupas fixam-
se ao substrato e ndo se alimentam, sofrem metamorfose e atingem a fase adulta. Os
flebotomineos adultos, tanto machos como fémeas, vivem em abrigos imidos como
fendas de arvores, tocas de animais e fendas de pedras. Utilizam a seiva de plantas e
secre¢Oes acucaradas de afideos na alimenta¢do como fonte de energia para as suas
atividades de voo, acasalamento e postura (Brazil e Brazil, 2003). Esses insetos
possuem caracteristicas peculiares que facilitam seu reconhecimento: corpo
densamente coberto por pelos, quando pousam mantém suas asas semiabertas acima
do abdome e seu voo € curto, baixo e saltitante (Killick-Kendrick, 1999, Rangel e
Lainson, 2003).

O ciclo de vida de flebotomineos € mostrado esquematicamente na figura 1,
diferentemente de outros dipteros hematéfagos, o desenvolvimento das formas
imaturas ndo ocorre na agua, os ovos, larvas e pupas de flebotomineos se
desenvolvem em locais umidos e ricos em matéria organica (Killick-Kendrick,
1999). A duracdo precisa de cada fase do desenvolvimento ¢é dificil de ser
estabelecida, pois pode ser afetada pela temperatura ambiente, em baixas
temperaturas a duragdo de cada fase pode se estender, enquanto em altas
temperaturas a duragdo pode ser mais curta (Macedo-Silva et al, 2014). Sob
condi¢des experimentais, os ovos de L. longipalpis eclodem comumente apds seis a
nove dias a partir da oviposi¢ao. Os quatro estagios larvais tem duragdo de cerca de
14 a 19 dias e ap6s o quarto estadio larval, os insetos entram na fase de pupa por oito
a nove dias até os adultos emergirem. O periodo do desenvolvimento desta espécie é
de 35 dias, sendo que uma média de 25 a 42 dias € considerada (Rangel et al, 1986).

Somente as fémeas dos flebotomineos necessitam da alimentagao sanguinea,
e portanto, sdo responsaveis pela transmissdo de patégenos. No entanto, para servir
como vetoras, as fémeas devem viver tempo suficiente para conseguirem realizar um
segundo repasto sanguineo e assim serem capazes de transmitir o patégeno a um
novo hospedeiro (Sherlock, 2003). O sangue ingerido pelas fémeas é uma importante

fonte de proteinas, necessdria para a maturacdao do foliculo ovariano e producgdo de
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ovos (Soares e Turco, 2003; Munstermann, 2004). Componentes do sangue também
sdo importantes para os patégenos no interior dos insetos. Os carboidratos do sangue,
por exemplo, além de servirem como fonte de energia, podem interferir no
desenvolvimento e na infecciosidade de Leishmania que dependem desta dieta para
sustentar o seu crescimento no tubo digestivo dos flebotomineos (Jacobson e Schlein,

2001).
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Figura 1 - Desenho esquematico do ciclo bioldgico de flebotomineos. Mostrando o
estdgio inicial de ovo, os quatro estagios larvais de L1 a L4, pupa e adulto. Fonte:
http://pcwww.liv.ac.uk/leishmania/life cycle habitats.htm.

Os flebotomineos, em sua maioria, tem o hédbito de realizarem a hematofagia
durante o crespusculo ou a noite. No processo de telmofagia, o inseto dilacera
pequenos vasos presentes na derme do hospedeiro produzindo micro-hemorragias.
Durante a hematofagia o inseto libera saliva que apresenta diferentes substancias, tais
como anticoagulantes, antiagregantes plaquetarios, imunossupressores €
vasodilatadores, que além de facilitarem a obten¢do de sangue, reduzem o

mecanismo de defesa do vertebrado (Ribeiro et al, 1995, Kamhawi, 2000).

1.2 - Interacio vetor-parasito

Os parasitos do género Leishmania apresentam um ciclo de vida digenético,
alternando entre o mamifero vertebrado e o flebotomineo vetor. No vertebrado, a
forma amastigota intracelular, reside e se multiplica dentro de fagolisossomas de

células do sistema mononuclear fagocitdrio do vertebrado. No flebotomineo, a forma
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promastigota flagelada, coloniza o trato intestinal do inseto (Sacks e Kamhawi, 2001;
Dedet, 2002).

A colonizag¢do do intestino de flebotomineos por Leishmania spp pode variar
conforme o género do parasito, e a distribuicdo diferencial forma “micro-habitats”,
de acordo com as partes colonizadas no intestino médio. Esta observacao levou
Lainson e Shaw (1987) a classificar os parasitos em trés categorias: suprapildria,
peripilaria e hipopilaria. As espécies de Leishmania que colonizam e desenvolvem-se
na porcao do trato digestivo anterior ao piloro, sdo ditas suprapildrias e pertencem ao
subgénero Leishmania. Os parasitos com habitos peripildricos estabelecem uma
infec¢do inicial na regido posterior do trato digestivo, na regido pilérica e na por¢ao
abdominal do intestino médio, e pertencem ao subgénero Viannia, seus
representantes sao restritos a0 Novo Mundo. Parasitos com desenvolvimento do tipo
hipopildrico, sdo restritos ao intestino posterior, e ocorrem em espécies de
Leishmania que infectam répteis e sdo do subgénero Sauroleishmania (Croan e Ellis,
1997; Momen e Cupolillo, 2000). A maioria das espécies de Leishmania que causam
doencas em humanos é de comportamento suprapildrico (Rangel e Lainson, 2003).

O estabelecimento de uma infec¢do por Leishmania suprapildrica ocorre no
limem do intestino médio do flebotomineo apds a ingestdo de sangue, contendo
formas amastigotas dentro de macréfagos (Handman e Bullen, 2002). Em seguida, se
inicia o ciclo de vida do parasito no vetor, que envolve diferentes formas de
desenvolvimento (Oliveira et al, 2009). Essas formas representam adaptacdes as
mudancas sofridas pelos parasitos dentro do flebotomineo, como aumento de pH e
diminui¢do da temperatura (revisado por Bates e Rogers, 2004 e Kamhawi, 2006). O
sucesso do desenvolvimento de Leishmania em flebotomineos resulta na geracio e
transmissdo de formas promastigotas metaciclicas aos hospedeiros vertebrados
(Saraiva et al, 1995).

As formas amastigotas ingeridas pelo vetor alcancam o intestino médio e
diferenciam-se em promastigotas entre seis e 12 horas apds o repasto, nesse
momento inicia-se a formacdo de uma matriz peritréfica (MP) que envolve o bolo
alimentar. Essa matriz consiste em uma mistura de quitina e proteinas secretadas pelo
epitélio do intestino do vetor (revisado por Sacks e Kamhawi, 2001; Secundino et al,
2005). Cerca de 18 a 24 horas depois, inicia-se uma intensa multiplica¢do das formas
promastigotas, que sdo encontradas formando estruturas chamadas de rosetas com

seus flagelos voltados para o centro. Algumas horas depois, 0s parasitos comecam a
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replicagdo e se diferenciam em formas alongadas e mdveis chamadas nectomonas
(revisado por Sacks e Kamhawi, 2001). Em um segundo estdgio do desenvolvimento,
entre 60 a 72 horas, um grande numero de nectomonas, localizam-se no espaco
ectoperitrofico. Nesse estdgio ocorre a degradacdo da MP na parte anterior do
intestino pela acdo de quitinases secretadas pelo parasito (Shakarian e Dwyer, 2000)
e, por quitinases enddgenas dos flebotomineos (Ramalho-Ortigdo et al, 2005). As
leishmanias nectomonas ancoram-se as microvilosidades do epitélio intestinal e
dessa forma, evitam sua expulsdo durante a defecacdo. Essa etapa € a que determina,
de fato, o sucesso da infeccao (revisado por Bates, 2008).

A competéncia vetorial de uma espécie de flebotomineo € determinada pela
capacidade da Leishmania em sobreviver, se multiplicar e diferenciar no trato
digestivo do inseto, de modo que seja transmitida aos vertebrados. A capacidade de
se fixar ao epitélio intestinal € uma importante propriedade das formas promastigotas
nectomonas, pois a adesdo dos parasitos permite a sua permanéncia no intestino
durante o peristaltismo e evita sua expulsdo durante a defecacdo (revisado por Sacks
e Kamhawi, 2001). O principal responsdvel por essa adesdo é o glicoconjugado
lipofosfoglicano (LPG) (Pimenta et al, 1992; Kamhawi et al, 2004). O LPG € uma
molécula ancorada a glicosilfosfatidilinositol (GPI), cobrindo toda superficie das
promastigotas, incluindo flagelo, organizado como um glicocdlice densamente
filamentoso (Sacks et al, 2000).

O LPG foi primeiramente descrito em 1984 (Handmam et al, 1984).
Posteriormente, seu papel na adesdo de formas promastigotas ao epitélio do intestino
de flebotomineos, foi melhor caracterizado através da utilizacdo de técnicas de
interacdo in vitro. Foi demonstrado a fixacdo de L. major ao epitélio intestinal de P.
papatasi e sua posterior liberacdo é dependente do estdgio do desenvolvimento do
parasito e é controlada pela modificacdo nas cadeias de agucar terminais do LPG
(Pimenta et al, 1992). Desde entido, essa molécula tem sido considerada um
importante fator de viruléncia entre diferentes espécies de Leishmania (Turco et al,
2001).

Os flebotomineos foram classificados de acordo com a susceptibilidade em
desenvolver (experimentalmente) uma ou mais espécies de leishmanias: (1) vetores
permissivos (ou nao-especificos), sao aqueles podem suportar o desenvolvimento de
diferentes espécies de Leishmania, como por exemplo o vetor L. longipalpis, que

transmite Leishmania infantum chagasi e Leishmania mexicana; por outro lado, (2)
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vetores restritivos (ou especificos), sdo aqueles que permitem o desenvolvimento
somente da espécie de Leishmania que eles comumente carregam na natureza, por
exemplo Phlebotomus papatasi, que transmite Leishmania major, € Phlebotomus
sergenti que transmite Leishmania tropica (Pimenta et al, 1994; Kamhawi et al,
2000). O mecanismo utilizado por vetores especificos envolve um receptor no
intestino médio do flebotomineo que se liga a molécula de lipofosfoglicano no
parasita (LPG). Apds a descoberta de que Leishmania interage com o vetor através
da cobertura celular contendo LPG (Pimenta et al, 1992), faltava explicar como essas
molélulas eram reconhecidas pelo vetor. A fixagao do parasito ao intestino médio no
vetor é mediada pela interacdo do LPG com a molécula receptora de LPG do tipo
galectina (PpGalec) presente no epitélio intestinal de flebotomineos, como por
exemplo, na fixacdo de L. major no intestino de P. papatasi. O gene que codifica
para PpGalec ocorre em repeticdes em tandem e € expresso exclusivamente no
intestino médio de P. papatasi (Kamhawi et al, 2004).

No caso de vetores ndo especificos, eles também utilizam uma molécula com
atividade semelhante a lectina para permitir a ligacdo dos parasitos. No entanto, essa
relacdo ndo depende de LPG, e a interacdo nesse caso estd relacionada com a
presenca de glicoproteinas com um terminal N-acetil-galactosamina (GalNAc) na
superficie da Leishmania (Myskova et al, 2007).

A fase final do desenvolvimento resulta na colonizacdo da porcdo entre o
intestino anterior € o intestino médio toracico, a valvula estomodeal. As formas
nectomonas diferenciam-se em formas curtas e largas chamadas haptomonas e tém
capacidade de se dividir e aderir a cuticula da védlvula estomodeal via
hemidesmossomos flagelares, enquanto sio embebidas em um material gelatinoso,
que restringe sua mobilidade, chamado PSG (promastigote secretory gel) (Stierhof et
al, 1999, Rogers et al, 2002). Essa etapa do desenvolvimento € acompanhada pelo
desenvolvimento de promastigotas metaciclicas (infecciosa), que possuem corpo
celular pequeno, flagelo longo, ndo se dividem, sdo altamente ativas e livres no
processo chamado metaciclogénese. As formas metaciclicas movem-se para a por¢ao
anterior do tubo digestivo, chegando ao esofago, faringe e probdscide. Nesse
momento, o flebotomineo estd pronto para realizar outro repasto sanguineo e assim
transmitir a forma infecciosa do parasito em um vertebrado (revisado por: Sacks e

Kamhawi, 2001; e Bates, 2008).



O PSG ¢ constituido em grande parte por proteofosfoglicanos. Tem sido
proposto que o PSG pode aumentar a eficiéncia da transmissdo de Leishmania por
obstruir o limem do intestino anterior e da vélvula estomodeal, forcando a
regurgitacdo das promastigotas metaciclicas no momento do repasto (Stierhof et al,
1999; Rogers, 2002; Bates, 2008). A obstrucdo do limen do sistema digestivo
causada pelo PSG altera o comportamento do flebotomineo, aumentando o nimero
de tentativas de picada, e com isso, o tempo de repasto (Rogers et al, 2002; Rogers e
Bates, 2007), o que pode favorecer a deposicdo de mais parasitos, PSG e saliva antes
que o flebotomineo possa realizar o repasto com sucesso (Rogers et al, 2004). O PSG
regurgitado com L. mexicana por L. longipalpis, pode exacerbar a leishmaniose
cutanea, por recrutar macréfagos ao local da infeccdo e aumentar a expressdo de
arginase, intensificando a sintese de moléculas requeridas para o crescimento do
parasito internalizado, resultando em um aumento da sobrevivéncia e multiplicagdo
do parasito durante o inicio da infec¢do (Rogers et al, 2009).

Embora a exata interacdo que leva a capacidade vetorial em flebotomineos,
ainda necessite ser completamente esclarecida (revisado em Ramalho-Ortigdo et al,
2010), essa especificidade, pode ser explicada por diferencas no mecanismo de
adesdo de leishmanias ao intestino do flebotomineo, controlado por polimorfismo da
molécula de LPG entre as espécies (Pimenta et al, 1994, Myskova et al, 2007). Dessa
forma, cada uma das quase 30 espécies de leishmania de importancia médica
(revisado em Kato et al, 2010), é, usualmente, transmitida somente por poucas

espécies de flebotomineos (Killick-Kendrick, 1999; Sacks et al, 2008).

1.3 - O intestino médio dos insetos

A organizacdo do trato digestivo dos insetos, usualmente mostra-se constante,
formado por uma monocamada de tecido epitelial apoiada em uma lamina basal,
formando um tubo que se estende da boca ao anus (Chapmam, 2013), sustentado na
cavidade corporal por uma musculatura composta de musculos longitudinais e
circulares (Park et al, 2000). Em geral, o trato digestivo € dividido em trés regides
principais, que diferem quanto a sua origem embriondria: intestino anterior (ou
estomodeu), de origem ectodérmica, intestino médio (ou mesenterio) de origem

mesodérmica e intestino posterior, também de origem ectodérmica (Snodgrass, 1935;



Chapmam, 2013). Por serem de origem ectodérmica, as células dos intestinos
anterior e posterior secretam cuticula que € continua aquela encontrada do lado de
fora do corpo (Chapmam, 2013).

O intestino médio € o principal sitio de digestdo e absorcdo de nutrientes nos
insetos. As células epiteliais deste 6rgdo possuem a porcdo apical voltada para o
limen e a porcao basal é apoiada na lamina basal (Lehane e Billingsley, 1996). Ha
trés tipos principais de células epiteliais no intestino médio: enterdcitos ou células
digestivas/absortivas, células enddcrinas e células regenerativas (células-tronco),
com predominancias das primeiras. As células digestivas possuem microvilosidades
e estdo envolvidas com a absor¢do e secrecdo de dgua, produgdo e secrecdo de
enzimas digestivas e absor¢do de nutrientes (Cruz-Landim et al, 1996; Neves et al,
2003; Chapmam, 2013).

Outro tipo celular do intestino médio dos insetos sdo as células enddcrinas ou
enteroenddcrinas, envolvidas na secrecdo de hormoénios que regulam os processos
digestivos. Elas sdo relativamente pequenas e possuem formas variadas como
piramidal, oval ou fusiforme (Terra e Ferreira, 1994; Chapman, 2013). As células
regenerativas sdo consideradas células indiferenciadas, distribuidas de forma isolada
ou em ninhos por entre a base das células digestivas sdo capazes de substituir as
células digestivas mortas, sendo responsdveis pela manutencdo da integridade do
epitélio do intestino médio (Bilingsley e Lehane, 1996; Neves et al, 2003; Martins et
al, 2006; Fernandes et al, 2014).

De modo geral, o epitélio intestinal de fémeas de flebotomineos € constituido
por uma camada de células digestivas que sdo colunares, chamadas
predominantemente de células principais (Rudin e Hecker, 1982). Estas células estdao
apoiadas em uma lamina basal e na por¢do apical apresentam microvilosidades bem
desenvolvidas e dispostas paralelamente (Gemetchu, 1974; Rudin e Hecker, 1982;
Andrade-Coélho et al, 2001). As células digestivas atuam na absor¢@o de nutrientes e
liberacdo de dgua para o limen intestinal, sintese e secre¢do de enzimas digestivas
(Terra e Ferreira, 1994). Além das células digestivas, dois tipos de células enddcrinas
existem em L. longipalpis, e estdo dispersas na monocamada do epitélio do intestino
médio posterior. O primeiro tipo consiste em um formato triangular e foi chamado de
células “fechadas”, os granulos secretados por este tipo celular parecem ser enviados

para a hemolinfa via membrana celular. O segundo tipo foi chamado de células



“abertas”, as quais parecem se abrir para o limen secretando seus produtos através
das microvilosidades (Leite e Evangelista, 2001).

O tubo digestivo em flebotomineos € importante ndo apenas na fisiologia
digestiva do inseto, mas também no aspecto vetorial da transmissio de Leishmania e
outros patdégenos, como bactérias do género Bartonella e arbovirus. De maneira
geral, o intestino médio de flebotomineos se subdivide em duas regides distintas: o
intestino médio tordcico € o médio abdominal. O intestino médio tordcico é uma
por¢cdo estreita, para onde os acucares ingeridos, que estavam armazenados no
diverticulo, sdo pouco a pouco enviados, para entdo serem digeridos e absorvidos
(Tang e Ward, 1998). Na porc¢do inicial do intestino médio tordcico, ligando o
intestino anterior ao intestino médio do inseto hda uma valvula, chamada de valvula
estomodeal (Davis, 1967). O intestino médio abdominal consiste de uma por¢ao mais
dilatada onde o sangue é armazenado e digerido (Andrade-Coelho et al, 2001) (ver

figura 2).
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Figura 2 — Desenho esquematico do tubo digestivo dissecado de P. papatasi. IMT:
Intestino médio tordcico. IMA Intestino médio abdominal. Adaptado de Jobling,
1997.

Apbs a ingestdo de sangue, a atividade proteolitica do intestino dos
flebotomineos aumenta, com a sintese e secrecdo de enzimas digestivas no limem do
intestino médio, incluindo tripsinas, quimotripsinas, aminopeptidases e alfa-
gligosidases (revisado em Sacks e Kamhawi 2001). No processamento enzimatico do
alimento em insetos hematofagos, as serino-proteases como as tripsinas e
quimotripsinas, sdo as principais proteases envolvidas na digestdo, visto que o
sangue € constituido principalmente de proteinas (Muller et al, 1993). Tais enzimas
agem na fase inicial da digestdo, com a quebra de polimeros em oligdmeros,

reduzindo assim, o peso molecular dos compostos (Terra e Ferreira, 1994).

1.4 - Renovacao do epitélio do intestino médio durante o desenvolvimento pos-
embrionario de insetos

Em insetos holometabolos, o trato gastrointestinal sofre mudancas drésticas
durante a metamorfose, o que inclui o remodelamento do intestino médio. O
remodelamento € importante para a adaptacdo do inseto as mudangas que geralmente
ocorrem nos hdbitos alimentares, os quais diferem entre larva e adulto

(Wigglesworth, 1972). O processo de renovacdo do intestino médio ocorre pela
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histélise de células do epitélio larval seguido da proliferacao e diferenciacdo de

células regenerativas (revisado em Hakim et al, 2010).

A troca do epitélio do intestino médio em holometdbolos inicia-se na
transicdo larva-pupa e € um evento dependente de hormonio (Lee et al, 2002). As
transformacdes sdo induzidas por um aumento nos niveis de ecdisona, na auséncia do
hormoénio juvenil, no final do dltimo instar larval (Riddiford, 1993). O hormonio
ecdicona € considerado um hormonio chave na indu¢do da morte celular programada
para remocdo de células digestivas larvais, além da proliferacdo e diferenciacio de

células regenerativas durante a metamorfose em insetos (Lee et al, 2002; Nishiura,

2002; Wu et al, 20006).

O processo de remodelamento do intestino médio tem sido estudado em
holometédbolos, principalmente em Drosophila melanogaster, e em algumas espécies
de mosquitos (Nishiura e Smouse, 2000; Lee et al, 2002; Nishiura et al, 2002; Wu et
al, 2006; Parthasarathy et al, 2007; Ray et al, 2009; Fernandes et al, 2014). Em A.
aegypti o remodelamento do intestino médio inicia-se no ultimo estdgio larval,
observado pela morte celular programada de células epiteliais e pelo aumento no
numero de céulas regenerativas logo apds a ultima ecdise larval (Nishiura, 2003). O
aumento do numero de células regenerativas se dd pela ocorréncia de divisoes
celulares no intestino médio de A. Aegypti a partir do quarto estdgio larval. As
divisdes celulares ocorreram em regides especificas durante o desenvolvimento do
orgdo, iniciando na regido anterior em L4 e terminando na regido posterior do

intestino médio no estagio de pupa e adulto recém emergido (Fernandes et al, 2014).

Dois processos estdo envolvidos na degeneracdo e morte de células
epiteliais intestinais durante o remodelamento do intestino médio, em insetos
holometébolos. O primeiro processo € a apoptose, um processo que leva a morte pela
condensacdo da cromatina e fragmentacao nuclear, e ocorre pela ativagdo de enzimas
caspases (revisado por Hakin et al, 2010). Caspases sdo o principal componente da
maquinaria de morte celular por apoptose e estdo envolvidas na eliminagcdo de
tecidos durante a transi¢do larva-pupa pela inducdo de eventos proteoliticos que

levam a fragmentacdo do DNA e consequentemente morte da célula (Remillard e

Yuan, 2004).
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Outro tipo de morte celular € a autofagia, processo no qual ocorre acimulo de
vesiculas de dupla membrana que englobam componentes citoplasméticos
(autofagossomos), fusionam-se com lisossomos (autolisossomos) que digerem o
conteido luminal (revisado em Malagoli et al, 2010). Um conjunto conservado de
genes estdo diretamente envolvidos no processo, sdo chamados de genes Afg
(“autophagy-related”) (Klionsky et al, 2003). Autofagia é um processo normalmente
utilizado por células como um mecanismo de reciclagem de componentes, e
sobrevivéncia da célula sob condi¢Oes de estresse, tais como privacdo de nutrientes
(revisado por Denton et al, 2012). O processo de morte celular envolvendo autofagia
tem sido comumente associado com a renovacdo do intestino médio durante o
desenvolvimento em insetos holometabolos (Nishiura e Smouse, 2000; Lee e
Baehrecke, 2001; Denton et al, 2009; Fernandes et al, 2014).

Durante a histdlise no intestino médio de D. melanogaster caspases sio
ativadas, porém, a inibi¢do da atividade de caspases via knockdown do gene efetor de
caspases decay, ndo suprimiu a morte celular programada. Entretanto, quando os
genes Argl e Atgl8 foram silenciados, ocorreu um atraso significante no processo de
morte e eliminacdo das células intestinais larvais. Parece existir uma interacao entre
o mecanismo de morte celular autofdgica e apoptdtica no intestino médio deste inseto
(Denton et al, 2009 e 2010). Por outro lado, durante o remodelamento do intestino
médio em A. aegypti genes envolvidos no processo de morte celular dependente de
caspase (apoptose) foram identificados (Wu et al, 2006; Margan et al, 2006;
Parthasarathy e Palli, 2007).

O exato controle molecular que leva as células a sofrer apoptose ou
autofagia ndo € totalmente compreendido no sistema digestivo dos insetos. Em D.
melanogaster a morte de células do intestino médio e de glandulas salivares envolve
componentes da via apoptética, mesmo quando as células exibem caracteristicas de
morte celular autofdgica (Lee et al, 2002). A ocorréncia simultanea de autofagia e
apoptose tem sido implicada na degeneracdo de tecidos em insetos durante a
metamorfose (revisado por Baehrecke, 2005; Neufeld et al, 2008). Entretanto,
permanece como uma questdo aberta, como as células que morrem por autofagia

também apresentam mecanismos apoptoticos (revisado por Denton et al, 2012).
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1.5 - Matriz peritrofica (MP)
1.5.1 - Tipos e papéis da MP

No intestino médio de muitos insetos, incluindo insetos hemat6fagos, o bolo
alimentar € envolvido por uma matriz extracelular e semipermedvel, que consiste de
fibrilas de quitina embebidas em uma matriz de proteinas/glicoproteinas, chamada de
matriz peritréfica (MP). Dois tipos de MPs foram descritos e diferem-se de acordo
com o local de sintese: MP1 (tipo 1) e MP2 (tipo 2) (Figura 2) (Peters, 1992). A MP
tipo I € produzida pelas células epiteliais do intestino médio do adulto. No caso das
espécies hematéfagas, seus componentes sdo secretados em resposta a distensao do
epitélio, ocorrida apds a ingestdo de sangue. Porém, em insetos ndo hematéfagos, ela
¢ geralmente constitutiva (Peters, 1992; Lehane, 1997; Shao et al, 2001). A MP tipo
IT é continuamente produzida nas larvas dos dipteros, independente da ingestdo de
alimento, a partir de um pequeno grupo de células altamente especializadas, na
juncdo do intestino anterior com o médio, uma regido chamada cardia (ver Figura 3).
Estdgios diferentes do ciclo de vida da mesma espécie de inseto podem produzir os
dois tipos diferentes de MP. Por exemplo, em mosquitos, a MP tipo 2 é encontrada
no intestino da larva e MP tipo 1, no adulto apés a ingestao de sangue (Peters, 1992).

A MP1 envolve o alimento ingerido, e delimita o espaco ectoperitréfico, entre
o epitélio e a MP, e o espaco endoperitréfico, em torno do bolo alimentar, separando
o conteddo luminal em dois compartimentos funcionais. A compartimentalizacdo
promovida pela MP1 € fundamental para que ocorra a a¢do das enzimas digestivas
tornando o processamento e absor¢ao do alimento eficientes (Terra e Ferreira, 1994,
Toprak et al, 2010). Além disso sua semipermeabilidade e porosidade, permitem o
transito seletivo de pequenas moléculas, bem como regula o movimento de enzimas

secretadas pelas microvilosidades para o limen (Lehane, 1997).
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Figura 2- Desenho esquemadtico mostrando a sintese de MP1 e MP2. Adaptado de
Devemport & Jacobs-Lorena (2005).

Além do papel na compartimentalizagdo da digestdo, a MP tipol atua como
barreira protegendo o epitélio intestinal contra patdgenos em muitos insetos vetores,
contra a abrasdo por particulas bolo alimentar, além de controlar a difusdo de
enzimas digestivas do limem para o epitélio (Lehane, 1997; Toprak et al, 2010).
Adicionalmente, a MP protege contra agentes nocivos produzidos pela digestao da
hemoglobina (Walters et al, 1995). Em Aedes aegypt, foi mostrado que a MP e/ou
proteinas associadas a MP, sdo capazes de se ligar ao heme, atuando na
desintoxicacdo desse composto (Pascoa et al, 2002). Em A. aegypt, a proteina
associada a MP, AeIMUCI, é capaz de se ligar ao heme (Devenport et al, 20006),
enquanto em P. papatasi, as peritrofinas PpPerl e PpPer2 provavelmente também
sdo capazes de atuar na desintoxicacdo de heme (Coutinho-Abreu et al, 2013).

O papel da MP tipo 1 em insetos hemat6fagos, € de especial interesse, uma
vez que a MP limita a passagem de parasitos para o espaco ectoperitréfico. Em
mosquitos do género Anopheles, a MP previne o escape e o desenvolvimento de
Plasmodium (Billingsley e Rudin, 1992; Shahabuddin et al, 1993). De modo
semelhante, em flebotomineos a MP também € considerada um importante
componente da competéncia vetorial, por funcionar como uma barreira, dificultando
o estabelecimento da leishmania no intestino médio. Parasitos que nao ultrapassam a

MP, ndo conseguem se fixar no epitélio intestinal e sdo eliminados com
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remanescentes do bolo fecal (Pimenta et al, 1997, Sacks e Kamhawi 2001; Coutinho-

Abreu et al, 2010).

1.5.2 - Estrutura e composiciao da MP

Quitina

A MP consiste de uma rede de quitina em uma matriz composta de proteinas,
glicoproteinas e proteoglicanos. A quitina € um polimero linear de N-acetil-
glicosamina (GIcNAc), ligados através de ligacdes B - (1 - 4) perfazendo de trés a
13% da massa total da MP, proporcionando resisténcia e servindo como um
arcabouco para a deposicao dos componentes proteicos da MP. Quitina tipicamente
apresenta-se na forma de microfibrilas que podem variar em didmetro e comprimento
(revisado por Merzendorfer, 2006).

As cadeias de quitina associam-se em trés diferentes conformacdes: como
cadeias arranjadas em orientagdo antiparalela (o-quitina) cadeias paralelas (f-
quitina), ou por alguma combinagdo das duas formas (y-quitina). O arranjo
antiparalelo das cadeias em o-quitina, sdo mais estdveis termodinamicamente, em
razdo de um maior ndmero de pontes de hidrogénio entre os polimeros. Este arranjo
das microfibrilas em a-quitina ¢ mais prevalente em MPs, embora y-quitina também
seja encontrado (Peters, 1992; Lehane, 1997).

A sintese de quitina da MP ocorre via células epiteliais intestinais, e inicia-se
com a produgdo de glicose a partir de trealose pela enzima trealase. No dltimo passo
da via biossintética, a enzima quitina-sintase cataliza a formacdo de quitina pela
transferéncia de N-acetilglicosamina da uridina difosfato N-acetilglicosamina (UDP-
GlcNAc), promovendo o crescimento da cadeia de quitina. Quitina-sintases sao
proteinas integrais de membrana, presentes na membrana plasmatica das células
epiteliais intestinais e em membranas de vesiculas trans-Golgi especializadas,
chamadas quitosomos (Bracker et al, 1974). Acredita-se que o inicio da sintese da
MP tipol, ocorra utilizando a superficie das microvilosidades como molde para a
deposi¢do de sucessivas lamelas concéntricas ao longo do intestino (Peters, 1992;
Hegedus, 2009). O processo de montagem da MP 1, ndo estd bem esclarecido,
embora admita-se que ocorra em sucessivos passos. O primeiro, iniciando com a
secrecdo de fibrilas de quitina pelas microvilosidades das células epiteliais

intestinais, seguido pela maturacdo e formacdo de uma rede por ligagdes cruzadas
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entre peritrofinas e finalmente pela associacdo de proteinas e proteoglicanos
interligando as fibrilas de quitina (Merzendorfer e Zimoch, 2003).

Em flebotomineos a sintese dos componentes da MP inicia-se com cerca de
um dia apds a alimentacdo sanguinea em L. longipalpis (Secundino et al, 2005), P.
argentipes e P. orientalis (Pruzinova et al, 2015). Entretanto, em P. papatasi essa
formacao inicia com cerca de quatro horas apds a alimentagdo sanguinea (Blackburn

et al, 1988; Pruzinova et al, 2015).

Peritrofinas

Proteinas compreendem de 21 a 55% da massa total da MP em insetos. As
proteinas da MP foram inicialmente classificadas de acordo com a facilidade com
que elas podem ser removidas da MP, em quatro classes: (1) classe I, aquelas
fracamente associadas a MP, que podem ser removidas com tampdes fisioldgicos; (2)
classe II, incluem aquelas extraidas com detergentes suaves; (3) classe III, removidas
apenas com o uso de desnaturantes fortes; e (4) classe IV, as proteinas que nado
podem ser removidas e permanecem na estrutura da MP apds os tratamentos para
extracdo de proteinas. O termo peritrofina foi primeiramente descrito para as
proteinas da MP as quais podem ser removidas apenas pela acdo de detergentes
fortes, classe III (revisado em Tellam et al, 1999).

Peritrofinas s@o proteinas que exibem ao menos um dominio de ligacdo a
quitina e possuem também um ou mais dominios de ligacdo a mucina (revisado em
Tellam et al, 1999; Toprak et al, 2010). Uma caracteristica comum de peritrofinas
com dominios de ligacdo a quitina € a ocorréncia de residuos conservados ricos em
cisteina, que presumivelmente sdo responsdveis pela ligacdo a quitina, além de
mediar a interacdo de glicoproteinas com a MP. Desta forma, as peritrofinas estdao
comumente, envolvidas na determinacdo da porosidade, forca e elasticidade da MP,
auxiliando na sua formag@o e manuten¢do da sua estrutura (Shao et al, 2005; Toprak
et al, 2010). Proteinas da MP com dominio de ligagdo a mucina sdo ricas em
aminodcidos serina, treonina, prolina e alanina, em alguns casos esses trés ultimos
aminodcidos representam 51.5% do total de amindcidos da proteina (Wang e
Granados, 1997). Estas proteinas sdo altamente glicosiladas, o que auxilia na
consisténcia gelatinosa da MP, sendo importante para seu papel de proteger o epitélio
da abrasdo por particulas de alimento, além de conferir resistencia as enzimas

hidroliticas (Wang e Granados, 1997; Toprak et al, 2010).
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A expressao de diferentes peritrofinas ja foi verificada no intestino médio de
insetos (Shen e Jacobs-Lorena 1998; Shao et al, 2005). Em P. papatasi a expressao
de trés peritrofinas, PpPerl, PpPer2 e PpPer3, foi constatada no intestino médio das
fémeas dos insetos apds o repasto sanguineo. Duas delas, PpPerl e PpPer2, estdo
envolvidas na cinética e formacdo da MP e PpPer3 pode estar envolvida na protecao

do epitélio intestinal (Ramalho-Ortigdo et al, 2007).

1.5.3 - Degradacao da MP

A degradacio da MP ocorre pela agdo das quitinases e [-N-
acetilglucosaminidases, que atuam despolimerizando as fibrilas de quitina. Essas
enzimas catalizam a hidrdlise das ligagcdes glicosidicas B-(1-4) na molécula. As
quitinases clivam a estrutura do polissacarideo quitina para produzir oligossacarideos
menores, que sdo entdo convertidos em mondmeros pela acdo das P-N-
acetilglucosaminidases (Merzendorfer e Zimoch, 2003). As quitinases e -N-acetil-
D-glucosamidases pertencem a familia 18 e 20 das glicosilhidrolases,
respectivamente. Quitinases de insetos possuem massa molecular de 40 a 90 kDa, e
podem apresentar multidominios, sendo um dominio catalitico, um domilio rico em
serina/treonina que pode estar altamente glicosilado € um ultimo dominio rico em
cisteina (Arakane e Muthukrishnan, 2010).

Genes de quitinases tem sido caracterizados em muitos insetos, incluindo
espécies de lepdoptera, tais como Manduca sexta (Kramer et al, 1993), Bombyx
mori ( Kim et al, 1998), Spodoptera frugiperda (Bolognesi et al, 2005), bem como
em algumas espécies de dipteras: Aedes aegypti (De la Vega et al, 1998), Anopheles
gambiae (Shen e Jacobs-Lorena, 1998), Glossina morsitans (Yan et al,
2002), Lutzomyia longipalpis (LIChitl) (Ramalho-Ortigao e Traub-Cseko 2003) e em
P. papatasi (PpChitl), onde estd envolvida na formagdo e degradacdo da MP
(Ramalho-Ortigao et al, 2005; Sadlova et al, 2009).

O equilibrio entre a sintese e a degradacdo de quitina da MP I € um dos
principais fatores que controlam sua espessura em dipteras (revisado em Shao et al,
2001). A principal enzima que atua na quebra da MP sdo as quitinases. A atividade
quitinolitica no intestino de flebotomineos é induzida apds a ingestdo de sangue e o

pico de producdo é em torno de 48 h apds a alimentacdo. A acdo de quitinases sobre
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a MP 1 influencia a infeccdo por leishmania, uma vez que quitinases em
flebotomineos podem induzir a quebra da MP (Ramalho-Ortigdo et al, 2005). O
envolvimento das quitinases nas mudangas fisicas da MP em P. papatasi foi
mostrado por Pimenta et al, (1997). A MP ndo se formou no intestino médio do
inseto alimentado com sangue contendo uma quitinase exdgena. Por outro lado,
flebotomineos alimentados com sangue contendo o inibidor de quitinase,
alosamidina, a MP foi formada, porém, de forma desorganizada.

A adic¢ao de uma quitinase exdgena foi capaz de diminuir a produgdo de ovos
em L. longipalpis. Os insetos alimentados com sangue contendo quitinases tiveram a
producdo de ovos acelerada quando comparados ao controle. Entretanto, o nimero de
fémeas que morreram sem realizar postura foi maior, além disso, o nimero de ovos
postos foi menor, no grupo alimentado com quitinase. A auséncia de MP acelerou a
aquisi¢do de nutrientes, o que levou a uma precoce producdo de ovos e oviposi¢ao.
Finalmente, a reducio na fecundidade na auséncia de MP pode estar relacionada a
conversao de nutrientes ineficiente ou a perda da funcdo protetora da MP (Aradjo et
al, 2012). Em P. papatasi a alimentacdo com soro anti-PpChitl levou a um atraso de
um dia na oviposi¢ao, além de estender em trés dias a sobrevivéncia das fémeas. Os
autores especulam que esses resultados estdo ligados a mudancas na permeabilidade
da MP, retardando a absor¢do de nutrientes utilizados para o desenvolvimento de
ovos, bem como uma protecdo aos efeitos deletérios do heme durante da digestio
sanguinea (Robles-Murguia et al, 2014).

A agdo da enzima PpChitl em L. major foi verificada pela inibicdo da
expressao da mesma via RNAi em P. papatasi. Os dsSRNA de PpChitl silenciaram a
expressdo dessa proteina, o que levou a uma significativa redu¢do ou a eliminacao
dos parasitos no intestino médio apds uma alimentacido sanguinea, sugerindo que a
reducdo da expressdao de PpChitl altera a conformacdo da MP, o que € capaz de

interferir na transmissao da leishmania em P. papatasi (Coutinho-Abreu et al, 2010).
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3 - Objetivos

Estudar a morfologia da MP apds a alimentacdo de fémeas de P. papatasi
com anti-soro especifico contra a quitinase PpChitl e peritrofina PpPer2.

Analisar a expressdo de transcritos para PpChitl em fémeas alimentadas de
P. papatasi (24, 48, 72 e 96 h apos a alimentacdo) apds a microinjecdo de
dsPpChitl.

Estudar o processo de remodelamento do intestino médio de L. longipalpis e
P. papatasi durante a metamorfose.

Investigar a ocorréncia de mitose, apoptose e autofagia durante a
metamorfose do intestino médio nas duas espécies por imunofluorescéncia
com diferentes anticorpos.
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CAPITULO 1

Artigo publicado na revista Acta Tropica

EFFECTS OF SPECIFIC ANTISERA TARGETING PERITROPHIC
MATRIX-ASSOCIATED PROTEINS IN THE SAND FLY VECTOR
Phlebotomus papatasi.
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crossing the PM, and teémd o the nsdme eptheliom, preverting
exaretion (Bates and Rogers, 2004; amaio-Ortigas, 20101 Hesce,
in5InG Mies, the PM is a0 anportant composent of the vector coem-
petence, {Sacks nd Lamduwy, 2001; Coutinho-Abree = 21, 2030}

&t has been shown that i and flies, the speed @ which the
PM components are secseted (Secundino o6 2L 005 Pnginova
#1 3k, 2015)and the PM lanetics { S3dbovd and Yolf, 2009 Pnginova
ot 2l 2075 can vary accocdag to species. However, it is gener-
ity accepted that 2 batance between synthesis and degradation,
presamably through the Jctions of chitin systhaves aad chitinases,
detenmines PM Ihickness {Shoo of 3l 2007 ¥ has 3iso0 been shown
hae 3 thicker PM, produced by the addition of chitiaase inbibitors to
he bicod medl, can trap of Leshmamiz within the endopeTitropliic
SPacE {Fmerta ot 3L 1997}

We previcusly chamdera et the midgut chitinases LCheT amd
PpChit] from the sind Mies L longipolpts (Ramalle-Octigdo and
Trau-Csekd, J00%) and P. popoins, rexpectivedy, and showed I3t
PpChit] is mvolved in the formation and of the oM
(Ranaio-Ortipio of 3, 20050 Cournbo-Abren of 2L 2050). Rur-
her, out of e perirophins we 2iso identifed i P. papates, two
were shown (o be nvelved in the fomaticn aad the
of the PM in 3nd flies [Ramaihe-Ontigio of 3 2007 Counho-
Abrea et 3 20773 Peritrophins bind tochitin via thesr
chizin biding domains (080, and have a cecod 1oie
he elasticity and permesbility of the PM(Letons, 1997 Shao et i,
2005}

Here, we imestigated Jspects of PM staucture and kinetics in
{he 2ad iy P papatest foflowing feeding onHood [RECS) containing

antisera Lrgeting the proteins FpChit and PpPer2 PM morpholiogy
was asessad by means several micwsoopy tachmiques, inciuding
TEM, confocal, and atomic foove. Ous resuits indicate that feeding
the spacific antisera anti-PpChit] or 3ati-PpPes2 Jad to changes of
the PM strecure and Tinetics, spacifically wih regards to X5 over-
il thckness and degradation kinetics. Our &ala pouvides Rather
sspport to transnission biocking approaches to prevest Leishmes-
oo rrAnssssion by sand fSes by trgeting molecules involved in
the formation and degradation of the sand Dy PM.

2 Materials and methods
21, Miice

BALB/c mice, 8-12 weeks in age, were rased and oustained
undes ConERons 3t the Kamegs Stae University ani-
el facAxy. The e of amal during the siudy was reviewed
and approved ty the Kazeses State University IACUC tmder progocol
Tamber F4484

22 Antteero production

Specilic aaterato PpChic ] and Ppier2 were prodiaces and purs-
fled 25 previously descrbed {Coutinho-Aln e el 25, 2010) Plassmids
encoding each manae proten were puritied and then 2esilied
by Mitration wusing 4 C.2-jum filter (MiSipore). A volume of 16l
(H0pgipl) of the perified plisimid was injectad UbAESReousy
weo the ears of solhwane-anethetsad feaale BALR/C mice 8-32
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[he last DNA imimessization, dbowt 300 mi of Mood was cobected
froam the st srandibular vein from eoch moese. Collected semam
was separated by centrifugation 2t 750rpen for 10 man [Eppen-
dart, USA). The titer of antbody obtined was measured with the
Exy-Ter K2 g Assay ¥ (Pierce, Rnckiord, IL) Soliowing the man-
ufactures’s recomemendations and kepe at - 20 °C unkil use.

23 Pearing and feeding f sosdffles

Friebotomus raeh stran (PPS) were rered o the
of Emomeiogy, Kansas State , imder 12h

by 12h {12022 h) lightidark cycles Jnd at 26-C and 80K WAL
Two groups, one experimental and one comtrol, with roughly 150
females (3-5 days oid) sach were wied. Each experiment was

apace (Te) Prritrophic Matrtx (PG Microls OV ). Nechel of e Spetine

Epetwtas (£5) ftopetiioptic
{7} Ran-5 o (AR Eaxxd 73 O pn (5 2 am 0]

conducted separately. Red blood oefis (RBC) were collectad by cen-

from biood obdained from 3 saive [(mon dnmurezed)
moese and reconstituted with 195l of senuon mive (control) o
wizh 195 jul of specilic antisera, either 208i-PpOhit] or soti-PpPerl.
Sand Sies wete allowed (o feed for 1h wsing chicken skin meimn-
branes placed oo glass feeders Atached {0 2 cirodating water hath
st C

24. Morpbolkgy

24.]. Dtssection

Adult P. females were apeshetooad with COy, washed
briefly @ scapy water and tramfermred ice codd 0.1 M PRS immed:-
ately peior to dissection Dissactions were dose under 3 Zess 2000
sterecscope. Midguts were dissected in 01 M FBS and placed in fix-
atave solution {eher 025X ghulaidetyde, 5% ghutanidetyde o
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For hisiolegacal analysis, Ave malges per lime poant were di-
sected from Nies fed on angi-PpOhs 1 s at 24 5, &5 h aod 72 HFBA,
and transierred o 2 fxative sobation LOE LIM
s iumn carndy kie buffer pH 747 for 2t least 3 h. Culs wess washed
I im FES and detydraged in graded sthamol series for 5 min aach
bath [30- 1L inflirated in Ethanolfhatoresin Leice® [ Leaca, Nos-
slech, Germanmy] {1:1] for 70 min and bisioresin withoot Bandenes
Tor ai beasst 1 h. Samples were embedded in bist oresin amd kardener
solution 3t rooem temperabmee accoeding be fhe manufchorers pro-
incol. S5ces 1 pm-Ehick cirtained ming glass biades and micniome:
were sained with hematooylin and eosin (HEL The dried sdides
WeTE moEnted in Eukidr® mounting medies (Sgma-Aldnch, St
Lomaies;, 1154 amad mnider an ol mEcrosoope Diym-
pus BX 533 cotplbed with am ity ees 0PI degital camera

43 Tromswsein sleciron miorosoogy [TEM

Eght msdiputs =ach fed silherwith anis-PpChil ], anii-Fpfer?, or
naive wera were dasected in PES, transiermed to fixative [25% ghs-
Laeradd elede, 0. 1 Misodinm carndylaie buffer pH 7.48]and keld for 1 h
al room kEmperaiure io the subssqoent Seps. Guls were washed
in coodylie taffer sl poss-Sed for Zh i 05 csmiom istmoe-
ide i 018 sodinm cacodylaie Dfier. fve washes in
PES guiz wese detrpd g e in graded eifancd sevies {30 100T], pe-
inBirraied in LEWhile® aoylic vesin {London Resin Company Lid.,
England] and IO ethanal -0, 101, and embedded in 100T resin
eernighil. The inclusion of Tesin 'was crmied ool 28 50-C in gelitin
rapmules for 4 h DNiratkin sedions [70- 90 nm| were merased
will 3 aqueous wramyl aceixe and 1T lead civaie and analyred
using & Zeiss EM 105 tramsmission Sedmn meETnmoope.

T4 A, Abvevis force wicrosongsy [ AR

Five FMs were dissecied infac, 305 PEM, from lemales ireeted
‘withi angi-FplEl, anki-PpPer? and conirod in 50K ethanol o PRS
1% amel faed in 05T glularaldeiyde. Dasection of P o Dies
Irezged with anis-PpPer? at times lber than 30h PEM proved b
be extremely dificult, 25 the P were highly degaded and oom-
pleiety Rliing spart dxing the dissechion. Fils wers delndnated in
iaded efhanol sevies [30- 1HIE] and dried HMOS. The immer sur-
Bre [oomesponding to He endoperitmphic spece ) wan postoned
under 2 omver slip of 1 on® and eahated in Sems-contac mode in
a seamming probe micresoope moded {Infegrates Probe Ranclzbors-
ftory Moleosiar Devices and Toots mind e Nanolecinnlkegy ] {RT-S0T,
Moy, Bussial

245, Laver comfomi

Tz assess for the presence of B-1-4
NaretylginoEamase ressfues, sand Mies were 5d wilh onis-
PpChil 1, anti-PpPer, aad selve w3 and gois disected at 48 h amd
TIh PRAL Six matgues from exch group were dimect=d and Bxed
in Fammbeend's mohuliom [pacic ackd and Formaldetmde], washed 3x
Ior 33 min £ach in PRE mneining 1X Tween [PEST), inoshated Th
At eam Empeaeire with ATC-on jogabed wheal germ agghasnin
(WECA] [Sigma-Aldrich, #LAEDS, laaed] diketed 121000 indL] M PES
Catywerewashed Toimesin PES ka5 men sach and the oefls” nuclei
were lbelerl wilh TO-PRO-3 [Thenmo Fesher Soentific, Watlam,
WA USA dilofed 125000 in 01 81 PES Tor The FoBowssg 3 inal ==
of three Smin washes o PRE, shies wers mounted wich Mowsol
splution and araieed mnder ool memosope T 510 L5
FRRIREIFY. Fiorescence inlesmity was guantifisd usiag the T
1588 Image Examenes {version 400070

AT

245 Rarstiml analynes

Statisticy] sxoiyses were perfommed nsng Satinc 7.0 sof-
Ware (Copyrighe Smaisolt bec, UISAL For 2 mmeabmenty, mean ad
smandard deviation were caioabied and considered mébam x
5E(F<0.05) Instially, &oi3 destvilnmion was assessed for normalicy
by the Sopirn- Wilks test. However, diae £ ils non-noTmal distri-
teation, dilerenoes befween [TEEMenis Were Jsseceed 1Bing the
nonparamet i Eneska - Wallis st and Will Con-Aa - Whiney.

I Remls
21, Hisniogy

The midget ephelium in P, popetes) i frmed by 3 typical
single layer of columnar cells with central nuckd. These cells are
sapported by 3 besal liming and displzy @ bnsh
bonter om the apical portion [Fig 11 Following the hicod meal
al 24h PHM, the serrei=d PM appeared o be similar betwesn
sand Hees fed om EECy (5 were reoonstitated sither in e ank-
PpChi Lor the control nabve sera, with (s layer s=parating the
binod Balie just above the Epibbeiaam. AL &5 h PRM, the P
appeared complsiely formed &0 all three groups, and with much
thicker and will darier fhan a& 34 h PEM. The dark cob-
D bion preerE [hroeghout Fhe PR iy 1] is Sty doe foheme o
=0 be bosmnd be motifs present in P. popains per-
Emphins [Coubinho-Asrey = 2l 2017} Inierestingly, difisrences
i e A werre nobed 3 73 h PEM betwesn fies (508 Sed on sither
Sperific antisera anti-FpChit] or Mes that fed on the salve serum
The P of the individuals fed on riher aniiserawas still very much
presenved and comsideratily Bicker that inthe conbml s Ted B,
and of 3 delay in the degraratson of ihe PM o the Tpe-
cific anlisera fed Mies. In addiion, traces of biond and biood c=lis
e still wis e v hin b oo holus ofsach flies (Figs. 1 and TLin
stark conirast, the PR of flies Ehat fied nn the nafve sera significantty
degraded (Fig 140

32 TromsmisHon el mirasoy {TE )

The TEMon fimmed the midna el hel om ceB ol F. papoizsi ane
sapported by @ basal Aming, wih the apical partaon coversd with
e micrvilli smanged in pacliel (Fz. 2L The overall Ehick-
ness of the PR at 24 h and 43 b PFEM was similar for fies fed either
with ihe specfic antiera or fisd on the comerol wenam (Fe. 28-0FL
Dsrioesly, 2 72'h PEM, the anfi-PpCha fed fies kad 2 thacker P
and greater mambers of bood ceil compared oo the matve sera-fzd
Mees [Fig & amd P The PR was also svaloied in Sl Bes fed
with the anti-PpPer specdic amiserum at 30k and between 42
and 45h PEML Thérty hoors after fessding, the generd sucuring
oif the epilhcia and e PW were Smilar for both aeti-Fpeer2 fed
and nafve serum Ted: dor the formes, cefls rech in maochondria, ad
coeered waith microwilli on the apical postion: and forihe Latber, the
weB-strucred Pl Howeyer, hetween 42-to-46'h PES, sand Ries:

Peil with amis-PpPer displayed a porous P in mparson oo the
e sera Ted S [y, 00

B3 Afon forer meiroany (AP

Heut we ompared (3= of che P8 dissacied & 30h
PEM from sam] Ses fed on andi-PpChie], anti-Ppferd and nalvse
813 FECOHERirbed RO wsiny AFM in s=mi-comact mode. For Nies
Ted on eilher of the two specific antisera, an isrese of the amps-
e of the PR sintace roughness was chsersed compared o the
P pibtasmed] Trom the naive sem fed Oies Rarthermone, the ™
ihickoress was aiso alkered, with Mies that e om the
anti-PpPerl antsera being twioe 25 hick 2s Mies that fed on naive
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g3 of the reidgut of P. prpesse. Sancd e fod wath R0C recoustrtems with mafvw s (A and 0o with 25 et tated with e
Wmumw—wmwmuna_uusn_mumr Speehetiam [ B3]

(i} Perttrapi rxatyoc (P PV Sucimes (Mack amaws) (C-0) Microedl (Mv] NS of tw dgeviwe oy (7] Migarhondina (7). Food bobex (B} mwen (1} Rar-5
MCdﬂ--iﬂm

Tadle1
PN sterral Soe rocgteees S each ares sudpaad. Mean s yonde e Seviation (xd) @w b thown o cxh o measeee
Treatrwrs Aol
Aexa S0 gt Aexa X Area Mand Acea 10 s’
Camzok-xader vexa 0o (rwexe M5 WG4 10nm jeweam 105 wd DG 175 oom vy DOKE: 2d 260 ) 105 re [ voen 128 od 424
ArtsPpCutl 50w (owean G050 22 0D.A) 000 rues (rvwean ST xd 4047 A0 (e I wd 1105 250 e [ eovam 370 ud MO5A)
Aaki Pprd AZ0am (raess €0 22 £2.4) 5% e (e 0T 5 a2 001 ) 00 txr [rwcan A4 24 108) 0 vwn [roean 0 wd 412

5813, annd the Mies that fed 0n 3nbi-PpChit] dispiaying 3 FMapprox- 24, SITC-conjugatind WOA dndeling of and fly midguts (comoa!

imately 3-fold 25 thick 25 the contsol Mies (Tatle 1and 515, 43 The  migasoapy}

amplituds was measuted usiag the roeghness profile of eack am-

ple, by subtracting the lowest point of the prefie from the highest Finaly, we assessad the overall amoent of chizin presest o

POst. T0 our knowledge ths is the Ains time APM istsadto define the P of sand (ies, 30c0rding, to the d3%erem

the effects of antisera targeting insact PM, or for that matter amy  in this study, by using ATC-WGA. FITC-WGA Binds (0 the N-

proteinaceous structure. eyl gicnamine NAG residues. Analysis of the dnages and the
inteasity of luceescrace sinal indicale (2t by 725 PEM, the P
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Anhi-PpPer?

I Nz et/ AvaTropes | S 20 G151 -1

Fig 4 Adamec Soroe macrmaoapy stowing e pogroiny of the leser Dor of P popesas peritsopie sustrie 20 b PEAL A R and C comegend o the conorol. s U Eaond F saed
Ries wyoe o with Niood costxinog artberan xed-PpOe). n G H and 1aasd fes warr fod wild blood contalniag stiserias iwmmw_m—n-

I0 irxzye. e maidGe cofom svprewen the digital inaye of Lngie topogaptyy ang e right colan

of sand Ses fed with anti-PpChi 1 or ants-Ppfer2 were

moee intensely staimed thom the naive se fod Shes (P<005) (Fgs
5 and £). In this study, the FITC-WEA labeling served 25 3 proxy to
determine PM stability.

4. Discussion

We avestgated the effects of speclic anteera targeting the
PM-assocated protess PpChid | and PpPerZ om the kinetics of PM
foamation and degradation in the sand Ry P. papatst. Whereas
PpChit] is 3 madgut-specific chitinase nvolved in the matura-
tion and degradation of PM (Ramabo-Ortigao et Jl, 200G), the
peritrophins PpPer] and PpPer2 likely are integral (o the PM scaf-
folding in . papatest [Coutinho- Abres of 31, 2013

We show that Seeding sand (Bes with RECS reconzituted with
antsera ageting PpChit T and PpPerZ dead to 2 delay in the degra-
dation of PM & compareson to flies fad on RBCs reconstinged with
nabve sexa. Such dely in the PM 500 was verified
the persistence and increased thickoess of the PM at 72 b PBM coas-
pared tocontrols. A comcomiant delyy in the rxcoretion of the Nood
bohis, 35 shown by presence of Dlood reming in the ot lumen,
also was chserved. Further, the cOmparative IMKTOSCOPY analy-

e = %0 per PV aws

ses of PMs obtained either by feading Mies on S8CS reconstinted
With naive sera of with the aats-PpChit | or anti-PpPer2 sera inds-
catad that the feeding using &2 her speciic antisera ed to structural
clunges of the PM not observed in the natve sera-fed fMies. Such
canges mclude 3 si Iy thicker PAIthat & nRiteained o the
anti-PpChi] fedd Mies by 72 h PBM, 25 cbserved from the TEM, and
With sigrilicantly aitetations to the PM srface, repessentfed by the
roughness detected wich the ARM.

It is genenily aoceptead that the synthesis of the PM rebes ona
talnce between ciittin depositionand chetin { Fanenes e 31 1997
M degradation & achieved by deavage of the B.{1-4) ghycosidic
bonds prasent in the chitin microtitwils (Merzendorfer, 2003), and
Glaheed by midgat chitinases sach 25 PpOie]. & has been shown
that addition of an chitisgne i the bicod med leads to
Lk of PM formation in P papatest midgut {(Pimenta o 34 1097
Araipo, 2012} Conversely, when and fhes were f2d with blood
comtaining the chizinase indvbitor Josmidin the PM formed was
more derese and thickes (Poeres of 3L 19971 Hom the ASM anal-
y5is and i consonance with these data, the thickening of the PM
after Seeding aati-PpOhit ] may be due to the Lok of tnactiral orga-
nezation caused by the imbaiance durig chitin deposiion without
the modulating eSfect expected of the chitingzs PpOa 1.
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The intezaction of CEDs presere in pevitrophins wich the gly-
coproesins that make up 3 args portion of the components of the
PM s aiticl for the safiolding thal mainkains the FM moleo-
Ln sr\x'.mrnnd utsmref a.uc'znoml network (Shao 1 al, 2006

o0 et al } Feeding sand flies with lhe ki
"p&rz serd led 03 md:er tn at the same time mose posows
PM commpared to the PAS in fles fed the control sera. We specuiate
that such structural distuption of the PM was possitdy caused by
e disruption of the peritrophin-giyropeotein interactions, silder
by drect biocking or by alkesteric change of the (EDs Sollowing
bimding of the aotivera largeting the two peTitzophins.

The WCA-FITC Labeling ponts (o the presence of symificamt
amousts of PM-2ssociated chitin 720 FEM in and faes fed ant:-
Ppchit]l. Much less PM-socated chitin & deteasd in maive
seraded Mies. The socoumuiation of chatin in the anti-PpChit 1 fed
Mies poterially is the resak of the imbalance between synthe-
sis and degradation, which typacalty ocours during FM maturation
{5luo o 2l 2007), causad by the antise. Whereas chilia is an
essentaal compornest ol the PMacalfobding (Kelkenbengetal, 20151
e chatin Jccumuiation this Late in the Sgestive process evidenond
by WCA-HTT bimding points 10 3 seduction of the chitinolytc activ-
ity in the gt with 3 corresponding increase in PM thickoess and
PadLction in ils permeabary.

It has been suggesied that 3 delay o digestion 3nd absocplion of
MErenEscan be cazed by changess in the FM (Tema 2001,

Bepeos
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Bt 2l JO05) in ghe sand By L. agdiliom -of FTogenoos
chilinass was linked |2 Tesher aoquis Eion of matrieats due lo the
Lack of the Pl { Aradyn, 301 7] Hesce, P chickness and permeghal-
ity {or parssity] may be smocaied with efiecs on digestson amd
irmet Emers (Shen and opie-lonend, 1907] REness paraneters
SUCH 15 B LY, ReE of EXCrehion, 2nd SUrival Jmong ofiers,
weTE isvesiligated previoely (Hobles Mingesia et i 30 4) inter-
estingly, Nies fsd on anei-PpChi | s2ra lived losger 15m Mees fed on
nafve wera. The anti-Pplhill 2 alse had 3 negadive effecs on the
abikry of Thes io 12y epps. These effens were knked bo e thcker
and longer Leting PM, presumabily abie (o Savenge mies heme
thus meducing its tmicity (Pawca = al., J002 Devengor o al,
006, and peducisg the Bre of mEr=nes howands egg develop-
mEm.

We demnmsirated that whereas the BNAT knockdown (KD of
PpChit] sEmificanily reduced Lesmomio oo load within the
midme of &3 nauai veoor P papmo (ot Abnes =k,
DML PpPerd KD ed o an increase i the parads nad (Toulinbo-
Alnew pi al, 20917). These resulfs highlighted e mle phyed by

m‘::c:mm A POt ol 3 e s Al The
daia alsn sand fly mechput chiinases, such as

PeChil 1, b vector based approaches for iransssson Wocking. The
Terding ol spetific antisera Qrgeting =nd Ny moleosies associsted
with Lrishmanin developmens was demonsraied in e seminal
shuly by Eanduwi e al (2004 largeting fhe L. mojor LPC secep-
ftorin P. papatari. In F. papatort, medgue chibinolylic activ iy reaches:
4 peak & approximIiely 48 h PEM, prenumobly when Leksbmanio
escape from the endoperznophe qece is alwo pomering. 'We Jbs
prevaeshy demoesinied that the Ji-PpChill serum wes effec-
tive in significantly reducing the activity of reooimbineng 25 well
a5 mive forme of PpChin], wilh 3 cores-species activity [ lanaiho
Diagan el 20051 Althowgh we fove yel o demonsiraie a direc
effect of amti-PpChit] in the Demamission of Legsmois iy sood
Mirs o matve vemshraes, for example by irappeag parasies within
the 8L the thicker and longer Listing PM produced By feeding
sand Ses amli-Fplhtl & 3 step imeads wach goal. As JEFring
azperis of the P 2nsEwe @ 2ad o educson in the ad of
Lishrmanio within The sand By vector, we believe tal PpChitl, it
ootbologs, or perilropling imvohed in the scaffoking of the PR
can provide meEaningful rgets] for femmission redicion, 1 is
alsn mnceivEe B, in combksation with OFTeE 2 ralegies wrh
as vaccination of dogs trammiszion of Leishennin

i [Réosameina o &, 20N Saaiva et gl 006 Borja-Cabvera et al,
ZO0HL trammission Elsmination for ceriznd phbmamin species may
he arhieved.

Acknewled gemenis

frem the "Creseibe Nacional de Dessmvolvimenhs Gestifios e Tec-

noidgim | NPy~ and “Cooedenagaode de Pemnal
0 Mivel Supenion CAPES FVE RESR 1 304290 20013-01 )

Arsijn D 3911 Ok
Treiny et Enuaday i leE ol el Serasle . S e Jowoaldr
Crox. W 240 T4, gk ey 0. 55000, - S PR OO T L
atww, FA_ Baes, BUL, TOE. P

oy 10T 2RI ST,

GF, Sanice TR, sy, TS, Farm, LE M, |, Morgain LA
Sornw, L5, Rexhin, LM, Palsih-Se-Smm, T8, T Sresssopericy
map i B Lmlrzssy® sesior agaioes onim rares imhesena ol L
Warrioen T8, S| R, Frm) b ok g B2 30 3 s s VR ST

aetinho-iarm, 1V, Susres, M1, Bobie- Barysa, M., fxrobo-Origes. B
3. Tarpeiig th £ Pkt |

Sokopy ol
Cun ool el 8, 5000, b i

iy Lok Kirgl
Teop. T 4, -, Srfinidn ot g’ 557 5 Smmrrad vt ENUERAT,
m!n e v, h“—.“mﬂql—-ﬁ-ﬁhﬁ N
Pt _* mxrival in i il versor, Pt el Teop, Tia 7,
B, e, e sl gy WO L0 ) o el [T T

M. Jrnis-Lors, B AEEL.
i i BRalogy of Disrasr 'Wecion, 2. i Rhever Acadfemie Prem. Bew
Fork, pp EIT-TI0, e fain el oo 121000 M4 T

Do, W Mezerpa, PH S L Popes H e, ML T, TL
i Lorrea M. 000 S franizs of (e ARde 2eprpD e r ae Tt
‘przitva AU oo berer-bisdaoy prosein. S incerniney 40 AL S
i Sy O DT EETIRG 5.

Hegmikn, O, Eranchen, B G, L.an.l:u..ml-mnuu-

amd Fescticn. e Brv. Dnizmwd.
54, THS- T2, bty e cici o 1001 1480y oy v, | M LR,

Lerdue. & Rerale-Origgas, B Y, M7, Boror, 5,1.-1- P.l.'-,'l'—,,l..l.
Remilin-wry, T, Sl DUL, L, A
—u-uu-l.nu BV, T30 141, bk s o UL 101 £ faomil] 300 DL

‘I_'l,ll.w;.ﬂ i B IO
i b Hm
prtreph e in B e -l;-l.lr-::l:—.u:lu.u.ma.
muummmmmmquan

ek, W} Biknnirs P

tlm-lh_'l ml Hall, pp 8L, iy e
i oy 0 N R D TR,
ke, ML 3G Arazy Bev.
AL RN, b LT AT I,
ik H., XL Tkt ia Faxction aui
mxd | Enp. ol IR0, §0E0-4400L

ofchiks
i ik any T 0] T ek FER0G.
Sespwirs, B Moreirs, M. x B Rorjs-Cabeers, TF, Serios, PR Mere: |, P LE
o, I Oy, W), Palamik-se-Seny, CF. L MIE J005

AT R0, Sy Febn e oy 18 FITEN 8 ar che 20 LN 1.
Forns, V., (8, PL, Dores-Precetsia, W, S, 2 Advesegs, PR,
ML Lerres, PN, JOCDL. Amcdey coypwpd’ pe i mestree ot i

rEwraction wich e fraisy Shed diprcom. aecs leechern, Bl Baol 11
SEP-EED, ket F o ok o N OO O T7 07 IO O
Triem, A, 1L L Berlin, e T30, b

arg’ U HE AT - 100 &0
ﬂ._-,r: Ml CE, Pewra, 5T, Sotubusitn b Swcks 0L DEHT. A ool
T b i b
.:th-n-rn-m Py rickst. Farxniindagey 115, T53-360, g F it g
AT R R 1 5 T0
Frminores, K. Sadions, | Sebloes, ', mmmnmaml
ki rezrix n ke By
ﬂqh-ﬁml_hnﬂdhm
il 1 B, ey e dal o gy V2TV | eerral e DL XTL
Terss-Casies, VAL, THTL Mnkrobir chasserirsion of
Ui 3 reciyn. chdbizme A
Impipaiyn. Fraers Biochurn, Mol Bol T, TF8-78T, biky J e s o 100 THY
T T AT AR
wt—\,mumnm P, Dy,
M, Sack L.
chini

;.l:.mr

! haksbodeoran g Eeect Ml nul.u.'rn-'nz b [ndiry B
R T OO N
Crexla B rfam EC JA Lyserym, PO, P WL
5 1, 3007 of

e fiir of wgpar-fel,

‘el o Cmdrem e cexSlan. BT Camren §HE eirs)
i iy WL TR AT 1 G- WL
Rl Crivraa. B, A0 Sa Py L8
o 14 165304, hity i

T T T B
u-u-mu..—:n u.:u-nu- Lln.ln-h'tthll.. lm.n:tur

RO FEEI
29 LamePy m.ﬂhuhumhm
S 10, i dw ol orgy m:-a.?u.l.u-urnmn
eyl |, Vol P, 3004 Merdrophic =i Pavoiormm

==
TI7, J53-12%,

bitpof S s arr 1 0O EE 50 - T 1
Sk, T, Ermivrss, T N1 mrerdlng
TR IpEc i s g I:ti.ll:rﬂi.:l. -1, i) S
Sy T MR | L0 SR NG 15
Srryizs, TE. Borboos, ADE Sesies. P, Berjs-Cabress, TP Nies, [L S=aoa, LOP.
Merdew-Apoia. COJ. Dy Saoa EF. fampa T P L B L Ton, | G
T Dhwrme, M, F.llh.tml'_l. 0. The ML voer o [ Ll sbrraors™ |
o kding vacrire. 'War s
M, J4I-2401, rn'r-'\-h.ml:rg'u'l.lnlﬁ'pr:r-JrI:E 1T

hl;:n REL, [pr-Masgndh ummmun—n:ﬂr—
oerpERi o, | Mied 42, T3 -, ko) e i g
283 oy S LETE

39



[ A i i F e 198 (RHED @168

e, 1L, Derwempori, B, frciy-Larern, B, 3501, The rexrin.ol
hereasphupen et Aech, e Bocsen el &7 1B 115 g cd
&l g L SR e h 1T

Sn L, Dewr=past B Fupcks . ok A jacebs-Lasens, B 1005
ereairiion sl chanrers sbion ol 3wy preibophic s proiein,
Far-AgmrSl], el B ool Ly rrembrzre prodens 8RS 1L fioes the mospasn,
Awder Tt Bochera Bicl Bl 15, B - 908 o Vsl o B
1071 i j el A EEI TR

h,l'.._-h_q,ll. @Y. Derrmmersien o 1 v - wperlfic o b

e o pembion: | Ral O ITE,
_-II. Eiig:[ Scdoury U . T L 2 ERE.

B P T N T imart
e hem, Mol Bl 3 7 BI1 b, ehock orpy L] 6 S0
T AR EET 5L

T, WE, 3001, Thwr argen el F e ez

b el Arch, et Beeclers. Phnid. 47, 4751, biips ! Srssimp D
IE3 s I

40



CAPITULO 2

SILENCIAMENTO GENICO POR RNA DE INTERFERENCIA DA
QUITINASE PpChitl NO INTESTINO MEDIO DE Phlebotomus papatasi

Resumo

Em flebotomineos vetores de Leishmania, o desenvolvimento do parasito
ocorre no trato digestivo e na fase inicial a infec¢do estd relacionado a digestdo
sanguinea. Poucas horas apds a ingestdo de sangue, em resposta a distensdo sofrida
pelas células epiteliais intestinais, inicia-se no intestino médio do vetor a formacao
de estrutura quitino-proteica chamada matriz peritréfica (MP), que envolve o
alimento ingerido compartimentalizando a digestdo. Quando flebotomineos se
alimentam se sangue infectado, para sobreviver e se estabelecer dentro do intestino
dos insetos, os parasitos devem transpor alguns eventos, dentre eles escapar do
espaco endoperitréfico e se fixar ao epitélio do intestino, impedindo a eliminacio
durante a defecacdo. Tem sido mostrado que PpChitl, uma quitinase especifica do
intestino médio de P. papatasi, estd envolvida na maturacdo e degradacdo da MP.
Neste trabalho avaliamos o efeito da injecao de 85ng de dsPpChitl em P. papatasi, e
a expressdo do gene alvo foi monitorada 24, 48, 72 e 96 horas apOs a alimentacao
sanguinea. Verificamos que em todos os horarios analisados a injecdo de dsPpChitl
levou a redugdo de transcritos para PpChitl, sendo que em 48 e 96 horas apds a
alimentacdo essa redugdo foi maior, 57% e 49%, respectivamente. Nossos dados sdo
importantes pois confirmam dados j4 mostrados por nosso grupo de pesquisa, sobre
os efeitos da injecio de dsPpChitl na reducdo de transcritos de PpChitl. O
silenciamento via RNAi associado a uma avaliagdo fenotipica da MP, pode
futuramente auxiliar no entendimento do papel de proteinas relacionadas a MP em

flebotomineos.
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1 — Introducao

O desenvolvimento de uma infeccdo por Leishmania em flebotomineos
vetores € confinado ao trato digestivo destes insetos e nas fases iniciais, a infeccao
estd intimamente associada com a digestdo sanguinea no intestino médio. No limen
do intestino, concomitantemente ao processo digestivo, apds a ingestdo de sangue
contendo macréfagos infectados, os parasitos se multiplicam e sofrem
transformagdes morfoldgicas dentro do bolo alimentar circundado pela MP tipo 1
(revisado por Sacks e Kamhawi, 2001; Bates e Rogers, 2004). A MP (1) consiste em
uma matriz extracelular composta por quitina, proteinas e proteoglicanos secretadas
pelo epitélio do intestino médio, em resposta a distensdo sofrida apds repasto
sanguineo. Essa matriz quitino-proteica envolve o alimento ingerido, e separa o

contetddo luminal do epitélio digestivo (revisado por Lehane, 1997).

Para completar o seu ciclo de vida, parasitos Leishmania com
desenvolvimento suprapildrico (i.e., subgénero Leishmania) devem superar algumas
barreiras no intestino médio do vetor. Dentre eles, resistir as atividades de enzimas
digestivas (Sant’Anna et al, 2009; Telleria et al, 2010), escapar do espaco
intraperitréfico e se ligar a receptores especificos no epitélio do intestino (no caso de
vetores restritivos) (Svarovskd et al, 2010; Kamhawi et al, 2004). A transposicao
dessas barreiras contribui para o sucesso da infec¢do e assim para a capacidade

vetorial dos flebotomineos (Pimenta et al, 1997).

A MP exerce duplo papel nas interacdes vetor - Leishmania. Na fase inicial
da infeccdo, a MP protege os parasitos do ataque proteolitico num momento
importante da transicdo amastigosta — promastigota. Por outro lado, a MP pode
influenciar de forma adversa o desenvolvimento da Leishmania promastigota, por
criar uma barreira fisica que previne o escape de parasitos para O espaco
ectoperitréfico, resultando na eliminacdo dos mesmos na defecacao (Pimenta et al,

1997; revisado por Bates e Rogers, 2004).

A degradacdo da MP requer a atividade de quitinases, que agem hidrolisando
as microfibrilas de quitina que a compdem, um processo que ocorre normalmente ao
final da digestdo. Schlein et al (1991) sugeriram que promastigotas de Leishmania
podem influenciar a quebra da MP por secretar quitinases que danificam a regiao

anterior da MP no intestino de P. papatasi. A supreexpressao de quitinase por L.
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mexicana mutantes facilitou o escape através da MP e contribuiu para os efeitos
danosos da enzima a vélvula estomodeal em Lutzomyia longipalpis, (Rogers et al,
2008). Entretanto, Sadlova et al (2009) demonstraram que Leishmania major
permanece no espago endoperitréfico “aguardando” pela quebra da MP por
quitinases derivadas do inseto. Em muitas combinacgdes vetor-parasito, o escape de
Leishmania tem sido associado a quebra da MP por quitinases derivadas de

flebotomineos, sendo secretadas pelas células digestivas do epitélio intestinal

(Ramalho-Ortigdo e Traub-Cseko, 2003; Ramalho-Ortigdo et al, 2005).

A porosidade e espessura da MP sdo determinadas pelo equilibrio,
principalmente, entre a sintese e degradac¢do de quitina, pela agdo de quitina-sintases
e quitinases, respectivamente (revisado em Shao et al, 2001). Enzimas quitinases
especificas, foram identificadas e caracterizadas no intestino médio de L. longipalpis
(Ramalho-Ortigdo e Traub-Cseko 2003) e P. papatasi (Ramalho-Ortigdo et al, 2005),
LIChitl e PpChitl, respectivamente. A transcricdo de ambos os genes é modulada
pela ingestdo sanguinea e alcancam um pico de expressdo 72 horas apds a
alimentagdo, sendo que PpChitl exibe mdxima atividade quitinolitica 48 horas apds a

ingestdo de sangue (Ramalho- Ortigdo et al, 2005).

A PpChitl do intestino médio de P. papatasi provavelmente estd envolvida
com a maturacdo/degradacdo da MP (Ramalho-Ortigdo et al, 2005; Coutinho-Abreu
et al, 2010). O knockdown via RNAi de PpChitl em P. papatasi infectados com L.
major, levou a significativa reducdo da carga parasitdria no intestino do inseto
(Coutinho-Abreu et al, 2010). A alimentacdo com células sanguineas reconstituidas
com antisoro especifico para PpChitl, tornou a MP de P. papatasi mais espessa e

persistente, afetando a cinética de degradacao da MP (Malta et al, 2016).

A introducdo de um RNA dupla fita (dsRNA - “double-stranded RNA”) induz
a destruicdo de RNA mensageiro homoélogo, causando uma diminui¢do na sintese da
proteina correspondente. Essa técnica conhecida como RNA de interferéncia é
considerada uma importante ferramenta para o estudo da funcdo de genes em
diversos organismos (revisado por Bellés, 2010). O emprego de dsRNA tem levado a
interferéncia na expressdo de uma variedade de genes em diferentes tecidos de
artropodes, como nos mosquitos Anopheles gambiae (Vlachou et al, 2005; Boisson et
al, 2006; Zang et al, 2011), em Aedes aegypti (Campbell et al, 2008; McFarlane et al,
2014; Drake et al, 2015), Culex quinquefasciatus (Li et al, 2014); na abelha Apis
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mellifera (Maleszka et al, 2007), dentre outros.

Muitos aspectos acerca do desenvolvimento de parasitos do género
Leishmania em flebotomineos sdao conhecidos, entretanto, detalhes sobre como
algumas moléculas no vetor afetam o desenvolvimento do parasito ainda
permanecem ndao muito claros. Desta forma, a avaliagdo do silenciamento de
PpChitl, pode auxiliar na compreensdo do papel de PpChitl na estrutura e funcao da
MP em Phlebotomus papatasi, bem como na elucidacio de questdes acerca do papel
da MP em uma infeccdo por Leishmania. Embora, neste trabalho, ndo tenha sido
realizada uma andlise dos parametros fenotipicos do intestino médio bem como da
MP apés o silenciamento (via RNAi) de PpChit, a eficiéncia da técnica foi avaliada.
Mostramos que a injecdo de dsPpchitl foi eficaz em promover o knockdown de
PpChitl em P. papatasi. Neste sentido, para complementar estes resultados, mais
experimentos sdo necessdrios, a fim de verificar o fendtipo da MP apds o
silenciamento, o que seria um passo importante para a conclusdo dos dados aqui

mostrados.
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2 - Material e métodos

Este trabalho foi conduzido no Biology of Disease Vectors Laboratory, do
departamento de Entomologia da Kansas State University. O uso de animais durante
este estudo foi revisto e aprovado pelo Kansas State University Institutional Animal

Care and Use Committee (KSU-IACUC).
2.2 - Criagdo dos flebotomineos

Os flebotomineos da espécie P. papatasi (originadas de Israel - PPIS) foram
obtidos a partir de colonias mantidas no Departamento de Entomologia da Kansas
State University, Kansas, Estados Unidos, em incubadores com temperatura (£26°C),

umidade (80%) e fotoperiodo (12/12h claro/escuro).
2.3 - Sintese de dsRNA

Os dsRNAs foram sintetizados como descrito por Coutinho-Abreu et al.
(2010). Um fragmento especifico de cDNA foi usado como molde para a sintese do
dsRNA para PpChitl. O cDNA foi obtido a partir da disseccdo de cinco intestinos
médios de P. papatasi coletados 72 horas apds a alimentacdo sanguinea em animal
(camundongo BALB/c - anestesiado com 100 mg/kg de cetamina e 3mg/kg de
xilazina). A reacdo ocorreu com a utilizacdo de oligonucleotideos contendo a
sequéncia do promotor T7 (a seguir e em negrito) e amplificando para a sequéncia
total da proteina madura PpChitl. Os primers utilizados foram: PpChitl/T7i_2-F:
(5'-TAATACGACTCACTATAGGGAGAATGAAGATATCATTGTGTGC-3’),
PpChitl/T7i_2-R: (5'-TAATACGACTCACTATAGGGAGAT
CAGCATTGGACCAGGAAGG-3’). As reacdes de PCR foram realizadas com 0,5
picomoles de cada primer e com 1 pl de cDNA, utilizando 10 ul de GoTaq PCR
master mix (Promega, Madison, WI, USA). Um volume de 20 ul da reacdo foi
submetido a uma segunda PCR com os seguintes passos: 10 ciclos a 95°C por 1
minuto, 55°C por 1 minuto, e 72°C por 1 minuto e 15 segundos, seguido de 35 ciclos
a 95°C por 1 minuto, 65°C por 1 minuto, e 72°C por 1 minuto e 15 segundos. Os
produtos da reacdo foram purificados e concentrados e 1 pg foi utilizado para a
sintese do dsRNA, com o kit Megascript RNAi kit (Ambion, Austin, TX, USA),
seguindo as recomendacgdes do fabricante. Ao final, os dsRNAs obtidos foram

purificados e concentrados para aproximadamente 3.5 a 4 mg/ml usando filtros
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Amicon (Millipore®). Como controle para as inje¢des, foi sintetizado um dsRNA

para o gene da proteina verde fluorescente (dsGFP)
2.4 — Micro-injegdo do RNAi

Para o procedimento de microinje¢do, aproximadamente 250 fémeas de P.
papatasi com 3-4 dias de idade foram brevemente anestesiadas com CO», mantidas
no gelo e entdo injetadas intratoraxicamente (logo abaixo da asa) com 23 nl
(aproximadamente 85 ng/inseto) de ambos dsRNAs, com auxilio do micro-injetor
Nanoject II microinjector (Drummond Scientifc, Broomall, PA, USA) e um
microscopio estereoscopico. As fémeas foram separadas em dois grupos
experimentais sendo um grupo injetado com dsChitl e outro com dsGFP (Como
controle - double strand RNA for green fluorescent protein). Apdés a injecdo os
insetos foram transferidos para potes pléasticos de 500 ml, com algoddao embebido em
solugdo de actcar 20%, e mantidos em camara imida (85-95% de umidade e 25°C de
temperatura), onde permaneceram até a alimentacdo. A alimentagdo foi realizada 24
horas apds a injecdo, diretamente em animal (camundongo BALB/c - anestesiado
com 100 mg/kg de cetamina e 3mg/kg de xilazina), por 1,5 horas. Cerca de seis horas
apos a alimentacdo sanguinea, as fémeas foram anestesiadas em CO2, observadas sob
microscopio estereoscOpio e separadas em grupos de acordo com a distensdo
abdominal que apresentavam. Somente fémeas com sinais claros de que ingeriram
sangue, ou seja, aquelas com o intestino totalmente cheio e com coloragdo escura

foram utilizadas nos experimentos de RT-PCR.
2.5 - Disseccdo dos intestinos dos flebotomineos

Para obtencdo dos intestinos médios, as fémeas foram anestesiadas e
dissecados apds serem e lavadas com dgua e uma gota de detergente para a retirada
do excesso de escamas na superficie do corpo. O intestino de cada fémea de P.
papatasi foi dissecado 24, 48, 72 e 96 horas apds a alimentagdo sanguinea em
laminas de vidro livres de RNase, devidamente limpas com ELIMINase® (Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA, USA). Cada intestino foi transferido individualmente para
um tubo contendo 30 pl de RNA later® e homogeneizado imediatamente com pistilo
plastico usando o homogeneizador. As amostras foram armazenadas a -80°C até a

extragdo do RNA total.

2.6 - Extracdo de RNA e sintese do cDNA
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A técnica de RT-PCR para avaliar niveis de expressao de mRNA especificos
requer o isolamento de RNA, sintese de cDNA pela enzima transcriptase reversa e
finalmente a amplificacdo e detec¢do dos produtos gerados em PCR. Desta forma, o
RNA total foi extraido de cada intestino utilizando o kit (RNAeasy mini kit, Qiagen,
Valencia, CA, USA). Ao conteido homogeneizado de cada amostra foi adicionado
350 pl de tampao de lise (suplementado com 1% de B-mercaptoetanol), e a extracio
foi realizada seguindo as recomendacdes do fabricante. Ao final da extragdo o
material foi armazenado em freezer -80°C. A quantificacdo do RNA foi realizada

apenas em gel e cerca de 25 ng de RNA foi usado para a sintese do cDNA.

Para a sintese da fita complementar (cDNA), 12 ul de RNA foi adicionado ao
mix contendo 1 pl de Oligo (dT)20 50 mM e 1 ul de dNTPs. A reagdo foi incubada a
65°C por 5 minutos ¢ mantida no gelo por um minuto. Em seguida, um mix contendo
4 pl de First-Strand Buffer 5X, 1 ul de DTT (0,1M) 20 Unidades de RNaseOUT e
0.5 pl SuperScript III Reverse Transcriptase (100 unidades) foi adicionado a reacao.
Para a sintese do cDNA, o mix foi incubado por 60 minutos a 50°C e armazenado a -
20°C. Todos os reagentes para a sintese do cDNA foram adquiridos na Invitrogen

(Carlsbad, CA, USA).

2.7 - Andlise por PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR)

A expressao relativa foi avaliada pela técnica de PCR quantitativo em tempo
real (QRT-PCR) com detec¢do de fluorescéncia SYBR Green® (BioRad, Hercules,
CA, USA). As reagdes foram realizadas em duplicata utilizando 1 pl cDNA de cada
amostra, 1 pl de cada primer (10 pM), 4 pl de SYBR green® 2X (BioRad, Hercules,
CA, USA), 1 ul de agua ultrapura e livre de DNase/RNase (Invitrogen). Para
amplificacio de quitinase, foram utilizados os primers PpChit_137F (5'
ATGATCTGCATGGTTCTTGG - 3 e PpChit_137R (5 -
GGAGCTCCATTTCGAATCC - 3') (Coutinho-Abreu et al, 2010). Para a
amplificacdo do gene enddégeno (controle interno) foi utilizado o primer S3 (que
codifica para a proteina S3 da subunidade ribossomal 40S) (Pp40S_S3 136F: 5’-
GGA CAGAAATCATCATCATG - 3 e Pp40S _S3 136R: 5’-
CCTTTTCAGCGTACAGCTC - 3’) (Coutinho-Abreu et al, 2010). A condi¢des de
amplificacdo seguiram os seguintes passos: desnaturagdao a 95°C por 30 segundos,

anelamento 56°C por 1 minuto, e extensdo 72°C por 30 segundos, por 40 ciclos. Ao
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término das amplificacdes foi adicionado o estdgio referente a curva de dissociacdo
(Melting curve) para que a especificidade das reagdes fosse garantida e confirmar a
auséncia da formacdo de dimeros de primers. Os perfis de amplificacdo foram

analisados com o software “e” do sistema Realplex Master cycler (Eppendorf®).

Para quantificar a expressdo relativa dos transcritos, foi aplicado o método
Delta-DeltaCt (AACt) (Livak & Schmittgen, 2001). Inicialmente, calculou-se o ACt
de cada amostra, subtraindo os valores de Ct - Cycle threshold (valor referente ao
numero de ciclos de PCR necessarios para que o sinal o fluorescente atinja o limiar
de deteccdo) do gene alvo (PpChit-137), dos valores do Ct do gene endégeno (S3). A
calibragdo dos valores foi determinada pela férmula: [ACt - calibrador (média dos
valores de ACt das amostras controle injetadas com dsGFP)]. Para o célculo do AACt
utiliza-se a seguinte formula: [ACt (gene alvo) — ACt (gene constitutivo)]. Uma vez

2—AACt

determinado o AACt, aplica-se a férmula que resulta no valor da expressdao

relativa de cada amostra.
2.8 - Analise estatistica

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilker e a andlise
dos dados foi realizada através o teste t de Student para verificar a diferenga entre os
tratamentos em cada horario analisado. As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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3 — Resultados e discussao

O silenciamento génico por microinje¢cdes de dsSRNA tem sido utilizado em
flebotomineos e foi comprovada sua eficicia em fémeas de L. longipalpis pela
reducdo da expressdo das enzimas xantina desidrogenase (Sant'Anna et al. 2008) e
tripsina 1 (Sant'Anna et al. 2009), além do silenciamento do gene caspar, um
regulador negativo da via de imunidade IMD (Telleria et al, 2012). O silenciamento
também foi feito em fémeas de P. papatasi considerando genes que codificam as
proteinas associadas a MP, PpPerl (Coutinho-Abreu et al, 2013) e PpChitl
(Coutinho-Abreu et al, 2010). De maneira semelhante a esse ultimo, aqui também
analisou-se o knockdown de PpChitl em P. papatasi, e mostramos a viabilidade e

eficacia da técnica.

O efeito da injecdao de dsRNA para PpChitl foi avaliado por gRT-PCR em P.
papatasi. A expressdo génica relativa foi calculada individualmente, tanto para
aqueles individuos injetados com dsPpChitl como dsGFP (controle), de 2-5 dias
ap6s a injecdo do dsRNA. A introducio de dsRNA na hemocele dos insetos
promoveu o silenciamento do gene alvo, observado pela reducdo varidvel dos
transcritos apds a alimentacdo sanguinea em todos os hordrios avaliados (24h, 48h,
72h e 96h apos a alimentagdo sanguinea) quando comparados aqueles injetados com
dsGFP (controle). Embora a comparagdo entre as médias encontradas para o grupo-
controle e o grupo-tratado (injetados com dsPpChitl) nao apresentassem diferenca
estatistica significativa em todos os hordrios analisados, uma reducdo no percentual

de transcritos de PpChitl foi verificada (Fig. 1).

Vinte e quatro horas apds a alimentacdo sanguinea ocorreu a redugdo de 35%
da quantidade dos transcritos de PpChitl, quando comparado aqueles injetados com
dsGFP (controle) (p>0,05) (Fig. 1). Em condi¢des normais, 24 horas apds a
alimentacdo, a MP em P. papatasi encontra-se formada e € vista como uma fina
camada logo acima do epitélio, separando o bolo alimentar das células epiteliais
intestinais (Pruzinova et al, 2015; Malta et al, 2016). Nesse mesmo horario, niveis
significantes de atividade enzimadtica de PpChitl foram detectados em lisados do
intestino médio de P. papatasi, in vitro (Ramalho-Ortigdo et al, 2005), indicando

uma possivel atuagdo da enzima na manutencdo da MP durante a formacdo da

mesma. Embora ensaios de atividade quitinolitica apds a inje¢do de dsPpChitl ndo
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tenham sido realizados, o papel de Ppchitl foi indiretamente mostrado. H4 um
aumento na espessura da MP 30 horas apds a alimentacdo com anti-PpChitl,
sugerindo uma desorganizacdo estrutural da MP, possivelmente causada pela
deposicdo de quitina sem a modulagdo por PpChitl (Malta et al, 2016). Apesar de
ndo ser uma reducdo expressiva, uma diminuicdo de 35% nos transcritos para

PpChitl poderia influenciar na atividade da enzima.

Quarenta e oito horas apos a alimentacdo sanguinea a PpChitl apresenta um
pico de atividade quitinolitica no intestino médio de P. papatasi (Ramalho-Ortigdo et
al, 2005). Nesse momento apds a alimentagdo (i.e., 72 horas apds a injecdo) houve
uma reducdo de 57% (*p<0,05) (Fig. 1) nos niveis de RNAm para PpChitl, maior
que aquela observada em 24 h. A injecdo de dsPpChitl também foi capaz de
diminuir os niveis de transcritos para PpChitl além de uma reducdo de 95% na
quantidade da mesma em 48 horas apds a alimentagdo sanguinea (Coutinho-Abreu et
al, 2010). Tais resultados nos permitem especular que uma reducdo de 57% nos
niveis de RNAm para PpChitl poderia afetar a manutencao da estrutura da MP, por
reduzir a taxa de atividade da enzima, uma vez que a MP apresenta-se formada cerca
de 36-40 horas apds a alimentacdo sanguinea (Secundino et al, 2005; Malta et al,
2016). Além disso, uma diminui¢do na expressao de PpChitl poderia ocasionar a um
espessamento da MP pelo aumento do conteido de quitina sem a modulacdo pela
enzima, ou pela sua atividade reduzida. Apoiando essa hipdtese, o silenciamento da
quitinase OnCht via RNA1 diminuiu de 63-64% os niveis de transcritos da enzima
em Ostrinia nubilalis. O knockdown de OnCht consequentemente aumentou em 26%
o conteido de quitina da MP no intestino do lepiddptero, sugerindo um papel
regulatério do gene de quitinase no conteido de quitina pela reducdo na taxa de

degradacdo de quitina pela enzima (Khajuria et al, 2010).

Setenta e duas horas apds a alimentacdo foi observada a reducdo de 38% nos
niveis de RNAm para PpChitl (*p<0,05) (Fig. 1). Durante uma infeccdo por
Leishmania major um evento crucial ao desenvolvimento dos parasitos ocorre
aproximadamente em 72 horas apds alimenta¢do sanguinea: as formas nectomonas
escapam do espaco endoperitréfico, atravessam a MP e ancoram-se as
microvilosidades do epitélio intestinal, de forma a evitar sua expulsdo durante a
defecacdo (Pimenta et al, 1997; Sadlova e Volf, 2009). Embora ndo tenha sido uma

reducdo expressiva, provavelmente pelo alto nivel de transcricio, uma vez que
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PpChitl possui um pico de expressdo 72 horas apds a alimentagdo (Ramalho-Ortigdo
et al, 2005), a reducdo de 38 % nos niveis de transcritos neste hordrio poderia
prejudicar a atuacdo da enzima. O silenciamento de PpChitl levou a uma reducio no
nimero de L. major no intestino de P. papatasi, 48 horas e 120 horas apds a
infeccdo. A diminuicdo da carga parasitaria 48 horas apds a infeccdo pode ser
explicada por no minimo dois motivos relacionados a espessura da MP: (1) uma
diminui¢do na disponibilidade de nutrientes aos parasitos no espago endoperitrofico,
pela variacdo na permeabilidade da MP; ou (2) os parasitos ndo foram capazes de
escapar e ficaram expostos mais tempo as enzimas digestivas (Coutinho-Abreu et al,

2010).

Noventa e seis horas apds a alimentacdo (i.e., 120 horas apds a inje¢do),
houve uma reducdo de 49% nos niveis de RNAm nos insetos injetados com
dsPpChitl (*p<0,05) (Fig 4). De maneira semelhante, Coutinho-Abreu et al, (2010)
mostraram que o knockdown de PpChitl levou a uma reducdo de 72% nos niveis dos
transcritos 96 horas apds a alimentacdo. Embora nenhuma atividade quitinolitica
tenha sido detectada nesse hordrio, os niveis de expressdo de transcritos para PpChitl
96 horas ap0s a alimentacdo foram altos (Ramalho-Ortigdo et al, (2005). A reducao
acentuada dos transcritos 120 horas apds a injecdo de PpChit]l mostra a persisténcia
do dsRNA e sugere a existéncia de um mecanismo de manutencdo do efeito do
RNAi. Embora os mecanismos especificos envolvidos na persisténcia de RNAi ndo
sejam totalmente compreendidos, diferencas na sensitividade ao tratamento em
insetos tem sido relatadas (Bellés, 2010; Terenius et al, 2011) e alguns insetos
possuem mecanismos de degradacdo capazes de remover o RNA exdgeno (Garbutt et
al, 2012).

A injecdo de 85 ng de dsPpChitl mostrada aqui, levou a redugdo de 57% e
49% dos transcritos 48 e 96 horas apds a alimentacdo sanguinea, respectivamente.
Em outro estudo a inje¢ao de 80,5 ng de dsPpChitl reduziu em 58% e 72%, a
expressdo de transcritos para o gene alvo, 48 e 96 horas apds a alimentacdo,
respectivamente (Coutinho-Abreu et al, 2010). Curiosamente, em ambos os trabalhos
um maior percentual na redugdo de transcritos foi observado 48 e 96 horas,
justamente nos hordrios que antecedem os picos de expressao de PpChitl, que sdo 72
e 120 horas (Ramalho-Ortigdo et al, 2005). Uma hipétese para explicar este fato seria

que a eficiencia do dsRNA em induzir a destruicio do RNAm homodlogo ¢é
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aparentemente maior quando o nimero de cOpias de transcritos do gene alvo é
menor.

Em conclusio, a injecdo de 85ng de dsPpChitl foi eficiente na reducdo nos
transcritos, verificada pelo knockdown de PpChitl em todos os hordrios aqui
analisados. Embora neste estudo ndo tenhamos examinado o fendtipo da MP
resultante do silenciamento, a partir de estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
mostrando o papel de PpChitl na modulacio da MP, podemos inferir sobre o
envolvimento de PpChitl na maturagdo e degradacdo da MP. O entendimento da
funcdo de PpChitl pode ser util na compreensdo de vérios aspectos da biologia de
flebotomineos vetores além de possibilitar novas perspectivas para o0
desenvolvimento de estratégias de controle da transmissdo de Leishmania por
flebotomineos. Novos experimentos precisam ser realizados a fim de melhor
compreender como o knockdown de PpChitl afeta as caracteristicas fisicas da MP

como por exemplo, a sua permeabilidade.
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CAPITULO 3

MORFOLOGIA DO INTESTINO MEDIO DE Lutzomyia longipalpis E
Phlebotomus papatasi DURANTE A METAMORFOSE

Resumo

A renovacdo e substituicdo do epitélio do intestino médio durante a metamorfose é
um importante evento em insetos holometdbolos. Essa remodelacdo tem inicio no
ultimo instar larval com a degeneracao do epitélio e a diferenciacdo de células
regenerativas, formando o epitélio intestinal do adulto. Neste trabalho avaliamos o
desenvolvimento do intestino médio durante a metamorfose em Lutzomyia
longipalpis e Phlebotomus papatasi, duas espécies de flebotomineos, vetoras de
parasitos do género Leishmania. As fases/estdgios: larvas de 4° instar com trés dias
(L4-3) e com cinco dias (L4-5) apds a ecdise, pré-pupa, pupa 24 horas e 72 horas
apos inicio da metamorfose e adulto recém-emergido. Amostras do intestino médio
foram avaliados por microscopia de luz (ML), microscopia eletronica de transmissao
(MET) e imunofluorescéncia. As mudangas no intestino médio iniciaram-se no 4°
instar larval, com a degeneracdo do epitélio larval, seguida pelo remodelamento do
epitélio pela diferenciacao de células regenerativas em pré-pupa e pupa. No adulto
recém emergido, o novo epitélio apresenta-se organizado e constituido por células
colunares altas e com microvilosidades arranjadas paralelamente. Células em mitose
foram vistas nas duas espécies nos estagios de L4 a pupa 72 h. Enquanto células em
apoptose (ou positivas para caspase-3) ocorreram em pré-pupa € pupa 72 h em L.
longipalpis e em pré-pupa, pupa 24 h e 72 h em P. papatasi. Marcagdes positivas
para LC3 foram vistas de pré-pupa a pupa 72 h em L. longipalpis e somente no
estagio pupal em P. papatasi, indicando que tanto autofagia como apoptose ocorrem
nas células intestinais larvais durante a transi¢do larva-pupa. Este trabalho mostra
pela primeira vez a descricdo do desenvolvimento do intestino médio durante a
metamorfose de flebotomineos, mostrando que o processo € bastante conservado
entre as duas espécies no que diz respeito as caracteristicas morfoldogicas de
degeneracdo e regeneracdo do epitélio se diferem quanto ao inicio do processo

degenerativo, que em P. papatasi iniciou-se mais cedo em relacdo a L. longipalpis.
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1 - Introducao

Flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) sdo importantes
vetores de doengcas humanas e animais, causadas por protozodrios do género
Leishmania, agente causador da Leishmaniose (revisado por Killick-Kendrick,
1990). As leishmanioses constituem um complexo de doengas com variado espectro
clinico e epidemioldgico. Considerada uma doenca tropical negligenciada, a
leishmaniose representa grave problema de satide ptiblica em mais de 98 paises, e
cerca de 350 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de infeccdo. Estima-se que a
incidéncia anual desta endemia seja de 1,5 a 2 milhdes de novos casos das diferentes

formas clinicas (WHO, 2015).

Flebotomineos sdo insetos holometabolos, logo apresentam metamorfose bem
definida, seu ciclo de vida envolve a fase de ovo, quatro estdgios larvais, seguido da
fase de pupa e por fim o adulto alado (revisado por Killick-Kendrick, 1990; Rangel e
Lainson, 2003). Devido a importancia médica e epidemioldgica que apresentam, os
flebotomineos estdo distribuidos em dois grandes géneros: Phlebotomus, no Velho
Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (Young e Duran, 1994). Sendo que a espécie
Phlebotomus papatasi € o principal vetor de Leishmania major (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), agente etiolégico da leishmaniose cutanea (revisado por Killick-
Kendrick, 1990), e Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912) é considerado o
principal vetor da Leishmania infantum chagasi (Lainson e Rangel, 2005), agente
causador da leishmaniose visceral nas Américas (Grimaldi, 1993; Rangel e Lainson,

2005).

O epitélio do intestino médio dos insetos consiste basicamente de 3 tipos
celulares: células digestivas ou enterdcitos, células regenerativas e células
enddcrinas, com predominancia das células digestivas. As células digestivas possuem
microvilosidades e estdo envolvidas com a absor¢do e secre¢do de dgua, producdo e
secrecdo de enzimas digestivas e absor¢do de nutrientes (revisado por Terra e
Ferreira, 1994; Chapman, 2013). As células regenerativas sdo encontradas isoladas,
em pares ou formando grupos, e sdo essenciais na renovagdo do epitélio (Neves et al,
2002, Martins et al, 2006). Células enddcrinas, aparecem em menor nimero e estao
envolvidas na secre¢cdo de hormdnios que regulam os processos digestivos (Brown,

1985; revisado por Bilingsley e Lehane, 1996; Neves et al, 2003).
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O remodelamento do intestino médio € um importante evento para os insetos
holometédbolos, atendendo a mudanca de hdbitos alimentares do inseto, os quais
variam entre larva e adulto. O processo de remodelamento ocorre pela proliferacdo e
diferenciagdo de células-tronco ou regenerativas (Wigglesworth, 1972, revisado por
Hakim, 2010). O remodelamento durante a metamorfose inicia-se na transi¢ao larva-
pupa, um evento que envolve a troca da maior parte das células larvais. Células
epiteliais larvais sofrem degeneracdo e sdo substituidas pela diferenciacdo e
reorganizacdo de células regenerativas, presentes no intestino médio larval (Neves et
al, 2002, Martins et al, 2006). Este mecanismo de remodelamento tem sido estudado
em alguns dipteras hematéfagos como Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

(Nishiura et al, 2003; Okuda et al, 2007; Parthasarathy et al, 2007; Ray et al, 2009;
Fernandes et al, 2014).

Durante a transi¢do da fase larval para adulta, os flebotomineos deixam o
héabito detritivoro e passam a se alimentar de seivas em plantas e/ou sangue, no caso
das fémeas (Sherlock, 2003). O trato digestivo larval de flebotomineos possui
formato tubular relativamente homogéneo ao longo do seu comprimento (Do Vale et
al, 2007; Heerman et al, 2015), enquanto que no adulto a por¢do abdominal do
intestino médio € dilatada, capaz de se expandir apds a ingestdo de alimentos,
incluindo o sangue (Andrade-Coé¢lho et al, 2001; Sadlova et al, 2009; Malta et al,
2016). Embora sejam encontrados varios trabalhos que tratam da morfologia do
intestino médio em flebotomineos (Gemetchu, 1974; Rudin e Hecker, 1982;
Andrade-Coélho et al, 2001; Secundino et al, 2005; Malta et al, 2016), todavia,
informacdes sobre o processo de diferenciacdo do epitélio do intestino médio durante

a metamorfose nestes insetos sdo limitados ou escassos.

7z

O tubo digestivo dos flebotomineos € importante ndo somente para a
fisiologia do inseto, mas também no aspecto vetorial de transmissdo da leishmaniose.
A colonizagdo por Leishmania € um processo que ocorre na luz do intestino médio
do adulto apdés a alimentacdo sanguinea, pela ingestdo de macréfagos infectados
(revisado por Sacks e Kamhawi, 2001). O processo de colonizagdo do intestino
médio por promastigotas de Leishmania, envolve adesdo dos parasitos na parede do
orgdo, bem como a multiplicacdo e diferenciacdo dos mesmos e esta relacionado com
a permissividade do vetor (Kamhawi et al, 2004; Volf e Peckova, 2007). A

Leishmania que ndo for capaz de aderir ao epitélio intestinal pode ser eliminada

59



durante a excre¢ao do bolo alimentar, e assim impedir o sucesso da infec¢ao, bem
como a transmissao aos hospedeiros vertebrados (revisado por Sacks and Kamhawi,

2001).

Apesar do intestino médio ser a “porta de entrada” de parasitos durante a
infeccdo por Leishmania, os processos morfofisioldgicos que levam a forma final do
6rgdao no adulto, ou seja, a forma capaz de abrigar o parasito, s30 muito pouco
compreendidos. No intuito de melhorar o entendimento do processo de
remodelamento do intestino médio em flebotomineos, no presente trabalho
estudamos a morfologia do epitélio do intestino médio de Phlebotomus papatasi e
Lutzomyia longipalpis, sob microscopia de luz, microscopia eletronica de
transmissdo e imunofluorescéncia durante o desenvolvimento pds-embriondrio.
Nossos resultados podem ser uteis para futuras investigagdes a respeito da biologia
destas espécies, bem como, fornecer importantes interpretacdes do processo de

remodelamento do intestino médio durante a metamorfose em flebotomineos.
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2 - Material e métodos

2.1 - Criagdo dos flebotomineos

Exemplares de L. longipalpis e P. papatasi (oriundos de de Jacobina, Bahia —
LLJB e Israel — PPIS, respectivamente) foram criados € mantidos em colonias
estabelecidas no Biology of Disease Vectors Laboratory, do Departamento de
Entomologia da Kansas State University, Kansas, Estados Unidos, em incubadores
com temperatura (£26°C), umidade (80%) e fotoperiodo (12/12h claro/escuro). Para
as analises foram utilizados: Larvas de 4° instar com trés dias de idade (LL4-3, antes
da defecacdo), larvas de 4° instar com cinco dias de idade (L4-5, ap6s a defecagdo),
(alimentadas com uma mistura 1/1 de fezes de coelhos com racdo de coelho), pré-

pupa, pupa 24 horas (P24), pupa 72 horas (P72) e adulto recém-emergido (RE).

2.2 - Morfologia
2.2.1 - Dissec¢do

Para as andlises histologicas e de microscopia eletronica de transmissao
(MET), cinco intestinos médio de L. Longipalpis e P. papatasi, foram dissecados de
cada fase/estagio, em PBS (tampao fosfato) 0.1 M, e fixados em solucdo fixadora
glutaraldeido 2,5% (tampao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,4) e mantidas a 4° C por
no minimo duas horas. Para as analises de imunofluorescéncia, as amostras foram
dissecadas e fixadas em solu¢do de Zamboni (Stefanini et al, 1967) por 2 h, e

mantidas a 4°C em PBS 0,1 M até o uso.

2.2.2 - Histologia

As amostras fixadas foram lavadas em PBS 0,1 M, desidratadas em série
crescente de etanol (30-100%). Em seguida, as amostras foram infiltradas em solucao
etanol/historesina Leica® (Leica Biosystems, Nussloch, Germany) (1:1) por 10 min, e
embebida em historesina com endurecedor por, no minimo, uma hora. O material foi
seccionado em cortes de trés um e coradas com hematoxilina e eosina (HE) ou
hematoxilina e eosina (HE) e Azul de Toluidina (AT). As laminas secas foram

montadas em meio de montagem Eukitt® (Sigma- Aldrich, St Louis, USA)
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analisadas e fotografadas em microscépio 6ptico Olympus BX 53 com camera digital
Olympus DP 73 acoplada, no Laboratério de Sistemdtica Molecular, Departamento

de Biologia Animal, UFV.
2.2.3 - Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

As amostras fixadas foram pds-fixadas em tetroxido de 6smio 1% em tampao
cacodilato de sédio 0,1 M, por duas horas protegidos da luz. Em seguida, foram
lavadas por cinco vezes em PBS 0,1 M, e desidratados em concentracdes crescentes
de etanol (30-100%) e pré-infiltradas em solugdo de resina LRWhite® (London
Resin Company Ltd, England) e etanol 100% (2:1) por uma hora, seguido por outra
pré-infiltragdo da mesma mistura na propor¢do 1:1 por duas horas.
Subsequentemente, as amostras foram mantidas em resina pura, por 24 h a 4°C e a
polimerizacdo ocorreu a 60°C por 24 h, em cédpsulas de gelatinas. Cortes ultrafinos
foram contrastados com solug¢do de acetato de uranila (2%) e citrato de chumbo
(0,2%) e analisados em microscépio eletronico de transmissdo (Zeiss EM 109) do
Nicleo de Microscopia e Microandlise da Universidade Federal de Vigosa

(NMM/UFV).
2.2.4 - Imunofluorescéncia

Caspase-3 - Amostras fixadas foram lavadas por trés vezes em PBS 0,1M/1%
Triton X-100 (PBST) e incubadas com um anticorpo primdrio anti-Caspase-3
(Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, EUA) por 24 h a 4°C (1:1000) em PBST. As
amostras foram lavadas novamente e entdo incubadas com o anticorpo secundario
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma) em PBS (1:500) por 24
h a 4°C, e lavadas por 3 vezes em PBS, 10 minutos cada lavagem. As laminas foram
montadas em solucdo de moiwol (montagem total), analisadas e fotografadas em
microscopio confocal.

Fosfo-histona H3 - Para identificacdo de células em divisdo in situ, as
amostras previamente fixadas em Zamboni foram lavadas por trés vezes em PBS
0,1IM/1% Triton X-100 (PBST) e incubadas com um anticorpo primdrio contra a
proteina nuclear Fosfo-histona H3 (PH3) (Cell Signaling Technology, Inc., Beverly,
MA, U.S.A) por 24 h a 4°C (1:100) em PBST. As amostras foram lavadas novamente
e entdo incubadas com o anticorpo secundério conjugado com FITC (Sigma) (1:500)

em PBS por 24 h a 4°C, e lavadas por 3 vezes em PBS (10 minutos cada lavagem).
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Os intestinos médios foram corados por 30 minutos com DAPI (4,6-diamidino-2-
phenylindole) para detec¢do do nticleo. As ldminas foram montadas (montagem
total) em solugdo de moiwol e analisadas em microscopio confocal Zeiss LSM 510
do NMM-UFV e em microscopio de epifluorescécia Olympus BX60 acoplado a
camera digital do Laboratério de Sistemdtica Molecular, Departamento de Biologia

Animal/UFV

LC3 - Amostras previamente fixadas, foram lavadas por trés vezes em PBS
0,1M/1% Triton X-100 (PBST) e incubadas com um anticorpo primdrio anti-LC3
(Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, U.S.A) por 24 h a 4°C (1:100) em
PBST. As amostras foram lavadas e incubadas com o anticorpo secundario,

montadas e analisadas como no item anterior.

A especificidade de sinais foi avaliada em controles negativos, tratados
somente com FITC sem o anticorpo primdrio e montados em solu¢do de moiwol

(montagem total), e analisados e fotografadas em microscépio confocal Zeiss LSM

510 do NMM-UFV.
2.2.5 - Morfometria

Secgdes histologicas foram utilizadas para se obter a altura das células
digestivas. Cinco células foram medidas em cada individuo de cada estagio/fase do
desenvolvimento considerando células com borda estriada e lamina basal aparente.
As medi¢des foram feitas com o auxilio do programa de computador Image-ProPlus
versao para Windows 4.2 (Media Cybernetics). Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p<0,001) para testar
diferencas entre as fases de uma mesma espécie, e ao teste T de student para detectar

diferencas entre fases iguais nas espécies diferentes (*p<0,001%).
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3 - Resultados

3.1 - Morfologia e ultraestrutura

Larvas L4 com trés dias de idade — O epitélio do intestino médio de L4-3 em
ambos, L. longipalpis e P. papatasi, apresentam morfologia semelhante, sendo
constituidos por uma camada de células colunares apoiadas numa lamina basal e
revestidas, externamente por uma camada muscular (Figs. 1A e 1B). Os principais
tipos celulares observados, foram as células digestivas e as células regenerativas. As
primeiras possuem borda estriada e estdo organizadas como uma camada de células
colunares altas, com ntcleo central, cromatina predominantemente descondensada e
nucléolo evidente (Fig. 1A). As células regenerativas, sio pequenas € encontram-se
dispostas na base das células digestivas, isoladas ou agrupadas em ninhos (Fig. 1B).
O intestino médio de L4-3 apresenta o limen preenchido pelo bolo alimentar
envolvido pela matriz peritréfica do tipo II (Figs. 1A, 1B e 2A). A altura média das
células colunares foi de 49,0+2,1um em L. longipalpis e 54,5+3,9um em P. papatasi
(P>0,001) sendo também diferente estatisticamente das demais fases (P<0,001) (Fig.
3).

As células digestivas de 14-3 apresentam em sua por¢do apical
microvilosidades bem desenvolvidas organizadas em paralelo e numerosas
mitocondrias (Fig. 1D). A regido mediana-apical do citoplasma destas células
apresenta numerosos vacuolos, principalmente em P. papatasi (Fig. 2B e 2D).
Células digestivas adjacentes s3o unidas por juncOes septadas presentes
principalmente na porcao apical (Fig. 1D e 2B). Na regido basal dessas cé€lulas, a
membrana plasmatica apresenta invaginagdes, formando um labirinto basal associado
a mitocondrias (Fig. 1C, 1E). Além da lamina basal, o epitélio intestinal € sustentado
por feixes musculares internos e externos (Fig. 1 C).

As células regenerativas estdo presentes ao longo de todo intestino médio das
duas espécies, estando isoladas ou formando grupos (ninhos) na base do epitélio.
Estas células possuem citoplasma pouco abundante e nicleo central bem
desenvolvido. Apresentam formas arredondadas ou ovais, sdo pobres em organelas,
possuindo poucas mitocOndrias e reticulo endoplasmético rugoso (RER) pouco
desenvolvido. O nicleo das células regenerativas possui cromatina

predominantemente descondensada e sua membrana plasmdtica possui poucas
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invaginacdes (Fig. 1 B, 1 D e 2C).

Em P. papatasi ha protrusdes da por¢ao apical das células epiteliais, como
“bolhas” surgindo em dire¢do ao limen (Fig. 2A). Trata-se de uma evaginagdo do
apice celular, sugerindo a existéncia de um mecanismo de secrecdo apdcrina
resultante do rompimento dessa regido para liberar para o limen de parte do
citoplasma apical e organelas (Fig. 2B). O processo de degeneracdo do epitélio larval
em P. papatasi parece iniciar nessa fase (L4-3), com degeneracdo das células
digestivas, porém, em L. longipalpis estas caracteristicas ndo foram vistas nessa fase.
Diferentemente de L. longipalpis, em P. papatasi, o citoplasma das células digestivas
em degeneracdo apresentava-se intensamente vacuolizado (Fig. 1D, 2B e 2D). Foi
possivel visualizar o que parece ser remanescentes de células digestivas entre células

intactas (Fig. 2D).

Larvas L4 com cinco dias de idade — Nesse estdgio a altura média das células
epiteliais digestivas € diferente da fase anterior, com células mais baixas em ambos
L. longipalpis (27,9+1,36) e P. papatasi (34,0+2,24) (P<0,001) (Fig. 3). Diferente de
L4-3, a MP ndo foi vista (Fig. 4A e 4B). Caracteristicas do processo degenerativo
foram observadas em [4-5 de ambas L. longipalpis e P. papatasi. Essas
caracteristicas incluem o citoplasma das células digestivas repleto de vacuolos
citoplasmaticos incluindo vacuiolos autofagicos (Fig. 4C e 4D), protrusoes
citoplasmadticas, semelhantes aquelas vistas no estigio anterior em P. papatasi
também foram vistas no dpice das células epiteliais de ambas espécies (ndo
mostrado). Com relacdo as organelas, observamos nas células digestivas um numero
menor de mitocondrias comparado a fase anterior e RER bem desenvolvido (Fig. 4C

e 4D).

Pré-pupa — Em pré-pupa, o processo de degeneragdo continua ativamente
com liberacdo de partes do citoplasma do epitélio larval, concomitantemente ao
crescimento do novo epitélio (Fig. 5 A-D). Em L. longipalpis, células regenerativas
sao vistas individualizadas na base do epitélio digestivo, enquanto que as células
digestivas formam uma camada unica de células (Fig. 5A). Diferente de L.
longipalpis, em P. papatasi, o limen do intestino médio se encontra totalmente
preenchido, provavelmente com remanescentes do epitélio larval, ejetado durante o

processo de degeneragdo que iniciou em L4 (Fig. 5B). A altura média das células que
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formam o epitélio intestinal em pré-pupa € ainda menor que na fase anterior em L.

longipalpis (18,3+£0,8um) e em P. papatasi (16,8+0,62um) (¥*P>0,001) (Fig. 3).

Células em estagio intermedidrio de diferenciagdo crescem em direcdo ao
limen, formando um novo epitélio com nucleos em diferentes alturas. Na superficie
apical estas células apresentam microvilosidades curtas, nicleo com cromatina
descondensada e nucléolo evidente (Fig. 5C e 5D). Células regenerativas foram
vistas também em grupos na base do epitélio em P. papatasi. Estas células
apresentam citoplasma com poucas organelas, apenas algumas mitocondrias na
regido acima do nucleo sdo vistas e nicleo central e volumoso, ocupando quase todo
o citoplasma (Fig. 5F). Numerosos vactiolos citoplasméticos sdo vistos, alguns deles,

autofdgicos com material (restos de organelas) em seu interior (Fig. SE e SF).

Pupa 24 horas — As caracteristicas gerais do epitélio intestinal de P24 foram
semelhantes para as duas espécies. O novo epitélio em formacdo apresenta células
baixas em diferenciacdo (Fig. 6A-C, 6E). A altura média do epitélio é de 11,3+0,5um
e 13,7£0,92um em L. longipalpis e P. papatasi, respectivamente (*P<0,001) com
relacdo a fase de pré-pupa em L. longipalpis (Fig. 3).

Em ambos, o lumen encontra-se preenchido por material homogéneo e
elétron-denso, proveniente, provavelmente, da liberacdo e histélise do epitélio larval
(Fig. 6A-C e 6E). As células epiteliais em diferenciacdo em L. longipalpis possuem
numerosas mitocondrias principalmente na futura regido apical, logo acima do
nucleo, bem como, microvilosidades curtas e algumas vezes dobradas,
aparentemente em formagdo (Fig. 6D e 6F). No citoplasma, o RER é bem
desenvolvido, a presenca de poucos vacuiolos autofdgicos e corpos multi-lamelares, é

notada (Fig. 6F e 6G).

Pupa 72 horas — A morfologia do epitélio intestinal nesta fase € similar
aquela observada em P24, com células baixas, com altura média de 14,4+0,75 pm
em L. longipalpis e 17,4+0,7 pym em P. papatasi (*P<0,001). Dobras no epitélio
foram vistas nas duas espécies, como se o epitélio recém-formado aumentasse em
extensdo (Fig. 7A e 7B). Semelhante a fase anterior, o limen do intestino se
encontra-se preenchido por material elétron-denso (Fig. 7D e 7E). Células
regenerativas sao encontradas na base do epitélio em diferenciacao (Fig. 7C). Células

em diferenciacdo exibem microvilosidades curtas e poucas organelas (Fig. 7D e 7E),
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essas células parecem se alongar para alcancar o limen, possuem abundancia de

mitocondrias na regido apical, bem como, visto em P24 (Fig. 7D).

Adulto recém-emergido — O epitélio do intestino médio do adulto recém-
emergido apresenta caracteristicas muito semelhantes nas duas espécies. O novo
epitélio € formado por células digestivas colunares altas com 30,1£1,09 um de altura
em L. longipalpis e 26,3,6+0,69 um de altura em P. papatasi (Fig. 3) (*P<0,001) e
borda em escova reestabelecida. A regido apical do epitélio do intestino médio das
duas espécies exibe microvilosidades curtas, organizadas paralelamente. As células
epiteliais apresentam nucleo na posicdo mediana, cromatina predominantemente
descondensada e nucléolo evidente (Fig. 8A, 8B e 8D), na regido basal as células
apresentam invaginacdes da membrana plasmdtica, formando um discreto labirinto
basal (Fig. 8C). O citoplasma destas células apresenta poucas organelas, incluindo
algumas mitocondrias € RER pouco desenvolvido. As células digestivas adjacentes
s@o unidas por jung¢des septadas (Fig. 8C e 8D). O material no limen, proveniente de
remanescentes da degeneracdo do epitélio larval, encontra-se quase que totalmente
ausente e as células epiteliais retomam sua forma (Fig. 8B e 8D). Células

regenerativas nao foram vistas nesta fase.

3.2 - Imunofluorescéncia

Imunofluorescéncia usando o anticorpo anti-caspase-3 mostrou a aparéncia
de atividade de caspase nos estdgios de pré-pupa e P72 em L. longipalpis, enquanto
que para P. papatasi elas sdo observadas a partir da fase de pré-pupa, P24 e P72 (Fig.
09). H4 poucas células com marcacdes positivas para fosfohistona H3 (marcador
mitético) no intestino das duas espécies estudadas. Em ambas, L. longipalpis (Fig
10) e P. papatasi (Fig. 11), marca¢des foram vistas em todas as fases analisadas de
L4-5 a P72. Embora nao tenhamos dados quantitativos do nimero de células
positivas para anti-histona H3 fosforilada, uma variacdo na quantidade de marcacoes

positivas foi vista entre as fases.

Para confirmar a existéncia de vacuiolos autofdgicos no intestino médio das
espécies aqui estudadas, utilizou-se o anticorpo anti-LC3 em diferentes periodos do
desenvolvimento. Marcagdes positivas para anti-LC3 foram vistas em pré-pupa, P24

e P72 em L. longipalpis e P24 e P72 em P. papatasi (Fig. 12). A presenca ou
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auséncia de marcacdes positivas para os anticorpos utilizados sdo mostradas na

tabela 1.

Tabela 1 — Imunofluorescéncia do intestino médio de flebotomineos ao longo do
desenvolvimento pés-embrionario para trés proteinas diferentes. Indicando
presenca (+) e/ou auséncia (-) de marcacoes.

Estagios de desenvolvimento

L. longipalpis L4 Pré-pupa | Pupa 24 horas | Pupa 72 horas
P. papatasi (5 dias)
caspase 3 - + ¥ - +
fosfo-histona H3 + + + +
LC3A/B - + + +
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4 - Discussao

O processo de renovacdao do intestino médio durante a metamorfose, ¢ um
importante evento em holometdbolos, uma vez que o hdbito alimentar muda
drasticamente da larva para o adulto (Wigglesworth, 1972). Vérios estudos t€ém
focado no processo de remodelamento do intestino médio para diferentes insetos
holometabolos (Baldwin e Hakim, 1991; Uwo et al, 2002; Wu et al, 2006; Martins et
al, 2005; Tettamanti et al, 2007; Cruz-Landim & Cavalcante 2003; Franzetti et al,
2012, Neves et al, 2002) incluindo alguns dipteras hemat6fagos (Nishiura et al, 2002;
Wu et al, 2006; Parthasarathy et al, 2007; Ray et al, 2009; Fernandes et al, 2014).
Entretanto, estudos mostrando o processo de renovagdo do intestino médio em
flebotomineos sdo escassos, sendo o presente trabalho o primeiro do tipo para P.

papatasi e L. longipalpis.

O remodelamento do intestino médio em insetos holometdbolos durante a
metamorfose consiste de dois eventos principais: a degeneragdo das células do
epitélio larval e proliferagdo e/ou diferenciagdo de células regenerativas, a fim de
formar o epitélio intestinal adulto (Parthasarathy et al, 2007). A metamorfose
envolve uma cascata de eventos que ocorrem em resposta a sinais hormonais e é
regulada por um balango entre os titulos de hormonio juvenil e ecdisona (Riddiford e
Truman, 1993; e revisado por Hakim et al, 2010). Embora os mecanismos de
sinalizacdo que ativam mudangas especificas ndo sejam totalmente compreendidos
(Parthasarathy et al, 2007), sabe-se que, em dipteras, o hormonio ecdisona possui
picos de atividade durante o desenvolvimento e um desses picos coincide com o
inicio da histélise do intestino médio larval (Lee et al, 2002). Neste estudo, a
degeneracao do epitélio digestivo larval, teve inicio no terceiro dia do 4° instar larval
em P. papatasi, enquanto em L. longipalpis, um pouco mais tarde, iniciando no
quinto dia do mesmo instar. Diferencas a respeito do inicio do processo
degenerativo, observadas entre as duas espécies, podem estar relacionadas a
diferencas na expressdo de fatores de transcricdo da transdugdo de sinal de ecdisona

durante a metamorfose.

O processo de remodelamento do intestino médio em mosquitos durante a
metamorfose, ocorre pela morte celular programada de células digestivas larvais

enquanto células regenerativas se proliferam e se diferenciam para formar o epitélio
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intestinal do adulto (Nishiura et al, 2003; Ray et al, 2007). Semelhante ao que ocorre
em mosquitos, a degeneracdo do epitélio larval nas espécies aqui estudadas teve
inicio no 4° instar larval, com a elimina¢@o de células digestivas e foi concluida no
estagio pupal. No estdgio de pré-pupa, apés a ecdise larval, a histdlise do epitélio
digestivo larval tornou-se mais evidente pelo aumento no nimero de vacuolos
autofédgicos (alguns com debris celulares no seu interior) no citoplasma das células
digestivas, além do desprendimento e eliminacdo dessas células para o limen. As
células epiteliais da larva se desprendem da lamina basal e sdo ejetadas ao limen,
dando espago as células regenerativas que iniciam a diferenciacdo. Em ambos, L.
longipalpis e P. papatasi o processo ocorreu de maneira semelhante a partir da fase
de pré-pupa, e o processo segue sincronizado nas duas espécies, assim que entram na
fase de pupa. Em pré-pupa a principal diferenca observada foi com relagdo ao
conteiido luminal, ausente em L. longipalpis, uma vez que a eliminacdo de células do

epitélio larval iniciou um pouco mais tarde nessa espécie.

A aparéncia, forma e altura das células epiteliais intestinais mudam
drasticamente durante a metamorfose em insetos holometabolos (Nishiura e Smouse,
2000; Neves et al, 2002). Em L. longipalpis e P. papatasi, durante a metamorfose, a
altura média do intestino médio diminuiu. Em pré-pupa, em funcio da coexisténcia
de células digestivas larvais e de células regenerativas no inicio do processo de
diferenciagdo, o epitélio foi visto desorganizado. A menor altura média do epitélio do
intestino médio é observada em P24, possivelmente devido a ocorréncia de células
regenerativas em diferenciacdo em maior quantidade do que a de células do epitélio
larval em degeneracdo. Nos adultos recém—emergidos, as células recém-
diferenciadas sdo altas e alongadas e as microvilosidades sdo reestabelecidas, a altura
média do epitélio intestinal é maior que aquela vista no estadgio pupal, provavelmente

em funcdo da eliminacdo do contetido luminal.

Células regenerativas em diferenciacio foram vistas nos estagios de pré-pupa
e pupa tanto em L. longipalpis como em P. papatasi. Durante a diferenciacdo, as
células regenerativas se alongam em dire¢ao ao limen, aumentam o volume nuclear
e no citoplasma ocorre aparecimento gradual de organelas, bem como, a
regionalizacdo de algumas delas. O acimulo de mitocondrias logo acima do nucleo,
futura regido apical das células € um importante sinal de uma célula em diferenciacao

e pode auxiliar a célula a alcancar a luz do intestino médio (Rost-Roszkowska et al,
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2010). A medida que as células regenerativas avancam no processo de diferenciacio,
microvilosidades curtas e algumas vezes dobradas, sdo vistas no dpice destas células.
As caracteristicas morfologicas de células em diferenciacdo vistas neste trabalho,
foram também descritas durante a metamorfose do intestino médio em outros insetos

(Neves et al, 2002; Rost-Roszkowska et al, 2010; Fernandes et al, 2014).

Embora muitas células regenerativas estejam ainda em processo de
diferenciagdo, células regenerativas indiferenciadas formado um grupo na base do
epitélio em L. longipalpis, foram vistas em pupa 72 horas. De acordo com Neves et
al, (2002), estas células regenerativas persistem indiferenciadas no periodo pupal e
serdo responsdveis por originar outros ninhos de células regenerativas ao final do
periodo pupal. De fato, células regenerativas estdo presentes no intestino médio de
insetos ndo somente durante o desenvolvimento. Em adultos de C. quinquefasciatus,
por exemplo, a reposicdo e/ou renovacao do epitélio intestinal pelo desgaste natural
das células, que ocorre apds a alimentacdo sanguinea, se dd por um mecanismo que
envolve a diferenciacdo de células regenerativas basais pré-existentes (Okuda et al,

2007).

A ocorréncia de marcacgdes positivas para a histona fosforilada H3 (i.e.,
células em mitose) foi verificada neste trabalho no intestino médio das duas espécies,
sugerindo que mesmo durante o processo de substituicdo do epitélio larval pelo
adulto, ocorre divisdo de células regenerativas e essa proliferacdo pode contribuir
para o crescimento do intestino médio. A habilidade de proliferacdo das células
regenerativas do intestino médio tem sido reportada em mosquitos como importante
para o processo de renovacdo do epitélio do intestino médio durante a metamorfose
(Nishiura e Smouse, 2000; Nishiura et al, 2005, Fernandes et al, 2014). De maneira
semelhante ao que foi visto para em L. longipalpis e P. papatasi, em A. aegypti a
proliferacdao de células regenerativas iniciou-se logo apds a ultima ecdise larval-

larval (L4) e continuou no estagio pupal (Nishiura et al, 2003; Fernandes et al, 2014).

Durante a histélise do epitélio do intestino médio na metamorfose em D.
Melanogaster, a ocorréncia de apoptose e autofagia foi verificada. Os dois tipos de
morte celular compartilharam propriedades bioquimicas comuns. Mesmo quando o
intestino médio exibiu caracteristicas morfolégicas de morte celular autofagica,
componentes da maquinaria de morte celular apoptética foram detectados nesta

espécie (Lee et al, 2002). Entretanto, segundo Denton et al. (2009) a autofagia, e ndo
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apoptose, € essencial para o processo de morte celular no intestino de D.
melanogaster durante a metamorfose. Neste caso, a via de ativagdo apoptédtica por
caspases ndo € requerida para o processo de morte celular no intestino médio durante
a metamorfose neste inseto. J4 a degeneracdo de células digestivas durante a
metamorfose do intestino médio em A. aegypti, tem sido descrita como um processo
de morte celular programada dependente de caspases (Parthasarathy et al, 2007). A
presenca de numerosos vacuolos autofdgicos nas células epiteliais, em L. longipalpis
e P. papatasi, principalmente na transicao larva-pupa, nos permite sugerir que em
flebotomineos o processo degenerativo ocorre por autofagia levando a morte das
células digestivas larvais. A presenca de marcacdes positivas tanto para LC-3 como
para caspase-3 a partir da fase de pré-pupa, em L. longipalpis e P. papatasi sugere
que ambas, autofagia e apoptose ocorrem durante a degeneracdo do epitélio na
transicdo larva-pupa, embora caracteristicas morfolégicas de apoptose nao tenham
sido vistas. Semelhante ao observado em Bombyx mori (Lepidéptera) (Franzetti et al,
2012), em que autofagia inicia no quinto instar larval e se intensifica na pré-pupa,
enquanto que a apoptose ocorre a partir de pré-pupa. Nesse caso, apoptose foi
responsavel pela remoc¢do de células do intestino médio larva, enquanto a autofagia
auxilia na reciclagem de nutrientes durante o periodo em que o inseto ndo se
alimenta. Desta forma, € possivel propor que a histélise de tecido larval em L.
longipalpis e P. papatasi, diferente de A. aegypti (Fernandes et al, 2014), seria por

morte celular com autofagia e ndo morte celular por autofagia.
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Figura 1 — Seccoes histolégicas (A e B) coradas com HE e MET (C-E) do
intestino médio de larvas de L. longipalpis ao 3° dia do 4° instar larval.

A — Seccao histoldgica do epitélio (Ep) constituido por células digestivas com ntcleo
(n) central, borda em escova (b) desenvolvida. O limen (L) € preenchido com bolo
alimentar envolto pela matriz peritréfica (MP). Lb - lamina basal; nu - nucléolo.
Barra = 20um.

B — Epitélio (Ep) com as células digestivas, com nucleo central e células
regenerativas (cr) na base do epitélio. Camada muscular (cm). Barra = 20um.

C — Regido basal de uma célula digestiva mostrando labirintos (la) préximos a
lamina basal (Lb) e associados as mitocOndrias (m). Observe camada muscular
circular interna (mc) e longitudinal externa (ml). Barra = 1um.

D — Regido perinuclear de trés células digestivas, ndcleo (n) com cromatina
descondensada e nucléolo (nu) evidente, presenca de numerosas mitocondrias (m) e
vacuiolo autofdgico (au). As células sdo unidas por juncdes septadas (setas) na regido
apical. Barra = 2um.

E — Célula regenerativa (cr) na base do epitélio digestivo. O nicleo (n) da célula
regenerativa ocupa quase todo citoplasma com poucas organelas. Préximo a lamina
basal (Lb) é possivel visualizar invagina¢des curtas da membrana plasmadtica basal,
formando um labirinto basal (la) e (setas). Barra = 1um.




Figura 2 - Seccao histolégica (A) corada com HE e MET (B-D) do intestino
médio de larvas de P. papatasi ao 3° dia do 4° instar larval.

A — Epitélio (Ep) com as células digestivas colunares com nucleos centrais (n).
Observe protrusdo apical do citoplasma da célula digestiva (*) em dire¢do ao limen.
Presenca de uma matriz peritréfica (MP) separando o conteido luminal (L) do
epitélio. Barra = 20um.

B — Por¢do apical (*) da célula digestiva sendo ejetada para o limen. mv-
microvilosidades. Note o citoplasma € repleto de vactiolos (v). A por¢ao mediana-
basal da célula ainda encontra-se aderida as células adjacentes por juncdes septadas
lisas (setas). Barra = Sum.

C — Células regenerativas (cr) na regido basal do epitélio digestivo, préximas a
lamina basal (Lb), uma delas com nicleo central e volumoso (n) e poucas
mitocondrias (m). Barra = Sum.

D — Por¢ao do citoplasma apical e microvilosidades (mv) de duas células do epitélio
digestivo (Ep) e um provdavel remanescente de uma célula digestiva (delineado em
preto). Note o citoplasma intensamente vacuolizado com vacuolos de diferentes
tamanhos (v), nicleo (n). Barra = Sum.
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Figura 3 - Altura (média + erro padrao) (um) das células do epitélio do intestino
médio de L. longipalpis e P. papatasi. Asteriscos indicam diferenga estatistica
significativa na mesma fase entre espécies diferentes pelo teste T e student. (*P <
0,001). Letras (mintsculas e maidsculas) diferentes indicam diferenca estatistica
significante entre as fases do desenvolvimento na mesma espécie (ANOV A/Tukey)

(P <0,001).
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Figura 4 — Seccoes histologicas (A e B) e MET (C e D) do intestino médio de
larvas de L. longipalpis e P. papatasi ao 5° dia do 4° instar larval.

A — Epitélio intestinal (Ep) de L. longipalpis com as células digestivas com nucleo
central e nucléolo evidente e borda em escova (b). Limen (L). Coloracdao: HE. Barra
= 10um.

B — Epitélio intestinal (Ep) de P. papatasi com as células digestivas com citoplasma
intensamente vacuolizado e nudcleo (n) central. Ao mesmo tempo, observa-se células
regenerativas individuais (setas) na base do epitélio. Coloracdo: HE+Azul de
Toluidina. Barra = 20um.

C — Porcdo do citoplasma e nicleo (n) de uma célula digestiva em L. longipalpis.
Note a presenga de numerosos vacuolos, sendo alguns vactiolos autofagicos (Au)
com material em seu interior. Barra = Spum.

D — Porc¢des citoplasmadticas de duas células digestivas de P. papatasi, evidenciando
parte dos nucleos (n) com predomindncia de cromatina descondensada, RER
desenvolvido, e alguns vactolos autofagicos (Au). Barra = 1lum.
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Figura 5 — Seccoes histologicas (A e B) e MET (C-F) do intestino médio de pré-
pupas de L. longipalpis e P. papatasi.

A — Células colunares do epitélio digestivo (Ep) de L. longipalpis, com nicleos
centrais (n) e nucléolo evidente. Na base do epitélio, note as células regenerativas
(setas). L- lumen. Coloragdo: HE. Barra = 10pum.

B — Epitélio intestinal (Ep) P. papatasi com células baixas e desorganizadas. O
limen (L) estd preenchido com material intensamente corado. Colora¢do: HE+Azul
de Toluidina. Barra = 10um.

C — Células em diferenciagdo em pré-pupa de L. longipalpis com nucleo (n)
volumoso e citoplasma com poucas organelas e microvilosidades (mv) em formacao.
gl- goticulas lipidicas. Barra = 2um.

D — Célula em diferenciacdo em P. papatasi com poucas microvilosidades (mv) e
apoiada em uma lamina basal (Lb). N- nicleo com cromatina descondensada. Barra
= Sum.

E — Porcido do citoplasma e nticleo (n) de uma célula digestiva em P. papatasi com
numerosos vacdolos autofigicos (Au). M- mitocOndrias; RER- reticulo
endoplasmadtico rugoso. Barra = 2um.

F — Células regenerativas em pré-pupa de P. papatasi. Estas células sdo elétron-
lucentes em relacdo as células digestivas com citoplasma pobre em organelas e
ndcleo (n) ocupando boa parte da célula. Au- vactolos autofdgicos; cd- célula
digestiva; Lb- 1amina basal. Barra = Sum.
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Figura 6 - Seccao do intestino médio (A) e MET (B e C) de pupas 24 horas de L.
longipalpis e P. papatasi.

A — Epitélio intestinal (Ep) em L. longipalpis com células baixas. L- limen; n-
nicleo. Coloragdao: HE+Azul de Toluidina. Barra = 10 pm.

B — Epitélio (Ep) com células baixas e desorganizadas em P. papatasi. L- limen.
Coloragao: HE+Azul de Toluidina. Barra = 10 pm.

C — Célula em diferenciacdo em L. longipalpis com numerosas mitocondrias (m) e
microvilosidades em formag¢do (mv). n - nicleo com cromatina descondensada (n) e
nucléolo aparente (nu). Barra = lum.

D — Célula em diferenciacdo em L. longipalpis, com nucleo (n) com predominancia
de cromatina descondensada e nucléolo (nu) evidente. O Iimen (L) preenchido com
material elétron-denso. Lb- lamina basal; cm- camada muscular. Barra = 2um.

E — Célula recém-diferenciada em P. papatasi com poucas e curtas microvilosidades
(mv). Ldmen (L) elétron-denso, preenchido com remanescentes do epitélio larval
ejetado. Nucleo (n) com cromatina descondensada. Na regido basal note a lamina
basal (Lb). Barra = 2um.

F — Porc¢des citoplasmaticas de duas células digestivas adjacentes em P. papatasi. Na
regido apical observa-se microvilosidades curtas (mv). No citoplasma o RER € pouco
desenvolvido e é possivel notar poucas mitocondrias (m). As células sdo unidas por
jungdes septadas principalmente na parte apical (setas brancas). L- limen elétron-
denso. Barra = Tpum.

G — Porc¢do do citoplasma de uma célula epitelial em diferenciacdo em P. papatasi.
Note a presenca corpos multilamelares (ml) e algumas mitocondrias (m). Barra =
Ipm.
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Figura 7 — Secc¢oes do intestino médio coradas com HE (A e B) e MET (C-E) de
pupas 72 horas de L. longipalpis e P. papatasi.

A — Epitélio intestinal (Ep) de L. longipalpis com células baixas. L- limen
fortemente corado. Barra = 10 um.

B — Epitélio (Ep) de P. papatasi com células achatadas. L- limen fortemente corado
Barra = 10 pm.

C — Trés células regenerativas na base do epitélio de L. longipalpis. L- lamina basal.
Barra = Ipm.

D — Porc¢ao do citoplasma de uma célula digestiva (cd) de P. papatasi. n- nicleo com
cromatina descondensada; mv- microvilosidades curtas e desorganizadas. Célula em
diferenciagdo com actimulo de mitocOndrias (setas) na regido apical. Lb- lamina
basal. Barra = ITpm.

E — Epitélio (Ep) em reconstru¢do em L. longipalpis com células baixas e achatadas.
L- ldmen elétron-denso; Lb- 1amina basal. Barra = Sum.
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Figura 08 — Seccoes histolégicas (A e B) coradas com HE e MET (C e D) do
intestino médio de adultos recém-emergidos de L. longipalpis e P. papatasi.

A — Epitélio (Ep) com células digestivas colunares, com ntcleo central (n) e borda
em escova (b). L- ldmen. Barra = 10 um.

B — Epitélio (Ep) intestinal de P. papatasi com as cé€lulas digestivas colunares, com
nucleo central (n) e borda em escova (b) na regido apical. Barra = 10um.

C — Célula digestiva de L. longipalpis com nucleo (n) central e cromatina
descondensada. Na regido apical esta célula apresenta microvilosidades (mv)
organizadas paralelamente. Barra = 2um.

D — Porg¢ao apical de uma célula digestiva em P. papatasi com nucleo central (n) e
com nucléolo (nu) evidente. Note as microvilosidades organizadas paralelamente
(mv) na regido apical. Células adjacentes sdo unidas por jungdes septadas (setas
brancas). Barra = 2um.
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Figura 09 — Imunofluorescéncia para anti-caspase-3-FITC (verde) no intestino
médio de L. longipalpis (A e B) e P. papatasi (C, D e E). Marcagdes positivas em L.
longipalpis: pré-pupa (A) e pupa 72 h (B) e em P. papatasi: pré-pupa (C), pupa 24 h
(D) e pupa 72 h (E). Controle negativo (F) intestino médio de pupa 24 h de L.
longipalpis.
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Figura 10 — Imunofluorescéncia dos intestinos médios de L. longipalpis para
anti-Fosfohistona H3. Montagem dos intestinos observados sob microscépio de
epifluorescéncia, os nucleos foram marcados com DAPI (azul) (A, C, E e G).
MarcagOes positivas para anti-Fosfohistona H3-FITC (verde), sob microscopio
confocal a laser (B, D, F e H), em L4-5 dias (A e B); pré-pupa (C e D); Pupa 24 h (E
e F) e Pupa72 h (G e H).
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Figura 11 — Imunofluorescéncia do intestino médio de P. papatasi. Montagem dos
intestinos observados sob microscépio de epifluorescéncia com os nicleos marcados
com DAPI (azul) (A, C, E e G) e marcagdes positivas para anti-Fosfohistona H3-
FITC (verde), sob microscopio confocal a laser (B, D, F e H), em L4-5 dias (A e B);
pré-pupa (C e D); Pupa 24 h (E e F) e Pupa 72 h (G e H).
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Figura 12 — Imunofluorescéncia para anti-LC3/AB-FITC (verde) no intestino
médio de L. longipalpis (A, B e C) e P. papatasi (D e E). Marcagdes positivas em L.
longipalpis: pré-pupa (A), pupa 24 h (B) e pupa 72 h (C) e em P. papatasi: pupa 24 h
(D) e pupa 72 h (E). Controle negativo (F) do intestino médio de pupa 72 h de L.
longipalpis.
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7 — Consideracoes finais

A alimentacdo de fémeas de P. papatasi com células sanguineas
reconstituidas com anti-soros especificos para as protéinas associadas a MP PpChitl
e PpPer2 afetaram a cinética de maturacdo da MP. O atraso na degradacdo da MP ao
final da digestdo, verificado pela espessura da MP, bem como, pelo conteido de
quitina no intestino médio 72 h apds a alimentagdo com anti-PpChitl, pode estar
relacionado a falta de modulagdo das fibrilas de quitina pela enzima, o que sugere

que PpChitl atua na quebra da MP em P. papatasi.

Os efeitos da injecdo de 85ng de dsPpChitl em P. papatasi levou a redugdo
de transcritos para PpChitl em todos os horarios analisados, sendo que em 48 e 96
horas apds a alimentacdo, essa reducdo foi maior, 57% e 49%, respectivamente.
Embora ndo tenhamos realizado uma anélise fenotipica da MP apds o silenciamento
de PpChitl, nossos resultados podem contribuir para aumentar a compreensao do

papel de PpChitl em P. papatasi.

O remodelamento do intestino médio de L longipalpis e P. papatasi inicia no
quarto isntar larval. Entretanto, em P. papatasi a degeneracdo do epitélio parece
iniciar um pouco mais cedo, no terceiro dia do quarto instar larval (LL4-3), enquanto
em L. longipalpis, no quinto dia do quarto instar larval (L4-5). Embora as
cacteristicas morfoldgicas do processo de morte celular tenham sido semelhantes em
ambos, essa diferen¢a no inicio da histdlise, pode estar relacionada a diferengas na
expressdo de genes reguladores do processo. A presenca de numerosos vacuolos
autofédgicos nas células digestivas larvais, bem como marcagdes positivas para LC3,
sugere que em ambas espécies, o processo de morte celular das células epiteliais se
did por autofagia. Entretanto, a deteccdo de atividade de caspase-3 por
imunofluorescéncia pode indicar que ambas autofagia e apoptose atuam em conjunto

na morte células digestivas larvais.

Além das células digestivas, células regenerativas foram vistas na base do
epitélio intestinal isoladas ou em pequenos grupos, durante a metamorfose nas duas
espécies. Da mesma maneira, células em mitose, positivas para histona fosforilada
H3 foram detectadas, sugerindo que as células regenerativas se dividem durante o

desenvolvimento do intestino. De acordo com as caracteristicas morfoldgicas
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observadas durante o processo de remodelamento do intestino médio durante a

metamorfose € conservado nas duas espécies.

No presente trabalho, mostramos resultados relevantes sobre aspectos do
papel de proteinas associadas a MP, no processo de formacgdo e degradacdo da
mesma. Além disso, apresentamos pela primeira vez o processo de remodelamento
do intestino médio de duas importantes espécies vetoras de leishmaniose.
Considerando que o intestino médio tem papel fundamental na competéncia vetorial
na transmissdo de Leishmania por flebotomineos, nossos resultados auxiliam

aumentanto nosso conhecimento acerca da biologia do vetor.
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