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RESUMO 
 

MALTA, Juliana, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2016. Efeitos de 
antissoros específicos para proteínas associadas a matriz peritrófica, 
silenciamento gênico da quitinase 1 e morfologia do intestino médio durante a 
metamorfose de flebotomíneos. Orientador: Gustavo Ferreira Martins. 
Coorientador: José Marcelo Ramalho Ortigão. 

 
Flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) são importantes vetores das 

leishmanioses, doenças causadas por protozoários do gênero Leishmania, 

distribuídos em dois grandes gêneros de importância médica:  Phlebotomus no Velho 

Mundo e Lutzomyia no Novo  Mundo. Após a ingestão de sangue o bolo alimentar é 

envolto por uma matriz quitino-proteica, chamada matriz peritrófica (MP). Em uma 

infecção por Leishmania, o intestino do vetor tem papel crucial, pois, para se 

estabelecer, o protozoário deve escapar do espaço endoperitrófico e se fixar na 

parede do intestino para evitar sua eliminação durante a excreção. Nesse sentido, a 

MP funciona como barreira ao desenvolvimento do parasito, sendo um componente 

importante na competência vetorial de flebotomíneos. Neste trabalho foi estudado o 

efeito da alimentação com células sanguíneas reconstituídas com anti-soros 

específicos para duas proteínas associadas à MP, a quitinase PpChit1 e a peritrofina 

PpPer2, na morfologia da MP de fêmeas de Phebotomus papatasi. A MP foi avaliada 

por microscopia de luz (ML) e microscopia eletrônica de transmissão (MET) (24, 

42–46, 48 e 72 h após a alimentação), microscopia de força atômica (MFA) (30 h 

após a alimentação) e microscopia confocal (WGA-FITC) (72 horas após a 

alimentação). Nesta mesma espécie, também foi estudado a inibição da expressão de 

PpChit1 pela técnica de RNA de interferência (RNAi) após a injeção de dsPpChit1 

(24, 48, 72 e 96 h após a alimentação sanguínea). Adicionalmente, o 

desenvolvimento pós embrionário do intestino médio foi investigado nas seguintes 

fases/estágios: larvas de 4º instar com três dias (L4-3) e com cinco dias (L4-5) após a 

ecdise, pré-pupa, pupa 24 horas e 72 horas após início da metamorfose e adulto 

recém-emergido, nos flebotomíneos Lutzomyia longipalpis e P. papatasi. Amostras 

de intestinos médios dissecados de cada fase foram avaliados por microscopias de 

luz (ML), eletrônica de transmissão (MET) e fluorescência. Verificamos que a 

alimentação de fêmeas de P. papatasi com antisoros específicos para PpChit1 e 

PpPer1, levou a um aumento na espessura da MP 72 h após a alimentação, bem 

como um aumento na amplitude da rugosidade na superfície da MP 30 h após a 
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alimentação. A detecção de quitina com WGA-FITC, identificou que 72 h após a 

alimentação com anti-PpChit1, o conteúdo de quitina associada a MP no intestino 

médio do inseto era maior que nos insetos alimentados com soro naïve. A 

alimentação com antisoros específicos contra as proteínas associadas a MP (PpChit1 

e PpPer2) afetam a cinética de maturação e degradação da MP, evidenciando o papel 

dessas proteínas na estruturação da MP de P. papatasi. A injeção de dsPpChit1 levou 

a uma reducão nos níveis de transcritos em todos os horários analisados, sendo esses 

resultados o primeiro passo para contribuir futuramente para o entendimento do 

papel de PpChit1 na MP P. papatasi. As mudanças morfológicas no intestino médio 

das duas espécies tiveram início no quarto instar larval, no entanto, em P. papatasi o 

processo degenerativo das células epiteliais iniciou um pouco antes em L4-3 

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 marcações 

positivas para a histona fosforilada H3, em ambas, sugerem que as células 

regenerativas se dividem durante o processo de remodelamento do intestino médio 

em flebotomíneos. A histólise do epitélio intestinal larval se dá possivelmente por 

autofagia, pela presença de numerosos vacúolos autofágicos, bem como por 

marcações positivas para a proteína LC3, entretanto, a detecção 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 é conservado nas duas 

espécies, se diferenciando apenas no tempo do início do processo degenerativo entre 

as duas espécies. Os conhecimentos relacionados as proteínas da MP, bem como ao 

desenvolvimento pós-embrionário do intestino médio em flebotomíneos, o qual tem 

papel fundamental na transmissão de Leishmania, são importantes para uma melhor 

compreensão do inseto vetor. 
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ABSTRACT 

 
MALTA, Juliana, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 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 Ortigão. 
 
 
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 PpChit1 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. PpChit1 knockdown was performed in P. papatasi  by means RNA 

interference technique (RNAi) after dsPpChit1 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 (L4-3) 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-PpChit1 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 naïve serum. The 
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feeding of P. papatasi females with red blood cells reconstituted with antisera 

targeting PM associated proteins (PpChit1 and PpPer2) affected the PM maturation 

and degradation, indicating the role of these proteins on PM structure. Injection of 

dsPpChit1 led to significant decrease in corresponding mRNA levels. These results 

are the first step on contribution to understand PpChit1 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 – Introdução e revisão bibliográfica 

1.1- Flebotomíneos  
 

Flebotomíneos são insetos dípteros da subordem Nematocera pertencentes à 

família Psychodidae e subfamília Phlebotominae, são considerados vetores naturais 

de alguns agentes etiológicos de doenças humanas e animais, causadas por 

protozoários do gênero Leishmania (revisado por Killick-Kendrick, 1990). Possuem 

também capacidade vetorial para bactéria Bartonella bacilliformis e agentes de 

algumas arboviroses também de importância médica (Shaw et al, 2003; Sherlock, 

2003). O protozoário Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) é o agente 

etiológico causador das leishmanioses. As leishmanioses são doenças tropicais 

negligenciadas transmitidas pela picada de fêmeas de flebotomíneos infectadas por 

protozoários do gênero Leishmania e constituem uma doença com complexo e 

variado espectro clínico e epidemiológico, desde lesões cutâneas, até sua forma 

visceral potencialmente fatal. Presente em mais de 98 países, as leishmanioses re-

emergem como um grave problema de saúde pública, atingindo principalmente 

pessoas de baixa renda. Cerca de 350 milhões de pessoas estão expostas ao risco de 

infecção e estima-se que a cada ano, a incidência de novos casos das diferentes 

formas clínicas seja de 1,5 a 2 milhões. Entretanto, esse número pode estar 

subestimado, uma vez que as leishmanioses não são notificadas em todos os países 

nos quais elas ocorrem (Desjeux,  2004; WHO, 2015).  

De aproximadamente 800 espécies conhecidas de flebotomíneos em todo 

mundo, cerca de 90 tem sido implicadas na transmissão de Leishmanioses (Aguiar e 

Medeiros, 2003; WHO, 2015). Devido a importância médica e veterinária que 

apresentam, os flebotomíneos são distribuídos em dois grandes gêneros, onde a 

transmissão da leishmaniose no Novo Mundo (América Central e do Sul) está 

associada a espécies do gênero Lutzomyia e, no Velho Mundo, a espécies do gênero 

Phlebotomus (Young e Duran, 1994). A maioria das espécies de flebotomíneos  tem 

ampla distribuição geográfica, sendo mais abundantes principalmente nas zonas 

temperadas ao nível do mar (Rangel e Lainson, 2003), no entanto podem também ser 

encontrados em elevadas altitudes como na cordilheira dos Andes (Aragão e Lima, 

1987).   

Flebotomíneos, assim como os demais dípteros, são insetos holometábolos, 

passam pelas fases de ovo, quatro estádios larvais, pupa e adulto (Killick-Kendrick, 
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1999). As formas imaturas têm habitat terrestre, desenvolvendo-se em locais ricos 

em matéria orgânica em decomposição, especialmente de natureza vegetal. Os 

adultos são alados, apresentam cor amarelados ou castanhos, são insetos de pequeno 

porte com aproximadamente dois a três mm de comprimento (Rangel e Lainson, 

2003). Na natureza os criadouros de flebotomíneos são de difícil localização, as 

larvas são terrestres e alimentam-se de matéria orgânica do solo. Já as pupas fixam-

se ao substrato e não se alimentam, sofrem metamorfose e atingem a fase adulta. Os 

flebotomíneos adultos, tanto machos como fêmeas, vivem em abrigos úmidos como 

fendas de árvores, tocas de animais e fendas de pedras. Utilizam a seiva de plantas e 

secreções açucaradas de afídeos na alimentação como fonte de energia para as suas 

atividades de voo, acasalamento e postura (Brazil e Brazil, 2003). Esses insetos 

possuem características peculiares que facilitam seu reconhecimento: corpo 

densamente coberto por pelos, quando pousam mantém suas asas semiabertas acima 

do abdome e seu voo é curto, baixo e saltitante (Killick-Kendrick, 1999, Rangel e 

Lainson, 2003).  

O ciclo de vida de flebotomíneos é mostrado esquematicamente na figura 1, 

diferentemente de outros dípteros hematófagos, o desenvolvimento das formas 

imaturas não ocorre na água, os ovos, larvas e pupas de flebotomíneos se 

desenvolvem em locais úmidos e ricos em matéria orgânica (Killick-Kendrick, 

1999). A duração precisa de cada fase do desenvolvimento é difícil de ser 

estabelecida, pois pode ser afetada pela temperatura ambiente, em baixas 

temperaturas a duração de cada fase pode se estender, enquanto em altas 

temperaturas a duração pode ser mais curta (Macedo-Silva et al, 2014). Sob 

condições experimentais, os ovos de L. longipalpis eclodem comumente após seis a 

nove dias a partir da oviposição. Os quatro estágios larvais tem duração de cerca de 

14 a 19 dias e após o quarto estádio larval, os insetos entram na fase de pupa por oito 

a nove dias até os adultos emergirem. O período do desenvolvimento desta espécie é 

de 35 dias, sendo que uma média de 25 a 42 dias é considerada (Rangel et al, 1986).  

Somente as fêmeas dos flebotomíneos necessitam da alimentação sanguínea, 

e portanto, são responsáveis pela transmissão de patógenos. No entanto, para servir 

como vetoras, as fêmeas devem viver tempo suficiente para conseguirem realizar um 

segundo repasto sanguíneo e assim serem capazes de transmitir o patógeno a um 

novo hospedeiro (Sherlock, 2003). O sangue ingerido pelas fêmeas é uma importante 

fonte de proteínas, necessária para a maturação do folículo ovariano e produção de 
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ovos (Soares e Turco, 2003; Munstermann, 2004). Componentes do sangue também 

são importantes para os patógenos 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 flebotomíneos (Jacobson e Schlein, 

2001). 

 

Figura 1 - Desenho esquemático do ciclo biológico de flebotomíneos. Mostrando o 
estágio inicial de ovo, os quatro estágios larvais de L1 a L4, pupa e adulto. Fonte: 
http://pcwww.liv.ac.uk/leishmania/life_cycle__habitats.htm. 

 

Os flebotomíneos, em sua maioria, tem o hábito de realizarem a hematofagia 

durante o crespusculo ou à 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 substâncias, tais 

como anticoagulantes, antiagregantes plaquetarios, imunossupressores e 

vasodilatadores, que além de facilitarem a obtenção de sangue, reduzem o 

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

1.2 - Interação vetor-parasito 
 

Os parasitos do gênero Leishmania apresentam um ciclo de vida digenético, 

alternando entre o mamífero vertebrado e o flebotomíneo vetor. No vertebrado, a 

forma amastigota intracelular, reside e se multiplica dentro de fagolisossomas de 

células do sistema mononuclear fagocitário do vertebrado. No flebotomíneo, a forma 



 4 

promastigota flagelada, coloniza o trato intestinal do inseto (Sacks e Kamhawi, 2001; 

Dedet, 2002).  

A colonização do intestino de flebotomíneos por Leishmania spp pode variar 

conforme o gênero do parasito, e a distribuição diferencial forma “micro-habitats”, 

de acordo com as partes colonizadas no intestino médio. Esta observação levou 

Lainson e Shaw (1987) a classificar os parasitos em três categorias: suprapilária, 

peripilária e hipopilária. As espécies de Leishmania que colonizam e desenvolvem-se 

na porção do trato digestivo anterior ao piloro, são ditas suprapilárias e pertencem ao 

subgênero Leishmania. Os parasitos com hábitos peripiláricos estabelecem uma 

infecção inicial na região posterior do trato digestivo, na região pilórica e na porção 

abdominal do intestino médio, e pertencem ao subgênero Viannia, seus 

representantes são restritos ao Novo Mundo. Parasitos com desenvolvimento do tipo 

hipopilárico, são restritos ao intestino posterior, e ocorrem em espécies de 

Leishmania que infectam répteis e são do subgênero Sauroleishmania (Croan e Ellis, 

1997; Momen e Cupolillo, 2000). A maioria das espécies de Leishmania que causam 

doenças em humanos é de comportamento suprapilárico (Rangel e Lainson, 2003).  

O estabelecimento de uma infecção por Leishmania suprapilárica ocorre no 

lúmem do intestino médio do flebotomíneo após a ingestão de sangue, contendo 

formas amastigotas dentro de macrófagos (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 adaptações às 

mudanças sofridas pelos parasitos dentro do flebotomíneo, como aumento de pH e 

diminuição da temperatura (revisado por Bates e Rogers, 2004 e Kamhawi, 2006). O 

sucesso do desenvolvimento de Leishmania em flebotomíneos resulta na geração e 

transmissão de formas promastigotas metacíclicas aos hospedeiros vertebrados 

(Saraiva et al, 1995). 

As formas amastigotas ingeridas pelo vetor alcançam o intestino médio e 

diferenciam-se em promastigotas entre seis e 12 horas após o repasto, nesse 

momento inicia-se a formação de uma matriz peritrófica (MP) que envolve o bolo 

alimentar. Essa matriz consiste em uma mistura de quitina e proteínas 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 multiplicação das formas 

promastigotas, que são encontradas formando estruturas chamadas de rosetas com 

seus flagelos voltados para o centro. Algumas horas depois, os parasitos começam a 
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replicação e se diferenciam em formas alongadas e móveis chamadas nectomonas 

(revisado por Sacks e Kamhawi, 2001). Em um segundo estágio do desenvolvimento, 

entre 60 a 72 horas, um grande número de nectomonas, localizam-se no espaço 

ectoperitrófico. Nesse estágio ocorre a degradação da MP na parte anterior do 

intestino pela ação de quitinases secretadas pelo parasito (Shakarian e Dwyer, 2000) 

e, por quitinases endógenas dos flebotomíneos (Ramalho-Ortigão et al, 2005). As 

leishmanias nectomonas ancoram-se às microvilosidades do epitélio intestinal e 

dessa forma, evitam sua expulsão durante a defecação. Essa etapa é a que determina, 

de fato, o sucesso da infecção (revisado por Bates, 2008).  

A competência vetorial de uma espécie de flebotomíneo é 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 é uma importante propriedade das formas promastigotas 

nectomonas, pois a adesão dos parasitos permite a sua permanência no intestino 

durante o peristaltismo e evita sua expulsão durante a defecação (revisado por Sacks 

e Kamhawi, 2001). O principal responsável por essa adesão é o glicoconjugado 

lipofosfoglicano (LPG) (Pimenta et al, 1992; Kamhawi et al, 2004). O LPG é uma 

molécula ancorada a glicosilfosfatidilinositol (GPI), cobrindo toda superfície das 

promastigotas, incluindo flagelo, organizado como um glicocálice densamente 

filamentoso (Sacks et al, 2000).  

O LPG foi primeiramente descrito em 1984 (Handmam et al, 1984). 

Posteriormente, seu papel na adesão de formas promastigotas ao epitélio do intestino 

de flebotomíneos, foi melhor caracterizado através da utilização de técnicas de 

interação in vitro. Foi demonstrado a fixação de L. major ao epitélio intestinal de P. 

papatasi e sua posterior liberação é dependente do estágio do desenvolvimento do 

parasito e é controlada pela modificação nas cadeias de açúcar terminais do LPG 

(Pimenta et al, 1992). Desde então, essa molécula tem sido considerada um 

importante fator de virulência entre diferentes espécies de Leishmania (Turco et al, 

2001). 

Os flebotomíneos foram classificados de acordo com a susceptibilidade em 

desenvolver (experimentalmente) uma ou mais espécies de leishmanias: (1) vetores 

permissivos (ou não-específicos), são 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 específicos), são aqueles que permitem o desenvolvimento 

somente da espécie de Leishmania que eles comumente carregam na natureza, por 

exemplo Phlebotomus papatasi, que transmite Leishmania major, e Phlebotomus 

sergenti que transmite Leishmania tropica (Pimenta et al, 1994; Kamhawi et al, 

2000). O mecanismo utilizado por vetores específicos envolve um receptor no 

intestino médio do flebotomíneo que se liga à molécula de lipofosfoglicano no 

parasita (LPG). Após 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 fixação do parasito ao intestino médio no 

vetor é mediada pela interação do LPG com a molécula receptora de LPG do tipo 

galectina (PpGalec) presente no epitélio intestinal de flebotomíneos, como por 

exemplo, na fixação de L. major no intestino de P. papatasi. O gene que codifica 

para PpGalec ocorre em repetições em tandem e é expresso exclusivamente no 

intestino médio de P. papatasi (Kamhawi et al, 2004). 

No caso de vetores não específicos, eles também utilizam uma molécula com 

atividade semelhante à lectina para permitir a ligação dos parasitos. No entanto, essa 

relação não depende de LPG, e a interação nesse caso está relacionada com a 

presença de glicoproteínas com um terminal N-acetil-galactosamina (GalNAc) na 

superfície da Leishmania (Myskova et al, 2007). 

A fase final do desenvolvimento resulta na colonização da porção entre o 

intestino anterior e o intestino médio torácico, a válvula estomodeal. As formas 

nectomonas diferenciam-se em formas curtas e largas chamadas haptomonas e têm 

capacidade de se dividir e aderir à cutícula da válvula estomodeal via 

hemidesmossomos flagelares, enquanto são 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 é acompanhada pelo 

desenvolvimento de promastigotas metacíclicas (infecciosa), que possuem corpo 

celular pequeno, flagelo longo, não se dividem, são altamente ativas e livres no 

processo chamado metaciclogênese. As formas metacíclicas movem-se para a porção 

anterior do tubo digestivo, chegando ao esôfago, faringe e probóscide. Nesse 

momento, o flebotomíneo está pronto para realizar outro repasto sanguíneo e assim 

transmitir a forma infecciosa do parasito em um vertebrado (revisado por: Sacks e 

Kamhawi, 2001; e Bates, 2008).   
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O PSG é constituído em grande parte por proteofosfoglicanos. Tem sido 

proposto que o PSG pode aumentar a eficiência da transmissão de Leishmania por 

obstruir o lúmem do intestino anterior e da válvula estomodeal, forçando a 

regurgitação das promastigotas metacíclicas no momento do repasto (Stierhof et al, 

1999; Rogers, 2002; Bates, 2008). A obstrução do lúmen do sistema digestivo 

causada pelo PSG altera o comportamento do flebotomíneo, aumentando o número 

de tentativas de picada, e com isso, o tempo de repasto (Rogers et al, 2002; Rogers e 

Bates, 2007), o que pode favorecer a deposição de mais parasitos, PSG e saliva antes 

que o flebotomíneo possa realizar o repasto com sucesso (Rogers et al, 2004). O PSG 

regurgitado com L. mexicana por L. longipalpis, pode exacerbar a leishmaniose 

cutânea, por recrutar macrófagos ao local da infecção e aumentar a expressão de 

arginase, intensificando a síntese de moléculas requeridas para o crescimento do 

parasito internalizado, resultando em um aumento da sobrevivência e multiplicação 

do parasito durante o inicío da infecção (Rogers et al, 2009).  

Embora a exata interação que leva à capacidade vetorial em flebotomíneos, 

ainda necessite ser completamente esclarecida (revisado em Ramalho-Ortigão et al, 

2010), essa especificidade, pode ser explicada por diferenças no mecanismo de 

adesão de leishmanias ao intestino do flebotomíneo, 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 importância médica 

(revisado em Kato et al, 2010), é, usualmente, transmitida somente por poucas 

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

 

1.3 - O intestino médio dos insetos 
 

A organização 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 ânus (Chapmam, 2013), sustentado na 

cavidade corporal por uma musculatura composta de músculos longitudinais e 

circulares (Park et al, 2000). Em geral, o trato digestivo é dividido em três regiões 

principais, que diferem quanto a sua origem embrionária: intestino anterior (ou 

estomodeu), de origem ectodérmica, intestino médio (ou mesenterio) de origem 

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



 8 

Chapmam, 2013). Por serem de origem ectodérmica, as células dos intestinos 

anterior e posterior secretam cutícula que é contínua àquela encontrada do lado de 

fora do corpo (Chapmam, 2013). 

O intestino médio é o principal sítio de digestão e absorção de nutrientes nos 

insetos. As células epiteliais deste órgão possuem a porção apical voltada para o 

lúmen e a porção basal é apoiada na lâmina basal (Lehane e Billingsley, 1996). Há 

três tipos principais de células epiteliais no intestino médio: enterócitos ou células 

digestivas/absortivas, células endócrinas e células regenerativas (células-tronco), 

com predominâncias das primeiras. As células digestivas possuem microvilosidades 

e estão envolvidas com a absorção e secreção de água, produção e secreção de 

enzimas digestivas e absorção de nutrientes (Cruz-Landim et al, 1996; Neves et al, 

2003; Chapmam, 2013).  

Outro tipo celular do intestino médio dos insetos são as células endócrinas ou 

enteroendócrinas, envolvidas na secreção de hormônios que regulam os processos 

digestivos. Elas são relativamente pequenas e possuem formas variadas como 

piramidal, oval ou fusiforme (Terra e Ferreira, 1994; Chapman, 2013). As células 

regenerativas são consideradas células indiferenciadas, distribuídas de forma isolada 

ou em ninhos por entre a base das células digestivas são capazes de substituir as 

células digestivas mortas, sendo responsáveis pela manutenção 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 fêmeas de flebotomíneos é constituído 

por uma camada de células digestivas que são colunares, chamadas 

predominantemente de células principais (Rudin e Hecker, 1982). Estas células estão 

apoiadas em uma lamina basal e na porção apical apresentam microvilosidades bem 

desenvolvidas e dispostas paralelamente (Gemetchu, 1974; Rudin e Hecker, 1982; 

Andrade-Coêlho et al, 2001). As células digestivas atuam na absorção de nutrientes e 

liberação de água para o lúmen intestinal, síntese e secreção de enzimas digestivas 

(Terra e Ferreira, 1994). Além das células digestivas, dois tipos de células endócrinas 

existem em L. longipalpis, e estão dispersas na monocamada do epitélio do intestino 

médio posterior. O primeiro tipo consiste em um formato triangular e foi chamado de 

células “fechadas”, os grânulos secretados por este tipo celular parecem ser enviados 

para a hemolinfa via membrana celular. O segundo tipo foi chamado de células 
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“abertas”, as quais parecem se abrir para o lúmen secretando seus produtos através 

das microvilosidades (Leite e Evangelista, 2001). 

O tubo digestivo em flebotomíneos é importante não apenas na fisiologia 

digestiva do inseto, mas também no aspecto vetorial da transmissão de Leishmania e 

outros patógenos, como bactérias do gênero Bartonella e arbovírus. De maneira 

geral, o intestino médio de flebotomíneos se subdivide em duas regiões distintas: o 

intestino médio torácico e o médio abdominal. O intestino médio torácico é uma 

porção estreita, para onde os açúcares ingeridos, que estavam armazenados no 

divertículo, são pouco a pouco enviados, para então serem digeridos e absorvidos 

(Tang e Ward, 1998). Na porção inicial do intestino médio torácico, ligando o 

intestino anterior ao intestino médio do inseto há uma válvula, chamada de válvula 

estomodeal (Davis, 1967). O intestino médio abdominal consiste de uma porção mais 

dilatada onde o sangue é armazenado e digerido (Andrade-Coelho et al, 2001) (ver 

figura 2). 
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Figura 2 – Desenho esquemático do tubo digestivo dissecado de P. papatasi.  IMT: 
Intestino médio torácico. IMA Intestino médio abdominal. Adaptado de Jobling, 
1997. 

 

Após a ingestão de sangue, a atividade proteolítica do intestino dos 

flebotomíneos aumenta, com a síntese e secreção de enzimas digestivas no lúmem do 

intestino médio, incluindo tripsinas, quimotripsinas, aminopeptidases e alfa-

gligosidases (revisado em Sacks e Kamhawi 2001). No processamento enzimático do 

alimento em insetos hematófagos, as serino-proteases como as tripsinas e 

quimotripsinas, são as principais proteases envolvidas na digestão, visto que o 

sangue é constituído principalmente de proteínas (Muller et al, 1993). Tais enzimas 

agem na fase inicial da digestão, com a quebra de polímeros em oligômeros, 

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

 

1.4 - Renovação do epitélio do intestino médio durante o desenvolvimento pós-
embrionário  de insetos 
 

Em insetos holometábolos, o trato gastrointestinal sofre mudanças drásticas 

durante a metamorfose, o que inclui o remodelamento do intestino médio. O 

remodelamento é importante para a adaptação do inseto às mudanças que geralmente 

ocorrem nos hábitos alimentares, os quais diferem entre larva e adulto 

(Wigglesworth, 1972). O processo de renovação do intestino médio ocorre pela 
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histólise de células do epitélio larval seguido da proliferação e diferenciação de 

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

A troca do epitélio do intestino médio em holometábolos inicia-se na 

transição larva-pupa e é um evento dependente de hormônio (Lee et al, 2002). As 

transformações são induzidas por um aumento nos níveis de ecdisona, na ausência do 

hormônio juvenil, no final do último instar larval (Riddiford, 1993). O hormônio 

ecdicona é considerado um hormônio chave na indução da morte celular programada 

para remoção de células digestivas larvais, além da proliferação e diferenciação de 

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

2002; Wu et al, 2006).  

O processo de remodelamento do intestino médio tem sido estudado em 

holometábolos, 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 estágio larval, 

observado pela morte celular programada de células epiteliais e pelo aumento no 

número de céulas regenerativas logo após a última ecdise larval (Nishiura, 2003). O 

aumento do número de células regenerativas se dá pela ocorrência de divisões 

celulares no intestino médio de A. Aegypti a partir do quarto estágio larval. As 

divisões celulares ocorreram em regiões específicas durante o desenvolvimento do 

órgão, iniciando na região anterior em L4 e terminando na região posterior do 

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

 Dois processos estão envolvidos na degeneração e morte de células 

epiteliais intestinais durante o remodelamento do intestino médio, em insetos 

holometábolos. O primeiro processo é a apoptose, um processo que leva a morte pela 

condensação da cromatina e fragmentação nuclear, e ocorre pela ativação de enzimas 

caspases (revisado por Hakin et al, 2010). Caspases são o principal componente da 

maquinaria de morte celular por apoptose e estão envolvidas na eliminação de 

tecidos durante a transição larva-pupa pela indução de eventos proteolíticos que 

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

Yuan, 2004).  
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 Outro tipo de morte celular é a autofagia, processo no qual ocorre acúmulo de 

vesículas de dupla membrana que englobam componentes citoplasmáticos 

(autofagossomos), fusionam-se com lisossomos (autolisossomos) que digerem o 

conteúdo luminal (revisado em Malagoli et al, 2010). Um conjunto conservado de 

genes estão diretamente envolvidos no processo, são chamados de genes Atg 

(“autophagy-related”) (Klionsky et al, 2003). Autofagia é um processo normalmente 

utilizado por células como um mecanismo de reciclagem de componentes, e 

sobrevivência da célula sob condições de estresse, tais como privação de nutrientes 

(revisado por Denton et al, 2012). O processo de morte celular envolvendo autofagia 

tem sido comumente associado com a renovação do intestino médio durante o 

desenvolvimento em insetos holometábolos (Nishiura e Smouse, 2000; Lee e 

Baehrecke, 2001; Denton et al, 2009; Fernandes et al, 2014).  

 Durante a histólise no intestino médio de D. melanogaster caspases são 

ativadas, porém, a inibição da atividade de caspases via knockdown do gene efetor de 

caspases decay, não suprimiu a morte celular programada. Entretanto, quando os 

genes Atg1 e Atg18 foram silenciados, ocorreu um atraso significante no processo de 

morte e eliminação das células intestinais larvais. Parece existir uma interação entre 

o mecanismo de morte celular autofágica e apoptótica 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 não é totalmente compreendido no sistema digestivo dos insetos. Em D. 

melanogaster a morte de células do intestino médio e de glândulas salivares envolve 

componentes da via apoptótica, mesmo quando as células exibem características de 

morte celular autofágica (Lee et al, 2002). A ocorrência simultânea de autofagia e 

apoptose tem sido implicada na degeneração de tecidos em insetos durante a 

metamorfose (revisado por Baehrecke, 2005; Neufeld et al, 2008). Entretanto, 

permanece como uma questão aberta, como as células que morrem por autofagia 

também apresentam mecanismos apoptóticos (revisado por Denton et al, 2012). 
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1.5 - Matriz peritrófica (MP)  

 1.5.1 - Tipos e papéis da MP  
 

No intestino médio de muitos insetos, incluindo insetos hematófagos, o bolo 

alimentar é envolvido por uma matriz extracelular e semipermeável, que consiste de 

fibrilas de quitina embebidas em uma matriz de proteínas/glicoproteinas, chamada de 

matriz peritrófica (MP). Dois tipos de MPs foram descritos e diferem-se de acordo 

com o local de síntese: MP1 (tipo 1) e MP2 (tipo 2) (Figura 2) (Peters, 1992). A MP 

tipo I é produzida pelas células epiteliais do intestino médio do adulto. No caso das 

espécies hematófagas, seus componentes são secretados em resposta a distensão do 

epitélio, ocorrida após a ingestão de sangue. Porém, em insetos não hematófagos, ela 

é geralmente constitutiva (Peters, 1992; Lehane, 1997; Shao et al, 2001). A MP tipo 

II é continuamente produzida nas larvas dos dípteros, independente da ingestão de 

alimento, a partir de um pequeno grupo de células altamente especializadas, na 

junção do intestino anterior com o médio, uma região chamada cardia (ver Figura 3). 

Estágios 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 após a ingestão de sangue (Peters, 1992).  

A MP1 envolve o alimento ingerido, e delimita o espaço ectoperitrófico, entre 

o epitélio e a MP, e o espaço endoperitrófico, em torno do bolo alimentar, separando 

o conteúdo luminal em dois compartimentos funcionais. A compartimentalização 

promovida pela MP1 é fundamental para que ocorra a ação das enzimas digestivas 

tornando o processamento e absorção do alimento eficientes (Terra e Ferreira, 1994, 

Toprak et al, 2010). Além disso sua semipermeabilidade e porosidade, permitem o 

trânsito seletivo de pequenas moléculas, bem como regula o movimento de enzimas 

secretadas pelas microvilosidades para o lúmen (Lehane, 1997).  
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Figura 2- Desenho esquemático mostrando a síntese de MP1 e MP2. Adaptado de 

Devemport & Jacobs-Lorena (2005). 

 

Além do papel na compartimentalização da digestão, a MP tipo1 atua como 

barreira protegendo o epitélio intestinal contra patógenos em muitos insetos vetores, 

contra a abrasão por partículas bolo alimentar, além de controlar a difusão de 

enzimas digestivas do lúmem para o epitélio (Lehane, 1997; Toprak et al, 2010). 

Adicionalmente, a MP protege contra agentes nocivos produzidos pela digestão da 

hemoglobina (Walters et al, 1995). Em Aedes aegypt, foi mostrado que a MP e/ou 

proteínas associadas a MP, são capazes de se ligar ao heme, atuando na 

desintoxicação desse composto (Pascoa et al, 2002). Em A. aegypt, a proteína 

associada a MP, AeIMUC1, é capaz de se ligar ao heme (Devenport et al, 2006), 

enquanto em P. papatasi, as peritrofinas PpPer1 e PpPer2 provavelmente também 

são capazes de atuar na desintoxicação de heme (Coutinho-Abreu et al, 2013). 

O papel da MP tipo 1 em insetos hematófagos, é de especial interesse, uma 

vez que a MP limita a passagem de parasitos para o espaço ectoperitrófico. Em 

mosquitos do gênero Anopheles, a MP previne o escape e o desenvolvimento de 

Plasmodium (Billingsley e Rudin, 1992; Shahabuddin et al, 1993). De modo 

semelhante, em flebotomíneos a MP também é considerada um importante 

componente da competência vetorial, por funcionar como uma barreira, dificultando 

o estabelecimento da leishmania no intestino médio. Parasitos que não ultrapassam a 

MP, não conseguem se fixar no epitélio intestinal e são 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 composição da MP  
 

Quitina  

A MP consiste de uma rede de quitina em uma matriz composta de proteínas, 

glicoproteínas e proteoglicanos. A quitina é um polímero linear de N-acetil-

glicosamina (GlcNAc), ligados através de ligações  - (1 - 4) perfazendo de três a 

13% da massa total da MP, proporcionando resistência e servindo como um 

arcabouço para a deposição dos componentes proteicos da MP. Quitina tipicamente 

apresenta-se na forma de microfibrilas que podem variar em diâmetro e comprimento 

(revisado por Merzendorfer, 2006).  

As cadeias de quitina associam-se em três diferentes conformações: como 

cadeias arranjadas em orientação antiparalela (α-quitina) cadeias paralelas (β-

quitina), ou por alguma combinação das duas formas (γ-quitina). O arranjo 

antiparalelo das cadeias em α-quitina, são mais estáveis termodinamicamente, em 

razão de um maior número de pontes de hidrogênio entre os polímeros. Este arranjo 

das microfibrilas em α-quitina é mais prevalente em MPs, embora γ-quitina também 

seja encontrado (Peters, 1992; Lehane, 1997).  

A síntese de quitina da MP ocorre via células epiteliais intestinais, e inicia-se 

com a produção de glicose a partir de trealose pela enzima trealase. No último passo 

da via biossintética, a enzima quitina-sintase cataliza a formação de quitina pela 

transferência de N-acetilglicosamina da uridina difosfato N-acetilglicosamina (UDP-

GlcNAc), promovendo o crescimento da cadeia de quitina. Quitina-sintases são 

proteinas integrais de membrana, presentes na membrana plasmática das células 

epiteliais intestinais e em membranas de vesículas trans-Golgi especializadas, 

chamadas quitosomos (Bracker et al, 1974). Acredita-se que o início da síntese da 

MP tipo1, ocorra utilizando a superfície das microvilosidades como molde para a 

deposição de sucessivas lamelas concêntricas ao longo do intestino (Peters, 1992; 

Hegedus, 2009). O processo de montagem da MP 1, não está bem esclarecido, 

embora admita-se que ocorra em sucessivos passos. O primeiro, iniciando com a 

secreção de fibrilas de quitina pelas microvilosidades das células epiteliais 

intestinais, seguido pela maturação e formação de uma rede por ligações cruzadas 
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entre peritrofinas e finalmente pela associação de proteínas e proteoglicanos 

interligando as fibrilas de quitina (Merzendorfer e Zimoch, 2003).  

Em flebotomíneos a sintese dos componentes da MP inicia-se com cerca de 

um dia após a alimentação sanguínea em L. longipalpis (Secundino et al, 2005), P. 

argentipes e P. orientalis (Pruzinova et al, 2015). Entretanto, em P. papatasi essa 

formação inicia com cerca de quatro horas após a alimentação sanguínea (Blackburn 

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

 

Peritrofinas 

Proteínas compreendem de 21 a 55% da massa total da MP em insetos. As 

proteínas 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 tampões fisiológicos; (2) 

classe II, incluem aquelas extraídas com detergentes suaves; (3) classe III, removidas 

apenas com o uso de desnaturantes fortes; e (4) classe IV, as proteínas que não 

podem ser removidas e permanecem na estrutura da MP após os tratamentos para 

extração de proteínas. O termo peritrofina foi primeiramente descrito para as 

proteínas da MP as quais podem ser removidas apenas pela ação de detergentes 

fortes, classe III (revisado em Tellam et al, 1999).  

Peritrofinas são proteínas que exibem ao menos um domínio de ligação à 

quitina e possuem também um ou mais domínios de ligação à mucina (revisado em 

Tellam et al, 1999; Toprak et al, 2010). Uma característica comum de peritrofinas 

com domínios de ligação à quitina é a ocorrência de resíduos conservados ricos em 

cisteína, que presumivelmente são responsáveis pela ligação à quitina, além de 

mediar a interação de glicoproteínas com a MP. Desta forma, as peritrofinas estão 

comumente, envolvidas na determinação da porosidade, força e elasticidade da MP, 

auxiliando na sua formação e manutenção da sua estrutura (Shao et al, 2005; Toprak 

et al, 2010). Proteínas da MP com domínio de ligação à mucina são ricas em 

aminoácidos serina, treonina, prolina e alanina, em alguns casos esses três ultimos 

aminoácidos representam 51.5% do total de aminácidos da proteína (Wang e 

Granados, 1997). Estas proteínas são altamente glicosiladas, o que auxilia na 

consistência gelatinosa da MP, sendo importante para seu papel de proteger o epitélio 

da abrasão por partículas de alimento, além de conferir resistencia às enzimas 

hidrolíticas (Wang e Granados, 1997; Toprak et al, 2010).  
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A expressão de diferentes peritrofinas já foi verificada no intestino médio de 

insetos (Shen e Jacobs-Lorena 1998; Shao et al, 2005). Em P. papatasi a expressão 

de três peritrofinas, PpPer1, PpPer2 e PpPer3, foi constatada no intestino médio das 

fêmeas dos insetos após o repasto sanguíneo. Duas delas, PpPer1 e PpPer2, estão 

envolvidas na cinética e formação da MP e PpPer3 pode estar envolvida na proteção 

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

 

1.5.3 - Degradação da MP 
 

A degradação da MP ocorre pela ação das quitinases e β-N-

acetilglucosaminidases, que atuam despolimerizando as fibrilas de quitina. Essas 

enzimas catalizam a hidrólise das ligações glicosídicas β-(1-4) na molécula. As 

quitinases clivam a estrutura do polissacarídeo quitina para produzir oligossacarídeos 

menores, que são então convertidos em monômeros pela ação das β-N-

acetilglucosaminidases (Merzendorfer e Zimoch, 2003). As quitinases e β-N-acetil-

D-glucosamidases pertencem à família 18 e 20 das glicosilhidrolases, 

respectivamente. Quitinases de insetos possuem massa molecular de 40 a 90 kDa, e 

podem apresentar multidomínios, sendo um domínio catalítico, um domilio rico em 

serina/treonina que pode estar altamente glicosilado e um último domínio rico em 

cisteína (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 dípteras: Aedes aegypti (De la Vega et al, 1998), Anopheles 

gambiae (Shen e Jacobs-Lorena, 1998), Glossina morsitans (Yan et al, 

2002), Lutzomyia longipalpis (LlChit1) (Ramalho-Ortigao e Traub-Cseko 2003) e em 

P. papatasi (PpChit1), onde está envolvida na formação e degradação da MP 

(Ramalho-Ortigão et al, 2005; Sádlova et al, 2009). 

 O equilíbrio entre a síntese e a degradação de quitina da MP I é um dos 

principais fatores que controlam sua espessura em dípteras (revisado em Shao et al, 

2001). A principal enzima que atua na quebra da MP são as quitinases. A atividade 

quitinolítica no intestino de flebotomíneos é induzida após a ingestão de sangue e o 

pico de produção é em torno de 48 h após a alimentação. A ação de quitinases sobre 
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a MP I influencia a infecção por leishmania, uma vez que quitinases em 

flebotomíneos podem induzir a quebra da MP (Ramalho-Ortigão et al, 2005). O 

envolvimento das quitinases nas mudanças físicas da MP em P. papatasi foi 

mostrado por Pimenta et al, (1997). A MP não se formou no intestino médio do 

inseto alimentado com sangue contendo uma quitinase exógena. Por outro lado, 

flebotomíneos alimentados com sangue contendo o inibidor de quitinase, 

alosamidina, a MP foi formada, porém, de forma desorganizada.  

 A adição de uma quitinase exógena foi capaz de diminuir a produção de ovos 

em L. longipalpis. Os insetos alimentados com sangue contendo quitinases tiveram a 

produção de ovos acelerada quando comparados ao controle. Entretanto, o número de 

fêmeas que morreram sem realizar postura foi maior, além disso, o número de ovos 

postos foi menor, no grupo alimentado com quitinase. A ausência de MP acelerou a 

aquisição de nutrientes, o que levou a uma precoce produção de ovos e oviposição. 

Finalmente, a redução na fecundidade na ausência de MP pode estar relacionada à 

conversão de nutrientes ineficiente ou a perda da função protetora da MP (Araújo et 

al, 2012). Em P. papatasi a alimentação com soro anti-PpChit1 levou a um atraso de 

um dia na oviposição, além de estender em três dias a sobrevivência das fêmeas. Os 

autores especulam que esses resultados estão ligados à mudanças na permeabilidade 

da MP, retardando a absorção de nutrientes utilizados para o desenvolvimento de 

ovos, bem como uma proteção aos efeitos deletérios do heme durante da digestão 

sanguínea  (Robles-Murguia et al, 2014). 

 A ação da enzima PpChit1 em L. major foi verificada pela inibição da 

expressão da mesma via RNAi em P. papatasi. Os dsRNA de PpChit1 silenciaram a 

expressão dessa proteína, o que levou a uma significativa redução ou a eliminação 

dos parasitos no intestino médio após uma alimentação sanguínea, sugerindo que a 

redução da expressão de PpChit1 altera a conformação da MP, o que é capaz de 

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

- Estudar a morfologia da MP após a alimentação de fêmeas de P. papatasi 
com anti-soro específico contra a quitinase PpChit1 e peritrofina PpPer2. 

- Analisar a expressão de transcritos para PpChit1 em fêmeas alimentadas de 
P. papatasi (24, 48, 72 e 96 h após a alimentação) após a microinjeção de 
dsPpChit1. 

- Estudar o processo de remodelamento do intestino médio de L. longipalpis e 

P. papatasi durante a metamorfose. 

- Investigar a ocorrência de mitose, apoptose e autofagia durante a 
metamorfose do intestino médio nas duas espécies por imunofluorescência 
com diferentes anticorpos. 
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CAPÍTULO 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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CAPÍTULO 2 

 
 
 
 

SILENCIAMENTO GÊNICO POR RNA DE INTERFERÊNCIA DA 
QUITINASE PpChit1 NO INTESTINO MÉDIO DE Phlebotomus papatasi 

 
Resumo 

Em flebotomíneos vetores de Leishmania, o desenvolvimento do parasito 

ocorre no trato digestivo e na fase inicial a infecção está relacionado à digestão 

sanguínea. Poucas horas após a ingestão de sangue, em resposta a distensão sofrida 

pelas células epiteliais intestinais, inicia-se no intestino médio do vetor a formação 

de estrutura quitino-proteíca chamada matriz peritrófica (MP), que envolve o 

alimento ingerido compartimentalizando a digestão. Quando flebotomíneos 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 

espaço endoperitrófico e se fixar ao epitélio do intestino, impedindo a eliminação 

durante a defecação. Tem sido mostrado que PpChit1, uma quitinase específica do 

intestino médio de P. papatasi, está envolvida na maturação e degradação da MP. 

Neste trabalho avaliamos o efeito da injeção de 85ng de dsPpChit1 em P. papatasi, e 

a expressão do gene alvo foi monitorada 24, 48, 72 e 96 horas após a alimentação 

sanguínea. Verificamos que em todos os horários analisados a injeção de dsPpChit1 

levou a redução de transcritos para PpChit1, sendo que em 48 e 96 horas após a 

alimentação essa redução foi maior, 57% e 49%, respectivamente. Nossos dados são 

importantes pois confirmam dados já mostrados por nosso grupo de pesquisa, sobre 

os efeitos da injeção de dsPpChit1 na redução de transcritos de PpChit1. O 

silenciamento via RNAi associado a uma avaliação fenotípica da MP, pode 

futuramente auxiliar no entendimento do papel de proteínas relacionadas a MP em 

flebotomíneos.  
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1 – Introdução 
 

O desenvolvimento de uma infecção por Leishmania em flebotomíneos 

vetores é confinado ao trato digestivo destes insetos e nas fases iniciais, a infecção 

está intimamente associada com a digestão sanguínea no intestino médio. No lúmen 

do intestino, concomitantemente ao processo digestivo, após a ingestão de sangue 

contendo macrófagos infectados, os parasitos se multiplicam e sofrem 

transformações morfológicas 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, proteínas e proteoglicanos secretadas 

pelo epitélio do intestino médio, em resposta a distensão sofrida após repasto 

sanguíneo. Essa matriz quitino-proteica envolve o alimento ingerido, e separa o 

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

Para completar o seu ciclo de vida, parasitos Leishmania com 

desenvolvimento suprapilárico (i.e., subgênero Leishmania) devem superar algumas 

barreiras no intestino médio do vetor. Dentre eles, resistir às atividades de enzimas 

digestivas (Sant’Anna et al, 2009; Telleria et al, 2010), escapar do espaço 

intraperitrófico e se ligar a receptores específicos no epitélio do intestino (no caso de 

vetores restritivos) (Svárovská et al, 2010; Kamhawi et al, 2004). A transposição 

dessas barreiras contribui para o sucesso da infecção e assim para a capacidade 

vetorial dos flebotomíneos (Pimenta et al, 1997).  

A MP exerce duplo papel nas interações vetor - Leishmania. Na fase inicial 

da infecção, a MP protege os parasitos do ataque proteolítico num momento 

importante da transição amastigosta – promastigota. Por outro lado, a MP pode 

influenciar de forma adversa o desenvolvimento da Leishmania promastigota, por 

criar uma barreira física que previne o escape de parasitos para o espaço 

ectoperitrófico, resultando na eliminação dos mesmos na defecação (Pimenta et al, 

1997; revisado por Bates e Rogers, 2004).  

A degradação da MP requer a atividade de quitinases, que agem hidrolisando 

as microfibrilas de quitina que a compõem, um processo que ocorre normalmente ao 

final da digestão. Schlein et al (1991) sugeriram que promastigotas de Leishmania 

podem influenciar a quebra da MP por secretar quitinases que danificam a região 

anterior da MP no intestino de P. papatasi. A supreexpressão de quitinase por L. 
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mexicana mutantes facilitou o escape através da MP e contribuiu para os efeitos 

danosos da enzima à válvula estomodeal em Lutzomyia longipalpis, (Rogers et al, 

2008). Entretanto, Sadlová et al (2009) demonstraram que Leishmania major 

permanece no espaço endoperitrófico “aguardando” pela quebra da MP por 

quitinases derivadas do inseto. Em muitas combinações vetor-parasito, o escape de 

Leishmania tem sido associado à quebra da MP por quitinases derivadas de 

flebotomíneos, sendo secretadas pelas células digestivas do epitélio intestinal 

(Ramalho-Ortigão e Traub-Csekö, 2003; Ramalho-Ortigão et al, 2005).  

A porosidade e espessura da MP são determinadas pelo equilíbrio, 

principalmente, entre a síntese e degradação de quitina, pela ação de quitina-sintases 

e quitinases, respectivamente (revisado em Shao et al, 2001). Enzimas quitinases 

específicas, foram identificadas e caracterizadas no intestino médio de L. longipalpis 

(Ramalho-Ortigão e Traub-Cseko 2003) e P. papatasi (Ramalho-Ortigão et al, 2005), 

LlChit1 e PpChit1, respectivamente. A transcrição de ambos os genes é modulada 

pela ingestão sanguínea e alcançam um pico de expressão 72 horas após a 

alimentação, sendo que PpChit1 exibe máxima atividade quitinolítica 48 horas após a 

ingestão de sangue (Ramalho- Ortigão et al, 2005).  

A PpChit1 do intestino médio de P. papatasi provavelmente está envolvida 

com a maturação/degradação da MP (Ramalho-Ortigão et al, 2005; Coutinho-Abreu 

et al, 2010). O knockdown via RNAi de PpChit1 em P. papatasi infectados com L. 

major, levou a significativa redução da carga parasitária no intestino do inseto 

(Coutinho-Abreu et al, 2010). A alimentação com células sanguíneas reconstituídas 

com antisoro específico para PpChit1, tornou a MP de P. papatasi mais espessa e 

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

A introdução de um RNA dupla fita (dsRNA - “double-stranded RNA”) induz 

a destruição de RNA mensageiro homólogo, causando uma diminuição na síntese da 

proteína correspondente. Essa técnica conhecida como RNA de interferência é 

considerada uma importante ferramenta para o estudo da função de genes em 

diversos organismos (revisado por Bellés, 2010). O emprego de dsRNA tem levado à 

interferência na expressão de uma variedade de genes em diferentes tecidos de 

artrópodes, 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 gênero 

Leishmania em flebotomíneos são conhecidos, entretanto, detalhes sobre como 

algumas moléculas no vetor afetam o desenvolvimento do parasito ainda 

permanecem não muito claros. Desta forma, a avaliação do silenciamento de 

PpChit1, pode auxiliar na compreensão do papel de PpChit1 na estrutura e função da 

MP em Phlebotomus papatasi, bem como na elucidação de questões acerca do papel 

da MP em uma infecção por Leishmania. Embora, neste trabalho, não tenha sido 

realizada uma análise dos parâmetros fenotípicos do intestino médio bem como da 

MP após o silenciamento (via RNAi) de PpChit, a eficiência da técnica foi avaliada. 

Mostramos que a injeção de dsPpchit1 foi eficaz em promover o knockdown de 

PpChit1 em P. papatasi. Neste sentido, para complementar estes resultados, mais 

experimentos são necessários, a fim de verificar o fenótipo da MP após o 

silenciamento, o que seria um passo importante para a conclusão 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 - Criação dos flebotomíneos  

Os flebotomíneos da espécie P. papatasi (originadas de Israel - PPIS) foram 

obtidos a partir de colônias mantidas no Departamento de Entomologia da Kansas 

State University, Kansas, Estados Unidos, em incubadores com temperatura (±26ºC), 

umidade (80%) e fotoperíodo (12/12h claro/escuro).  

2.3 - Sintese de dsRNA  

Os dsRNAs foram sintetizados como descrito por Coutinho-Abreu et al. 

(2010). Um fragmento específico de cDNA foi usado como molde para a síntese do 

dsRNA para PpChit1. O cDNA foi obtido a partir da dissecção de cinco intestinos 

médios de P. papatasi coletados 72 horas após a alimentação sanguínea em animal 

(camundongo BALB/c - anestesiado com 100 mg/kg de cetamina e 3mg/kg de 

xilazina). A reação ocorreu com a utilização de oligonucleotídeos contendo a 

sequência do promotor T7 (a seguir e em negrito) e amplificando para a sequência 

total da proteína madura PpChit1. Os primers utilizados foram: PpChit1/T7i_2–F: 

(5'-TAATACGACTCACTATAGGGAGAATGAAGATATCATTGTGTGC-3’), 

PpChit1/T7i_2–R: (5'-TAATACGACTCACTATAGGGAGAT 

CAGCATTGGACCAGGAAGG-3’). As reações de PCR foram realizadas com 0,5 

picomoles de cada primer e com 1 µl de cDNA, utilizando 10 µl de GoTaq PCR 

master mix (Promega, Madison, WI, USA). Um volume de 20 µl da reação foi 

submetido à 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 reação foram purificados e concentrados e 1 μg foi utilizado para a 

síntese do dsRNA, com o kit Megascript RNAi kit (Ambion, Austin, TX, USA), 

seguindo as recomendações 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 injeções, foi sintetizado um dsRNA 

para o gene da proteína verde fluorescente (dsGFP) 

2.4 – Micro-injeção do RNAi 

Para o procedimento de microinjeção, aproximadamente 250 fêmeas de P. 

papatasi com 3-4 dias de idade foram brevemente anestesiadas com CO2, mantidas 

no gelo e então injetadas intratoraxicamente (logo abaixo da asa) com 23 nl 

(aproximadamente 85 ng/inseto) de ambos dsRNAs, com auxílio do micro-injetor 

Nanoject II microinjector (Drummond Scientifc, Broomall, PA, USA) e um 

microscópio estereoscópico. As fêmeas foram separadas em dois grupos 

experimentais sendo um grupo injetado com dsChit1 e outro com dsGFP (Como 

controle - double strand RNA for green fluorescent protein). Após a injeção os 

insetos foram transferidos para potes plásticos de 500 ml, com algodão embebido em 

solução de açúcar 20%, e mantidos em câmara úmida (85-95% de umidade e 25ºC de 

temperatura), onde permaneceram até a alimentação. A alimentação foi realizada 24 

horas após a injeção, 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 

após a alimentação sanguínea, as fêmeas foram anestesiadas em CO2, observadas sob 

microscópio estereoscópio e separadas em grupos de acordo com a distensão 

abdominal que apresentavam. Somente fêmeas com sinais claros de que ingeriram 

sangue, ou seja, aquelas com o intestino totalmente cheio e com coloração escura 

foram utilizadas nos experimentos de RT-PCR. 

2.5 - Dissecção dos intestinos dos flebotomíneos 

Para obtenção dos intestinos médios, as fêmeas foram anestesiadas e 

dissecados após serem e lavadas com água e uma gota de detergente para a retirada 

do excesso de escamas na superfície do corpo. O intestino de cada fêmea de P. 

papatasi foi dissecado 24, 48, 72 e 96 horas após a alimentação sanguínea em 

lâminas de vidro livres de RNase, devidamente limpas com ELIMINase® (Fisher 

Scientific, Pittsburgh, PA, USA). Cada intestino foi transferido individualmente para 

um tubo contendo 30 μl de RNA later® e homogeneizado imediatamente com pistilo 

plástico usando o homogeneizador. As amostras foram armazenadas a -80°C até a 

extração do RNA total. 

2.6 - Extração de RNA e síntese do cDNA 
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A técnica de RT-PCR para avaliar níveis de expressão de mRNA específicos 

requer o isolamento de RNA, síntese de cDNA pela enzima transcriptase reversa e 

finalmente a amplificação e detecção dos produtos gerados em PCR. Desta forma, o 

RNA total foi extraído de cada intestino utilizando o kit (RNAeasy mini kit, Qiagen, 

Valencia, CA, USA). Ao conteúdo homogeneizado de cada amostra foi adicionado 

350 μl de tampão de lise (suplementado com 1% de β-mercaptoetanol), e a extração 

foi realizada seguindo as recomendações do fabricante. Ao final da extração o 

material foi armazenado em freezer -80ºC. A quantificação do RNA foi realizada 

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

Para a síntese da fita complementar (cDNA), 12 μl de RNA foi adicionado ao 

mix contendo 1 μl de Oligo (dT)20 50 mM e 1 μl de dNTPs. A reação foi incubada a 

65˚C por 5 minutos e mantida no gelo por um minuto. Em seguida, um mix contendo 

4 μl de First-Strand Buffer 5X, 1 μl de DTT (0,1M) 20 Unidades de RNaseOUT e 

0.5 μl SuperScript III Reverse Transcriptase (100 unidades) foi adicionado à reação. 

Para a síntese do cDNA, o mix foi incubado por 60 minutos a 50°C e armazenado a -

20˚C. Todos os reagentes para a síntese do cDNA foram adquiridos na Invitrogen 

(Carlsbad, CA, USA).  

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

A expressão relativa foi avaliada pela técnica de PCR quantitativo em tempo 

real (qRT-PCR) com detecção de fluorescência SYBR Green® (BioRad, Hercules, 

CA, USA). As reações foram realizadas em duplicata utilizando 1 μl cDNA de cada 

amostra, 1 μl de cada primer (10 μM), 4 μl de SYBR green® 2X (BioRad, Hercules, 

CA, USA), 1 μl de água ultrapura e livre de DNase/RNase (Invitrogen). Para 

amplificação de quitinase, foram utilizados os primers PpChit_137F (5' - 

ATGATCTGCATGGTTCTTGG - 3') e PpChit_137R (5' - 

GGAGCTCCATTTCGAATCC - 3') (Coutinho-Abreu et al, 2010). Para a 

amplificação do gene endógeno (controle interno) foi utilizado o primer S3 (que 

codifica para a proteína 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 condições de 

amplificação seguiram os seguintes passos: desnaturação a 95°C por 30 segundos, 

anelamento 56°C por 1 minuto, e extensão 72°C por 30 segundos, por 40 ciclos. Ao 
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término das amplificações foi adicionado o estágio referente à curva de dissociação 

(Melting curve) para que a especificidade das reações fosse garantida e confirmar a 

ausência da formação de dímeros de primers. Os perfis de amplificação foram 

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

Para quantificar a expressão relativa dos transcritos, foi aplicado o método 

Delta-DeltaCt (∆∆Ct) (Livak & Schmittgen, 2001). Inicialmente, calculou-se o ∆Ct 

de cada amostra, subtraindo os valores de Ct - Cycle threshold (valor referente ao 

número de ciclos de PCR necessários para que o sinal o fluorescente atinja o limiar 

de detecção) do gene alvo (PpChit-137), dos valores do Ct do gene endógeno (S3). A 

calibração dos valores foi determinada pela fórmula: [∆Ct - calibrador (média dos 

valores de ∆Ct das amostras controle injetadas com dsGFP)]. Para o cálculo do ∆∆Ct 

utiliza-se a seguinte fórmula: [∆Ct (gene alvo) – ∆Ct (gene constitutivo)]. Uma vez 

determinado o ∆∆Ct, aplica-se a fórmula 2-∆∆Ct que resulta no valor da expressão 

relativa de cada amostra.  

2.8 - Análise estatística 

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilker e a análise 

dos dados foi realizada através o teste t de Student para verificar a diferença entre os 

tratamentos em cada horário analisado. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p<0,05. 
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3 – Resultados e discussão 
 

O silenciamento gênico por microinjeções de dsRNA tem sido utilizado em 

flebotomíneos e foi comprovada sua eficácia em fêmeas de L. longipalpis pela 

redução da expressão 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 fêmeas de P. papatasi considerando genes que codificam as 

proteínas associadas a MP, PpPer1 (Coutinho-Abreu et al, 2013) e PpChit1 

(Coutinho-Abreu et al, 2010). De maneira semelhante a esse último, aqui também 

analisou-se o knockdown de PpChit1 em P. papatasi, e mostramos a viabilidade e 

eficácia da técnica. 

O efeito da injeção de dsRNA para PpChit1 foi avaliado por qRT-PCR em P. 

papatasi. A expressão gênica relativa foi calculada individualmente, tanto para 

aqueles indivíduos injetados com dsPpChit1 como dsGFP (controle), de 2-5 dias 

após a injeção do dsRNA. A introdução de dsRNA na hemocele dos insetos 

promoveu o silenciamento do gene alvo, observado pela redução variável dos 

transcritos após a alimentação sanguínea em todos os horários avaliados (24h, 48h, 

72h e 96h após a alimentação sanguínea) quando comparados àqueles injetados com 

dsGFP (controle). Embora a comparação entre as médias encontradas para o grupo-

controle e o grupo-tratado (injetados com dsPpChit1) não apresentassem diferença 

estatística significativa em todos os horários analisados, uma redução no percentual 

de transcritos de PpChit1 foi verificada (Fig. 1). 

Vinte e quatro horas após a alimentação sanguínea ocorreu a redução de 35% 

da quantidade dos transcritos de PpChit1, quando comparado àqueles injetados com 

dsGFP (controle) (p>0,05) (Fig. 1). Em condições normais, 24 horas após a 

alimentação, a MP em P. papatasi encontra-se formada e é 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 horário, níveis 

significantes de atividade enzimática de PpChit1 foram detectados em lisados do 

intestino médio de P. papatasi, in vitro (Ramalho-Ortigão et al, 2005), indicando 

uma possível atuação da enzima na manutenção da MP durante a formação da 

mesma. Embora ensaios de atividade quitinolítica após a injeção de dsPpChit1 não 
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tenham sido realizados, o papel de Ppchit1 foi indiretamente mostrado. Há um 

aumento na espessura da MP 30 horas após a alimentação com anti-PpChit1, 

sugerindo uma desorganização estrutural da MP, possivelmente causada pela 

deposição de quitina sem a modulação por PpChit1 (Malta et al, 2016). Apesar de 

não ser uma redução expressiva, uma diminuição de 35% nos transcritos para 

PpChit1 poderia influenciar na atividade da enzima.  

Quarenta e oito horas após a alimentação sanguínea a PpChit1 apresenta um 

pico de atividade quitinolítica no intestino médio de P. papatasi (Ramalho-Ortigão et 

al, 2005). Nesse momento após a alimentação (i.e., 72 horas após a injeção) houve 

uma redução de 57% (*p<0,05) (Fig. 1) nos níveis de RNAm para PpChit1, maior 

que aquela observada em 24 h. A injeção de dsPpChit1 também foi capaz de 

diminuir os níveis de transcritos para PpChit1 além de uma redução de 95% na 

quantidade da mesma em 48 horas após a alimentação sanguínea (Coutinho-Abreu et 

al, 2010). Tais resultados nos permitem especular que uma redução de 57% nos 

níveis de RNAm para PpChit1 poderia afetar a manutenção 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 após a alimentação sanguínea (Secundino et al, 2005; Malta et al, 

2016). Além disso, uma diminuição na expressão de PpChit1 poderia ocasionar a um 

espessamento da MP pelo aumento do conteúdo de quitina sem a modulação pela 

enzima, ou pela sua atividade reduzida. Apoiando essa hipótese, o silenciamento da 

quitinase OnCht via RNAi diminuiu de 63-64% os níveis de transcritos da enzima 

em Ostrinia nubilalis. O knockdown de OnCht consequentemente aumentou em 26% 

o conteúdo de quitina da MP no intestino do lepidóptero, sugerindo um papel 

regulatório do gene de quitinase no conteúdo de quitina pela redução na taxa de 

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

Setenta e duas horas após a alimentação foi observada a redução de 38% nos 

níveis de RNAm para PpChit1 (*p<0,05) (Fig. 1). Durante uma infecção por 

Leishmania major um evento crucial ao desenvolvimento dos parasitos ocorre 

aproximadamente em 72 horas após alimentação sanguínea: as formas nectomonas 

escapam do espaço endoperitrófico, atravessam a MP e ancoram-se às 

microvilosidades do epitélio intestinal, de forma a evitar sua expulsão durante a 

defecação (Pimenta et al, 1997; Sádlová e Volf, 2009). Embora não tenha sido uma 

redução expressiva, provavelmente pelo alto nível de transcrição, uma vez que 
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PpChit1 possui um pico de expressão 72 horas após a alimentação (Ramalho-Ortigão 

et al, 2005), a redução de 38 % nos níveis de transcritos neste horário poderia 

prejudicar a atuação da enzima. O silenciamento de PpChit1 levou a uma redução no 

número de L. major no intestino de P. papatasi, 48 horas e 120 horas após a 

infecção. A diminuição da carga parasitária 48 horas após a infecção pode ser 

explicada por no mínimo dois motivos relacionados a espessura da MP: (1) uma 

diminuição na disponibilidade de nutrientes aos parasitos no espaço endoperitrófico, 

pela variação na permeabilidade da MP; ou (2) os parasitos não foram capazes de 

escapar e ficaram expostos mais tempo às enzimas digestivas (Coutinho-Abreu et al, 

2010).  

Noventa e seis horas após a alimentação (i.e., 120 horas após a injeção), 

houve uma redução de 49% nos níveis de RNAm nos insetos injetados com 

dsPpChit1 (*p<0,05) (Fig 4). De maneira semelhante, Coutinho-Abreu et al, (2010) 

mostraram que o knockdown de PpChit1 levou a uma redução de 72% nos níveis dos 

transcritos 96 horas após a alimentação. Embora nenhuma atividade quitinolítica 

tenha sido detectada nesse horário, os níveis de expressão de transcritos para PpChit1 

96 horas após a alimentação foram altos (Ramalho-Ortigão et al, (2005). A redução 

acentuada dos transcritos 120 horas após a injeção de PpChit1 mostra a persistência 

do dsRNA e sugere a existência de um mecanismo de manutenção do efeito do 

RNAi. Embora os mecanismos específicos envolvidos na persistência de RNAi não 

sejam totalmente compreendidos, diferenças na sensitividade ao tratamento em 

insetos tem sido relatadas (Bellés, 2010; Terenius et al, 2011) e alguns insetos 

possuem mecanismos de degradação capazes de remover o RNA exógeno (Garbutt et 

al, 2012).  

A injeção de 85 ng de dsPpChit1 mostrada aqui, levou a redução de 57% e 

49% dos transcritos 48 e 96 horas após a alimentação sanguínea, respectivamente. 

Em outro estudo a injeção de 80,5 ng de dsPpChit1 reduziu em 58% e 72%, a 

expressão de transcritos para o gene alvo, 48 e 96 horas após a alimentação, 

respectivamente (Coutinho-Abreu et al, 2010). Curiosamente, em ambos os trabalhos 

um maior percentual na redução de transcritos foi observado 48 e 96 horas, 

justamente nos horários que antecedem os picos de expressão de PpChit1, que são 72 

e 120 horas (Ramalho-Ortigão et al, 2005). Uma hipótese para explicar este fato seria 

que a eficiência do dsRNA em induzir a destruição do RNAm homólogo é 
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aparentemente maior quando o número de cópias de transcritos do gene alvo é 

menor.  

 Em conclusão, a injeção de 85ng de dsPpChit1 foi eficiente na redução nos 

transcritos, verificada pelo knockdown de PpChit1 em todos os horários aqui 

analisados. Embora neste estudo não tenhamos examinado o fenótipo da MP 

resultante do silenciamento, a partir de estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa 

mostrando o papel de PpChit1 na modulação da MP, podemos inferir sobre o 

envolvimento de PpChit1 na maturação e degradação da MP. O entendimento da 

função de PpChit1 pode ser útil na compreensão de vários aspectos da biologia de 

flebotomíneos vetores além de possibilitar novas perspectivas para o 

desenvolvimento de estratégias de controle da transmissão de Leishmania por 

flebotomíneos. Novos experimentos precisam ser realizados a fim de melhor 

compreender como o knockdown de PpChit1 afeta as características físicas da MP 

como por exemplo, a sua permeabilidade.  
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Figura 1 - Quantificação da expressão relativa de RNAm de PpChit1 no 
intestino médio de P. papatasi. As barras correspondem à média (± erro padrão) da 
expressão dos transcritos após a injeção de 85ng de dsPpChit1 e do dsGFP. A 
redução nos níveis de transcritos é mostrada 24 horas após a alimentação em (A), 48 
horas (B), 72 horas (C) e 96 horas (D). Asteriscos indicam diferença estatística entre 
as amostras tratadas e controle acordo com Teste t de Student (p < 0,05).  
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CAPÍTULO 3     
 
 
 

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

 

Resumo  

A renovação e substituição do epitélio do intestino médio durante a metamorfose é 

um importante evento em insetos holometábolos. Essa remodelação tem inicio no 

último instar larval com a degeneração do epitélio e a diferenciação 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 flebotomíneos, vetoras de 

parasitos do gênero Leishmania. As fases/estágios: larvas de 4º instar com três dias 

(L4-3) e com cinco dias (L4-5) após a ecdise, pré-pupa, pupa 24 horas e 72 horas 

após início da metamorfose e adulto recém-emergido. Amostras do intestino médio 

foram avaliados por microscopia de luz (ML), microscopia eletrônica de transmissão 

(MET) e imunofluorescência. As mudanças no intestino médio iniciaram-se no 4º 

instar larval, com a degeneração do epitélio larval, seguida pelo remodelamento do 

epitélio pela diferenciação de células regenerativas em pré-pupa e pupa. No adulto 

recém emergido, o novo epitélio apresenta-se organizado e constituído por células 

colunares altas e com microvilosidades arranjadas paralelamente. Células em mitose 

foram vistas nas duas espécies nos estágios de L4 a pupa 72 h. Enquanto células em 

apoptose (ou positivas para caspase-3) ocorreram em pré-pupa e pupa 72 h em L. 

longipalpis e em pré-pupa, pupa 24 h e 72 h em P. papatasi. Marcações positivas 

para LC3 foram vistas de pré-pupa a pupa 72 h em L. longipalpis e somente no 

estágio pupal em P. papatasi, indicando que tanto autofagia como apoptose ocorrem 

nas células intestinais larvais durante a transição larva-pupa. Este trabalho mostra 

pela primeira vez a descrição do desenvolvimento do intestino médio durante a 

metamorfose de flebotomíneos, mostrando que o processo é bastante conservado 

entre as duas espécies no que diz respeito às características morfológicas de 

degeneração e regeneração do epitélio se diferem quanto ao início do processo 

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

Flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) são importantes 

vetores de doenças humanas e animais, causadas por protozoários do gênero 

Leishmania, agente causador da Leishmaniose (revisado por Killick-Kendrick, 

1990). As leishmanioses constituem um complexo de doenças com variado espectro 

clínico e epidemiológico. Considerada uma doença tropical negligenciada, a 

leishmaniose representa grave problema de saúde pública em mais de 98 países, e 

cerca de 350 milhões de pessoas estão expostas ao risco de infecção. Estima-se que a 

incidência anual desta endemia seja de 1,5 a 2 milhões de novos casos das diferentes 

formas clínicas (WHO, 2015).  

Flebotomíneos são insetos holometábolos, logo apresentam metamorfose bem 

definida, seu ciclo de vida envolve a fase de ovo, quatro estágios larvais, seguido da 

fase de pupa e por fim o adulto alado (revisado por Killick-Kendrick, 1990; Rangel e 

Lainson, 2003). Devido a importância médica e epidemiológica que apresentam, os 

flebotomíneos estão distribuídos em dois grandes gêneros: Phlebotomus, no Velho 

Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (Young e Duran, 1994). Sendo que a espécie 

Phlebotomus papatasi é o principal vetor de Leishmania major (Kinetoplastida: 

Trypanosomatidae), agente etiológico da leishmaniose cutânea (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 enterócitos, células regenerativas e células 

endócrinas, com predominância das células digestivas. As células digestivas possuem 

microvilosidades e estão envolvidas com a absorção e secreção de água, produção e 

secreção de enzimas digestivas e absorção de nutrientes (revisado por Terra e 

Ferreira, 1994; Chapman, 2013). As células regenerativas são encontradas isoladas, 

em pares ou formando grupos, e são essenciais na renovação do epitélio (Neves et al, 

2002, Martins et al, 2006). Células endócrinas, aparecem em menor número e estão 

envolvidas na secreção de hormônios 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 é um importante evento para os insetos 

holometábolos, atendendo à mudança de hábitos alimentares do inseto, os quais 

variam entre larva e adulto. O processo de remodelamento ocorre pela proliferação e 

diferenciação de células-tronco ou regenerativas (Wigglesworth, 1972, revisado por 

Hakim, 2010). O remodelamento durante a metamorfose inicia-se na transição larva-

pupa, um evento que envolve a troca da maior parte das células larvais. Células 

epiteliais larvais sofrem degeneração e são substituídas pela diferenciação e 

reorganização 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 dípteras hematófagos 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 transição da fase larval para adulta, os flebotomíneos deixam o 

hábito detritívoro e passam a se alimentar de seivas em plantas e/ou sangue, no caso 

das fêmeas (Sherlock, 2003). O trato digestivo larval de flebotomíneos possui 

formato tubular relativamente homogêneo ao longo do seu comprimento (Do Vale et 

al, 2007; Heerman et al, 2015), enquanto que no adulto a porção abdominal do 

intestino médio é dilatada, capaz de se expandir após a ingestão de alimentos, 

incluindo o sangue (Andrade-Coêlho et al, 2001; Sádlová et al, 2009; Malta et al, 

2016). Embora sejam encontrados vários trabalhos que tratam da morfologia do 

intestino médio em flebotomíneos (Gemetchu, 1974; Rudin e Hecker, 1982; 

Andrade-Coêlho et al, 2001; Secundino et al, 2005; Malta et al, 2016), todavia, 

informações sobre o processo de diferenciação do epitélio do intestino médio durante 

a metamorfose nestes insetos são limitados ou escassos. 

O tubo digestivo dos flebotomíneos é importante não somente para a 

fisiologia do inseto, mas também no aspecto vetorial de transmissão da leishmaniose. 

A colonização por Leishmania é um processo que ocorre na luz do intestino médio 

do adulto após a alimentação sanguínea, pela ingestão de macrófagos infectados 

(revisado por Sacks e Kamhawi, 2001). O processo de colonização do intestino 

médio por promastigotas de Leishmania, envolve adesão dos parasitos na parede do 

órgão, bem como a multiplicação e diferenciação dos mesmos e está relacionado com 

a permissividade do vetor (Kamhawi et al, 2004; Volf e Peckova, 2007). A 

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



 60 

durante a excreção do bolo alimentar, e assim impedir o sucesso da infecção, bem 

como a transmissão aos hospedeiros vertebrados (revisado por Sacks and Kamhawi, 

2001).  

Apesar do intestino médio ser a “porta de entrada” de parasitos durante a 

infecção por Leishmania, os processos morfofisiológicos que levam a forma final do 

órgão no adulto, ou seja, a forma capaz de abrigar o parasito, são muito pouco 

compreendidos. No intuito de melhorar o entendimento do processo de 

remodelamento do intestino médio em flebotomíneos, no presente trabalho 

estudamos a morfologia do epitélio do intestino médio de Phlebotomus papatasi e 

Lutzomyia longipalpis, sob microscopia de luz, microscopia eletrônica de 

transmissão e imunofluorescência durante o desenvolvimento pós-embrionário. 

Nossos resultados podem ser úteis para futuras investigações a respeito da biologia 

destas espécies, bem como, fornecer importantes interpretações do processo de 

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

2.1 - Criação dos flebotomíneos  

Exemplares de L. longipalpis e P. papatasi (oriundos de de Jacobina, Bahia – 

LLJB e Israel – PPIS, respectivamente) foram criados e mantidos em colônias 

estabelecidas no Biology of Disease Vectors Laboratory, do Departamento de 

Entomologia da Kansas State University, Kansas, Estados Unidos, em incubadores 

com temperatura (±26ºC), umidade (80%) e fotoperíodo (12/12h claro/escuro). Para 

as análises foram utilizados: Larvas de 4º instar com três dias de idade (L4-3, antes 

da defecação), larvas de 4º instar com cinco dias de idade (L4-5, após a defecação), 

(alimentadas com uma mistura 1/1 de fezes de coelhos com ração de coelho), pré-

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

 

2.2 - Morfologia 

2.2.1 - Dissecção 

  Para as análises histológicas e de microscopia eletrônica de transmissão 

(MET), cinco intestinos médio de L. Longipalpis e P. papatasi, foram dissecados de 

cada fase/estágio, em PBS (tampão fosfato) 0.1 M, e fixados em solução fixadora 

glutaraldeído 2,5% (tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,4) e mantidas a 4° C por 

no mínimo duas horas. Para as análises de imunofluorescência, as amostras foram 

dissecadas e fixadas em solução de Zamboni (Stefanini et al, 1967) por 2 h, e 

mantidas a 4ºC 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 solução 

etanol/historesina Leica® (Leica Biosystems, Nussloch, Germany) (1:1) por 10 min, e 

embebida em historesina com endurecedor por, no mínimo, uma hora. O material foi 

seccionado em cortes de três µm e coradas com hematoxilina e eosina (HE) ou 

hematoxilina e eosina (HE) e Azul de Toluidina (AT). As lâminas secas foram 

montadas em meio de montagem Eukitt® (Sigma- Aldrich, St Louis, USA) 
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analisadas e fotografadas em microscópio óptico Olympus BX 53 com câmera digital 

Olympus DP 73 acoplada, no Laboratório de Sistemática Molecular, Departamento 

de Biologia Animal, UFV.  

2.2.3 - Microscopia eletrônica de transmissão (MET)  

 As amostras fixadas foram pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% em tampão 

cacodilato de sódio 0,1 M, por duas horas protegidos da luz. Em seguida, foram 

lavadas por cinco vezes em PBS 0,1 M, e desidratados em concentrações crescentes 

de etanol (30-100%) e pré-infiltradas em solução de resina LRWhite® (London 

Resin Company Ltd, England) e etanol 100% (2:1) por uma hora, seguido por outra 

pré-infiltração da mesma mistura na proporção 1:1 por duas horas. 

Subsequentemente, as amostras foram mantidas em resina pura, por 24 h a 4°C e a 

polimerização ocorreu a 60°C por 24 h, em cápsulas de gelatinas. Cortes ultrafinos 

foram contrastados com solução de acetato de uranila (2%) e citrato de chumbo 

(0,2%) e analisados em microscópio eletrônico de transmissão (Zeiss EM 109) do 

Núcleo de Microscopia e Microanálise da Universidade Federal de Viçosa 

(NMM/UFV). 

2.2.4 - Imunofluorescência  

Caspase-3 - Amostras fixadas foram lavadas por três vezes em PBS 0,1M/1% 

Triton X-100 (PBST) e incubadas com um anticorpo primário anti-Caspase-3 

(Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, EUA) por 24 h a 4ºC (1:1000) em PBST. As 

amostras foram lavadas novamente e então incubadas com o anticorpo secundário 

conjugado com isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Sigma) em PBS (1:500) por 24 

h a 4ºC, e lavadas por 3 vezes em PBS, 10 minutos cada lavagem. As lâminas foram 

montadas em solução de moiwol (montagem total), analisadas e fotografadas em 

microscópio confocal.  

Fosfo-histona H3 - Para identificação de células em divisão in situ, as 

amostras previamente fixadas em Zamboni foram lavadas por três vezes em PBS 

0,1M/1% Triton X-100 (PBST) e incubadas com um anticorpo primário contra a 

proteína nuclear Fosfo-histona H3 (PH3) (Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, 

MA, U.S.A) por 24 h a 4ºC (1:100) em PBST. As amostras foram lavadas novamente 

e então incubadas com o anticorpo secundário conjugado com FITC (Sigma) (1:500) 

em PBS por 24 h a 4ºC, 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 detecção do núcleo. As lâminas foram montadas (montagem 

total) em solução de moiwol e analisadas em microscópio confocal Zeiss LSM 510 

do NMM-UFV e em microscópio de epifluorescêcia Olympus BX60 acoplado a 

câmera digital do Laboratório de Sistemática Molecular, Departamento de Biologia 

Animal/UFV 

LC3 - Amostras previamente fixadas, foram lavadas por três vezes em PBS 

0,1M/1% Triton X-100 (PBST) e incubadas com um anticorpo primário anti-LC3 

(Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, U.S.A) por 24 h a 4ºC (1:100) em 

PBST. As amostras foram lavadas e incubadas com o anticorpo secundário, 

montadas e analisadas como no item anterior. 

A especificidade de sinais foi avaliada em controles negativos, tratados 

somente com FITC sem o anticorpo primário e montados em solução de moiwol 

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

510 do NMM-UFV. 

2.2.5 - Morfometria  

Secções histológicas foram utilizadas para se obter a altura das células 

digestivas. Cinco células foram medidas em cada indivíduo de cada estágio/fase do 

desenvolvimento considerando células com borda estriada e lâmina basal aparente. 

As medições foram feitas com o auxílio do programa de computador Image-ProPlus 

versão para Windows 4.2 (Media Cybernetics). Os dados obtidos foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p<0,001) para testar 

diferenças entre as fases de uma mesma espécie, e ao teste T de student para detectar 

diferenças entre fases iguais nas espécies diferentes (*p<0,001%).  
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3 - Resultados  
 
3.1 - Morfologia e ultraestrutura 

 

Larvas L4 com três dias de idade – O epitélio do intestino médio de L4-3 em 

ambos, L. longipalpis e P. papatasi, apresentam morfologia semelhante, sendo 

constituídos 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 estão organizadas como uma camada de células 

colunares altas, com núcleo central, cromatina predominantemente descondensada e 

nucléolo evidente (Fig. 1A). As células regenerativas, são pequenas e encontram-se 

dispostas na base das células digestivas, isoladas ou agrupadas em ninhos (Fig. 1B).  

O intestino médio de L4-3 apresenta o lúmen preenchido pelo bolo alimentar 

envolvido pela matriz peritrófica do tipo II (Figs. 1A, 1B e 2A). A altura média das 

células colunares foi de 49,0±2,1µm em L. longipalpis e 54,5±3,9µm em P. papatasi 

(P>0,001) sendo também diferente estatisticamente das demais fases (P<0,001) (Fig. 

3).  

As células digestivas de L4-3 apresentam em sua porção apical 

microvilosidades bem desenvolvidas organizadas em paralelo e numerosas 

mitocôndrias (Fig. 1D). A região mediana-apical do citoplasma destas células 

apresenta numerosos vacúolos, principalmente em P. papatasi (Fig. 2B e 2D). 

Células digestivas adjacentes são unidas por junções septadas presentes 

principalmente na porção apical (Fig. 1D e 2B). Na região basal dessas células, a 

membrana plasmática apresenta invaginações, formando um labirinto basal associado 

a mitocôndrias (Fig. 1C, 1E). Além da lamina basal, o epitélio intestinal é sustentado 

por feixes musculares internos e externos (Fig. 1 C). 

As células regenerativas estão 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 núcleo central bem 

desenvolvido. Apresentam formas arredondadas ou ovais, são pobres em organelas, 

possuindo poucas mitocôndrias e retículo endoplasmático rugoso (RER) pouco 

desenvolvido. O núcleo das células regenerativas possui cromatina 

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

Em P. papatasi há protrusões da porção apical das células epiteliais, como 

“bolhas” surgindo em direção ao lúmen (Fig. 2A). Trata-se de uma evaginação do 

ápice celular, sugerindo a existência de um mecanismo de secreção apócrina 

resultante do rompimento dessa região para liberar para o lúmen de parte do 

citoplasma apical e organelas (Fig. 2B). O processo de degeneração do epitélio larval 

em P. papatasi parece iniciar nessa fase (L4-3), com degeneração das células 

digestivas, porém, em L. longipalpis estas características não foram vistas nessa fase. 

Diferentemente de L. longipalpis, em P. papatasi, o citoplasma das células digestivas 

em degeneração apresentava-se intensamente vacuolizado (Fig. 1D, 2B e 2D). Foi 

possível visualizar o que parece ser remanescentes de células digestivas entre células 

intactas (Fig. 2D).  

Larvas L4 com cinco dias de idade – Nesse estágio a altura média das células 

epiteliais digestivas é 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 não foi vista (Fig. 4A e 4B). Características do processo degenerativo 

foram observadas em L4-5 de ambas L. longipalpis e P. papatasi. Essas 

características incluem o citoplasma das células digestivas repleto de vacúolos 

citoplasmáticos incluindo vacúolos autofágicos (Fig. 4C e 4D), protrusões 

citoplasmáticas, semelhantes àquelas vistas no estágio anterior em P. papatasi 

também foram vistas no ápice das células epiteliais de ambas espécies (não 

mostrado). Com relação às organelas, observamos nas células digestivas um número 

menor de mitocôndrias comparado à fase anterior e RER bem desenvolvido (Fig. 4C 

e 4D).  

Pré-pupa – Em pré-pupa, o processo de degeneração continua ativamente 

com liberação de partes do citoplasma do epitélio larval, concomitantemente ao 

crescimento do novo epitélio (Fig. 5 A-D). Em L. longipalpis, células regenerativas 

são vistas individualizadas na base do epitélio digestivo, enquanto que as células 

digestivas formam uma camada única de células (Fig. 5A). Diferente de L. 

longipalpis, em P. papatasi, o lúmen do intestino médio se encontra totalmente 

preenchido, provavelmente com remanescentes do epitélio larval, ejetado durante o 

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

longipalpis (18,3±0,8µm) e em P. papatasi (16,8±0,62µm) (*P>0,001) (Fig. 3).  

Células em estágio intermediário de diferenciação crescem em direção ao 

lúmen, formando um novo epitélio com núcleos em diferentes alturas. Na superfície 

apical estas células apresentam microvilosidades curtas, núcleo 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 mitocôndrias na 

região acima do núcleo são vistas e núcleo central e volumoso, ocupando quase todo 

o citoplasma (Fig. 5F). Numerosos vacúolos citoplasmáticos são vistos, alguns deles, 

autofágicos com material (restos de organelas) em seu interior (Fig. 5E e 5F). 

Pupa 24 horas – As características gerais do epitélio intestinal de P24 foram 

semelhantes para as duas espécies. O novo epitélio em formação apresenta células 

baixas em diferenciação (Fig. 6A-C, 6E). A altura média do epitélio é de 11,3±0,5µm 

e 13,7±0,92µm em L. longipalpis e P. papatasi, respectivamente (*P<0,001) com 

relação à fase de pré-pupa em L. longipalpis (Fig. 3).  

 Em ambos, o lúmen encontra-se preenchido por material homogêneo e 

elétron-denso, proveniente, provavelmente, da liberação e histólise do epitélio larval 

(Fig. 6A-C e 6E). As células epiteliais em diferenciação em L. longipalpis possuem 

numerosas mitocôndrias principalmente na futura região apical, logo acima do 

núcleo, bem como, microvilosidades curtas e algumas vezes dobradas, 

aparentemente em formação (Fig. 6D e 6F). No citoplasma, o RER é bem 

desenvolvido, a presença de poucos vacúolos autofágicos e corpos multi-lamelares, é 

notada (Fig. 6F e 6G). 

Pupa 72 horas – A morfologia do epitélio intestinal nesta fase é similar 

àquela observada em P24, com células baixas, com altura média de 14,4±0,75 µm 

em L. longipalpis e 17,4±0,7 µm em P. papatasi (*P<0,001). Dobras no epitélio 

foram vistas nas duas espécies, como se o epitélio recém-formado aumentasse em 

extensão (Fig. 7A e 7B). Semelhante à fase anterior, o lúmen do intestino se 

encontra-se preenchido por material elétron-denso (Fig. 7D e 7E). Células 

regenerativas são encontradas na base do epitélio em diferenciação (Fig. 7C). Células 

em diferenciação exibem microvilosidades curtas e poucas organelas (Fig. 7D e 7E), 
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essas células parecem se alongar para alcançar o lúmen, possuem abundância de 

mitocôndrias na região apical, bem como, visto em P24 (Fig. 7D).  

Adulto recém-emergido – O epitélio do intestino médio do adulto recém-

emergido apresenta características muito semelhantes nas duas espécies. O novo 

epitélio é formado por células digestivas colunares altas com 30,1±1,09 µm de altura 

em L. longipalpis e 26,3,6±0,69 µm de altura em P. papatasi (Fig. 3) (*P<0,001) e 

borda em escova reestabelecida. A região apical do epitélio do intestino médio das 

duas espécies exibe microvilosidades curtas, organizadas paralelamente. As células 

epiteliais apresentam núcleo na posição mediana, cromatina predominantemente 

descondensada e nucléolo evidente (Fig. 8A, 8B e 8D), na região basal as células 

apresentam invaginações da membrana plasmática, formando um discreto labirinto 

basal (Fig. 8C). O citoplasma destas células apresenta poucas organelas, incluindo 

algumas mitocôndrias e RER pouco desenvolvido. As células digestivas adjacentes 

são unidas por junções septadas (Fig. 8C e 8D). O material no lúmen, proveniente de 

remanescentes da degeneração do epitélio larval, encontra-se quase que totalmente 

ausente e as células epiteliais retomam sua forma (Fig. 8B e 8D). Células 

regenerativas não foram vistas nesta fase.  

3.2 - Imunofluorescência  

Imunofluorescência usando o anticorpo anti-caspase-3 mostrou a aparência 

de atividade de caspase nos estágios de pré-pupa e P72 em L. longipalpis, enquanto 

que para P. papatasi elas são observadas a partir da fase de pré-pupa, P24 e P72 (Fig. 

09). Há poucas células com marcações positivas para fosfohistona H3 (marcador 

mitótico) no intestino das duas espécies estudadas. Em ambas, L. longipalpis (Fig 

10) e P. papatasi (Fig. 11), marcações foram vistas em todas as fases analisadas de 

L4-5 a P72. Embora não tenhamos dados quantitativos do número de células 

positivas para anti-histona H3 fosforilada, uma variação na quantidade de marcações 

positivas foi vista entre as fases. 

Para confirmar a existência de vacúolos autofágicos no intestino médio das 

espécies aqui estudadas, utilizou-se o anticorpo anti-LC3 em diferentes períodos do 

desenvolvimento. Marcações 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 presença ou 
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ausência de marcações positivas para os anticorpos utilizados são mostradas na 

tabela 1. 

Tabela 1 – Imunofluorescência do intestino médio de flebotomíneos ao longo do 
desenvolvimento pós-embrionário para três proteínas diferentes. Indicando 
presença (+) e/ou ausência (-) de marcações.  
 

 Estágios de desenvolvimento 

                     L. longipalpis 

    P. papatasi 

L4  

(5 dias) 

Pré-pupa Pupa 24 horas Pupa 72 horas 

caspase 3 - + +                   - + 
fosfo-histona H3 + +             + + 

LC3A/B - -              + + + 
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4 - Discussão 
 

O processo de renovação do intestino médio durante a metamorfose, é um 

importante evento em holometábolos, uma vez que o hábito alimentar muda 

drasticamente da larva para o adulto (Wigglesworth, 1972). Vários estudos têm 

focado no processo de remodelamento do intestino médio para diferentes insetos 

holometábolos (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 dípteras hematófagos (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 renovação do intestino médio em 

flebotomíneos são escassos, sendo o presente trabalho o primeiro do tipo para P. 

papatasi e L. longipalpis.  

O remodelamento do intestino médio em insetos holometábolos durante a 

metamorfose consiste de dois eventos principais: a degeneração das células do 

epitélio larval e proliferação e/ou diferenciação 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 balanço entre os títulos de hormônio juvenil e ecdisona (Riddiford e 

Truman, 1993; e revisado por Hakim et al, 2010). Embora os mecanismos de 

sinalização que ativam mudanças específicas não sejam totalmente compreendidos 

(Parthasarathy et al, 2007), sabe-se que, em dípteras, o hormônio ecdisona possui 

picos de atividade durante o desenvolvimento e um desses picos coincide com o 

início da histólise do intestino médio larval (Lee et al, 2002). Neste estudo, a 

degeneração do epitélio digestivo larval, teve início no terceiro dia do 4º instar larval 

em P. papatasi, enquanto em L. longipalpis, um pouco mais tarde, iniciando no 

quinto dia do mesmo instar. Diferenças a respeito do inicio do processo 

degenerativo, observadas entre as duas espécies, podem estar relacionadas a 

diferenças na expressão de fatores de transcrição da transdução 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 degeneração do epitélio larval nas espécies aqui estudadas teve 

início no 4º instar larval, com a eliminação de células digestivas e foi concluída no 

estagio pupal. No estágio de pré-pupa, após a ecdise larval, a histólise do epitélio 

digestivo larval tornou-se mais evidente pelo aumento no número de vacúolos 

autofágicos (alguns com debris celulares no seu interior) no citoplasma das células 

digestivas, além do desprendimento e eliminação dessas células para o lúmen. As 

células epiteliais da larva se desprendem da lamina basal e são ejetadas ao lúmen, 

dando espaço às células regenerativas que iniciam a diferenciação. 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 diferença observada foi com relação ao 

conteúdo luminal, ausente em L. longipalpis, uma vez que a eliminação de células do 

epitélio larval iniciou um pouco mais tarde nessa espécie. 

A aparência, forma e altura das células epiteliais intestinais mudam 

drasticamente durante a metamorfose em insetos holometábolos (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 função da coexistência 

de células digestivas larvais e de células regenerativas no início do processo de 

diferenciação, o epitélio foi visto desorganizado. A menor altura média do epitélio do 

intestino médio é observada em P24, possivelmente devido à ocorrência de células 

regenerativas em diferenciação em maior quantidade do que a de células do epitélio 

larval em degeneração. Nos adultos recém–emergidos, as células recém-

diferenciadas são altas e alongadas e as microvilosidades são reestabelecidas, a altura 

média do epitélio intestinal é maior que aquela vista no estágio pupal, provavelmente 

em função da eliminação do conteúdo luminal.  

Células regenerativas em diferenciação foram vistas nos estágios de pré-pupa 

e pupa tanto em L. longipalpis como em P. papatasi. Durante a diferenciação, as 

células regenerativas se alongam em direção ao lúmen, aumentam o volume nuclear 

e no citoplasma ocorre aparecimento gradual de organelas, bem como, a 

regionalização de algumas delas. O acúmulo de mitocôndrias logo acima do núcleo, 

futura região apical das células é um importante sinal de uma célula em diferenciação 

e pode auxiliar a célula a alcançar a luz do intestino médio (Rost-Roszkowska et al, 
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2010). À medida que as células regenerativas avançam no processo de diferenciação, 

microvilosidades curtas e algumas vezes dobradas, são vistas no ápice destas células. 

As características morfológicas de células em diferenciação 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 

diferenciação, 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 período pupal e 

serão responsáveis por originar outros ninhos de células regenerativas ao final do 

período pupal. De fato, células regenerativas estão presentes no intestino médio de 

insetos não somente durante o desenvolvimento. Em adultos de C. quinquefasciatus, 

por exemplo, a reposição e/ou renovação do epitélio intestinal pelo desgaste natural 

das células, que ocorre após a alimentação sanguínea, se dá por um mecanismo que 

envolve a diferenciação de células regenerativas basais pré-existentes (Okuda et al, 

2007).  

 A ocorrência de marcações 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 substituição do epitélio larval pelo 

adulto, ocorre divisão de células regenerativas e essa proliferação pode contribuir 

para o crescimento do intestino médio. A habilidade de proliferação das células 

regenerativas do intestino médio tem sido reportada em mosquitos como importante 

para o processo de renovação 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 

proliferação de células regenerativas iniciou-se logo após a última ecdise larval-

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

Durante a histólise do epitélio do intestino médio na metamorfose em D. 

Melanogaster, a ocorrência de apoptose e autofagia foi verificada. Os dois tipos de 

morte celular compartilharam propriedades bioquímicas comuns. Mesmo quando o 

intestino médio exibiu características morfológicas de morte celular autofágica, 

componentes da maquinaria de morte celular apoptótica foram detectados nesta 

espécie (Lee et al, 2002). Entretanto, segundo Denton et al. (2009) a autofagia, e não 
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apoptose, é essencial para o processo de morte celular no intestino de D. 

melanogaster durante a metamorfose. Neste caso, a via de ativação apoptótica por 

caspases não é requerida para o processo de morte celular no intestino médio durante 

a metamorfose neste inseto. Já a degeneração 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 

presença de numerosos vacúolos autofágicos nas células epiteliais, em L. longipalpis 

e P. papatasi, principalmente na transição larva-pupa, nos permite sugerir que em 

flebotomíneos o processo degenerativo ocorre por autofagia levando à morte das 

células digestivas larvais. A presença de marcações 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 degeneração do epitélio na 

transição larva-pupa, embora características morfológicas de apoptose não tenham 

sido vistas. Semelhante ao observado em Bombyx mori (Lepidóptera) (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 

responsável pela remoção de células do intestino médio larva, enquanto a autofagia 

auxilia na reciclagem de nutrientes durante o período em que o inseto não se 

alimenta. Desta forma, é possível propor que a histólise de tecido larval em L. 

longipalpis e P. papatasi, diferente de A. aegypti (Fernandes et al, 2014), seria por 

morte celular com autofagia e não morte celular por autofagia.  
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Figura 1 – Secções histológicas (A e B) coradas com HE e MET (C-E) do 
intestino médio de larvas de L. longipalpis ao 3º dia do 4º instar larval.  

A – Secção histológica do epitélio (Ep) constituído por células digestivas com núcleo 
(n) central, borda em escova (b) desenvolvida. O lúmen (L) é preenchido com bolo 
alimentar envolto pela matriz peritrófica (MP). Lb - lâmina basal; nu - nucléolo. 
Barra = 20µm. 

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

C – Região basal de uma célula digestiva mostrando labirintos (la) próximos à 
lamina basal (Lb) e associados às mitocôndrias (m). Observe camada muscular 
circular interna (mc) e longitudinal externa (ml). Barra = 1µm. 

D – Região perinuclear de três células digestivas, núcleo (n) com cromatina 
descondensada e nucléolo (nu) evidente, presença de numerosas mitocôndrias (m) e 
vacúolo autofágico (au). As células são unidas por junções septadas (setas) na região 
apical. Barra = 2µm. 

E – Célula regenerativa (cr) na base do epitélio digestivo. O núcleo (n) da célula 
regenerativa ocupa quase todo citoplasma com poucas organelas. Próximo à lamina 
basal (Lb) é possível visualizar invaginações curtas da membrana plasmática basal, 
formando um labirinto basal (la) e (setas). Barra = 1µm. 
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Figura 2 - Secção histológica (A) corada com HE e MET (B-D) do intestino 
médio de larvas de P. papatasi ao 3º dia do 4º instar larval.  

A – Epitélio (Ep) com as células digestivas colunares com núcleos centrais (n). 
Observe protrusão apical do citoplasma da célula digestiva (*) em direção ao lúmen. 
Presença de uma matriz peritrófica (MP) separando o conteúdo luminal (L) do 
epitélio. Barra = 20µm. 

B – Porção apical (*) da célula digestiva sendo ejetada para o lúmen. mv- 
microvilosidades. Note o citoplasma é repleto de vacúolos (v). A porção mediana-
basal da célula ainda encontra-se aderida às células adjacentes por junções septadas 
lisas (setas). Barra = 5µm. 

C – Células regenerativas (cr) na região basal do epitélio digestivo, próximas à 
lamina basal (Lb), uma delas com núcleo central e volumoso (n) e poucas 
mitocôndrias (m). Barra = 5µm. 

D – Porção do citoplasma apical e microvilosidades (mv) de duas células do epitélio 
digestivo (Ep) e um provável remanescente de uma célula digestiva (delineado em 
preto). Note o citoplasma intensamente vacuolizado com vacúolos de diferentes 
tamanhos (v), núcleo (n). Barra = 5µm. 
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Figura 3 - Altura (média ± erro padrão) (μm) das células do epitélio do intestino 

médio de L. longipalpis e P. papatasi. Asteriscos indicam diferença estatística 

significativa na mesma fase entre espécies diferentes pelo teste T e student. (*P < 

0,001). Letras (minúsculas e maiúsculas) diferentes indicam diferença estatística 

significante entre as fases do desenvolvimento na mesma espécie (ANOVA/Tukey) 

(P < 0,001). 
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Figura 4 – Secções histológicas (A e B) e MET (C e D) do intestino médio de 
larvas de L. longipalpis e P. papatasi ao 5º dia do 4º instar larval.  
A – Epitélio intestinal (Ep) de L. longipalpis com as células digestivas com núcleo 
central e nucléolo evidente e borda em escova (b). Lúmen (L). Coloração: HE. Barra 
= 10µm. 

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

C – Porção do citoplasma e núcleo (n) de uma célula digestiva em L. longipalpis. 
Note a presença de numerosos vacúolos, sendo alguns vacúolos autofágicos (Au) 
com material em seu interior. Barra = 5µm. 

D – Porções citoplasmáticas de duas células digestivas de P. papatasi, evidenciando 
parte dos núcleos (n) com predominância de cromatina descondensada, RER 
desenvolvido, e alguns vacúolos autofágicos (Au). Barra = 1µm. 
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Figura 5 – Secções histológicas (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 núcleos 
centrais (n) e nucléolo evidente. Na base do epitélio, note as células regenerativas 
(setas). L- lúmen. Coloração: HE. Barra = 10µm.  

B – Epitélio intestinal (Ep) P. papatasi com células baixas e desorganizadas. O 
lúmen (L) está preenchido com material intensamente corado. Coloração: HE+Azul 
de Toluidina. Barra = 10µm.  

C – Células em diferenciação em pré-pupa de L. longipalpis com núcleo (n) 
volumoso e citoplasma com poucas organelas e microvilosidades (mv) em formação. 
gl- gotículas lipídicas. Barra = 2µm. 

D – Célula em diferenciação em P. papatasi com poucas microvilosidades (mv) e 
apoiada em uma lamina basal (Lb). N- núcleo com cromatina descondensada. Barra 
= 5µm. 

E – Porção do citoplasma e núcleo (n) de uma célula digestiva em P. papatasi com 
numerosos vacúolos autofágicos (Au). M- mitocôndrias; RER- retículo 
endoplasmático rugoso. Barra = 2µm.  

F – Células regenerativas em pré-pupa de P. papatasi. Estas células são elétron-
lucentes em relação às células digestivas com citoplasma pobre em organelas e 
núcleo (n) ocupando boa parte da célula. Au- vacúolos autofágicos; cd- célula 
digestiva; Lb- lâmina basal. Barra = 5µm. 
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Figura 6 - Secção 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- lúmen; n- 
núcleo. Coloração: HE+Azul de Toluidina. Barra = 10 µm.  

B – Epitélio (Ep) com células baixas e desorganizadas em P. papatasi. L- lúmen. 
Coloração: HE+Azul de Toluidina. Barra = 10 µm. 

C – Célula em diferenciação em L. longipalpis com numerosas mitocôndrias (m) e 
microvilosidades em formação (mv). n - núcleo com cromatina descondensada (n) e 
nucléolo aparente (nu). Barra = 1µm. 

D – Célula em diferenciação em L. longipalpis, com núcleo (n) com predominância 
de cromatina descondensada e nucléolo (nu) evidente. O lúmen (L) preenchido com 
material elétron-denso. Lb- lâmina basal; cm- camada muscular. Barra = 2µm.  

E – Célula recém-diferenciada em P. papatasi com poucas e curtas microvilosidades 
(mv). Lúmen (L) elétron-denso, preenchido com remanescentes do epitélio larval 
ejetado. Núcleo (n) com cromatina descondensada. Na região basal note a lâmina 
basal (Lb). Barra = 2µm.  

F – Porções citoplasmáticas de duas células digestivas adjacentes em P. papatasi. Na 
região apical observa-se microvilosidades curtas (mv). No citoplasma o RER é pouco 
desenvolvido e é possível notar poucas mitocôndrias (m). As células são unidas por 
junções septadas principalmente na parte apical (setas brancas). L- lúmen elétron-
denso. Barra = 1µm.  

G – Porção do citoplasma de uma célula epitelial em diferenciação em P. papatasi. 
Note a presença corpos multilamelares (ml) e algumas mitocôndrias (m). Barra = 
1µm.  
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Figura 7 – Secções 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- lúmen 
fortemente corado. Barra = 10 µm.  

B – Epitélio (Ep) de P. papatasi com células achatadas. L- lúmen fortemente corado 
Barra = 10 µm.  

C – Três células regenerativas na base do epitélio de L. longipalpis. L- lamina basal. 
Barra = 1µm. 

D – Porção do citoplasma de uma célula digestiva (cd) de P. papatasi. n- núcleo com 
cromatina descondensada; mv- microvilosidades curtas e desorganizadas. Célula em 
diferenciação com acúmulo de mitocôndrias (setas) na região apical. Lb- lâmina 
basal. Barra = 1µm. 

E – Epitélio (Ep) em reconstrução em L. longipalpis com células baixas e achatadas. 
L- lúmen elétron-denso; Lb- lâmina basal. Barra = 5µm. 
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Figura 08 – Secções histológicas (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 núcleo central (n) e borda 
em escova (b). L- lúmen. Barra = 10 µm. 

B – Epitélio (Ep) intestinal de P. papatasi com as células digestivas colunares, com 
núcleo central (n) e borda em escova (b) na região apical. Barra = 10µm. 

C – Célula digestiva de L. longipalpis com núcleo (n) central e cromatina 
descondensada. Na região apical esta célula apresenta microvilosidades (mv) 
organizadas paralelamente. Barra = 2µm. 

D – Porção apical de uma célula digestiva em P. papatasi com núcleo central (n) e 
com nucléolo (nu) evidente. Note as microvilosidades organizadas paralelamente 
(mv) na região apical.  Células adjacentes são unidas por junções septadas (setas 
brancas). Barra = 2µm. 

 
 
 



 85 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 86 

Figura 09 – Imunofluorescência para anti-caspase-3-FITC (verde) no intestino 
médio de L. longipalpis (A e B) e P. papatasi (C, D e E). Marcações 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 – Imunofluorescência dos intestinos médios de L. longipalpis para 
anti-Fosfohistona H3. Montagem dos intestinos observados sob microscópio de 
epifluorescência, os núcleos foram marcados com DAPI (azul) (A, C, E e G). 
Marcações positivas para anti-Fosfohistona H3-FITC (verde), sob microscópio 
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 11 – Imunofluorescência do intestino médio de P. papatasi. Montagem dos 
intestinos observados sob microscópio de epifluorescência com os núcleos marcados 
com DAPI (azul) (A, C, E e G) e marcações positivas para anti-Fosfohistona H3-
FITC (verde), sob microscópio 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 – Imunofluorescência para anti-LC3/AB-FITC (verde) no intestino 
médio de L. longipalpis (A, B e C) e P. papatasi (D e E). Marcações 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 – Considerações finais 
 

A alimentação de fêmeas de P. papatasi com células sanguíneas 

reconstituídas com anti-soros específicos para as protéinas associadas a MP PpChit1 

e PpPer2 afetaram a cinética de maturação da MP. O atraso na degradação da MP ao 

final da digestão, verificado pela espessura da MP, bem como, pelo conteúdo de 

quitina no intestino médio 72 h após a alimentação com anti-PpChit1, pode estar 

relacionado a falta de modulação das fibrilas de quitina pela enzima, o que sugere 

que PpChit1 atua na quebra da MP em P. papatasi.  

Os efeitos da injeção de 85ng de dsPpChit1 em P. papatasi levou a redução 

de transcritos para PpChit1 em todos os horários analisados, sendo que em 48 e 96 

horas após a alimentação, essa redução foi maior, 57% e 49%, respectivamente. 

Embora não tenhamos realizado uma análise fenotípica da MP após o silenciamento 

de PpChit1, nossos resultados podem contribuir para aumentar a compreensão do 

papel de PpChit1 em P. papatasi.  

O remodelamento do intestino médio de L longipalpis e P. papatasi inícia no 

quarto isntar larval. Entretanto, em P. papatasi a degeneração do epitélio parece 

iniciar um pouco mais cedo, no terceiro dia do quarto instar larval (L4-3), enquanto 

em L. longipalpis, no quinto dia do quarto instar larval (L4-5). Embora as 

cacterísticas morfológicas do processo de morte celular tenham sido semelhantes em 

ambos, essa diferença no início da histólise, pode estar relacionada a diferenças na 

expressão de genes reguladores do processo. A presença de numerosos vacúolos 

autofágicos nas células digestivas larvais, bem como marcações positivas para LC3, 

sugere que em ambas espécies, o processo de morte celular das células epiteliais se 

dá por autofagia. Entretanto, a detecção de atividade de caspase-3 por 

imunofluorescência 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 características morfológicas 
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observadas durante o processo de remodelamento do intestino médio durante a 

metamorfose é conservado nas duas espécies.  

No presente trabalho, mostramos resultados relevantes sobre aspectos do 

papel de proteínas associadas à MP, no processo de formação e degradação 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 competência vetorial 

na transmissão de Leishmania por flebotomíneos, nossos resultados auxiliam 

aumentanto nosso conhecimento acerca da biologia do vetor.  

 

 

 

 


