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RESUMO

7

A espécie Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis é o principal vetor da
Leishmania (Viannia) guyanensis na regido amazobnica. A infeccdo ocorre no
momento da alimentacdo sanguinea da fémea de flebotomineo. Os protozoarios
entdo ficam confinados ao trato digestivo do inseto. Durante véarias etapas do seu
desenvolvimento, os flagelados ficam ligados a parede do intestino médio abdominal
pelo flagelo. No entanto, o parasito precisa escapar de um nimero de obstaculos no
intestino do flebotomineo, antes da digestdo completa do sangue. A matriz
peritrofica (MP) secretada por inseto hematoéfago pode atuar como uma das
barreiras. Neste contexto, a imagiologia de diferentes regides do intestino médio e
da MP, a determinacdo da composicdo proteica destas estruturas precisa ser
cuidadosamente investigada. Fémeas de L. umbratilis foram coletadas em uma érea
de treinamento militar (CIGS, Manaus-ltacoatiara, AM, BR) e alimentadas
experimentalmente em ratos. O intestino médio e a MP foram analisados. O tempo
da formacdo da MP apéds a ingestdo de sangue e sua degradacao foi determinado.
Detalhes morfolégicos importantes da MP e do intestino médio abdominal foram
estudados por meio de microscopia eletronica de transmisséo (MET) e de varredura
(MEV), a sua composicdo quimica foi analisada por histoquimica e eletroforese em
gel bidimensional aliada a espectrometria de massas ESI-QTof. Nas disseccdes a
fresco foi observado que a MP se forma completamente em 24 h, possui um aspecto
gelatinoso e se degrada em 72 h. Uma segunda MP é secretada ap6s um novo
repasto sanguineo. A MP apresentou uma estrutura de rede fibrilar bem formada e
foi observada por MET apoés 24 h, assim como a sua degradacgéo continua em 72 h.
A face ecto-peritréfica do intestino médio foi observada e considerada uma massa
espessa com varias bandas transversais, esta pode, evidentemente, ser atribuida
aos musculos da regido abdominal. Nesta face, a MP demonstrou a presenca de
grumos. As analises Histoquimicas revelou que o componente principal da MP é
proteina, seguido por glicoproteinas (com diferentes glicanos carboxilados e
sulfatados) e glicoconjugados neutros. Das proteinas isoladas do intestino médio e
da MP de L. umbratilis, em um intervalo de 24 h a 72 h de digestdo sanguinea,
foram expressas 81 das quais 60 ndo se correlacionaram com as proteinas ja
depositadas em bancos de dados conhecidos (NCBI, UniProtKB , FlyBast) levando-
se em consideracdo que o genoma do género Lutzomyia ndo foi sequenciado até a
data deste estudo. Do total expresso, 21 proteinas foram identificadas e distribuidas
nos grupos das glicoproteinas (5), proteoglicanos (3), nucleuproteinas (7),
cromoproteinas (1), das quais, cinco, com fungdo desconhecida. Algumas destas
proteinas estdo correlacionadas com a formacdo, resisténcia, adeséo, estrutura,
manutencdo e degradacdo da MP. Pela primeira vez, a estrutura da MP é descrita
em detalhes para a espécie L. umbratilis usando uma combinacdo de microscopia
eletrobnica (MET e MEV) e por analise histoquimica. Eventuais fungbes dos
componentes estruturais da MP e sua importancia para o desenvolvimento de
parasitos Leishmania foram discutidas.

Palavras-chave: Matriz Peritréfica, Microscopia, Proteinas, Gel bidimensional.
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ABSTRACT

Sand fly Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis is the primary vector of
Leishmania (Viannia) guyanensis in the Amazon region. Infection occurs when the
blood supply of the female sandfly. Protozoa are then confined to the digestive tract
of the insect. During several steps of their development, the flagellates are attached
to the gut wall by flagellum. However, the parasite needs to escape of a number of
barriers in the sand fly gut before a complete blood meal digestion. Peritrophic matrix
(PM) secreted by blood-sucking insect is one of those barriers. In this context,
imaging of different regions of the midgut and PM, determination of protein
composition of the latter need to be thoroughly investigated. Females of L.
umbratilis, were collected in a military training area (CIGS, Manaus-Itacoatiara, AM,
BR) and fed experimentally in rats. The sandfly's midgut and PM were analysed,
timeframe of the PM formation after the blood meal ingestion and its degradation
were determined. Important morphological details of the L. umbratilis sand fly PM
and of the midgut were studied by transmission (TEM) and scanning (SEM) electron
microscopies, its chemical composition was analysed by histochemistry. Complete
formation of the PM was observed in 24 h in the dissections. It has a gelatinous
aspect and degrades in 72 h. The second PM is secreted after a second- new blood
meal. A well-formed fibrillar network structure of the PM was observed by TEM after
24 h, as well as its continuous degradation in 72 h. The ecto-peritrophic face of the
midgut was found to be a thick mass with several transversal bands, the latter may
evidently be attributed to muscles of the abdominal region, and the PM demonstrated
the presence of lumps. Histochemical analysis showed that main PM component is
protein, followed by glycoproteins (with different carboxylated and sulfated glycans)
and neutral glycoconjugates. The proteins separated from the of midgut and PM of L.
umbratilis fed in an interval of 24h to 72h were investigated using the 2-D gel
electrophoresis (2-DE) and sequenced by ESI-QToF mass spectrometry. Also, one
has to consider that genome of Lutzomyia has not been sequenced up to date. Thus,
it was interesting to find out that 60 proteins identified by 2-DE were not correlated
with those already deposited in known databases (NCBI, UniProtkKB, FlyBast),
among the total of 81 protein expressed. In this study, 21 proteins classified as
glycoproteins (5), proteoglycans (3), nucleoprotein (7) and chromoprotein (1) were
identified, five of them with unknown function. Some of those relate to the matrix
formation, resistance, adhesion, structure, maintenance and degradation. For the first
time, the PM structure is described in detail for L. umbratilis species using a
combination of electron microscopy (SEM and TEM) and histochemical analysis.
Possible roles of the PM structural components and their importance for the
development of Leishmania parasites are discussed.

Keywords: Peritrophic Matrix, Microscopy, Proteins, Two-dimensional gel.
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1. INTRODUCAO

1.1- Consideracdes gerais

As doencgas transmitidas ao homem por insetos hematoéfagos tem como
ponto de partida para a infecgcdo a ingestdo de sangue infectado obtido pela
realizacdo do repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado. Assim, o0
comportamento e a dinamica da alimentacdo destes vetores e da fisiologia durante o
processo de digestdo € determinante na transmissao de patdgenos por esses
insetos. Os flebotomineos sado insetos considerados importantes para a saude
publica em todo o mundo, especialmente nas regifes tropicais e subtropicais, por
serem potenciais transmissores de diversas doencas ao homem, como as
leishmanioses. Na Amazbnia a espécie Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis Ward e
Fraiha, 1977 € o principal vetor da Leishmania (Viannia) guyanensis Floch, 1954
causadora da forma clinica cutdnea/mucocutanea da Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA). Estes parasitos realizam parte do ciclo de desenvolvimento no
vetor, sendo assim considerado, um alvo potencial para o controle da doenca. Os
parasitos que se desenvolvem dentro do intestino médio (IM) desses insetos tem
que ultrapassar diversas barreiras naturais, uma delas a de transpor a matriz
peritrofica (MP) e o epitélio do intestinal médio abdominal. A MP é uma camada
extracelular que circunda completamente o conteddo alimentar que tem como
principal funcdo proteger o epitélio do intestino contra danos fisicos e abrasivos,
além de auxiliar a digestdo. Consequentemente, a MP pode atuar como uma
barreira natural parcial contra a invasao de parasitos no IM e, especula-se que,

modificacdes da MP podem conduzir a uma barreira completa para infeccdo. Para



tal, o conhecimento da distribuicdo da espécie, de sua fisiologia e das macro/micro
barreiras no inseto que se formam durante e apds a digestdo do sangue, é de
importancia epidemiolégica necessaria a melhor compreensdo da interagao

parasito/vetor e a formulacao de estratégias de controle da doenca.

1.2- O trato digestorio e a digestdo em insetos hematéfagos

Durante a hematofagia os flebotomineos podem ser usados como
hospedeiros por um grande niumero de microrganismos, 0s quais podem colonizar,
crescer e se reproduzir, principalmente, no trato digestério, associados ao limen e
ao epitélio intestinal (Lilburn et al., 2001, Lemke et al., 2003; Dillon e Dillon, 2004).

O trato digestério de insetos hematéfagos € composto por uma camada de
células epiteliais que se estende da abertura da regido anterior (cavidade bucal) até
a regiao posterior que corresponde ao anus (Romoser, 1996). Este trato divide-se
em trés regides principais que séo: (a) intestino anterior - IA; (b) intestino médio - IM;
e (c) intestino posterior — IP. Cada uma destas regifes € especializada em funcbes
particulares no processo digestivo (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994) [Figura 1]:

(&) O IA estd envolvido com a ingestdo, condugdo e armazenamento de
alimento. Contém dois émbolos de succdo, a bomba cibarial e a faringeana, que
servem para a ingestao do alimento, o canal proboscideo, as glandulas salivares e o
esbfago. Proximo ao final do es6fago surge trés diverticulos: dois dorsolaterais e um
ventral. Comparativamente, os diverticulos dorsais sdo menores que o ventral, ou
papo, que, quando cheio, fica bastante dilatado na regido abdominal. Normalmente,

todos os trés diverticulos apresentam-se cheios de ar e sdo usados como



reservatorios de alimentos ricos em acucares (Consoli e Lourenco-de-Oliveira,
1994);

Na terminacdo do es6fago existe uma estrutura denominada cardia ou
valvula de estomodeu, responsavel pelo direcionamento das dietas ingeridas pela
fémea do mosquito. Quando a fémea ingere sangue, a valvula abre-se e o sangue é
armazenado no intestino médio; entretanto, quando esse inseto ingere substancias
adocicadas, a valvula permanece fechada e a substancia é encaminhada para o
diverticulo (Romoser, 1996).

(b) O IM é formado por células epiteliais colunares que secretam as enzimas
digestivas. Na regido Iluminal estas células possuem microvilosidades, que
favorecem a absorcéo de nutrientes. Este intestino longitudinalmente é dividido em
uma regido anterior (em forma de tubo) e uma posterior (em forma de saco). A
regido posterior é altamente expansivel e é o local de destino para armazenagem do
sangue digerido e absorcdo de nutrientes (Graf et al., 1986; Billingsley e Lehane,
1996);

O IM, diferentemente do IA e IP, ndo € coberto com cuticula protetora,
estando em contato direto com o ambiente externo. No limen do IM é sintetizada,
uma matriz quitino-protéica, apdés a ingestdo do sangue, denominada matriz
peritréfica, que envolve o alimento ingerido e separa o conteddo luminal em dois
compartimentos, formando o espac¢o endoperitrofico (dentro da matriz peritrofica) e o
ectoperitréfico (fora da matriz peritrofica) [Terra, 1990];

Por sua vez, os alimentos ricos em agucares séo direcionados para o
diverticulo, onde a digestdo é iniciada pela acdo de carboidrases oriundas da
glandula salivar (Schaefer e Miura, 1972; Marinotti et al., 1996). Posteriormente, 0s

acucares sao, paulatinamente, transferidos para o IM onde a digestao é finalizada. O



IM é também, o principal sitio de interacdo entre o inseto e os patdgenos, no
estabelecimento da infeccdo (Sanders et al., 2003).

(c) O IP é composto pelo ileo, ampola retal e anus (Consoli e Lourengo-de-
Oliveira, 1994), sendo responsavel pela excrecdo de residuos oriundos do IM e
tubulos de Malphigihi. Estes tubulos, localizados na juncéo entre o IM e o IP, sé&o

orgaos de excrecao e de regulacdo da composicado da hemolinfa (Romoser, 1996).

Tubulos de
Intestino médio Intestino médio Malpighian
i abdominal ;
toracico Piloro

Intestino Intestino " Intestino
anterior médio posterio

Figura 1. llustracdo do trato digestério de flebotomineo. Fonte: Adaptado por
Pimenta et al. (2012).



1.3- A matriz peritréfica

Apos a alimentacdo sanguinea da fémea de flebotomineo ocorre a formacéo
da MP, uma camada extracelular constituida por quitina, fibrilas de quitina, proteinas
(peritrofinas), glicoproteinas e proteoglicanos, formando uma flexivel rede que
reveste completamente o alimento ingerido no interior do intestino dos insetos
(Wang e Granados, 2001).

Esta estrutura além de funcionar na protecdo do epitélio intestinal contra
danos mecanicos causados por particulas solidas de alimento, também facilita os
processos digestivos, compartimentalizando enzimas e proteinas envolvidas na
digestdo, e consequentemente, pode atuar como barreira vetorial as invasdes de
microrganismos e outros parasitos (Tellam et al., 1999).

Propriedades fisico-quimicas e bioquimicas da MP tais como, sua espessura
e o tempo de degradacdo podem estar relacionados com a capacidade de
sobrevivéncia de diferentes espécies de parasitos dentro de insetos vetores (Huber
et al., 1991; Shahabuddin et al., 1993). A espessura e elasticidade da maioria das
MP dos insetos atestam o seu potencial de funcionar como uma barreira protetora
entre o conteudo do lumen intestinal e os tecidos dos insetos (Tellam, 1996).

Embora as funcdes do IM e da MP sejam conhecidas em diversos grupos de
artropodes e algumas de suas proteinas terem sido alvo de estudo no controle de
insetos praga, na pecuaria (East et al., 1993) e na agricultura (Pechan et al., 2002),
em flebotomineos esses conhecimentos ainda séo escassos.

Com as inovacgOes de estudos protedmicos, as pesquisas relacionadas com
a expressao e a funcionalidade das proteinas tém apresentado grandes avancos em

diversos sistemas biologicos. Esta tecnologia que envolve uma combinacdo das



técnicas de eletroforese em gel bidimensional (2D-E) e espectrometria de massas
(EM), capaz de separar centenas ou milhares de proteinas em um Udnico
experimento e identificar o conteddo proteico de cada regido do gel (Mann et al.,
2001; Nyman, 2001), neste estudo, péde auxiliar na identificacdo dos constituintes
proteicos do epitélio do IM e aquelas envolvidas na formacdo, manutencdo e
degradacédo da MP, tornando-se a melhor estratégia disponivel para identificacdo em
larga escala do conjunto de proteinas resultantes da expresséo génica.

Além destes estudos bioquimicos, outros métodos como a microscopia
eletrbnica e histoquimica foram importantes aliados para um amplo entendimento
morfolégico e quimico do epitélio do IM e da MP, auxiliando na identificacdo e
analise dos seus componentes. Os dados da literatura apresentados neste estudo
sao bastante genéricos e baseados nos escassos manuscritos que se tem a respeito
do estudo do IM e da composicado quimica da MP, em flebotomineos.

Este trabalho pode contribuir para estudos posteriores, a fim de propor um
modelo de formac¢do, manutencdo e degradagao entre os componentes proteicos do
epitélio do IM e da MP de flebotomineos vetores, buscando alternativas de controle

destes insetos e, consequentemente, das doencas transmitidas por estes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- As leishmanioses

As leishmanioses s&do doencas cronicas, ndo contagiosas, de
manifestacdo visceral (Leishmaniose visceral - LV) ou cutanea (Leishmaniose
Tegumentar Americana - LTA) [Brasil, 2007] que sdo causadas por protozoarios do
género Leishmania Ross, 1903 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), transmitida ao
ser humano e a outros animais pela picada de insetos hematéfagos, flebotomineos.
Estas doencas estdo presentes em 98 paises ou territérios (sendo, 76 em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento), distribuidos nos continentes das
Ameéricas, Europa, Africa, Asia (WHO, 2010) e Australia (Rose et al., 2004).

Mais de 350 milhSes de pessoas encontram-se em areas de risco e, a cada
ano, 500 mil sdo acometidas com a forma visceral e 1,5 milhdes a forma tegumentar
da doenca (Desjeux, 2004; WHO, 2010). Desta forma, a LTA é considerada como
uma das seis mais importantes doencas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de
deteccao e capacidade de produzir deformidades (Brasil, 2007).

No continente Americano ja foram registrados mais de 66.000 casos de LTA
(Alvar et al., 2012), desde o sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina (Funasa,
2000), exceto o Uruguai e Chile (Skraba et al., 2014).

Na Ameérica Latina, a doenca ja foi registrada em pelo menos 12 paises,
sendo que 90% dos casos ocorreram no Brasil com 26.008 casos/ano (Brasil, 2014),
seguido de Colémbia (17.420 casos/ano), Peru (6.405 casos/ano), Bolivia (2.647

casos/ano) e Argentina (261 casos/ano) [Alvar et al., 2012]. No Brasil, somente no


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cut%C3%A2neo

periodo de 2003 a 2012, foram registrados mais de 250.000 casos de LTA, sendo
103.397 na Regido Norte, 78.188 na Nordeste, 39.173 na Centro-Oeste, 24.306 na
Sudeste e 5.639 na Sul (Sinan net, 2014).

Portanto, a LTA €é uma zoonose em franca expansdo geografica,
considerada uma das infec¢cdes dermatologicas mais importantes ndo sé pela
frequéncia, mas principalmente pelas dificuldades terapéuticas, pela sua magnitude
e pouca vulnerabilidade as medidas de controle, se tornando, portanto, um

importante problema de salde publica (Branddo-Filho et al., 1994).

2.2- As leishmanias e reservatoérios naturais

Na Amazébnia, a LTA pode ser ocasionada por sete espécies de leishmanias,
sendo:
(i) Seis do subgénero Viannia Lainson e Shaw, 1987:

. (V.) braziliensis Vianna, 1911;
. (V.) guyanensis Floch, 1954;

. (V.) naiffi Lainson e Shaw, 1989;

L
L
e L. (V.) lainsoni Silveira, Shaw, Braga e Ishikawa, 1987,
L
L. (V.) shawi Lainson, Braga e Souza, 1989;

L

. (V.) lindenbergi Silveira, Ishikawa e Souza, 2002.

(i) Uma do subgénero Leishmania Ross, 1903:

e L. (L.) amazonensis Lainson e Shaw, 1972.

A comparacdo entre dados clinicos da doenca e 0s agentes etioldgicos

revelou que 83% dos casos notificados na regido amazoénica sao ocasionados pela



L. (V.) guyanensis (Silveira et al., 2002). Esta espécie tem sido encontrada ao norte
da Ameérica do Sul em floresta primaria de terra firme, tendo como hospedeiros
vertebrados: Choloepus didactylus Linnaeus, 1758 (preguica-real), Tamandua
tetradactyla Linnaeus, 1758 (tamandua) e Didelphis marsupialis Linnaeus, 1758
(mucura); e, hospedeiros invertebrados: L. umbratilis, L. anduzei Rozeboom, 1942 e

L. whitmani Antunes e Coutinho, 1939 (Arias e Naiff, 1981).

2.3- Aspectos gerais dos flebotomineos

Os flebotomineos séo insetos com ciclo de vida holometabolo, caracterizado
por apresentar as fases de ovo, larva, pupa e adulto. Os adultos podem medir cerca
de 2 a 5 mm de comprimento e ambos 0s sexos apresentam dimorfismo sexual
acentuado. O corpo € recoberto por inUmeras cerdas e quando pousados as asas
permanecem em forma de ponta de langca, mantidas eretas sobre o corpo e a
cabeca formando um angulo de 90° com o térax (Figura 2). Estes insetos sdo
conhecidos popularmente no Brasil como asa branca, asa dura, birigui, cangalinha,
mosquito-palha, tatuquira, freboti, entre outros (Forattini, 1973).

Os flebotomineos possuem habitat diversificados e podem ser encontrados
em regibes semiaridas, florestas, areas serranas, chegando a alcancar areas
urbanas. Devido ao habito crepuscular e noturno, estes insetos costumam
permanecer em seus abrigos durante as horas luminosas do dia, abandonando-os
no periodo crepuscular em busca de alimento (Forattini, 1973).

Os adultos de ambos os sexos necessitam de carboidratos como fonte de

energia, alimentando-se de seiva de plantas, néctar (Christensen et al., 1982;
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Alexander e Usma, 1994), secrecfes de afideos e frutas maduras (Cameron et al.,

1995).

A : Qi;~ ‘:’;

Y ; \ N

Figura 2. Caracteristicas externas dos Flebotomineos adultos. Macho (A); Fémea (B)
ingurgitada (Fonte: pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Phlebotomus_sp._ 6274 lores.jpg).

As fémeas, entretanto, apresentam o habito de sugar o sangue de
vertebrados, necessario a maturacdo de seus ovos. Essa caracteristica os inclui
dentro de um grupo de importancia epidemioldgica. Em florestas tropicais, a fonte
de alimentacdo sanguinea de fémeas adultas destes insetos séo, principalmente,
edentados (C. didactylus; T. tetradactyla; roedores (p. ex.: Proechimys guyanensis
Desmarest, 1817 - rato-soia) e marsupiais (D. marsupialis) que habitam este tipo de
floresta (Lainson et al., 1981).

Em Lutzomyia longipalpis Lutz e Neiva, 1912, durante o hematofagismo
ocorre a inoculacdo de saliva que contém maxadilan (Lerner et al., 1991), uma

substancia vasodilatadora que inibe a acdo dos macrofagos, facilitando a
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proliferacdo de varios agentes etioldgicos de doencas que acometem o homem
como as leishmanioses, bartonelose e algumas arboviroses (Pessoa e Martins,
1982; Corn et al.,, 1990). Além destas doencas, os flebotomineos podem ser
hospedeiros de bactérias, fungos, determinadas espécies de plasmaédios,
hemogregarinas, tripanossomas e endotripanos (Christensen e Herrer, 1976;

Warburg, 1991; Shaw, 1992).

2.4- Classificacao e distribuicdo dos flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Sua classificacdo baseia-se nha
morfologia dos adultos, machos e fémeas, tendo a subfamilia agrupando seis
géneros, sendo trés no Velho Mundo (Asia, Africa e Europa): Phlebotomus Rondani
e Berté, 1840; Sergentomyia Franca e Parrot, 1920; e Chinius Leng, 1987 e, trés no
Novo Mundo (continente americano): Brumptomyia Franca e Parrot, 1921; Lutzomyia
Franca, 1924; e Warileya Hertig, 1984 (Young e Duncan, 1994).

Atualmente, 927 espécies de flebotomineos ja foram descritas no mundo e
destas, 32 estdo relacionadas com a transmissédo das leishmanioses ao homem
(Grimaldi e Tesh, 1993; Rangel e Lainson, 2003; Brasil, 2006). Somente nas
Ameéricas, cerca de 500 taxons tém sido registrados, destes 400 espécies pertencem
ao género Lutzomyia, cerca de 267 tem registro no Brasil e 19 sdo vetoras de
leishmanioses (Alexander, 2000; Rangel e Lainson, 2003; Shimabukuro e Galati,
2010). Este género é considerado o mais importante por conter o0 maior numero de

espécies envolvidas na transmissdo das leishmanioses (Brasil, 2007).
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Além das leishmanias, os flebotomineos sédo hospedeiros de bactérias,
fungos, determinadas espécies de plasmoddios, hemogregarinas, tripanossomas e
endotripanos (Christensen e Herrer, 1976; Warburg, 1991; Pessoa et al., 2007).

No Amazonas, quatro espécies de flebotomineos sdo comprovadamente
vetoras da LTA: Lutzomyia (Nyssomyia) anduzei Rozeboom, 1942, L. (N.)
flaviscutellata Mangabeira, 1942, L. (N.) olmeca nociva, Young e Arias 1982 e L. (N.)
umbratilis (Arias e Freitas, 1977, 1978; Lainson, 1983). Tendo esta ultima chamada
a atencdo por ser a maior transmissora da L. (V.) guyanensis, na regidao norte
brasileira e na maioria dos paises da Amazénia Legal (Arias e Freitas, 1977; Arias e

Freitas, 1978; Rangel e Lainson, 2003; Brasil, 2007) [Figura 3].

2.5- O vetor Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis Ward e fraiha, 1977

Estudos realizados por Almeida (1970) nas zonas periféricas de Manaus
(Amazonas, Brasil) capturou individuos de ambos os sexos de uma espécie que
identificou como Lutzomyia (Nyssomyia) anduzei, enfatizando o primeiro registro da
espécie descrita por Rozeboom (1942), em territorio brasileiro. Entretanto, Ward e
Fraiha (1977), ao estudarem o trabalho de Almeida, verificaram que o autor estava
diante de uma nova espécie e a descreveram como Lutzomyia (Nyssomyia)
umbratilis.

Arias e Freitas (1978) confirmaram L. umbratilis e L. anduzei como vetores
primario e secundario, respectivamente, sendo encontrados ao norte do Rio
Amazonas, na regido do municipio de Manaus (Am, Brasil). A primeira é

considerada a principal vetora da L. (V.) guyanensis e predomina na floresta primaria
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de terra firme dessa regido. S&o consideradas altas as taxas de infeccdo em L.
umbratilis por tripanossomatideos, chegando, as vezes, a mais de 10% entre as
fémeas dissecadas. Estes mesmos autores citam que esta espécie alimenta-se com
maior frequéncia no periodo noturno, atacando avidamente o homem quando
perturbada em seus reflgios naturais, e durante o dia nas bases dos troncos das
arvores. Apesar de ser uma espécie de floresta primaria, esta espécie alcanca, com

relativa frequéncia, as casas situadas as margens da floresta.
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Figura 3. Distribuicdo geografica da transmissdo de Leishmania (Viannia)
guyanensis por Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis, de acordo com Rangel e Lainson
(2003). Neste mapa estao citados somente os paises e estados brasileiros em que

ocorre a transmissao. Fonte/mapa: http://vitingeo.wordpress.com (Adaptado).
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Outros trabalhos realizados no Amazonas reforcam o predominio de L.
umbratilis nesta regidao. Nery (2003) realizou estudos em um fragmento florestal
urbano no municipio de Manaus e constatou maior abundancia desta espécie nesta
area, apresentando 39% (1744/4.463) em suas coletas. Franco et al. (2010) em
estudos realizados em area de assentamento no municipio de Rio Preto da Eva
(Amazonas, Brasil) verificaram o predominio desta espécie com representatividade
de 75% (6.624/8752), encontrando uma taxa de infeccdo de 3,89% (40/1.026).
Soares (2012) em coletas de flebotomineos no municipio de Tabatinga, aréa de
fronteira com a Colombia e Peru, revelou o predominio de L. umbratilis com 62,3%
(3.577/5.741) em seus achados.

Portanto, além destes estudos, outros autores vém comprovando a
importancia epidemiolégica de L. umbratilis, tais como os realizados por Arias e
Freitas (1977; 1978); Lainson, (1983); Ready et al. (1986); Castellon et al. (2000);
Freitas et al. (2002); Lainson e Shaw (2005); Pessoa et al. (2007); Silva et al. (2007);
Gomes et al. (2009); Gil et al. (2009); Franco et al. (2010); Nery et al. (2010); Guerra

et al. (2011); e Saraiva et al. (2011).

2.6- Ciclo de transmissdo da leishmaniose e a infeccdo natural em

flebotomineos

O ciclo de vida das leishméanias € do tipo heteroxénico, ocorrendo em
hospedeiro vertebrado e invertebrado (Figura 4), segundo de van Zandbergen et al.

(2004), conforme descricéo a segui:
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- O inseto ao picar o vertebrado, inocula, primeiramente, uma substancia
anti-coagulante para iniciar a ingestdo de sangue, neste momento injeta as formas
promastigotas (que ja se encontravam em seu aparelho bucal), no local da picada e,
por volta de 4 a 8 h, estes flagelados sdo fagocitados por neutrdfilos teciduais do
hospedeiro. Estes neutréfilos com as promastigotas sofrem apoptose e sao
fagocitadas por macrofagos;

- Nos macrofagos, as formas promastigotas se transformam em amastigotas
e sao encontradas no sangue 24 h apds a fagocitose. As amastigotas resistem a
acao destruidora dos macrofagos devido ao revestimento em sua superfice celular
por lipofosfoglicano (LPG) e se multiplicam intensamente, até ocupar todo o
citoplasma. O macréfago entdo se rompe, liberando as amastigotas, que vao ser
fagocitados por outros macréfagos, iniciando assim, uma reacéo inflamatéria;

- O inseto ao procurar por alimento e exercer a hematofagia em vertebrado
infectado ingere macréfagos contendo as formas amastigotas do parasito. Ao
chegarem ao estdbmago do inseto, os macrofagos se rompem liberando as
amastigotas. Estas amastigotas, apds sucessivas divisées binarias, transformam-se
rapidamente em promastigotas, que se multiplicam ainda no sangue ingerido, que é
envolto pela MP. Por volta do 3° ou 4° dia, as formas promastigotas transpéem a
MP e ficam livres, e em continua reproducéo.

De acordo com Lainson et al. (1979) e Grimaldi e Tesh (1993), as
promastigotas podem seguir dois caminhos, dependendo da espécie de parasito:

(1°) Do subgénero Viannia do “complexo brasiliensis” vdo migrar para as
regides do piloro e do ileo (secédo peripilaria ou intestino posterior). Nestes locais
elas se transformam de promastigotas para paramastigotas, aderindo ao epitélio do

intestino do inseto;
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(2°) Do subgénero Leishmania do “complexo mexicana” vao migrar para as
regides da secdo suprapilaria ou intestino médio e anterior. Novamente se
transformam em promastigotas e migram para a regiao da faringe do inseto. Neste
local se transformam novamente em paramastigotas e a partir dai vao se
transformando em pequenas promastigotas infectantes, altamente maoveis, que se

deslocam para o aparelho bucal do inseto.

Intestino Médio

Toracico
Valvula do | N Intestino Médio
Estomodeu y Abdominal

Intestino
- Posterior

Intestino
Anterior

B Prociclicas 24-48h
B Nectomoénadas 48-72h
o

Leptoménadas 4-7 dias
Metaciclicas 5-7 dias Matriz
Haptoménadas 5-7dias Peritrofica

Promastogota
Metaciclica

|

% 9
\’QQ

Macréfago

Amastigota

Figura 4. Ciclo de transmissédo da LTA em hospedeiro vertebrado e invertebrado.
Fonte: http://dc251.4shared.com/doc/9Fbkd0G8/preview.html.


http://dc251.4shared.com/doc/9Fbkd0G8/preview.html
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2.7- Competéncia, capacidade vetorial e barreiras naturais

A competéncia vetorial é a propriedade biologica inata do inseto vetor em se
infectar, colonizar e transferir determinado patdégeno a um hospedeiro em potencial
(Beerntsen et al., 2000). Esta competéncia é fator essencial para sua capacidade
vetorial, que é definida como sendo “a taxa de eficiéncia da transmissdo do
patdgeno pela populacédo de local de vetores”. Esta capacidade esta relacionada a
diversos fatores Tais como: comportamental (preféncia alimentar), morfofisiol6gicos
(tamanho, longevidade, duracdo do ciclo gonodotrofico, etc.) e ecoldgicos
(temperatura e umidade) [Marquardt, 2004; Anderson e Rico-Hesse, 2006].

Portanto, o sucesso do ciclo de vida de uma espécie de patbgeno, em
determinada espécie de inseto, é fundamental para a determinacdo da sua
competéncia e capacidade vetorial, estabelecida pela superacdo do agente
etiolégico pelas diversas barreiras fisicas, quimicas e biol6gicas impostas pelo vetor
durante seu ciclo de desenvolvimento. Sendo assim, o parasito deve superar trés
importantes barreiras:

(i) sobreviver a um ataque proteolitico (Pimenta et al. 1997);

(ii) transpor a matriz peritréfica (Sadlova e Volf, 2009); e depois

(i) aderir-se ao epitélio do intestino médio e completar seu ciclo de vida,
culminado no desenvolvimento e diferenciacdo até formas infectivas, a fim de
impedir a sua excre¢do com o0s restos do repasto sanguineo (Pimenta et al., 1992;
Pimenta et al., 1994; Kamhawi et al., 2004; Oliveira, 2005b; Kamhawi, 2006; Volf e
Myshoka, 2007).

Esse mecanismo de adesao do parasito ao epitélio tem sido associado ao

LPG presente na superficie das leishméanias (Sacks et al., 1994). O LPG é um
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glicolipideo abundante na superficie celular das promastigotas, inclusive no seu
flagelo, protegendo-o da digestdo (Oliveira, 2005b; Soares et al., 2005). Caso as
promastigotas estejam dentro de uma espécie de flebotomineo sem competéncia
vetorial para o patdgeno, ocorrera sua destruicdo atraves da digestdo, o que sugere
uma especificidade de condi¢des bioquimicas (Oliveira, 2005b).

Um dos eventos importantes neste processo de interacao vetor-parasito € o
movimento do patdgeno em direcdo ao epitélio do IM do inseto, onde cada patégeno
utiliza uma estratégia propria para alcancar este tecido, alguns interagem com a MP,
outros a atravessam ou a evitam, durante o curso da infecgédo no inseto (Filho et al.,
2002).

Outros estudos tém demonstrado que a entrada e sobrevivéncia de parasitos
dentro de macrofagos, s6 sao possiveis com a prévia infeccdo em neutrofilos que
sdo recrutados como uma resposta normal a picada do inseto (Jochim e Teixeira,
2009). No entanto, os neutrdfilos sdo células que apresentam um curto ciclo de vida
e entram em apoptose, um processo critico para o sucesso da resolucdo da
inflamacéo (Savill et al., 1995), sendo estes fagocitados por macréfagos (Jochim e

Teixeira, 2009).

2.8- Caracteristicas gerais da matriz peritrofica

No IM da maioria dos insetos, o bolo alimentar é envolvido por uma camada

acelular semipermeavel, composta predominantemente de fibrilas de quitina,

proteinas e glicoproteinas, formando uma flexivel rede, denominada matriz ou
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membrana peritrofica (Tellam et al, 1999; Shao et al., 2001; Wang e Granados,
2001; Devenport e Jacobs-Lorena, 2005; Kato et al., 2006).

A MP esta presente na maioria dos insetos, exceto nas ordens como
Hemiptera, Phthiraptera, Psocoptera, Zoraptera, Thysanoptera, Strepsitera,
Rhaphidioptera e Megaloptera, sendo substituida por uma estrutura alternativa que
desempenharia papel analogo, as membranas perimicrovilares (Peters, 1992).

Sao conhecidas dois tipos de MP: o tipo 1 - secretada por todas as células
epiteliais do IM em em resposta direta da ingestdo de sangue, formando uma
estrutura que envolve totalmente o bolo alimentar (Terra, 1996; Tellam et al., 1999);
o tipo 2 - secretada por células especializadas presentes na regido anterior do IM
(cardia), em resposta direta a limentagcédo por carboidratos e cresce em direcdo as

regides posteriores, sendo mais resistente que a do tipo 1 (Terra, 1996) [Figura 5].

Figura 5. llustragdo demonstrando localizacdo de formacdo da matriz peritréfica do
tipo 1 (MP-1) e do tipo 2 (MP-2) em Aedes aegypti Linnaeus,1762 (A) e Drosophila
melanogaster Meigen, 1830 (B). (lA) - intestino anterior; (IM) — intestino médio; (IP)

— intestino posterior. Fonte: Marquardt e Kondratieff (2005).
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A MP possui diversas funcdes no intestino do inseto durante o processo de
digestdo tendo como sua principal funcdo a de proteger o epitélio contra danos
mecanicos causados por particulas sélidas de alimento (Tellam et al., 1999), mas
além desta, temos:

e Facilitar os processos digestivos, compartimentalizando enzimas e
proteinas envolvidas na digestéo (Tellam et al., 1999);

e Atuar como barreira as invasdes de microorganismos e outros parasitos
(Tellam et al., 1999);

e Participar do processo de detoxificacdo do grupo prostético heme (Pascoa
et al., 2002) que funciona como ligante de varias enzimas, citocromos e globinas e,
estd envolvida no transporte ou reserva de oxigénio, reacdes de elétrons,
metabolismo de drogas, biossintese de esteroides, defesa antioxidante e sinalizacéo
celular (Ryter e Tyrrel, 2000);

e Desestabilizar membranas biolégicas aumentando a sua permeabilidade
ou mesmo levando a ruptura da mesma (Schmitt et al., 1993);

e Favorecer o desenvolvimento dos estagios iniciais das formas
amastigotas, protegendo-as das atividades das proteases no trato digestorio do
inseto, podendo também, representar uma barreira ao desenvolvimento das formas

promastigotas das leishméanias em seu interior (Walters et al., 1992).

2.9- Estudos proteicos e ultraestruturais da matriz peritréfica de insetos

Os primeiros estudos ultraestruturais em insetos foram relacionados

unicamente aos caracteres externos, devido a inexisténcia de instrumentos de



21

aumento capazes de visualizar a organizacao interna destes. O primeiro trabalho
sobre anatomia interna de insetos foi do médico italiano Malpighi, sobre o bicho da
seda. O aprimoramento dos instrumentos de visualizacdo, como as lupas,
microscopios de luz, e mais recentemente, a microscopia eletrénica, tornou possivel
analisar e compreender uma série de fenbmenos importantes, complementados
obviamente com estudos relacionados a fisiologia e a bioquimica das células
(Landim, 2009).

Um passo importante para o entendimento do metabolismo proteico foi o
surgimento de estudos relacionados com o proteoma, que € definido como, estudo
de todas as proteinas que estdo presentes em uma determinada célula num
determinado momento, “the PROTEIn complement expressed by a genOME”,
refletindo a expressao de genes especificos em situacdes pontuais (Trayhurn, 2000).
A protedmica engloba conhecimentos e técnicas capazes de nado sé identificar um
conjunto de proteinas produzidas por uma célula, mas também de revelar as
interacdes e interdependéncia dos processos bioldgicos. Ela constitui uma nova
linguagem que deve ser aprendida para desvendar o significado do complexo mapa
da sintese proteica (Abbott, 1999), o que pode nos auxiliar na melhor compreensédo
da formacéo, funcdo e degradacao da MP de L. umbratilis.

Estudos bioquimicos e moleculares a respeito da MP em insetos realizados
por Bolognesi (2005) sobre a caracterizagao e expressédo de genes de Spodoptera
frugiperda Smith, 1797; Tenebrio molitor Linnaeus, 1758; Musca domestica
Linnaeus, 1758; demonstraram que a MP destes insetos codificavam uma peritrofina
(proteinas da MP) e enzimas responsaveis pela sintese e degradacdo de quitina
[quitina sintases 1 (SfCHS1) e 2 (SfCHS2), e quitinase (SfCHI), respectivamente]

onde mostrou, usando varios modelos experimentais, que a separacdo de
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compartimentos luminais pela MP (a) impediu a inibicdo de despolimerases por
remover oligdbmeros do espaco endoperitrofico, (b) evitou a inibicdo de oligdbmero
hidrolases restringindo-as ao espaco ectoperitrofico, impedindo o contato com o
alimento e (c) anulou a inibicdo de enzimas envolvidas na digestdo terminal
presentes na superficie do epitélio, bloqueando o contanto do alimento com elas.

Estudos realizados por Tellam et al. (1999) revelaram que as proteinas da
MP perfazem um total de 21 a 55% de sua massa estrutural e que estas proteinas
podem ser agrupadas em 4 classes: classe 1 - proteinas soliveis em tampao
fisioloégico; classe 2 - proteinas sollveis em detergentes brandos; classe 3 -
proteinas removidas apenas utilizando-se agentes desnhaturantes forte
(representando 11% das peritrofinas); e classe 4 - proteinas residuais insollveis.

No entanto, em relacdo a sua importante funcdo como barreira a invasao de
microrganismo, a MP tem sido intensivamente investigada em alguns grupos de
artropodes (Aedes aegypti Linnaeus, 1762; Triclopusia ni Hubner, 1803; Lucilia
cuprina Wiedemann, 1830; Anopheles gambiae Giles, 1902; Chrysomyia bezziana
Villeneuve, 1914; e Anopheles darlingi Root, 1926), onde foram determinadas por
meio de clonagem e caracterizacdo do cDNA, as sequéncias de aminoacidos das
peritrofinas destes insetos (Elvin et al., 1996; Shen e Jacobs-Lorena, 1998; Vuocolo
et al., 2001; Wang et al., 2004; Guo et al., 2005).

Duas enzimas envolvidas na biossintese e secrecdo da MP foram clonadas
e sequenciadas: a glicosamina frutose-6-fosfato aminotransferase, que catalisa a
formacao de glicosamina-6-fosfato a partir de glutamina (doador de amida) e frutose-
6-fosfato (Kato et al., 2002); e, a quitina sintase, responsavel pela sintese de quitina
a partir da UDP-Nacetilglicosamina (formada posteriormente a partir de glicosamina-

6-fosfato) [Ibrahim et al., 2000].
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A quitina sintase € expressa em homogenatos totais de fémeas néo
alimentadas e alimentadas. No entanto, quando se estuda sua expressao no IM de
fémeas adultas por RT-PCR, pode-se concluir que embora se detecte a presenca de
RNA, em fémeas nado alimentadas, a expressdo da enzima aumenta
consideravelmente em resposta a alimentacao, estando o sinal presente em até 72 h
apos alimentacédo e diminuindo rapidamente por volta de 96 h apos a ingestao de
sangue (Ibrahim et al., 2000).

Estudos proteicos, envolvendo técnicas protebmicas, da MP em
flebotomineos sdo escassos, no entanto, diversas proteinas da MP ja foram
identificadas em varias espécies de insetos (Tabela 1).

Poucos sdo os estudos morfolégicos por microscopia eletronica da MP de
flebotomineos. Alguns trabalhos tém sido relatados para as espécies L. spinicrassa
Morales, Osorno-Mesa, Osorno e Hoyos, 1969; Phlebotomus papatasi Scopoli,
1786; P. longipes Parrot e Martin, 1939 (Gemetchu, 1974; Blackburn et al., 1988;
Walters et al., 1993), L. intermedia Lutz e Neiva, 1912 (Andrade-Coelho et al., 2001)
e L. longipalpis Lutz e Neiva, 1912 (Secundino et al., 2005).

Um fato interessante observado na literatura a respeito da morfologia do IM
e da MP em flebotomineos é que varios fatores estdo influenciando sua formacgéo e
ela pode apresentar variagcbes dependendo da espécie em estudo e dentro da
mesma espécie de acordo com fatores como a localizacdo geogréafica da espécie e

dieta alimentar (Reznik e Kuznetsova, 1983; Blackburn et al., 1988).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dmatriz%2Bperitrofic%2Bduboscqi%2Bphlebotomus%2Bjovana%2Bsadlova%2Be%2Bvolf%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D1024%26bih%3D509%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11784937&usg=ALkJrhjz6HpgDfGaIeG0xaUMnuZsswpb0g
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dmatriz%2Bperitrofic%2Bduboscqi%2Bphlebotomus%2Bjovana%2Bsadlova%2Be%2Bvolf%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D1024%26bih%3D509%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16465730&usg=ALkJrhj7ZlwJsKKMIfRMlm7HJxbJAEF8Lw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dmatriz%2Bperitrofic%2Bduboscqi%2Bphlebotomus%2Bjovana%2Bsadlova%2Be%2Bvolf%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D1024%26bih%3D509%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2716444/&usg=ALkJrhjjl0gypVvKWGpEMBP_SZr5gIx-fg#CR25
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dmatriz%2Bperitrofic%2Bduboscqi%2Bphlebotomus%2Bjovana%2Bsadlova%2Be%2Bvolf%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D1024%26bih%3D509%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3256279&usg=ALkJrhgpyH4neXixV3T8iQcXps-AAlsC0A

Tabela 1. Proteinas de matriz peritrofica identificadas até o periodo de 2011.
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ID da kDa ~ L . A
. . Funcéo Espécie Referéncia
Proteina previsto
Lsti99 45,06 Estrutural Loxostege sticticalis Yin et al. 2011
AgAper9 9,0 Estrutural Anopheles gambiae  Dinglasan et al. 2009
AgAper25 um 25,0 Estrutural A. gambiae Dinglasan et al. 2009
AgAper25 b 25,8 Estrutural A. gambiae Dinglasan et al. 2009
AgAper26 26,3 Estrutural A. gambiae Dinglasan et al. 2009
AgAper29 28,9 Estrutural A. gambiae Dinglasan et al. 2009
AgAper30 30,0 Estrutural A. gambiae Dinglasan et al. 2009
AgAper34 33,6 Estrutural A. gambiae Dinglasan et al. 2009
AgAper57 57,2 Estrutural A. gambiae Dinglasan et al. 2009
AQICHIT 40,6 Estrutural A. gambiae Dinglasan et al. 2009
AgAperl4 10,1 Estrutural A. gambiae Devenport et al. 2005
AeAper50 50,0 Estrutural Aedes aegypti Shao et al. 2005
CBP1 Estrutural Trichoplusia ni Wang et al. 2004
CBP2 Estrutural T. ni Wang et al. 2004
McMUC1 Estrutural Mamestra configurata Shi et al. 2004
McPM1 Estrutural M. configurata Shi et al. 2004
Peritrofina-55 55,0 Estrutural Lucilia cuprina Tellam et al. 2003
PxIIM Estrutural  Plutella xylostela Sarauer et al. 2003
Peritrofina-15 15,0 Estrutural L. cuprina Wijffels et al. 2001
Peritrofina-15 15,0 Estrutural Chrysomya bezziana  Wijffels et al. 2001
Peritrofina-48 48,0 Estrutural C. bezziana Vuocolo et al. 2001
AelMUC1 29,65  Estrutural A. aegypiti Rayms-zlét(e)lger etal
Peritrofina-30 30,0 Estrutural L. cuprina Tellam et al. 1999
AgMucl Estrutural A. gambiae Shen et al. 1999
Peritrofina-48 48,0 Estrutural L. cuprina Schorderet et al. 1998
AgAperl 16,6  Estrutural A. gambiae Shen e Ji;ggs-Lorena
AgChitinase Estrutural A. gambiae Shen et al. 1999
Peritrofina-95 95,0 Estrutural L. cuprina Casu et al. 1997
: Wang e Granados
[IM Estrutural T.ni 19972
Peritrofina-44 44,0 Estrutural L. cuprina Elvin et al. 1996
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3. OBJETIVOS

3.1- Geral

v Analisar aspectos quimicos e ultraestruturais do intestino médio abdominal

e da matriz peritréfica (MP) de Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis.

3.2- Especificos

v/ Analisar os aspectos quimicos e ultraestrutura do epitélio do intestino
médio abdominal e da MP de L. umbratilis por meio de microscopia eletrénica
(transmissao e varredura);

v Identificar o tempo de formacdo e degradacdo da MP a partir das
disseccbes a fresco, de secdes de microscopia Optica esterioscopia e microscopia
eletrbnica, nos periodos de 24, 30, 48 e 72 horas apos a ingestdo de sangue;

v’ Verificar por meio de testes histoquimicos os tipos de proteinas existentes
na MP, apds 24 h de digestédo sanguinea;

v Identificar as proteinas do intestino médio de L. umbratilis por meio de

técnicas em gel uni e bidimensional e espectrometria de massas MALDI TOF,;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1- Coleta de flebotomineos

As fémeas de L. umbratilis foram capturadas na reserva militar Marechal
Rondon (BI1) do Centro de Instrucdo de Guerra na Selva (CIGS), localizada no Km
65 da rodovia AM-010 (Manaus-Itacoatiara, AM, BR), com armadilha de luz do tipo
CDC (modificada para aspiracdo). Nesta reserva ha uma predominancia de
espécimes de L. umbratilis, sendo coletadas em grande nimero em base de

arvores, como demonstraram estudos realizados nesta area por Gomes (2003).

4.2- Alimentacao e inducéo a formacao da matriz peritrofica

As fémeas de flebotomineos, recém-capturadas nao ingurgitadas realizaram
0 repasto sanguineo diretamente sobre a pele de ratos adultos Wistar (Rattus
novergicus Berkenhout, 1769), previamente anestesiados (cloridrato de cetamina a
10%/Syntec). Apodsa a alimentacdo, as fémeas completamente ingurgitadas foram
isoladas e mantidas a temperatura de 25-28°C e umidade de 85-99%, em seguida
receberam solucdo de sacarose a 10%, até a sua disseccao.

A figura 6 demonstra as etapas de dissec¢do, onde as fémas ingurgitadas
foram imobilizadas colocadas na geladeira por 3 min e, em seguida, dissecadas em
solucdo salina estéril (NaCl 0,95%). A identificacdo da espécie foi feita de acordo

com a classificacdo de Young e Duncan (1994).


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=John_Berkenhout&action=edit&redlink=1
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Figura 6. Disseccéao intestino médio de fémea de Lutzomyia umbratilis. Separacéo
do térax e do abdémen (A); caracteres taxondmicos utilizados para a identificacéo
de Lutzomyia umbratilis (B); abdémen isolado com a porgéo final do abdémen

utilizado para a identificacdo da espécie (C).

4.3- Preparacao do intestino médio para analise em microscopia eletronica

4.3.1- Microscopia Eletronica de Transmissao

Para a analise e observacdo da MP do intestino médio de L. umbratilis por
Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET), as amostras dissecadas foram
fixadas em solucéo de glutaraldeido a 2,5% com tampéao cacodilato de sédio (0,1M e
pH 7,2) em overnigth a 4°C e poés-fixadas em tetroxido de 6smio a 1%, contendo
ferrocianeto de potassio a 0,8%. A contrastacdo em bloco do material foi realizada

com acetato de uranila a 2,5% em acetona a 50%. A desidratacdo das amostras
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ocorreu em seéries crescentes de acetona nas concentracdes de 30%, 50%, 70%,
90% e 100%. Em seguida, as amostras foram inclusas em resina de Epon 8715
para microtomia.

SecOes transversais e longitudinais com 70 nm de espessura obtidas por
meio de ultramicrétomo foram montadas em grades (300 mesh). As secfes foram
contrastadas em acetato de uranila e depois tratadas com citrato de chumbo. As
imagens foram obtidas no MET ZEISS, 80 kV.

Algumas amostras foram preparadas sem a utilizacdo de contraste,
desidratadas em séries crescentes de acetona (30, 60, 90 e 100%) e incluidas em
resina de Epoxi 45359 (kit de Fluka). As amostras foram ultraseccionadas a
temperatura ambiente no ultramicrotomo Leica EM UC6/FC6. As secclOes foram
obtidas a uma velocidade de 1,0-2,0 mm/s e uma espessura de 80-90 nm, em
seguida, foram colocadas em grades de cobre de 400 mesh. As observacdo da
MET foram realizadas por meio de um microscopio eletrénico de transmissao FEI
TECNAL G12 Spirit-Twin (fonte LaBg) equipado com um fundo montado FEI Eagle-
4k, camera CCD (Eindhoven, Holanda), operando com uma voltagem de aceleracéo

de 120 kV.

4.3.2- Microscopia Eletronica de Varredura

As fémeas ingurgitadas para analise em Microscopia Eletrbnica de
Varredura (MEV) foram fixadas e desidratadas de acordo com a metodologia
utilizada para analise em MET. Estas foram processadas em um secador de ponto

critico de CO,, por sucessivas passagens a uma temperatura de 4°C. As amostras
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foram secadas em temperatura ambiente por 24 h e montadas em bases do MEV
utilizando-se de fita adesiva de dupla face, em seguida metalizadas com uma
camada de ouro coloidal de cerca de 20 nm de espessura e corrente continua de 25

mA. A aquisicdo das imagens foi realizada em MEV LEO 435 VP ZEISS.

4.4- Testes histoquimicos

Para os testes histoquimicos foram utilizadas seis fémeas alimentadas com
sangue, os intestinos médios foram isolados e fixados na mesma solucdo como
descrito para andlises em MET e MEV, durante 72 h, a 4°C. Posteriormente, o
material foi desidratado em série crescente de etanol (30, 50, 75 e 100%) e incluso
em resina Technovit 7100.

As amostras resinadas receberam cortes transversais de trés milimetros de
espessura e as sec¢des obtidas foram montadas em Iaminas para serem examinadas
por meio de testes histoquimicos, de acordo com Mittal e Mittal (2008). As solucdes
aplicadas sobre as amostras foram as seguintes: acido periddico de Schiff (PAS),
para deteccdo de glicoproteinas/glicoconjugados neutros; Mercurio de bromofenol
para proteinas totais; Alcian Blue (AB) pH 1,0 para glicoproteinas acidas sulfatados

e AB pH 2,5 para glicoproteina acida carboxilada.
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4.5- Preparo das amostras para analise proteica

O IM das fémeas ingurgitadas foi isolado em lamina histolégica (sobre uma
base de gelo) contendo solucéo fisiolégica (NaCl 125 mM) para retirada das MP,
sendo cada uma rompida e lavada sucessivamente na mesma solucdo para
extracdo do conteudo alimentar (CA). Essas MP foram mantidas na mesma solugéo
onde foi adicionado um coquetel de inibidores de proteases, e posteriormente
armazenadas a temperatura de -80°C até a confeccdo dos géis, uni e

bidimensionais.

4 .6- Eletroforese unidimensional/SDS-PAGE

Foram utilizadas 80 MP do IM de L. umbratilis para o preparo de géis
unidimensionais SDS a 10%. As amostras foram solubilizadas em tampao de
amostra (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 0.001% azul de
bromofenol e 5% B-mercaptoetanol) e fervidas a 100°C por 5 min. A eletroforese foi
conduzida a 100 V até a frente de corrida (azul de bromofenol) chegar a base do gel.
Logo ap6s a corrida, o gel foi corado em solugdo de nitrato de prata/Thermo

Scientific.

4.7- Eletroforese bidimensional (2-DE SDS PAGE)

Para a focalizacao isoelétrica (FI) em gel 2-DE/SDS PAGE foram utilizadas

120 amostras de MP solubilizadas em 50uL de agua destilada estéril com 2% de
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coquetel de inibidor de protease (Sigma); 30uL do solubilizado foi adicionado a

220uL de solucéo de reidratacdo (DeStreak™

rehydratation solution/GE Healthcare)
e 0,5% de tampéao IPG pH 3-10 (GE Healthcare) foi aplicado na fita com gradiente
de pH imobilizado (13 cm, pH 3-10 linear, GE Healthcare) para reidratacdo. A
reidratacdo passiva foi realizada a 50 pA por 12 h a 20°C em aparelho IPGphor
(Ettan IPGPhor 3/GE Healthcare, seguida de reidratacdo ativa na FI (50 pA/IPG
strip, 0.5% IPG buffer, 20°C, de acordo com instrucdes do fabricante).

Apoés a Fl, algumas fitas foram conservadas a -80°C por no maximo uma
semana, outras eram aplicadas diretamente sobre o gel da segunda dimenséao.
Cada fita foi equilibrada por 20 min em 5 mL de solucéo de equilibrio (Tampéao Tris-
HCI 50 mM pH 8.8, 6 M de uréia, 30% (v/v) glicerol, 2% (w/v) SDS, 0.002% BPB)
adicionado com 125 mM de DTT, seguida de uma segunda etapa de incubacdo com
a mesma solucédo de equilibrio com 125 mM de iodacetamida.

Apés o equilibrio, a separacdo das proteinas na segunda dimensao (de
acordo com a massa molecular) foi realizada por eletroforese desnaturante em gel
de poliacrilamida 12,5%, e corrida em aparelho Hoefer™™ SE 600 Ruby™(GE
Healthcare) conectado a uma fonte (Electrophoresis Power Supply/EPS601/GE
Healthcare). A eletroforese foi realizada em tampéao Tris/Glicina/SDS de acordo com
as condic¢des descritas por O’Farrel et al. (1977). A corrida foi realizada a 40 mA/gel
a 15°C até a chegada do corante ao final do gel. Apés a eletroforese os géis foram

corados por Comassie Coloidal Brilliant blue G-250 segundo o procedimento descrito

por Neuhoff et al. (1988).



32

4.8- Andlise de imagens dos géis bidimensionais

As imagens dos géis bidimensionais foram digitalizadas a partir dos géis
corados usando ImageScanner™Ill (GE Healthcare). As imagens geradas foram
analisadas usando o programa ImageMaster™ 2D Platinum v6.0 (GE Healthcare). O
gel consenso foi criado a partir de trés réplicas. A autenticidade e relevancia de cada
spot protéico foram validadas por inspecéo visual e editadas quando necessério. A
intensidade de cada spot proteico foi normalizada com relagdo a abundéancia total de

todos os spots validos.

4.9- Digestdo das proteinas e espectrometria de massas ESI-QTof

(Electrospray lonization)

Todos os spots expressos no gel consenso foram excisados, reduzidos,
alquilados e submetidos a digestdo em gel com tripsina, de acordo com o0s
procedimentos de Gharahdaghi et al. (1999). Uma aliquota (4.5 pyL) da mistura
resultante de peptidios foi separada em resina C18 (75 pum x 100 mm) RP-
nanoUPLC (nanoAcquity, Waters) acoplada a um espectro de massa Q-Tof Ultima
(Waters) com fonte de nano eletrospray a uma taxa de fluxo de 0.6 mL/min. O
gradiente foi de 2-90% de acetonitrila em 0.1% de acido formico por 20 min. O
instrumento foi operado no modo 'top three’, no qual um espectro MS € obtido,
seguido por MS/MS dos trés picos mais intensamente detectados.

Os espectros resultantes foram processados utilizando o software Mascote

Distiller 2.2.1.0, 2008, Matriz Science (MassLynx V4.1) e comparados com o banco
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de dados de proteinas do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
usando o software Mascote, com a carbamidometilacdo com uma modificacao fixa,
oxidacdo da metionina como modificacdo variavel, permissdo de até uma clivagem

de tripsina perdida e uma toleréncia de 0.1 Da para precursor e fragmentos de ions.

4.10- Analise de Western blot

Foram utilizados nove extratos do IM de L. umbratilis, dissecados 30h apés o
repasto sanguineo. A IM e MP de uma col6nia de P. papatasi da Universidade do
Kansas (EUA) foram usadas como controle de teste. ApOs separacdo dos
polipéptidos por SDS-PAGE e electrotransferéncia a membrana de PVDF (0,2 um,
da Bio-Rad), sendo incubadas durante a noite a 4° C com anticorpo anti-peritrofina
(tipo 1), diluido 1: 200 com TBS-T (tampé&o TBS com 0,05% de Tween-20), seguido
por trés lavagens de 10 min cada. O blot foi incubado durante 1 h a temperatura
ambiente com anticorpo (anti-mouse) conjugado com fosfatase alcalina (Promega),
diluida 1: 5000 com TBS-T, e lavou-se com 0 Ultimo como indicado acima. As

bandas de proteina foram visualizadas usando o Western Blue (Promega).
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5. RESULTADOS

5.1- Formacdo da matriz peritréfica e analise ultraestrutural do intestino

médio abdominal de Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis.

Nas disseccdes a fresco sob um microscopio estereoscopico, observou-se
que a MP de L. umbratilis apresenta uma massa densa e transparente de aspecto
gelatinoso, que envolve completamente o conteudo do alimento. Apds a ingestdo de
sangue, o volume do intestino médio atinge o seu maximo em cerca de 30 min,
aumentando em quatro vezes (Figuras 7, C-F), em relacdo ao volume do intestino
médio em jejum (Figura 7, A-B). No intestino, ap6s 12 h de alimentacdo, a MP
estava bem aderida ao epitélio, sendo visto apenas uma fina camada da MP no
sangue ingerido (Figura 7-C). Em 24 h, a MP mostrou-se completamente formada
(Figura 7-D) e sua degradacao foi observada nas amostras ap0s 72 h do repasto
sanguineo (Figura 7-E). Quando o intestino médio foi dissecado, e antes da fixacao,
a MP apresentou-se em forma de bolsa (Figura 7-F).

A formacdo de uma nova MP foi observada em vérios espécimes de L.
umbratilis, depois de submetidos a um novo repasto sanguineo (Figura 8, A-E).
Apods 36 h estava desprendida do contetdo alimentar (Figura 9, A-B). Com 48 h,
apoés o repasto sanguineo, a MP encontrava-se como uma fina camada em continua
degradagcéo (Figura 9-C), e em 72 h sem organizagcdo estrutural de seus

componentes (Figura 9-D).
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Figura 7. Imagens da matriz peritréfica do intestino médio de fémeas de Lutzomyia
umbratilis dissecadas e fotografadas em momentos distintos, apds a ingestdo de
sangue em ratos (Rattus novergicus). Fémea adulta ndo alimentada (A), fémea
alimentada (B), MP 12 h apds a ingestdo de sangue (C), 24 h (D), 48 h (E) e 72 h
(F). Aumento de 40X.
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Figura 8. Imagens do conteddo alimento (CA) do intestino médio de fémeas de L.
umbratilis, mostrando a presenca de matrizes peritréficas (MP) em diferentes fases
de digestdo (MP1 = 36-72 h e MP2 = 24-36 h). (A) — duas diferentes fases de
digestdo de alimento, migrando da regido anterior (a) para a posterior (p). (B) —
Epitélio (Ep) do intestino médio e MP. (C-E) - MP degradada (MP1) dispersa no novo
sangue ingerido, envolvida pela nova MP. Aumento 40 X.
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Figura 9. Micrografias eletrénicas de transmissdo da matriz peritrofica (PM) do
intestino médio de fémea de Lutzomyia umbratilis, dissecadas apés: 36 h (A-B), em
48 h (C), e 72 h (D) do repasto sanguineo.

A figura 10 (A-B) mostra com detalhes a superficie da MP ap6s 24 h do
repasto sanguineo. Em A, é possivel observar o aspecto sinusoidal da superficie da
MP. Em B é possivel observar uma camada granular em diferentes areas ao longo
da superficie. Na figura 11-A, mostra a superficie do epitélio do intestino médio
abdominal, sendo possivel observar em destaque na figura 11-B, os feixes de fibras

(setas) do epitélio abdominal do inseto.
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5.2- Analise histoquimica da matriz peritréfica

Os testes histoquimicos da MP de L. umbratilis evidenciaram a presenca de
glicoproteinas acidas sulfatadas/pH 1,0 (Figura 12-A) e carboxiladas/pH 2,5 (Figura
12-B). Os ensaios com mercurio de bromofenol revelaram proteinas totais (Figura

12-C), além da presenca de glicoconjugados neutros (Figura 12-D).

5.3- Perfil uni e bidimensional do intestino médio abdominal de Lutzomyia

(Nyssomyia) umbratilis.

No perfil unidimensional (SDS-PAGE) foram observadas numerosas bandas
proteicas acima de 30 kDa (Figura 13) e no gel bidimensional (Figura 14) foram
revelados 101 spots, dos quais, 81 proteinas foram analisadas e 60 nao
apresentaram correlagcdo com as proteinas ja depositadas nos bancos de dados
conhecidos (NCBI, UniProtKB, FlyBast), 21 foram identificadas e classificadas em

quatro grupos proteicos (Tabela 2).
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Figura 10. Microscopias eletrbnicas de varredura da matriz peritrofica (MP) do intestino médio de fémea de Lutzomyia umbratilis
mostrando detalhes da superficie da MP apds 24 h do repasto sanguineo. A MP é formada por uma camada fibrilar como mostrada
em A-B, com a camada granular em zonas diferentes ao longo da superficie da MP. Em A, também é possivel observar o aspecto

sinusoidal da superficie da MP.
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Figura 11. Micrografias eletrdnicas de varredura do intestino médio de fémea de Lutzomyia umbratilis, dissecadas a partir de 24 h

apos o repasto sanguineo. Superficie do intestino médio abdominal (A). Em destaque (circulo) os feixes de fibras (setas) do
epitélio abdominal do inseto (B).
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Figura 12. Segdes histoldgicas transversais (3um) do intestino médio de fémeas de
L. umbratilis, 24 h apds o repasto sanguineo, demonstrando por meio de corantes
especificos a presenca na matriz peritréfica (MP) [seta] de: glicoproteinas acidas
sulfatadas de pH 1,0 (A); glicoproteinas acidas carboxiladas de pH 2,5 (B); proteinas
totais (C); e glicoconjugados neutros (D). conteudo alimentar (CA). As sec¢des foram
registradas em um microscopio éptico/aumento de 100x.
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Figura 13. Perfil unidimensional de proteinas da matriz peritréfica de Lutzomyia

(Nyssomyia) umbratilis separadas por SDS-PAGE 10% e coradas por nitrato de

prata. Padrdo (P). Amostra (A).
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Figura 14. Perfil bidimensional (2DE), gel corado com Coomassie-Blue coloidal de
matriz peritréfica de fémeas de Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis alimentadas com
sangue de rato wistar. Localizagdo dos 21 “spots” identificados por espectrometria
de massas.
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Tabela 2. Distribuicdo por grupo proteico das 21 proteinas identificadas no banco de

dados Mascot® do intestino médio de Lutzomyia umbratilis.

Peptideo com func¢éo

Cromoproteina  Proteoglicano Glicoproteina  Nucleoproteina .
P 9 P P desconhecida

gi/27734441 gi/54640329 gi/108880077  gi/194112995 /198138580
gi/190650009 0i/54636157 0i/193917535 0i/193898692
gi/54638745 gi/190624088  gi/194120805 gi/194154397

gi/190650911  gi/194121077 gi/190617812
gi/190618410  @i/109915165 0i/108882496
0i/190626261
/194112995
01 (4,8%) 03 (14,3%) 05 (23,8%) 07 (33,3%) 05 (23,8)

Na tabela 3, sdo demonstradas em maior detalhe as 21 proteinas
identificadas no banco de dados Mascot® reveladas nos géis 2-DE por

espectrometria de massas.

5.4- Perfil do Western blot

Para esta técnica os resultados revelaram a presenca de peritrofina do tipo |

(PpPer 1), apresentando Bandas superiores a 35 kDa (Figura 15).
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Tabela 3. Proteinas identificadas no banco de dados Mascot® em géis 2-DE do intestino médio de Lutzomyia umbratilis por
espectrometria de massas.

5di 9 Mach/n°
e Nome da proteina Cwiliy €2 MM (kDa) Vel o ol VLl Vol . Sequence de peptide - 5l Funcéo Referéncias
spot acesso NCBI calculado Mascot cobertura Peptideos aa
Glicoproteina com atividade de
AAEL004319 receptor do fator proteina-quinase.  Auxiliam na
L35 de crescimento epidérmico gi/108880077 150.448 5,83 42 2 3/136 RGGVMGMGAFGR 1304 | atividade tirosina-quinase e como Nene et al., 2007.
[Aedes aegypti] receptor do fator de crescimento
epidérmico.
Proteoglicano com funcéo estrutural
com dominio PDZ (PSD95, DIgA
e zo-1) que auxiliam na ancoragem | Ranganathan e Ross,
L45 GG19547 [D. erecta] gi/190650009 142.554 9,06 41 2 2/132 LAIDDMR, LSILSPEK 1266 |de proteinas transmembranais ao 1997; Clark et al.,
citoesqueleto e a organizagdo do 2007.
complexo de sinalizacdo dos
processos fisiolégicos.
AGAP009998 40S ribosomal da Nucleoproteina que auxilia no
L57 proteina S11 [Anopheles gi/109915165 17.974 11,06 38 6 2/125 EAITGTYIDK 153 processamento do pré-RNAm por Holt et al., 2002.
gambiae] trans-splicing.
Glicoproteina de quimiorre-cepgao
L63 Gr57a [D. p. pseudoobscura] gi/54636157 49.112 9,39 43 2 1/122 TVLEARR 426 gustativa de 7 dominios | Richards et al., 2005.
transmembranais.
AVFPSIVGRPR,
VAPEEHPVLLTEAPLN . x
Proteoglicano com funcéo estrutural
PK, DLTDYLMK, com dominio de ligagdo de actina
L69 GA14877, isoform A [D. p. gi/54638745 42.174 5,30 203 21 9/132 GYSFTTTAER, 376 envolvido na consisténcia, rigidez e | Richards et al., 2005.
pseudoobscura] SYELPDGQVITIGNER -
elasticidade da estrutura em
, EITALAPSTIK, formacao
IIAPPER, IIAPPER, 640
IIAPPERK
L76 GF17326 [D. ananassae] /190626261 28.344 10,70 38 4 1/115 RPGGAPGAVQK 275 | Nucleoproteina com dominios de | oy o a1 2007.
ligacédo de nucleotideos
L87 GL20111 [D. persimilis] /194112995 67.946 7,77 45 2 1/131 HLDNLK 576 | Nucleoproteina com dominios de | o~y o 41 2007,
ligacéo de acidos nucleicos
Glicoproteina com dominio de
L89 GF24389 [D. ananassae] gi/190624088 28.421 8,84 39 3 1/121 CILNVLEK 261 ligagdo-NAD (P), envolvido na Clark et al., 2007.
oxirreducéo
L94 GL20111 [D. persimilis] /194112995 67.946 7,77 45 2 1/137 HLDNLK 576 Nucleoproteina com dominios de Clark et al., 2007.

ligac&o de é&cidos nucleicos.



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120704/F040115.dat&hit=gi%7c108880077&db_idx=1&px=1&ave_thresh=37&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=7165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=7165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=7165
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120704/F040136.dat&hit=gi%7c109915165&db_idx=1&px=1&ave_thresh=37&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Richards%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15632085
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120704/F040129.dat&hit=gi%7c54638745&db_idx=1&px=1&ave_thresh=37&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Richards%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15632085
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120704/F040070.dat&hit=gi%7c190626261&db_idx=1&px=1&ave_thresh=37&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120704/F040126.dat&hit=gi%7c194112995&db_idx=1&px=1&ave_thresh=37&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120704/F040117.dat&hit=gi%7c194112995&db_idx=1&px=1&ave_thresh=37&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
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Continua...
No. . Cédigo de Valor do pl Valor % de Mach/no . . No. . J—
spot Nome da proteina acesso NCBI MM (kDa) selelEdy Mascot | cobertura | peptideos Sequencia de peptideos iean Funcéo Referéncias
. . . Nucleoproteina com dominios de
L97 GI10515 [D. mojavensis] Qi/193917535 48.016 10,11 44 2 2/116 KQNAVGAK 433 ligagdo de nucleotideos Clark et al., 2007.
L107 GG14141 [D. erecta] /190650911 149.991 5,99 39 2 4/142 | QGRLMGITR, SPASSLKR | 1351 G"COPrOIE;S;ICaOSrQ atividade Clark et al., 2007.
' . Nucleoproteina com atividade de
L110 GM26235 [D. sechellia] 0i/194120805 73.054 8,87 51 2 1/154 QEVGVGVK 671 regulacéo da transcricio Clark et al., 2007.
LVLEVAQHLGENTVR,
TIAMDGTEGLVR,
VLDTGYPIR,
IINVIGEPIDER,
VVDLLAPYAK, Glicoproteina que produz ATP a
. IGLFGGAGVCGK, partir de ADP, na presenga de um
L165b GF21882 [D. ananassae] 0i/190618410 54.254 5,15 471 27 18/128 VALTGLTVAEYFR, 506 gradiente de prétons através da Clark et al., 2007.
FTQAGSEVSALLGR, membrana.
AIAELGIYPAVDPLDSTSR
, ILQDYK,
FLSQPFQVAEVFTGHAG
K
L170 GM26391 [D. sechellia] 0i/194121077 123.269 6,65 39 2 1/141 SGGGGNGQTNGNGR 1153 Nucleoproteina ligante de DNA Clark et al., 2007.
CG1633 peroxidase tiorredoxina Cromoproteina com atividade de
L183 gil27734441 21.952 5,62 43 5 2/116 QITVNDLPVGR 194 decomposicéo de peréxidos de Rodriguez et al., 2000.
1 [D. melanogaster] hi o
idrogénio.
L33 GA25679 [D. p. pseudoobscura] 0i/198138580 38.876 5,59 43 2 3/131 KDEELKPK 326 Desconhecida Richards et al., 2005.
L40 GH16934 [D. grimshawi] 0i/193898692 17.974 10,13 50 3 1/127 LAIDLMK 195 Desconhecida Clark et al., 2007.
L83 GJ12046 [D. virilis] gi/194154397 165.290 8,60 36 2 1/163 IADILRR 1447 Desconhecida Clark et al., 2007.
L108 GF21365 [D. ananassae] 0i/190617812 89.993 8,17 43 2 2/171 ERGGEVR, VDQLESK 798 Desconhecida Clark et al., 2007.
L174 | AAELO02097 proteina hipotética | .1 oggg2496 59.116 5,95 48 2 1/128 LSSLTQSLVQK 522 Desconhecida Nene et al., 2007.

conservada [A. aegypti]



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120704/F040116.dat&hit=gi%7c193917535&db_idx=1&px=1&ave_thresh=37&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120704/F040093.dat&hit=gi%7c194121077&db_idx=1&px=1&ave_thresh=36&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120704/F040119.dat&hit=gi%7c198138580&db_idx=1&px=1&ave_thresh=37&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Richards%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15632085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120704/F040118.dat&hit=gi%7c190617812&db_idx=1&px=1&ave_thresh=37&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17994087

47

Figura 15. Resultados do western blot com anticorpo anti-peritrofina da MP de P.
papatasi do tipo 1 (1); MP de L. umbratilis (2); escala de peso molecular (MW).



48

6. DISCUSSAO

6.1- Formacédo da matriz peritrofica, analise ultraestrutural e histoquimia do

intestino médio abdominal de Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis.

Neste estudo foram apresentados os primeiros resultados relacionados a
estrutura de formacéo do IM e da MP de L. umbratilis. Nas disseccdes a fresco, a
MP de L. umbratilis foi observada que sua completa formacdo em 24 h, ap6s o
repasto sanguineo, revelando uma coloracdo marrom de tonalidade ferruginosa,
com espessura de cerca de 2-3 um, separando completamente o alimento do
epitélio intestinal e, sua degradacao total, ocorrendo por volta de 72 h. Resultados
parcialmente similares a formacdo da MP de L. umbratilis foram anteriormente
relatados por Prates (2002) estudando a MP de L. intermedia, onde observou que
esta estrutura é completamente formada em 12 h, ap6s a alimentacéo de sangue e,
em 24 h, ja encontrava-se desprendida do epitélio do IM e, apos 72 h, ndo foi mais
observada. Esta mesma cinética de formacdo e degradacdo da MP, foram
observados por Secundino et al. (2005) em L. longipalpis, onde verificaram que a
completa formacédo da MP desta espécie ocorre em 24 h e sua degradacdo em 72 h.
Estes ultimos autores, verificaram também que apds a alimentacdo com latex, a
formacao da MP ocorre em 12 h, da mesma forma observada por Prates (2002) e,
sugeriram que os componentes fibrilares, sdo formados na parte externa da MP, e
séo principalmente sintetizados pelo epitélio do IM, sem qualquer associacdo com
ou inducgédo de proteinas do sangue. Reid e Lehane (1984) ja haviam sugerido que a

formacdo da MP passa por um processo de maturagédo que ocorre em trés fases: (i)
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secrecdo dos precursores das fibrilas de quitina; (i) maturacdo deste material
formando uma rede; e (iii) ligacdo a MP que se localiza entre as fibrilas de quitina.

A formagao de uma segunda MP foi observada em alguns exemplares de L.
umbratilis, coletados em campo j& ingurgitados, quando foram submetidos a um
novo repasto sanguineo. Segundo Forattini (1996) se um segundo repasto
sanguineo ocorrer antes que o primeiro tenha sido totalmente digerido, se formara
uma segunda MP circundando a primeira e o novo sangue ingerido. Observacfes
realizadas por Baines (1978) estudando a formacdo da MP em outros grupos de
insetos sugerem que a formacdo da MP pode ser continua como em orthopteros ou
em resposta a alimentacdo como, ocorre em dipteros fémeas. Em insetos
herbivoros vorazes como Locusta migratéria (Orthoptera, Acrididae), a MP é
secretada de 15 em 15 min. Esta MP é passada gradualmente para a parte posterior
do intestino, antes da proxima ser adicionada, resultando em muitas camadas
coletivamente arranjadas da MP, mais precisamente como um telescépio, chamado
como envelope peritréfico (EP). Para Lee (1968) estudos evolvendo Periplaneta
americana (Blattaria, Blatidae), considerados insetos oligéfagos, o EP parece ser
composto por pelo menos 10 MP. Segundo Araujo (2008) apés estudou relativos a
ultramorfologia da MP por MEV em varias espécies de abelhas (Hymenoptera,
Apidae), revelou a presenca das projecdes na regido endoperitréfica sugerindo que
esta estrutura, possivelmente, sdo precursores da MP, assim como Richards e
Richards (1977) propuseram que, a necessidade de renovagao continua ou repetida
formacdo da MP é de grande importancia para a protecdo do IM e do bom
funcionamento do processo digestivo, porque a MP permanece apenas durante

algumas horas devido a acdo de enzimas digestivas.



50

Em estudo realizado por Alvarenga (2005) foi constatado que a formacéao da
MP em A. gambie e A. aegypti por MEV, apds o repasto sanguineo, demonstrou
estruturas sob a forma de pequenos aglomerados arredondados, que séo
compativeis com agregados de heme, também observados por MET. Estes dados
sugerem que 0s grumos encontrados na superficie ectoperitréfica de L. umbratilis
podem ser agrupamentos de heme, mas nao sédo conclusivos. Segundo Walters et
al. (1995), o Heme sdo agrupamento prostético de varias enzimas (por exemplo,
catalase) e globina citocromos. Estudos baseados em o bservacées por MET em
outros insetos da ordem Diptera, como o realizado por Blackburn et al. (1988) e
Walters et al. (1995), sugeriram que a MP de L. spinicrassa e P. papatasi sao
formadas por microfibrilas e granulos. Com isso, acreditamos que a MP de
flebotomineos também se ligue ao heme, auxiliando na digestdo de hemoglobina.
Esta ligacdo, sugerem que a MP pode ter um papel no mecanismo de
desintoxicacdo do heme e de defesa antioxidante no IM de insetos hematéfagos,
embora a identificacdo destas moléculas de ligacdo sejam desconhecida. Outros
estudos demosntram que a formacao da MP pode ser induzida e ter relacdo direta
com o0s mecanismos da infec¢cdo natural, pois, os parasitos de Leishmania que se
desenvolvem no interior do sangue, no compartimento endoperitréfico, precisam
transpor a MP antes que sejam mortos pela acdo digestiva no IM (Killick-Kendrick,
1979). Esta transposicdo de parasito pela MP foi observada em L. major Yakimoff e
Schokhor, 1914 por Schlein et al. (1991) e sugeriram que, 0 escape do protozoario
pela MP é, provavelmente, mediada por quitinase, secretada pela proliferacdo de
promastigotas, com funcdes de degradar a MP, facilitando a fuga do parasito pelo

epitélio colunar do IM para superficie exterior.
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Os ensaios histoquimicos da MP de L. umbratilis demonstraram ser esta
uma estrutura basicamente composta por glicoproteinas sulfatadas e carboxiladas
além de glicoconjugados neutros e, em sua maior parte a constituicdo de proteinas,
devido a visualizacdo no contraste de coloracdo com o0s outros testes para a
presenca de glicoproteinas &acidas sulfatadas pH 1,0, glicoproteinas acidas
carboxiladas pH 2,5 e glicoconjugados neutros. De acordo com Peters (1992),
estima-se que as proteinas constituem o principal componente da MP na maior parte
dos insetos e que compreendem cerca de 21-55% da sua massa total, e da quitina
responsavel por cerca de 4-13% do peso total da MP. No entanto, ainda pouco se
conhece sobre as proteinas presentes em MP de insetos. Estas proteinas,
normalmente sdo designadas como peritrofinas, devido a sua forte interacdo com
esta estrutura (Elvin et al., 1996; Tellam et al., 1999). Muitas destas proteinas sao
glicosiladas e tém um papel essencial na estrutura e permeabilidade da MP,
principalmente por causa dos dominios ricos em cisteina que sdo responsaveis pela
ligacdo das fibras para formar a rede estrutural de quitina da MP (Elvin et al., 1996;
Schorderet et al., 1998; Shen e Jacobs, 1998; Tellam et al., 1999), conferindo
resisténcia a digestdo proteolitica, que € caracteristico de proteinas da MP (Elvin et
al.,, 1996; Wang e Granados, 1997a; Wang et al., 2004) . Acredita-se que o0s
proteoglicanos estéo presentes na MP e contribuem para alcancar 13% do peso total
da MP, este componente provavelmente tem grande importancia na resisténcia,
estrutura e permeabilidade da MP (Tellam, 1996).

De acordo com o modelo de estudo desta tese, ndo é possivel estimar o
conteudo de quitina presente na MP de L. umbratilis. A quitina é um polissacarideo
linear de N-acetilglicosamina, encontrado no exoesqueleto e também na MP de

inumeras espécies de insetos (Kramer et al.,, 1993) que pode ocorrer em
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guantidades variaveis na MP, e geralmente, corresponde de 3 a 13% (lbrahim et al.,
2000; Wang e Granados, 2001) da constituicdo da MP. A quitina da MP produz uma
estrutura fibrosa, a fibrila de quitina que € a forma cristalizada deste polissacarideo,
capaz de se intercomunicar com moléculas de proteinas e, provavelmente contribui
para a resisténcia da MP, de modo que esta possa suportar compresséao e distensao

(Terra, 1996; Lehane, 1997).

6.2- Perfil uni e bidimensional do intestino médio abdominal de Lutzomyia

(Nyssomyia) umbratilis.

No perfil unidimensional (SDS-PAGE) do IM observou-se nhumerosas bandas
protéicas acima de 30 kDa e no gel bidimensional foram identificadas 81 proteinas
por EM utilizando o ESI-QTof. Deste total, 60 ndo apresentaram correlagcdo com as
proteinas jA depositadas nos bancos de dados conhecidos (NCBI, UniProtKB,
FlyBast), isto provavelmente pode ser atribuido a trés fatores: i) o baixo niumero
(120) de amostras (IM) dissecadas utilizadas para andlise proteica; ii) a sensibilidade
do sistema de deteccdo de EM,; iii) a ndo existéncia do sequenciamento do genoma
do género Lutzomyia. Dinglasan et al. (2009) analisando as proteinas do IM de
larvas de Anopheles gambie por meio de técnica em gel bidimensional também
obtiveram um grande numero (86/209) de spots ndo identificados. Segundo estes
autores, as fracdes peptidicas do IM nao correspondentes a de nenhum outro grupo
de inseto em banco de proteinas possivelmente correspondam as verdadeiras
proteinas desta estrutura, pois acreditam que o IM seja mal caracterizado

molecularmente em qualquer organismo. A nao correspondéncia peptidica a
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qualquer organismo pode estar relacionada aos baixos scores dos spots analisados
em banco de proteinas, que presumivelmente revelam que as proteinas sdo apenas
ou vagamente associadas a matriz extracelular (Elvin et al., 1996). Neste ponto de
vista, acreditamos que os poucos estudos envolvendo estudos protedmicos do IM ou
MP e as suas sequéncias peptidicas ndo depositadas em bancos de proteinas
limitam novas descobertas a cerca desta estrutura e dificultam seu entendimento,
considerando que as proteinas envolvidas na constituicdo do IM e da MP podem
variar de uma espécie para outra e, os cuidados empregados no momento da
extracdo do IM e da MP, isso, de fato, pode ter influenciado na identificacdo das
proteinas.

As 21 proteinas identificadas neste estudo do IM de L. umbratilis foram
distribuidas nas seguintes familias ou categorias: glicoproteinas, proteoglicanos,
cromotoproteinas e nucleoproteinas, além de cinco proteinas com funcéo
desconhecida. Destas proteinas citaremos a importancia e o envolvimento de
algumas delas com o IM e a MP, durante o processo digestivo.

As nucleoproteinas foram as mais representativas com 33,3% de spots
identificados e, possivelmente, estejam envolvidas na orientacdo de substancias
envolvidas formacdo da MP, assim como, na producdo de substancias que
conduzirdo todo o processo digestivo.

Neste estudo as glicoproteinas representaram 23,8%, estas proteinas séo
caracterizadas por conter um ou mais acgucares ligados covalentemente a estrutura
peptidica da mesma, sem repeticdo de unidades em série, sendo os acucares de
grupos prostéticos, sendo responsaveis pelas producdes de imunoglobulinas,
horménios foliculo-estimulante, hormonios luteinizantes, gonodotrofinas coridnicas e

protombinas, além de diversas glicoproteinas presentes nas secrecfes mucosas.
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Estas macromoléculas, cujos grupos prostéticos sédo glicidios, impedem a acéo
proteolitica por ndo serem digeridas por enzimas digestivas e, portanto auxiliam na
protecdo do epitélio intestinal contra autodigestdo (Elvin et al., 1996; Wang e
Granados, 1997a; Wang et al., 2004), portanto, devem ser constituintes da estrutura
da MP, atuando nesta protecdo. A glicoproteina, spot 35 (gi/108880077) revelou
uma macromolécula desta familia que, segundo Nene et al. (2007), auxilia no
metabolismo da tirosina-quinase como receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGF). Segundo Cabodi et al. (2004) em células aderentes, ligantes sollveis, como
0 EGF sao ativados receptores do tipo tirosina-quinase que medeia uma cascata de
eventos de sinalizagcdo “downstream” envolvendo a estimulagao de receptores para
integrinas e a consequente adesdo a MP. Estas proteinas glicosiladas teriam um
papel fundamental na estrutura e na permeabilidade da MP, principalmente por
apresentarem dominios ricos em cisteina, responsaveis pela ligacédo as fibrilas de
quitina formando a rede estrutural da MP (Elvin et al., 1996; Schorderet et al., 1998;
Shen e Jacobs Lorena, 1998; Tellam et al., 1999). Estes dominios ricos em cisteina
também podem ser importantes na resisténcia a digestdo proteolitica, que €
caracteristica preponderante das proteinas de MP (Elvin et al.,, 1996; Wang e
Granados, 1997a; Wang et al., 2004). Estudos realizados por Elvin et al. (1996)
sobre as proteinas da MP de larvas de L. cuprina, revelaram a presenca da
peritrofina Peritrophin-44, que tem distribuicdo uniforme em toda a MP larval e se
liga especificamente a tri-N-acetil chitotriose e quitosano re-acetilado, assim,
concluiram que os varios dominios ricos em cisteina na peritrophin-44 é responsavel
pela ligacdo a quitina e, provavelmente, desempenha papéis na manutencdo da
estrutura e porosidade da MP. Isto possivelmente facilitaria o transito de

substancias na MP contribuindo com sua manutencdo ao longo do processo
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digestivo. O spot 107 (gi/190650911) foi identificado como uma glicoproteina que,
segundo Clark et al. (2007), esta relacionada com atividade de hidrolases. Segundo
Terra e Ferreira (1994), na fase inicial do processo enzimético do alimento, que
ocorrem no espaco endoperitrofico, polimeros hidrolases, como amilases, celulases,
hemicelulases e tripsinas, atuam na reducdo do peso molecular dos polimeros
gerando oligbmeros. Na fase intermediaria, oligbmeros sao processados por
polimeros hidrolases ou digeridos por oligdmeros hidrolases (p. ex. aminopeptidases
gue atuam sobre fragmentos de proteinas). Esta etapa da digestdo parece ocorrer
no espaco ectoperitrofico e gera dimeros ou pequenos oligbmeros como maltose,
celobiose e dipeptideos. Na fase final do processo digestivo, os dimeros sao
processados em mondmeros pelos dimeros hidrolases como maltases, celobioses e
dipeptidases. Estas enzimas parecem atuar ancoradas as microvilosidades da
membrana celular do IM do inseto, que constitui a Ultima unidade
compartimentalizadora da digestdo. Segundo Kramer et al. (1993), a endoglicosil-
hidrolases sao quitinases (EC 3.2.1.52) que clivam de forma especifica as ligacbes
glicosidicas da quitina que, teoricamente, podem ser de dois tipos: um € responsavel
pela degradacdo da quitina do exoesqueleto em periodos de muda e o outro é
responsavel pela degradacdo da MP.

Outra importante familia de macromoléculas identificada no IM de L.
umbratilis foi a dos proteoglicanos e que esta presente na estrutura da MP da
maioria dos insetos, chegando a contribuir com 13% da massa total da MP (Tellam,
1996) e sado proteinas ligadas a glicosaminoglicanos (estruturas com dois agucares
aminados e normalmente sulfatados). Esta macromolécula apresenta alta
guantidade de carga negativa, e por isso acabam atraindo uma nuvem de cations,

onde o mais atraido € o sodio, que é ligado a moléculas de agua. Essa capacidade
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dos glicosaminoglicanos de atracdo de céations e agua confere aos proteoglicanos a
funcdo de dar a MP uma caracteristica hidratada, auxiliando na dinamica do
processos digestivos, além disso, os proteoglicanos tém a funcdo de dar rigidez a
matriz, resistindo a compressao e preenchendo espacos (Tellam, 1996). Dos trés
proteoglicanos identificados no IM de L. umbratilis, a proteina GA15280 (spot L32)
simbolizada como Dpse\GA15280 (GA15280, FBgn0075304/FlyBase) de Drosophila
pseudoobscura pseudoobscura, com funcdo molecular estrutural esta envolvida no
processo biologico de translacdo. Os outros dois proteoglicanos, a GG19547 (L45),
com sequéncia observada em Drosophila erecta possuem funcdo estrutural com
dominio PDZ (PSD95, DIgA e zo-1) que auxiliam na ancoragem de proteinas
transmembranais ao citoesqueleto e a organizacdo do complexo de sinalizacdo dos
processos fisiologicos, e a GA14877 (L69) com funcado estrutural com dominio de
ligacdo de actina, envolvido na consisténcia, rigidez e elasticidade da estrutura em
formacéo (Clark et al., 2007). Um dos spots associados a um proteoglicano foi o
0i/54640329 (spot 32) e que segundo Richards et. al. (2005), tem por funcdo atuar
como sinalizador para divisdo celular e, parece estar relacionado ao limite de
velocidade de digestdo. Contradizendo esta informacao, Villalon et al. (2003)
demonstraram que, mesmo rompendo a MP de fémeas de A. aegypti e Anopheles
stephensi Liston, 1901 por alimentagdo com quitinase ou com anticorpos anti-
peritrofinas, havia uma aceleracéo no processo de digestéo.

O spot 183, que vem a ser uma cromoproteina foi anteriormente identificada
como sendo uma peroxidase tiorredoxina 1, extraida de Drosophila melanogaster
(Rodriguez et al., 2000). As cromoproteinas desempenham papéis importantes na
protecdo contra a toxicidade dos organismos de Espécies Reativas de Oxigénio

(ROS), podendo desempenhar um importante papel na protecédo de lesdo oxidativa
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(Yu et al., 2011). Esta leséo oxidativa se d& devido a grande quantidade de sangue
ingerida pelo inseto hematofago, pois causa da liberacao de grandes quantidades de
heme, proveniente da digestdo da hemoglobina presente no sangue, no intestino
destes insetos (Lehane, 1991). O heme € uma molécula capaz de promover a
oxidacao de lipideos (Vincent et al., 1988), proteinas (Vincent, 1989) e a degradacéao
do DNA (Aft e Mueller, 1983). Além disso, é capaz de desestabilizar membranas
biolégicas aumentando sua permeabilidade e até levando a sua ruptura (Schmitt et
al., 1993) como ocorre com hemacias expostas a heme livre (Chiu e Lubin, 1989).
Isto pode explicar a presenca de supostos agrupamento de heme observados na
superficie ectoperitréfica de L. umbratilis, ocasionado pela quantidade de repasto

sanguineo exercido pelo inseto.

6.3- Deteccao de Peritrofina-1 da matriz peritrofica de Lutzomyia umbratilis,

pela técnica de Westen Blot

As analises pela técnica de Westen Blot da MP de L. umbratilis revelaram a
presenca da peritrophin do tipo 1 (PpPer 1), ja identificada na MP de P. papatasi
(Ramalho-Ortigéo et al., 2007). O padrao apresentado foi composto por oito faixas
acima de 35 kDa (Figura 15). Levando-se em consideragdo a massa molecular do
papel eu sendo de 29,8 kDa, a presenca espécies de maior massa molecular pode
indicar glicosilagéo. Peritrofinas do tipo 1 tem foi descrita pela primeira vez em P.
papatasi (Ramalho-Ortigdo et al., 2007) e foram derivados de glicosilados
identificados em trés flebotomineos: P. papatasi, P. perniciosus, e L. longipalpis

(Dostalova et al., 2011; Ramalho-Ortigdo et al., 2007; Jochim et al.,, 2008). A
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glicosilacdo dessas proteinas pode resultar num aumento da estabilidade da MP
contra a acao proteolitica por enzimas digestivas, além de, influenciar na
seletividade dos poros da matriz e ajudar a manter o nivel de hidratacdo da PM
(Lehane, 1997). Uma vez que as peritrofinas sao responsaveis pela integridade e
permeabilidade da MP, podendo influenciar tanto o desenvolvimento dos
flebotomineos e da espécie de Leishmania no interior do inseto vetor (Coutinho-
Abreu et al., 2013).

Vérias proteinas descritas neste estudo podem estar relacionadas ao
processo digestivo, produzidas pelas células do epitélio do IM, bem como, a
formacdo, manutencdo e degradacdo da MP. A descricdo destas proteinas sdo os
primeiros relatos para L. umbratilis, principal vetor de LTA no Amazonas. Porém,
uma repeticdo das técnicas uni e bidimensionais, bem como de Westen Blot séo
sugeridas para a confirmacdo das proteinas aqui comentadas, antes de serem

propostas a um banco de dados.
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7. CONCLUSOES

v Pelas dissecg¢bes a fresco do tubo digestério de L. umbratilis, foi possivel
analisar experimentalmente a cinética de formac&o da matriz peritréfica do intestino
meédio abdominal, onde ficou demonstrando sua formacdo em 24 h, apds o repasto
sanguineo e, sua completa degradacdo em 72 h, como também, foi possivel
visualizar e definir seu aspecto nestas condicaoes, apresentando coloracdo marrom
de tonalidade ferruginosa;

v Em condicbes laboratoriais foi possivel observar a formacdo de uma
segunda matriz peritréfica em L. umbratilis, a partir de um novo repasto sanguineo,
antes mesmo que o primeiro tenha sido totalmente digerido, circundando a primeira
e 0 novo sangue ingerido; este acontecimento possibilitaria uma nova infeccédo e a
transmissao de populacfes/cepas distintas e hibridizacdo de parasitos no interior do
tubo digestdrio do inseto vetor;

v As analises de Microscopia Eletrénica de Varredura da matriz peritréfica do
intestino médio de L. umbratilis, formada 24 h ap6s o repasto sanguineo, permitiu
demonstraram a composicdo de uma camada Unica, apresentando-se na face
ectoperitréfica a presenca de grumos, possivelmente ocasionados agrupamentos de
heme;

v Os testes histoquimicos permitiram evidenciar na matrix peritréfica de L.
umbratilis, a presenca de proteinas, principalmente, glicoproteinas acidas sulfatadas
com pH 1,0, glicoproteinas acidas carboxiladas com pH 2,5 e glicoconjugados
neutros;

v' As proteinas identificadas neste estudo do IM e da MP de L. umbratilis

precisam ser confirmadas por outras técnicas, para que possam ser depositadas em
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um banco de dados de Diptera; decidimos entéo, repetir o procedimento para melhor
divulgarmos. Pois, acreditamos que 0s poucos estudos envolvendo estudos
protedmicos do IM ou MP e as suas sequéncias peptidicas ndo depositadas em
bancos de proteinas limitam novas descobertas a cerca desta estrutura e dificultam
seu entendimento, considerando que as proteinas envolvidas na constituicdo do IM
e da MP podem variar de uma espécie para outra e, os cuidados empregados no
momento da extracdo do IM e da MP, isso, de fato, pode ter influenciado na
identificacdo das proteinas.

v/ Assim, consideramos que o estudo da MP de flebotomineos é
extremamente importante porque a eficacia da colonizacdo de Leishmania esta
diretamente dependente da sua formacdo e influencia a sobrevivéncia e
multiplicacdo de algumas espécies, esta barreira natural pode influenciar a
competéncia vetorial e especificidade da espécie de parasito, podendo promover a
sua sobrevivéncia através do escape de enzimas digestivas para a producdo de
enzimas, tais como quitinase produzido pelo parasito favorecendo parte da
degradagcdo da MP, a sua fuga e a colonizacdo do intestino. Assim, 0 presente
estudo forneceu detalhes da estrutura da MP de L. umbratilis que pode ser
importante em futuros estudos sobre a interacdo deste vetor com seus agentes
patogénicos, tais como L. (V.) guyanensis, no qual o vetor é priméario na infeccdo ou
propor um modelo para outras interacdes de espécies de insetos a partir do melhor

conhecimento de sua estrutura;
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