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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO
Daisy Aline Azevedo Brito
As leishmanioses s&o antropozoonoses de carater crénico causadas por
protozoarios do género Leishmania e a transmissao ocorre através da picada
de fémeas de flebotomineos. No Brasil Lutzomyia longipalpis é o principal vetor
da leishmaniose visceral causada por Leishmania infantum chagasi. Além da
Leishmania, fémeas de flebotomineos sdo expostas a diferentes patdégenos e,
para sobreviver a infecgdes, o inseto ativa vias de resposta imune inata, como
Toll, IMD e JAK-STAT. Apesar dos poucos trabalhos, ja foi possivel identificar
um papel para as vias IMD e Toll de L. longipalpis desafiados por Leishmania e
outros patogenos. Em relagdo a via JAK-STAT, em mosquitos € sabido que a
sua ativagao esta relacionada a resposta anti-viral, antibacteriana e a infecgao
por Plasmodium vivax em Anopheles aquasalis. Em L. longipalpis infectados
por Leishmania a expressao de PIAS, uma molécula repressora da via
JAK-STAT aumenta. Porém ainda nao se sabe quais moléculas desta via tém
participagéo efetiva em resposta a presenca do parasita. Nosso objetivo agora
€ caracterizar as respostas da via JAK-STAT durante a infeccao de L.
longipalpis por L. i. chagasi. Neste sentido, identificamos alguns genes
relacionados a esta via e avaliamos o perfil de expressao destes utilizando
tanto células embrionarias LL5 de L. longipalpis como insetos adultos. Em
trabalhos anteriores, células LL5 se mostraram um bom modelo para estudo da
imunidade de flebotomineos, com ativacdo das vias Toll e IMD frente a
diferentes desafios. Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a
via JAK-STAT é ativada durante a infecgao por Leishmania em células LL5.
Além disso, a expressao dos genes desta via em células silenciadas para PIAS
sugere que a ativagédo da via é inibida por outra molécula desconhecida, num
possivel mecanismo de defesa. Em insetos adultos os resultados indicaram
que a Leishmania possivelmente pode modular a via JAK-STAT para o
estabelecimento da infecgdo através da ativagdo de moléculas repressoras.
Também observamos, através da analise de expressdo dos genes 16s de
bactéria e actina de Leishmania, uma possivel correlacdo entre a microbiota e
o parasit no tubo digestivo do inseto. Resultados preliminares da expresséo
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dos genes da via em insetos tratados com antibidticos mostraram que as
bactérias nao interferem na ativagdo da via JAK-STAT. Entretanto o peptideo

antimicrobiano atacina parece ter um papel importante em resposta a infecgoes
bacterianas.
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ABSTRACT
MASTER’S DISSERTATION
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Leishmaniasis is a chronic anthropozoonosis caused by protozoa of the genus
Leishmania. Transmission occurs through the bite of female phlebotomine sand
flies. In Brazil, Lutzomyia longipalpis is the main vector of visceral leishmaniasis
caused by Leishmania infantum chagasi. In addition to Leishmania, sandfly
females are exposed to different pathogens and in order to survive they activate
immune responses, such as Toll, IMD and JAK-STAT. Despite relatively little
information available for these immune pathways in the sand fly model,
previous studies have identified roles for IMD and Toll pathways, during L.
longipalpis infection with Leishmania and other pathogens. In the Anopheles
aquasalis model it has been observed that the activation of the JAK-STAT
pathway is related to antiviral, antibacterial and in response to Plasmodium
vivax infection. During Leishmania infection, analysis showed an elevated
expression of PIAS, a repressor molecule of the pathway, indicating a potential
mechanism of immune interference by the parasite in JAK-STAT activation. It is
not yet known which molecules of this pathway participate in the host’s
response to Leishmania. Our objective is to characterize the JAK-STAT
pathway responses during L. longipalpis infection by L. i. chagasi. We identified
JAK-STAT-related genes and evaluated their expression profile using LL5
embryonic cells and adult insects. Previous studies have demonstrated
activation of LL5 Toll and IMD pathways in response to various pathogen
challenges. As such, this cell line represents a useful model by which to assess
the response of sand flies to the Leishmania parasite. The results obtained in
this work indicate that the JAK-STAT pathway is activated during Leishmania
infection in LL5 cells. In addition, expression of the pathway genes in
PIAS-silenced cells suggests that JAK-STAT activation is inhibited by another
unknown molecule, resulting perhaps from a defensive mechanism.
Experiments with adult insects indicated that Leishmania may modulate the
JAK-STAT pathway for the establishment of infection through the activation of
repressor molecules. In addition, through the expression analysis of the bacteria
16s and Leishmania actin genes we observed a possible interaction between
the microbiota and the parasite in the digestive tract of the insect. Preliminary
results of JAK-STAT pathway genes expression in insects treated with
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antibiotics have shown that bacteria do not interfere in the activation of the
JAK-STAT pathway. However, the antimicrobial peptide attacin appears to play
an important role in response to bacterial infections.
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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Simbolos/Abreviatura Significado
s
°C Graus Celsius
rRNA 16S RNA ribossomal 16S
AMP Peptideo antimicrobiano (antimicrobial peptide)
cDNA Acido desoxirribonucléico complementar
(complementary DNA)
DNA Acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid)
dsRNA RNA dupla-fita (double stranded rna)
GP63 Glicoproteina 63
IMD Deficiéncia imunolégica (Immunedeficiency)
LLS Linhagem celular embriondria de Lutzomyia
longipalpis
MAPK Proteina quinase ativada por mitégenos (Mitogen

Activated Protein Kinases)

Min Minutos
pb Pares de base
PBS Tampé&o salina fosfato (phosphate-buffered saline)
PCR Reagdo em cadeia da polimerase (polimerase
chainreaction)
PTP Proteina tirosina-fosfatase
qPCR PCR quantitativo
RNA Acido ribonucleico (ribonucleicacid)
RNase Ribonuclease
RPM Rotagbes por minuto
SHP-1 Tirosina fosfatase 1
WHO Organizagdo Mundial da Saude (World Health
Organization)
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1 INTRODUGCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doengas causadas por protozoarios do género
Leishmania, que acometem animais domesticos, silvestres e o homem. As
leishmanioses sao propagadas por disseminagao vetorial através da picada de
fémeas de flebotomineos. Dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
mostram que as leishmanioses s&o consideradas um grande problema de
saude publica e no territorio brasileiro observa-se uma grande incidéncia da
doenca, onde os numeros de casos reportados sédo superiores a 1000 em todo
o pais (Figura 1.1) (WHO, 2011)

A leishmaniose pode se manifestar de diferentes formas clinicas, tais
como cutanea, cutanea difusa, mucocutanea e visceral, sendo a ultima a forma
mais grave da doenca. As manifestagdes dessas formas variam dependendo
da espécie do parasita e do estado imunologico do hospedeiro vertebrado. A
leishmaniose visceral constitui a forma da doenga com maior relevancia clinica,
uma vez que acomete orgaos vitais do hospedeiro e, quando nao tratada,
evolui para 6bito em mais de 90% dos casos registrados (Ministério da Saude,
2014).

Paises que relataram
casos importados

Arabia Saudita - 8
Bélgica - 2

Finlandia - 1

Republica da Moldova - 1

500-999
100-499
<100
1o

{@ World Health
4 Organization

© WHO 2015

oEni

[ sem casos autéctones reportados
[ sem dados
[ Nao.aplicavel

Figura 1.1: Mapa da distribuigdo mundial de leishmaniose. Observam-se nas areas
mais escuras do mapa, regides com numeros de casos reportados maiores que 1000
(WHO, 2015)



Pelo menos 21 espécies de Leishmania sao capazes de infectar
humanos (CDC, 2007). Nas Ameéricas, o principal agente etiologico é a
Leishmania infantum chagasi e o principal vetor é o flebotomineo da espécie
Lutzomyia longipalpis (Deane and Deane 1954).

O ciclo da leishmaniose se inicia quando as fémeas de flebotomineos
ingerem macrofagos parasitados com formas amastigotas de Leishmania
durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado. No tubo
digestivo do inseto, os macréfagos se rompem e liberam os parasitas, que se
diferenciam nas formas promastigotas metaciclica, que é a forma infectiva do
parasita (Kamhawi, 2006). Em um préximo repasto sanguineo, o inseto
infectado regurgita as formas promastigotas no hospedeiro vertebrado,
infectando-o (Bates, 2007) (Figura 1.2).

Flebotominee realiza alimentacdo Promastigotas sdc fagocitadas

o =sanguinea (injeta Leishmania no por macréfages ou outros tipes
estagio promastigotas na pele) e de ki do sftermd

Wi moenonuclear fagocttico
igram para —
o proboscide - C‘W

V-

Promastigotas ze
a Amastigotas =& transformam

amastigotas

M\
cd..b :
o D)

Amastigotas se multiplicam
em células de varios tecidos
P " l\ ges € infectam outras celulas

Ingestdo de células L A_
parasitadas 0 ?

Flebotominen realiza alimentacio
sanguinea (ingere macrafagos
infectados com amastigotas)

transformam em !
em promastigotas no intestine

A: Estagio infeccioso
A= Estigio de disgnastico

Figura 1.2: O ciclo de vida do protozoario Leishmania sp.: Do lado esquerdo (5 - 8)
esta representada etapas da infeccao por Leishmania no hospedeiro invertebrado; do
lado direito (1 — 4) esta representada etapas da infeccdo por Leishmania no

hospedeiro vertebrado.
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1.2 Leishmania sp.

Protozoarios do género Leishmania sao pertencentes a familia
Trypanosomatidae da ordem Kinetoplastida. Essas possuem ciclo de vida
digenético, com uma forma aflagelada intracelular no hospedeiro vertebrado e
uma forma flagelada no hospedeiro invertebrado (Neves et al. 2007).

Ao serem ingeridas pelo hospedeiro invertebrado, as formas amastigotas
se diferenciam em formas promastigotas prociclicos, que sao pequenas,
flageladas, ovodides e possuem alta taxa de multiplicacdo. Essas formas
prociclicas passam por uma série de divisdes originando as nectomonas que,
por sua vez, se aderem as microvilosidades do epitélio intestinal do inseto.
Esse processo ocorre em torno de 72h apos o repasto sanguineo. Apds 4 a 5
dias, as formas nectomonas sdo encontradas na porg¢ao toracica do intestino
meédio, onde ocorrem transformagdes em novas formas promastigotas, dentre
elas as promastigotas metaciclicas, a forma infectiva do parasita (Lainson et al.
1987).

As promastigotas metaciclicas possuem forma mais alongada com a
existéncia de flagelo extenso quando comparadas as outras formas do parasita
(Pimenta et al. 2012). As formas metaciclicas migram e formam um tampao na
valvula estomodeal do inseto, que dificulta a realizagdo da alimentacao
sanguinea, acarretando a regurgitacdo dessas formas infectivas ao picar o
hospedeiro vertebrado (Figura 1.3) (Schlein et al. 1992).

Durante o ciclo de vida dentro do inseto, Leishmania encontra diversas
barreiras fisicas e quimicas presentes no tubo digestivo tais como a formacgao
da matriz peritrofica, a atividade de enzimas digestivas (Ramalho-Ortigao et al.
2010, Telleria et al. 2010) e a imunidade inata (Sacks and Kamhawi, 2001,
Telleria et al. 2013, Telleria et al. 2012). O parasita consegue sobreviver
mesmo mediante tais barreiras no tubo digestivo do inseto e, dessa forma,
estabelecer a infeccdo (Pimenta et al. 2003; Telleria et al. 2007;

Ramalho-Ortigéo et al. 2007).
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Adaptado de Paz et al. 2010 (Paz 2010)

Figura 1.3: Morfologias da Leishmania durante seu ciclo de wvida. (A) Forma
encontrada no hospedeiro vertebrado; (B) forma encontrada dentro do intestino do
vetor (N = nucleo; K= cinetoplasto; F = flagelo); (C) Variedade de formas

promastigotas encontradas no hospedeiro vertebrado apds alimentagdo sanguinea.

1.3 Lutzomyia longipalpis

Os flebotomineos séo insetos de pequeno porte (2-3 mm) pertencentes a
ordem Diptera, da familia Psychodidae. Esses s&o caracterizados por
desenvolverem todo seu estagio larval em matéria orgénica. Sé&o
holometabolos, com ciclo de vida constituido de uma fase de ovo, quatro

estagios de larva, um estagio de pupa e um estagio final de adulto (Figura 1.4).
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Quando adultos, tanto os machos quanto as fémeas se alimentam de seiva e
néctar de vegetais, sendo as fémeas também hematéfagicas, ou seja, realizam
a ingestdo de sangue, necessaria para realizar a ovogénese (Brazil et al.
2003).

Das 800 espécies de flebotomineos descritas, tanto no Novo Mundo
quanto no Velho Mundo (Akhoundi, Kuhls et al. 2016), cerca de 60 sao
capazes de transmitir Leishmania e apenas 30 tem relevancia epidemiolégica
(Sharma e Singh 2008), sendo as principais espécies pertencentes aos
géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) (WHO, 2015).
No Brasil, 19 espécies de flebotomineos sao consideradas como vetores de
leishmanioses (Young e Duncan 1994; dos Santos et al. 1998), sendo a
espécie L. longipalpis (Lutz & Neiva 1912) o principal vetor da leishmaniose
visceral causada pelo protozoario da espécie L. i. chagasi (Lainson and Rangel
2005).

[ e 1 e T ] B [s]

Imagem: Gabriel Megreira

Figura 1.4: Estagios de desenvolvimento de L. longipalpis. Ovo (1); larvas L1 a L4
(2-5); pupa (6) e adulto (7).

Além da Leishmania, flebotomineos podem ser infectados por diversos
patdbgenos, como bactérias, virus, fungos, helmintos e outros
tripanosomatideos. Além de se infectarem, algumas espécies possuem
competéncia vetorial para transmitir alguns desses patdogenos. Estima-se que

cerca de 33 espécies de flebotomineos estejam relacionados com a
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transmissao de doengas causadas por bacteérias, virus e protozoarios (Caceres
1993).

Das bactérias que infectam flebotomineos, pode-se destacar a bactéria
Gram-negativa Serratia marcescens (Figura 1.5A), que possui alta letalidade
para estes insetos (Gouveia et al. 2008). Experimentos com L. longipalpis
infectadas com L. mexicana mostraram que os insetos foram resistentes a
infecgdo por Serratia, mostrando haver um efeito protetor da infecgcdo por
Leishmania contra o desafio de Serratia. Além da Serratia, os insetos também
podem ser infectados e transmitir bactérias do género Bartonella (Figura 1.5B),
agnete etiolégico da bartonelose (Maco et al. 2004), doenga caracterizada por
sintomas como febre, anemia hemolitica e lesées cutédneas nodulares (Maguina
et al. 2009)

Flebotomineos também sao vetores de alguns virus das familias
Rhabdoviridae, Bunyaviridae e Reoviridae. Um exemplo € o Toscana virus da
familia Bunyaviridae, encontrado em paises do Mediterraneo que pode causar
infeccbes neuroldgicas (Valassina et al. 2003). Outros virus como Flavivirus
(virus do oeste do Nilo) (Figura 5.1C) e Alphavirus (Mayaro virus) s&o capazes
de infectar células embrionarias de L. longipalpis (LL5) (Tesh e Modi 1983;
Pitaluga et al. 2008), sugerindo que os insetos sejam potenciais vetores para
outros virus (Alka et al. 2013)

Os flebotomineos ainda podem ser infectados por fungos como
Beauveria bassiana (Figura 1.5D), que é patogénica para o inseto (Warburg
1991) e helmintos como Anandarema phlebotophaga (Rhabditida) (Figura
1.5E), que pode comprometer uma colénia de insetos (Poinar et al. 1993,
Secundino et al. 2002).

Dentre os protozoarios que infectam flebotomineos, a Leishmania possui
a capacidade de se aderir ao epitélio intestinal e de sobreviver as barreiras
fisicas e quimicas presentes no tubo digestivo do inseto como a matriz
peritréfica, a acao de enzimas digestas e a ativagao das vias de imunidade e
estabelecer a infecgdo (Pimenta et al. 2003; Telleria et al. 2007;
Ramalho-Ortigdo et al. 2007). Outros protozoarios também podem ser

encontrados em flebotomineos, como o0s pertencentes aos géneros
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Leptomonas (Deane LM 1954), Crithidia (Shaw et al. 1987), Endotrypanum
(Shaw 1964), Trypanosoma (Brazil e Ryan 1984) e Ascogregarina (Warburg
1991).

Figura 1.5: Espécies de microrganismos encontrados em flebotomineos

1.4 Linhagens celulares de insetos

Linhagens celulares constituem um sistema simples, homogéneo,
sensivel e reprodutivel, sendo assim, uma importante ferramenta devido a sua
capacidade de detectar pequenas mudancas em resposta a diferentes
estimulos. Diversas linhagens celulares de insetos tém sido utilizadas como
modelo para o estudo de aspectos da biologia de insetos.

Estudos anteriores mostram que algumas linhagens tais como células S2
de Drosophila melanogaster, células C7-10 e C6/36 de Aedes albopictus,
Aag-2 de Aedes aegypti, Lulo de L. longipalpis, entre outras, sdo modelos
eficazes para a compreensao de eventos imunoldgicos de insetos (Tanji et al.
2007; Moon et al. 2011; Barletta et al. 2012). Com o uso de células S2
(Drosophila), foi possivel demonstrar que as vias Toll e IMD sao

potencialmente ativas de forma sinérgica no inseto (Tanji et al. 2007).
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Em mosquitos, as linhagens C6/36 (Ae. Albopictus) e Aag-2 (Ae. Aegypti)
expressam varias moléculas efetoras da imunidade, incluindo peptideos
antimicrobianos (AMPs) (Moon et al. 2011). Além disso, células Aag-2 foram
usadas para demonstrar respostas imunes aos desafios bacterianos e virais
com ativagao das Toll, IMD e Jak / STAT em resposta aos diferentes estimulos,
caracterizando a imuno-competencia da linhagem celular (Barletta et al. 2012).

Em L. Longipalpis, duas linhagens celulares foram estabelecidas:
células LL5 (Tesh e Modi 1983) (Figura 6) e células Lulo (Rey et al. 2000),

ambas derivadas de tecidos embrionarios.

1.4.1 Linhagens celulares de L. longipalpis

Devido as limitagcbes de manutencao e manipulagdo de flebotomineos,
linhagens celulares sdo uma excelente ferramenta para o estudo das bases
moleculares da imunidade desses insetos. Trabalhos anteriores mostraram que
células Lulo podem interagir com L. i. chagasi (Bello et al. 2005). Além disso, a
linhagem pode ser infectada por outras espécies de Leishmania, como
Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis com grande potencial para
aderir as células (Cortes et al. 2011).

A competéncia imunoldgica das células LL5 foi demonstrada
anteriormente para infecgdes virais quando, ao serem transfectadas com
qualquer RNA dupla-fita, desenvolveram uma resposta antiviral ndo especifica
semelhante as respostas mediadas por interferon em mamiferos (Pitaluga
2008). Recentemente, as moléculas efetoras envolvidas nessa resposta
antiviral foram investigadas (Martins-da-Silva et al. 2018). Através de
espectrometria de massa do meio condicionado de células LL5 apos
transfeccdo com dsRNA, foram identificadas 304 proteinas, dentre elas o
fosfolipideo scramblase, uma proteina induzida por interferon em mamiferos
que medeia a atividade antiviral.

Nosso grupo também demonstrou atividade das vias de imunidade Toll e

IMD em células LL5 frente ao desafio por bactérias, fungos e Leishmania.
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Através da analise da expressdo de genes reguladores foi observado uma
possivel ativagao das vias Toll e IMD frente aos desafios. Além disso, os AMPs
atacina, cecropina e defensina apresentaram aumento de expresséo em alguns
horarios apés infecgdo, indicando a existéncia de resposta imunoldgica frente
aos desafios (Tinoco-Nunes et al 2016). Dessa forma, a linhagem celular LL5
foi viabilizada como um bom modelo para o estudo da imunidade em

flebotomineos (Figura 1.6).

Imagem: llya Violeta Llanos

Figura 1.6: Células embrionarias de LL5 de L. longipalpis. Microscopia ética de campo
claro de células embrionarias aderidas (aumento de 200 vezes).

1.5 Sistema imune de insetos

Ao longo do ciclo de vida, insetos estdo expostos a uma variedade de
microrganismos e, para sobreviver a tais infec¢des, eles desenvolveram varios
mecanismos de defesa, sejam estruturais ou através de respostas
imunoldgicas.

As barreiras estruturais constituem os primeiros mecanismos de defesa
contra microorganismos. Um exemplo € o exoesqueleto, uma estrutura rigida

costituida por duas camadas, a epicuticula, formada por proteinas e lipideos
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importantes para a impermeabilidade da estrutura, e a procuticula, formada por
quitina e responsavel por conferir resisténcia ao exoesqueleto. O exoesqueleto
constitui uma barreira externa que protege os 6rgaos e a hemolinfa do inseto
da exposicdo aos microorganismos, além disso, participa dos processos de
melanizagdo e coagulagcao apds alguma lesao (Soéderhall e Cerenius, 1998,
Theopold et al 2002). Além do exoesqueleto, ha a existéncia de uma barreira
interna no tubo digestivo, a matriz peritréfica. A matriz peritréfica € uma
estrutura composta de quitina, proteinas e glicoproteinas formando uma
camada semipermeavel que separa o sangue ingerido do epitélio do intestino,
compartimentalizando a digestédo, além de conferir prote¢cdo contra as enzimas
digestivas e proteger o epitélio intestinal do contato direto com
microorganismos (Volf et al. 2015; Richards & Richards 1977; Rudin e Hecker,
1982).

Além das barreiras fisicas, enzimas digestivas, fatores citotoxicos e
respostas imunoldgicas no trato digestivo podem impedir a infeccao de
patdgenos. Porém apesar da existéncia de tais barreiras, a Leishmania possui
mecanismos para burlar esses mecanismos e estabelecer a infecgdo, como
redugdo da atividade de tripsinas no tubo digestivo (Telleria et al. 2010;
Pimenta et al. 1997; Schlein e Jacobson, 1998), a interagdo do flagelo com
receptores das células epiteliais via LPG para aderir ao intestino (Soares e
Turco 2003) e a secregdao de moléculas que inibem a resposta imunologica,
dentre elas GP63, envolvida na modulacdo das vias Toll e JAK-STAT em
macrofagos (Blanchette et al. 1999).

A imunidade em insetos é didaticamente dividida em imunidade celular e
humoral. Respostas mediadas pela imunidade celular envolvem o recrutamento
de hemdcitos presentes na hemolinfa, enquanto as humorais envolvem a
sintese de proteinas e moléculas em diversos tecidos e que possuem atividade
antimicrobiana. Essas respostas celulares e humorais sao ativadas por
receptores de reconhecimento de padrao (PRRs) que se ligam especificamente
a padrées moleculares associados aos patégenos (PAMPs) (Medzhitov e
Janeway 2002). Os PAMPs, por sua vez, ativam uma cascata de sinalizagdo

celular que elimina os patégenos de forma direta por fagocitose, nodulagao ou
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encapsulamento ou indiretamente pela ativacdo de vias de sinalizagao
intracelular (Hoffmann et al. 1996; Hoffmann e Reichhart 2002).

As principais vias de imunidade intracelular em insetos sao: Toll, IMD,
JAK-STAT e RNAI. Estas, quando ativadas, desencadeiam cascatas de
sinalizagdo que culminam na expressao de AMPs, producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), oxido nitrico (NO) e genes efetores para a
eliminagcédo do patogeno (Nappi e Vass, 1993, Dziarski e Gupta, 2006, Lemaitre
and Hoffmann, 2007). Além disso, estas vias parecem ser especificas para
determinados patdégenos (Dimopoulos et al. 2002).

Em Drosophila, a via Toll é ativada por bactérias Gram-positivas e
fungos, enquanto que a via IMD a ativagdo esta relacionada a infecgcéo por
bactérias Gram-negativas (Kounatidis and Ligoxygakis, 2012). A via JAK-STAT
tem sua ativacdo desencadeada principalmente por infeccdo viral, com
expressdo de AMPs como atacina e outros genes efetores como VIR-1,
respectivamente (Goto et al. 2010; Huang et al. 2013; Agaisse et al. 2003;
Ekengren and Hultmark, 2001, Dostert et al. 2005) (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Esquema das principais vias de imunidade de inseto. As vias Toll, IMD e
JAK-STAT, em destaque seus principais componentes em verde e os reguladores
negativos cactus (Toll), caspar (IMD) e PIAS (JAK-STAT) em vermelho.



1.5.1 Via Toll

A via Toll é uma via de sinalizacdo evolutivamente conservada. E
composta por uma proteina transmembrana Toll, um ligante extracelular
semelhante a citocina spaetzle, as proteinas MyD88, tube e pelle, o fator de
transcricdo dorsal e o repressor cactus. A via € ativada por spaetzle apos a
clivagem proteolitica da mesma, induzida por wuma cascata de
cisteino-proteinases (Hoffmann e Reichhart, 2002). Apds a ligagéo, o receptor
Toll sofre uma mudanga conformacional que culmina no recrutamento de
MyD88, tube e pelle. A proteina pelle contém um dominio de serina-treonina
quinase que promove a degradagao proteolitica do repressor cactus, inibidor do
fator de transcrigdo dorsal presente na via Toll (Christophides et al. 2004). Apds
a degradacao do repressor da via, o fator de transcricdo dorsal é translocado
para o nucleo, promovendo a transcricdo de genes efetores da imunidade e

AMPs (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Esquema da via Toll em Drosophila
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1.5.2 ViaIMD

A via IMD é composta por um receptor transmembrana que reconhece
peptideoglicano de cadeia longa (PGRP-LC). Em seguida, PGRP-LC ativa a
proteina IMD que contém um dominio death com grande similaridade com o
mecanismo de sinalizacdo TNF humano. A proteina IMD, por sua vez, leva a
ativacao de trés proteinas: a proteina FADD e os complexos DmIKKb-DmIKKg
(quinases), e o complexo dTAK1/ TAB/ IAP2 (Kleino et al. 2005).

Apés a ativagao, IMD interage com dFADD através de um dominio
chamado Death e em seguida recruta o repressor Caspar e Dredd. A proteina
Dredd se liga ao fator de transcri¢ao relish, clivando-o, promovendo a liberagcéo
da porcao ativadora transcricional N-terminal da porcdo inibidora da
translocacao C-terminal. Apds a liberagdo, a por¢cao N-terminal de Relish é
translocada para o nucleo, onde promovera a transcricado de diversos genes,
como os AMPs especialmente ativos contra bactérias Gram-negativas
(Hoffmann et al. 2003) (Figura 1.9).
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Figura 1.9: Esquema da via IMD em Drosophila
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1.5.3 Via JAK-STAT

A ativagao da via JAK-STAT ocorre através de citocinas da familia Upd
que se ligam ao receptor transmembrana Domeless (Dome) que esta
associado a uma JAK-cinase Hopscotch (Hop). Apds a ligacédo ao receptor, a
JAK kinase € ativada e promove a fosforilagdo do fator de transcricao STAT
que, por sua vez, € translocado para o nucleo para realizar a transcricdo de
AMPs e genes efetores (Goto et al. 2010; Huang et al. 2013; Agaisse et al.
2003, Ekengren and Hultmark, 2001) (Figura 1.10 A).

A via é regulada em diferentes etapas por diferentes moléculas como
PIAS, que se liga a STAT, levando a inativagao ou degradacao pela proteina
SUMO E3 ligase. Ja uma proteina tirosina fosfatase, PTP, regula
negativamente a via pela desfosforilagdo de Hop e STAT, impedindo a
translocacao do fator de transcricdo para o nucleo. Além dessas, existe SOCS
que € um regulador expresso pela via responsavel por um loop de inibigao.
SOCS se liga ao receptor Dome causando a inibigdo estérica do recrutamento
de STAT (Muller et al. 2005; Chen et al. 2014) (Figura 1.10B).

Em Drosophila, a via JAK-STAT tem um importante papel em eventos
como segmentagao, proliferacéo e diferenciacdo de hemdcitos, determinagao
de sexo e desenvolvimento de olhos, asas e pernas (Zeidler et al. 2000, Luo &
Dearolf 2001). A via também pode ser acionada por lesdes teciduais ou por
desafio de bactérias e virus (Jiang et al 2009; Dostert C, et al 2005).

Em mosquitos, a via também parece ser importante em respostas
antivirais, como em Ae. aegypti, onde o inseto utiliza a via JAK-STAT para
controlar a infeccéo pelo virus da dengue (Souza-Neto et al 2009). Quanto aos
vetores de parasitas, em An. aquasalis, vetor da malaria no Brasil, foi
observado um aumento na expressao de STAT e PIAS apés infeccédo com P.
vivax, e o silenciamento de STAT desencadeou o aumento de oocistos no
intestino médio de A. aquasalis (Bahia et al. 2011). Além disso, STAT parece

participar da ativagao transcricional de éxido nitrico sintase (NOS) em resposta
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a infecgdo pelo parasita (Gupta et al. 2009), o que sugere o envolvimento

efetivo da via JAK-STAT na resposta a infec¢ao pelo Plasmodium.
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Figura 1.10: Esquema da via JAK-STAT em Drosophila. (A) Via ativada, com
ilustragdo da fosforilagdo e translocagdo de STAT para o nicleo. (B) Via inativada,

com ligagao dos repressores PTPB1F, PIAS e SOCS.

1.6 Imunidade de flebotomineos

Apesar dos flebotomineos terem capacidade vetorial para transmitir ndo
apenas Leishmania, mas também virus e bactérias, muitos aspectos da
imunidade nestes vetores precisam ser desvendados. Nosso grupo vem
trabalhando nesse tema ha alguns anos e ja identificamos varios genes ligados
a imunidade e a via de RNAi em L. longipalpis (Pitaluga et al. 2008). Dentre

estes estdo os reguladores negativos cactus (via Toll), caspar (via Imd) e PIAS

33



(via JAK-STAT), além de peptideos antimicrobianos, tais como atacina,
cecropina e as defensinas 1, 2, 3 e 4 (Tinoco-Nunes 2015). As proteinas Tube
e spaetzle também foram identificadas anteriormente em L. longipalpis (Dillon
et al. 20006).

Em seguida, nosso grupo demonstrou pela primeira vez o papel das vias
de imunidade no controle da infeccao por Leishmania e bactérias em L.
Longipalpis (Telleria et al, 2012). Fémeas alimentadas com as espécies
bacterianas Escherichia coli, Micrococcus luteus, Ochrobactrum sp., Pantoea
agglomerans e Serratia marcescens expressam diferencialmente o repressor
da via IMD, caspar. A expressdo de caspar aumentou significativamente nas
primeiras 24 h apdés a alimentagdo com E. coli e M. luteus, enquanto em
insetos alimentados com Ochrobactrum sp. ou P. agglomerans a expressao de
caspar foi reduzida significativamente em 48h e 72h apds a alimentacéo.
Quanto a alimentacdo com S. marcescens, a expressao de caspar foi
significativamente aumentada apd6s 96h (Telleria et al, 2012). No mesmo
trabalho foi observada uma regulacdo positiva da expressdo de caspar em
fémeas de L. longipalpis tratadas com diferentes antibiéticos, indicando que a
via IMD tem um papel nas respostas antibacterianas. Além disso, fémeas de L.
longipalpis silenciadas para caspar apresentaram uma reducéao significativa da
prevaléncia de infecgdo por L. i. chagasi (Telleria et al. 2012), indicando que a
via é capaz de controlar a infec¢ao pelo parasita no inseto.

Recentemente, nosso grupo demonstrou que as vias Toll e IMD séao
ativadas até mesmo em células embrionarias LL5 de L. longipalpis. Apos
desafiar células LL5 com bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e
com Leishmania, a expressdo dos reguladores de ambas as vias foram
regulados positivamente (Tinoco-Nunes et al. 2016).

As vias Toll e IMD sao mais estudadas e seus principais componentes ja
foram caracterizados em L. longipalpis. No entanto, ha poucos relatos sobre a
atividade da via JAK-STAT neste vetor. Alguns resultados prévios sugerem que
a presenca do parasita € capaz de causar a repressao da via JAK-STAT no
inseto, uma vez que a expressdo de PIAS aumenta com a presenca de L.

mexicana (dados nao publicados).
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O estudo da biologia de flebotomineos, em especial a compreenséo dos
aspectos da imunologia de L. longipalpis e da interagdo com o parasita L. i.
chagasi é fundamental para o desenvolvimento de estratégias futuras para o

controle da leishmaniose.

1.7 Microbiota de flebotomineos

Além de combater infecgbes, o sistema imune inato do inseto também
esta envolvido no controle de populagcdes de simbiontes microbianos
(Welchman et al. 2009).

Flebotomineos depositam seus ovos no solo e se alimentam de matéria
organica. O alimento ingerido, juntamente com microrganismos presentes no
ambiente, dao origem a microbiota intestinal do inseto. A microbiota tem papel
fundamental na indugao, maturacao e fungao do sistema imune do hospedeiro,
que pode modular a protecdo do hospedeiro contra patdgenos e doengas
infecciosas (Telleria et al. 2018). A obtencado de informacgdes basicas sobre
como o vetor responde a presencga de diferentes microrganismos e como estes
interagem com outros patdégenos, como a Leishmania, sao de grande interesse
atualmente.

As respostas imunoldgicas contra bactérias do intestino em mosquitos,
por exemplo, tém um efeito protetor contra infeccbes por virus e parasitas
vetores de insetos. Estudos mostraram que o mosquito utiliza dos mesmos
fatores imunoldgicos para combater bactérias e ainfecgdo pelo parasita
do Plasmodium (Beier et al. 1994; Dong et al. 2006). Por outro lado, as
bactérias também podem inibir diretamente o desenvolvimento de patdgenos,
interrompendo as interagdes necessarias entre o patdégeno e o epitélio vetor ou
através da producéo de moléculas antiparasitarias (Azambuja et al. 2005).

Trabalhos mostram que existe uma interacdo entre Leishmania e os
outros microorganimos presentes na microbiota do inseto durante o
estabelecimento da infecgdo. Recentemente foi demonstrado que a infecgéo
por Leishmania levou a uma perda crescente de diversidade bacteriana durante

a infeccdo (Louradour et al. 2017), contudo, também foi visto que a deplegéo
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de microbiotado intestino médio de L. longipalpis apés tratamento com
antibidticos prejudicou o desenvolvimento para formas metaciclicas de L.
infantum (Kelly et al. 2017).

Os resultados publicados mostram que existe uma relagdo complexa
entre flebotomineo, Leishmania e microbiota. Uma maior compreensao dessa
dessa interagdo sera de grande importédncia para o desenvolvimento de

estratégias de controle de flebotomineos.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

e Caracterizar as respostas mediadas pela via JAK-STAT em células LL5
apos o desafio por L. i. chagasi e em L. longipalpis durante o processo

de infecgao por L. i. chagasi.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a expressédo de genes PTP, STAT, SOCS, atacina e VIR-1 por
gPCR apés o silenciamento do gene regulador PIAS da via JAK-STAT

em células LL5;
e Avaliar a expressdo de genes relacionados a via JAK-STAT por qPCR
em células LL5 apds o desafio por L. i. chagasi e em L. longipalpis

durante o processo de infecgéo por L. i. chagasi;

e Verificar a interferéncia da microbiota do inseto na ativagdo da via
JAK-STAT durante a infecgao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Identificagcao dos genes STAT em L. longipaplpis.

O gene STAT foi identificado primeiramente através da obtencdo das
sequéncias do gene ja descritos em outros organismos (Dhosophila,
Anopheles, Aedes) e disponibilizados no banco de dados do GenBank do
NCBI. As sequéncias obtidas foram entdo alinhadas utilizando a ferramenta
Blastx contra as sequéncias dos transcritos de L. longipalpis depositada no
VectorBase (https://www.vectorbase.org/organisms/lutzomyia-longipalpis). A
escolha da melhor sequéncia foi realizada baseando-se no valor de
similaridade e E-value. Em seguida, foi realizado um segundo alinhamento da
sequéncia de proteina dos genes de interesse contra as sequéncias de outros
organismos (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/), para obter informacdes
mais detalhadas das similaridades (Figura 3.11). Também foi realizado o
estudo das regides com dominios conservados, para confirmar que se tratava
de um gene homdélogo utilizando a ferramenta “conserved domains” do NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/ Structure/cdd/wrpsb.cgi) (figura 3.11). A analise
das Open reading frames (ORFs) foi realizada para a escolha da melhor regiao
para desenho dos oligonucleotideos. Os oligonucleotideos foram desenhados e
analisados utilizando os programas IDT, Primer Premier e AmplifX. Os
oligonucleotideos dos demais genes utilizados (Tabela 3.1) foram

anteriormente desenhados.
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Figura 3.1: Alinhamento das sequéncias de proteina de STAT das espécies
Anopheles, Drosophila, Lutzomyia e Culex. Em azul estdo destacados os aminodcidos
similares e destacado em vermelho a sequéncia correspondente ao dominio de
ligagdo ao DNA de STAT.
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Name Accession Description Interval E-value
[+ STAT_bind pfam02864  STAT protein, DNA binding domain; STAT proteins (Signal Transducers and Activators of ... 890-1139  1.50e-130
[+ STAT_bind pfam02864  STAT protein, DNA binding domain; STAT proteins (Signal Transducers and Activators of ... 322-5M1 1.50e-130
[+ SH2_STAT_family cd09919 Src homology 2 (SH2) domain found in signal fransducer and activator of transcription (STAT) ... 1130-1243  3.42e-61
[+] STAT _alpha pfam01017  STAT protein, all-alpha domain; STAT proteins (Signal Transducers and Activators of . T05-887 1 G%-20
[+ STAT _alpha pfam01017  STAT protein, all-alpha domain; STAT proteins (Signal Transducers and Activators of .. 137-3189 1 G09e-20
[+ 8H2 super family cl15255 8rc homology 2 (SH2) domain; In general, SH2 domains are involved in signal fransduction; they .. 562-640 1 7de-23
[+ STAT _int pfam02865  STAT protein, protein interaction domain; STAT proteins (Signal Transducers and Activators of 2-119 4 01e-23
[+] STAT _int super family cl03749 STAT protein, protein inferaction domain; STAT proteins (Signal Transducers and Activators of ... B17-887 1.42e-08

Figura 3.2: Andlise dos dominios conservados na sequéncia de STAT de L.
longipalpis obtidas
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3.1.1

Tabela de oligonucleotideos iniciadores para PCR

Nome gene Sequéncias ID das referéncias ou sequéncias Utilizagdo
165 Fwd RMA ribosomal TCCTACGGGAGGCAGCAGT Dillon ef al. 2008 gPCR
165 Rev RMNA ribosomal GGAGTACCAGGGTATCTAATCCTGTT Dillon ef al. 2008 gFCR
AP1 Fed Proteina ativadora 1 {Activator protein 1) AMAGTETCGCAAACGGAAGE gPCR
AP1 Rev Proteina ativadora 1 {Activator protein 1) ATAGACAACCCCCGTTAGTTCG gPCR
ATACINA Fwd Atacina [peptides antimicrobizno) AGGCTGATCCTCTGGGTCCTGT Timoco-Munes et al. 2018 gPCR
ATACINA Rev Atacina {peptidea antimicrobizna) TGGGECATGGCAGCGTCTCT Tinoco-Nunes et sl 2013 gPCR
dsPIAS Fwd Proteina inibidora de STAT ativada TEGCGCCOCTAGATGAGGAGCATGCAGACTGCGATAT Tinoco-Munes (2015) Silenciamenta génico
dsPIAS Rev Protzina inibidora de STAT ativada TGGCGCCCCTAGATGCAGTGGGTTTCCGTTCATTC Tinoco-Munes (2015) Silenciamanta génico
ERK-2 Fwd Ginase regulada por sinal extracelular 2 TGCTCAGATTCAACCCAGAS gPCR
ERK-2 Rev Cinase regulada por sinal extracelular 2 GTTTCTTTCGGTAAATCATCC gPCR
ERK-T Fwd Cinase regulada por sinal extracelular 7 TGAAAGGEAAGCCAANGAGT gPCR
ERK-T Rev Cinase regulada por sinal extracelular 7 TETGCTGTGAATCCAGTGAGTG gPCR
LuloHISTONA Fwd Histona de L. longipalpis GAAAAGCAGGCAAACACTCC Fitaluga et s/ 2008 PCR
LuloHISTOMNA Rev Histana de L. longipalpis GAAGGATEGGTGGAAAGAAG Pitaluga et s/ 2000 PCR
iNO 5 Fwd Oxido nitrico sintass induzivel TGGCTGTCGCAATTTGTGETG i Blasi (201} gPCR
iND S Rev Oxide nitrico sintase induzfvel CCGCAATGTTCACCTCAACC [Di Blasi (201d) gPCR
LEISH-ACTIN Fwd Acting d= Leishmania GTCGTCGATAMAGCCGAAGGETGETT Di Blasi et 5l 2015 PCR e gPCR
LEISH-ACTIN Rev Agtina d= Leishmania TTGGGCCAGACTCGTCGTACTCGCT D Blasi et &l 2015 PCR e qPCR
P38 Fwd Protaina cinase ativada por mitdgeno GEAGAATGAGATGACGEGEGECTAC Dillon ef al. 2008 gPCR
P32 Rev Proteina cinase ativada por mitdgeno CCAACAGACCAAATGTCCACC Dillon f ai. 2008 gPCR
PIAS Fwd Proteina inibidora de STAT ativada GLCACAAGGGTTGAGCACAT Tinoco-Munes (2015) gPCR
FIAS Rev Froteina inibidora de STAT ativada GACACTGCTTCCCGTTGACTTT Tinoco-Munes (2015) gPCR
PTP Fwd Proteina tirosing fosfatase AATCCCGCGARATCTTGCAG gene:LLOJO0RL161|1-222€ gPCR
PTP Rew Proteina tirosina fosfatase TCCAACGTTGTCATCGAGTG gene:LLOJO0A161|1-2226 gqPCR
RP-49 Fwd Proteina ribossomal 40 GACCGATATGCCAAGCTARAGCA Meireles (2008) gPCR
RP-43 Rev Proteina ribaszomal 48 GGEGEGAGCATGTGGCGTGTCTT Mezireles {2008) gPCR
SHP-1 Fwd Dominia Src-homaloge 2 contendo fosfatase 1 TCAGACACAGGAATGGGGEAC Tinoco-Munes [2015) gPCR
SHP-1 Rev Deominia Sre-homoalage 2 contendo fosfatase 1 TACGTCTCTCCTCCTTGCCA Tinoco-Munes (2015) gPCR
SOCS Fwd Supressor de sinal de citocing COGTGGATGATGGGECTTGT gene:LLOTO0Z175|1-4444 gPCR
S0CS Rev Supressor de sinal de citocina ATCCTTTCGGCTGCTTCG gene:LLOJOOZLT gPCR
STAT Fwd Tranzdutor de sinal de ativagio GECTCCAAAGATTCCOACAA gen=:LLIJ007 gFCR
STAT Rev Tranzdutor de zinal de ativacio AGGAAGAGAAAGAAGCGGEATGTCG gene:LLOJO0T427|1-4352 gPCR
T7 Regiso promotora T7 TAATACGACTCACTATAGGG Telleria ef s 2012 Silenciamenta génico
TT+adaptor Regiso promotora TT + sequencia adaptadors CCGTAATACGACTCACTATAGGGTGGCGCCCCTAGATG Telleriz et sl 2012 Tellers ef sl 2012 Silenciamanto génico
VIR-1 Fwd RMA induzida por viruz 1 TAGTCCCGGATTTGACTTGG gPCR
VIR-1 Rev RMA induzida por wirus 1 GTGTCAGGGGTTCATTCSTT gPCR

3.2

Foram utilizados insetos de

Insetos

colénia de L. longipalpis originalmente coletados

em Jacobina (Bahia, Brasil). Todos os insetos sdo mantidos em coldnia do

insetario do Laboratério de Biologia Molecular de Parasitas e Vetores

(LBMPV/IOC Fiocruz). Os insetos sao mantidos a 26°C, alimentados com

solugcdo de sacarose 70% e as fémeas s&o alimentadas regularmente com

sangue de hamster anestesiado para promover a oviposi¢ao (Modi, G 1997).

Os hamsters foram fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em

Biomodelos (ICTB/ Fiocruz) seguindo as normas de Principios Eticos de
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Experimentacéo Animal pela Comissao de Etica e Uso de Animais (CEUA/IOC)

com numero de protocolo 61/12-6.
3.3 Parasitas

As formas promastigotas de L. i. chagasi foram mantidas a 25°C em
meio 199 (pH 7.0) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Laborclin),
10% de triptose e 1% de penicilina/streptomicina (100U/mL / 100mg/mL). Os
parasitas sdo mantidos em sala de nivel de biosseguranca NB-2, no LABMPV.
Em fase exponencial de crescimento os parasitas foram coletados para
realizacao dos experimentos de incubagdo com células embrionarias LL5 e

infeccdo em flebotomineos.

3.4 Cultivo de células LL5

As células embrionarias LL5 de L. longipalpis, foram cultivadas em meio
L-15 (SIGMA - Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Laborclin),
10% de triptose e 1% de penicilina/streptomicina (100U/mL / 100mg/mL), a

uma temperatura de 30°C.

3.5 Producao de dsRNA

A sintese de RNA dupla-fita in vitro foi feita utilizando produtos de PCR
realizados com primers especificos para o gene de interesse contendo
adaptadores nas extremidades 5'. Em seguida, um segundo PCR foi realizado,
na qual foi adicionado um promotor T7 (RNA polimerase de bateriofago T7) que
possui uma sequéncia adaptadora complementar a do primeiro PCR, sendo
assim o produto do primeiro PCR serviu como molde para a geragdo de
produtos que continham o promotor flanqueando o gene de interesse (Figura
3.13). O promotor € importante para a ligagao do fator de transcricdo e da RNA
polimerase na transcri¢do. Para a realizagdo da transcrigao in vitro foi utilizado

o kit MEGAScript T7 (Ambion).
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Figura 3.13: Esquema da estratégia utilizada para sintese in vitro de dsRNA

As condicbes utilizadas para realizagdo da sintese de dsRNA foram:
95°C por 3 minutos (1 ciclo), 95°C por 30 segundos, 57° C por 45 segundos e
72° C por 45 segundos (35 ciclos) e 72° C por 7 minutos (1 ciclo). Apds o
primeiro PCR, 2 ug desta reacéo foram usados como molde para o segundo
PCR usando oligonucelotideos com a sequéncia T7 mais adaptador, nas
mesmas condigdes. Para a geracao de RNA dupla fita foram usados 4uL do

produto do segundo PCR como molde para a transcri¢ao in vitro (Figura 3.14).
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Figura 3.14: Eletroforese em gel de agarose 2% das PCRs realizadas para geragéo
da dsRNA. (A) 1° PCR; (B) 2° PCR,; (C) dsRNA para PIAS; (D) dsRNA para PIAS apos

purificagao. Marcador de peso molecular: 100bp; oligonucleotideo: dsPIAS.

3.6 Transfecgao das células LL5

cDNA de células LL5 transfectadas com PIAS foi gerado anteriormente
por Tinoco-Nunes (2016) usando o reagente lipidico DharmaFECT1 (Thermo
Scientific), seguindo instrugdes do fabricante. Brevemente, numa placa de 24
pocos, um mix contendo 0.25uL de DharmaFECT1 e 23.25 uL de DCCM
(DHARMACON) e 1.5uL de dsRNA numa concentracéo final de 30 nM foi
adicionado em cada pog¢o. Apds 10 minutos de incubagcdo em temperatura
ambiente, 75 uL de células em suspensdo contendo 45 x 10° células LL5/mL

(lavadas e trocadas para meio L-15 sem soro) foram adicionadas para cada
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poco. A placa foi incubada a 30° C e as amostras foram coletadas em 12, 24 e
48 horas apods, em seguida foram mantidas em 500mL de TRIzol (Invitrogen).
As células foram transfectadas com RNA dupla fita para PIAS e luciferase, o

gene de interesse e o controle, respectivamente.

3.7 Desafios das células LL5 por L. i. chagasi

As células LL5 mantidas em cultura (1,12x10" células/ mL) foram
distribuidas em garrafas de 25mL (2x10” células por garrafa) e crescidas
overnight. No dia seguinte, o meio foi trocado e foram adicionados os parasitas
numa relagdo de 10:1 parasitas: células LL5. Apds duas horas de exposi¢cao
aos parasitas, as células foram lavadas duas vezes com tampao fosfato salina
(PBS) e as amostras foram coletadas nos horarios de 12h, 24h e 48h apds a

lavagem (Figura 3.15).

[

Imageme |lyia Vicketa Liamos

Figura 3.15: Microscopia dtica de campo claro de leishmanias aderidas as células
embrionarias de LL5 de L. longipalpis apds 2h de interagcdo. As setas pretas indicam
0s parasitas e a formacéao de rosetas de parasitas (R) (aumento de 200 vezes).
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3.8 Infecgcdao com Leishmania

A infeccdo de fémeas de L. longipalpis foi realizada artificialmente
utilizando o aparelho de alimentagéo artificial Hemotek (www.hemotek.co.uk)
(Figura 16.3). Dois grupos de insetos (infectado e controle) foram alimentados
por aproximadamente 2h com 0,5mL de sangue de hamster heparinizado
contendo 1x107 parasitas/mL. Grupos de 10 insetos em 3 replicatas bioldgicas
independentes foram coletados nos horarios de 24h, 48h, 72h e 144h apds
infeccdo e armazenados em Trizol (Invitrogen) a -80 °C para posterior

quantificacéo por qPCR.

Figura 16.2: Aparelho Hemotek utilizado para realizar as alimentagGes artificiais dos
flebotomineos
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3.9 Infecgao com Leishmania e tratamento com antibiéticos

Fémeas de L. longipalpis foram alimentadas com sangue contendo
1x107 parasitas/mL na presenga ou ndo da solugéo de antibidticos (100 ¥g/mL
Penicilina-Estreptomicina e 10 Yg/mL Gentamicina). Nos horarios pés-infeccao
de 24h, 48h, 72h e 144h grupos de 3 insetos foram coletados, armazenados e

macerados em Trizol (Invitrogen) a -80 °C.

3.10 Extragcdao de RNA

Tanto as células em cultura quanto os insetos adultos foram
armazenados em TRIzol. As amostras com insetos foram centrifugadas a
12.000rpm por 10 min a 4°C, a fase liquida foi transferida para um novo tubo,
desprezando o pellet com partes do inseto. As amostras (células e insetos)
foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida foram
adicionados 200 mL de cloroférmio as amostras e essas foram agitadas
vigorosamente e incubadas por 3 min em temperatura ambiente. Apds mais
uma centrifugagdo a 12.000 rpm por 15 min a 4°C, a fase aquosa foi transferida
para um novo tubo, de forma a evitar a contaminagao pelo DNA gendmico
presente na interfase aquosa/organica. Foi adicionado 1uL de Glycoblue
(Ambion) e isopropanol na proporgéao de 1:1, a amostra foi incubada por 3 min
em temperatura ambiente seguida de mais uma centrifugacéo a 12.000 rpm por
15 min a 4°C para que ocorresse a precipitacdo do RNA. O precipitado foi
lavado com etanol 75% e a secagem realizada em temperatura ambiente por
aproximadamente 25 min e foi ressuspendido em 10uL de agua MilliQ. Todos
os RNAs extraidos tiveram sua concentragcdo determinada por
espectrofotometro (Thermo Scientific NanoDrop ™ ND-2000) e armazenados a
-80°C.
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3.11 Tratamento por DNase do RNA extraido

Os RNAs extraidos foram tratados com Invitrogen™ TURBO DNA-free
Kit (Ambion), afim de eliminar qualquer contaminante de DNA da extragdo. Em
cada tubo de RNA extraido foi adicionado 3uL de 10x TURBO DNase buffer e
homogeneizado cuidadosamente, seguida da adicdo de 1uL de DNase,
homogeneizagdo das amostras e incubagédo a 37°C por 30min. As amostras
foram tratadas com 3puL de DNAse Inactivation Reagent, incubadas em
temperatura ambiente por 2 minutos, centrifugadas por 1 min. e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo (11 yL de RNA).

Para verificar a eficacia do tratamento com DNase, uma PCR das

amostras extraidas foi realizada (Figura 17).

M 1 2 3 4 5 & 7

Figura 17.2: Eletroforese em gel de agarose 2% de PCR para verificacdo da eficiéncia
do tratamento por DNase. Oligonucleotideo: Histona (~500bp). Marcador de peso
molecular (M): 100bp; RNA de insetos infectados por Leishmania em 24h (1), 48h (2)
72h (3) e 144h (4); controle negativo (6); controle positivo (7).
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3.12 Sintese de cDNA

O RNA livre de DNA gendmico foi usado como molde para a sintese
DNA complementar (cDNA), utilizando o kit SuperScript Il FirstStrand
Synthesis (Invitrogen). A primeira etapa para a sintese consistiu na preparagao
de um mix contendo 0,5 pL de oligo(dT)18 e 0,5uL de dNTP 10mM e 2ug de
RNA por reagcdo. Em seguida, as amostras foram incubadas a 65°C por 5
minutos no termociclador. Numa segunda etapa foram adicionados aos tubos
2uL de 5x FirstStrand Buffer, 0,5 yL de 0,1M DTT, e 0,5 pyL de SuperScript I
RT por tubo. A reagéo foi incubada a 50°C por 60 min. e 70°C por 15 minutos.

A eficiéncia da sintese foi obtida através de PCR (figura 3.18).

M1 2 3 45 6 7 8 8

Figura 3.18: Eletroforese em gel de agarose 2% de PCR teste de eficiéncia da sintese
de cDNA. Oligonucleotideo: histona (~500pb). Marcador de peso molecular (M):
100bp; cDNA de insetos alimentados com sangue em 24h (1), 48h (2) 72h (3); cDNA
de insetos infectados por Leishmania em 24h (4), 48h (5) 72h (8); controle positivo (8);

controle negativo (9)
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3.13 Analise da expressao por PCR quantitativo (QPCR)

A analise da expressao dos genes foi realizada por qPCR a partir de
amostras de cDNAs sintetizados. A expressdo relativa dos genes foi
normalizada pelo gene constitutivo RP-49 de L. longipalpis utilizando o método

A A Ct para analise.

3.14 Analises estatisticas

As analises estatiticas foram realizadas utilizando a ferramenta
“One-way Anova” aplicando o teste de multiplas comparagdes no programa
GraphPad Prism 5.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao das respostas mediadas pela Via JAK-STAT em células

embrionarias LL5 de L. longipalpis.

4.1.1 Silenciamento do repressor PIAS por RNA de interferéncia em

células LL5

Foi realizado anteriormente pelo nosso grupo o silenciamento por RNAI
do repressor PIAS nas células LL5 de L. longipalpis. A eficiéncia do
silenciamento das células LL5 transfectadas com a dupla fita
sequéncia-especifica para o repressor da via JAK-STAT foi avaliada por gPCR
em 12h, 24h e 48h apds a transfecgdo. O resultado mostrou que foi obtido
silenciamento eficiente de PIAS e que este se manteve em até 48h apds a

transfeccao (Tinoco-Nunes 2014) (Figura 4.1).

1.0 === == mmmm

Expressédo génica relativa

12h 24h 48h
Horas apés transfecgao

49



Figura 4.1: Resultados prévios da expressdo relativa de PIAS em células LL5S
transfectadas com RNA dupla-fita. O eixo y representa a expressao relativa do gene
PIAS normalizado com o gene constitutivo de L. longipalpis RP49, calculada em
relacdo ao grupo controle de células LL5 transfectadas com a dupla-fita ndo
relacionada. O valor “1" no eixo y do grafico representa a expressdo dos genes no
grupo controle. O eixo x representa os horarios em gue as amostras de células LL5
foram coletadas apds a transfeccao. O desvio padrdo esta representado por barras
horizontais logo acima de cada coluna. Os dados apresentados sdo resultados de
triplicatas biologicas e repetidas em friplicata experimental. Diferengas significativas
foram calculadas pelo método ANOVA com multiplas comparacgées (p<0.05%; p<0.01**;
p<0.001***; p<0.0001****) (Tinoco-Nunes 2014)

4.1.2 Expressao dos genes reguladores da via JAK-STAT em células LL5

silenciadas para PIAS

Uma vez que o principal repressor da via JAK-STAT foi silenciado, era
de interesse saber o impacto do silenciamento sobre a atividade da via
JAK-STAT. A andlise da expressao de outros reguladores da via, como os
reguladores negativos PTP e SOCS e o fator de transcricdo STAT apds o
siencimento de PIAS foi entdo realizada. Apds silenciamento de PIAS a
expressao de PTP nas células embrionarias diminuiu significativamente em 12h
em comparagao com ceélulas controle (ndo silenciadas), mas mostrou uma
tendéncia ao aumento em 24h e 48h (Figura 4.2A). Enquanto a expressao do
fator de transcricdo, STAT, reduziu significativamente em 12h, retornou a
expressao basal em 24h e depois diminuiu significativamente novamente em
48h em comparagdo com a expressdo de células controle (Figura 4.2B). A
expressao de SOCS apresentou uma ligeira diminuicdo em 12h e retornou a
expressao basal em 24h apdés o silenciamento de PIAS nas células

embrionarias (Figura 4.2C). Em conjunto, esses resultados obtidos sugerem
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que a via JAK-STAT esta sendo inativada em 12h apdés o silenciamento por
algum mecanismo desconhecido e tem sua atividade reduzida em 48h,

possivelmente pelo aumento da expresséo de PTP.
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Figura 4.2: Expressdo relativa de genes reguladores da via JAK-STAT em células LL5
silenciadas para PIAS. (A) PTP; (B) STAT; (C) SOCS. O eixo y representa a expressao
relativa dos genes normalizados com o gene constitutivo de L. longipalpis RP49, calculada
em relagdo ao grupo controle de células LLS transfectadas com a dupla-fita ndo relacionada.
O valor "1” no eixo y do grafico representa a expressdo dos genes no grupo controle. O eixo
¥ representa os horarios em gque as amostras de células LL5 foram coletadas apos a
transfecgdo. O desvio padrido esta representado por barras horizontais logo acima de cada
coluna. Os dados apresentados sdo resultados de ftriplicatas bioclogicas e repetida em
duplicata experimental. Diferencas significativas foram calculadas pelo método ANOVA com

multiplas comparages (p<0.05% p<0.01**; p<0.001***; p<0.0001****).
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4.1.3 Expressdao dos genes efetores da via JAK-STAT em células LL5

silenciadas para PIAS

Apos o silenciamento de PIAS, a expressao de genes efetores VIR-1 e o
peptideo antimicrobiano atacina em células embrionarias também foi avaliada.
Atacina apresentou uma redugdo significativa da sua expressdo em 12h e
retornou ao seu nivel de expressdo basal em 24h e 48h (Figura 4.3A) em
células embrionarias silenciadas para PIAS. Quanto a expressédo de VIR-1,
essa nao mostrou alteragdo durante o silenciamento de PIAS, mas uma

tendéncia a reducgéo é observada nos horarios iniciais (Figura 4.3B).
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Figura 4.3: Expresséao relativa de genes efetores da via JAK-STAT em células LL5
silenciadas para PIAS. (A) atacina; (B) VIR-1. O eixo y representa a expressao relativa
dos genes normalizados com o gene constitutivo de L. longipalpis RP49, calculada em
relacdo ao grupo controle de células LL5 transfectadas com a dupla-fita ndo
relacionada. O walor “1" no eixo y do grafico representa a expressao dos genes no
grupo controle. O eixo x representa os horarios em que as amostras de celulas LL5
foram coletadas apds a transfeccdo. O desvio padrdo esta representado por barras
horizontais logo acima de cada coluna. Os dados apresentados sdo resultados de
triplicata biologica e repetida em duplicata experimental. Diferencas significativas

foram calculadas pelo método ANOVA com multiplas comparagbes (p<0.057;

p<0.01**; p<0.001***: p<0.0001****).
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4.1.4 Expressao de genes reguladores da via JAK-STAT em células LL5

desafiadas por Leishmania

Através da analise do perfil de expressdao de genes reguladores e
efetores de células embrionarias desafiadas por L. i. chagasi, foi visto que apés
24h, todos os genes se mantiveram num nivel basal de express&do. Os
resultados também mostram que houve o aumento significativo da expresséo
dos repressores PIAS e PTP em 48h que se mantém até 72h apds o desafio
das células LL5 (Figura 4.4A e B). O gene STAT teve sua expressdo também
aumentada em 48h, mas retorna a sua expressao basal em 72h (Figura 4.4C).
O mesmo padrao dos repressores da via foi observado para SOCS, que
apresentou um aumento de expressdo em 24h e 48h apds desafio com o
parasita (Figura 4.4D). Os resultados sugerem que a via teve uma ativagao em
48h, entretanto, foi prontamente inativada em 72h, horario em que se observa o

aumento da expressao de todos 0s genes repressores.
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Figura 4.4: Expressao relativa de genes reguladores da via JAK-STAT em células LL5
desafiadas por L. i. chagasi. (A) PIAS; (B) PTP; (C) STAT; (D) SOCS. O eixo y
representa a expressao relativa dos genes normalizados com o gene constitutivo de L.
longipalpis RP49, calculada em relagdo ao grupo controle de células LL5 n&o
desafiadas. O valor “1” no eixo y do grafico representa a expressao dos genes no
grupo controle. O eixo x representa os horarios em que as amostras de células LL5
foram coletadas apds o desafio. O desvio padrdo esta representado por barras
horizontais logo acima de cada coluna. Os dados apresentados sao resultados de
triplicata biolégica e repetida em duplicata experimental. Diferencas significativas

foram calculadas pelo método ANOVA com multiplas comparagdes (p<0.05%;

p<0.01**; p<0.001***; p<0.0001****).
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4.1.5 Expressdao de genes efetores da via JAK-STAT em células LL5

desafiadas por Leishmania

Os resultados da avaliacdo da expressao dos genes efetores mostraram
que atacina se manteve basal em todos os horarios, no entanto, ha uma leve
tendéncia a diminuigcao de expressao em 72h apds o desafio com parasita em
células embrionarias LL5 em comparagdo com controle ndo desafiadas (Figura
4.5A). Na expressado de VIR-1, uma reducao significativa foi observada em
todos os horarios, inferindo uma inativagdo da via apdés o desafio quando
comparadas as células ndo desafiadas (Figura 4.5B). Em conjunto, esses
resultados indicam que a atividade da via JAK-STAT esta sendo inibida pelo

desafio por Leishmania.
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Figura 4.5: Expressao relativa de genes efetores da via JAK-STAT em células LL5
desafiadas por L. i. chagasi. (A) atacina; (B) VIR-1. O eixo y representa a expressao
relativa dos genes normalizados com o gene constitutivo de L. longipalpis RP49,
calculada em relagédo ao grupo controle de células LL5 n&o desafiadas. O valor “1” no
eixo y do grafico representa a expressdao dos genes no grupo controle. O eixo x
representa os horarios em que as amostras de células LL5 foram coletadas apds o
desafio. O desvio padrao esta representado por barras horizontais logo acima de cada
coluna. Os dados apresentados sao resultados de ftriplicata biolégica e repetida em
duplicata experimental. Diferencas significativas foram calculadas pelo método ANOVA

com multiplas comparagodes (p<0.05%; p<0.01**; p<0.001***; p<0.0001****).
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4.1.6 Expressadao de SHP-1 em células LL5 desafiadas por Leishmania

Os resultados de inibigdo do gene efetor VIR-1 anteriores mostraram
que a atividade da via JAK-STAT possivelmente esta sendo inibida pela
infeccdo com Leishmania (Oliver et al 2012). Para entender os mecanismos
dessa inativagéo, foi realizada avaliagdo da expressdo do gene SHP-1. Esta
molécula é ativada durante a infec¢do de macréfagos por Leishmania e
desempenha um papel importante tanto na sobrevivéncia do parasita in vitro
quanto na progressao da doencga in vivo, através da inativagao das vias Toll e
JAK-STAT.

Em células LL5, a expressdo de SHP-1 apds o desafio apresentou o
mesmo perfil observado nos outros repressores da via (PIAS, PTP e SOCS;
Figura 4.22 A, B e D), apresentando um aumento significativo em 48 e 72h
apo6s o desafio (Figura 4.6), reforcando a hipétese de uma possivel inativacéao

da via pelo parasita.
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Figura 4.6: Expressao relativa de SHP-1 em células LLS desafiadas por L. i, chagasi.
O eixo vy representa a expressio relativa dos genes normalizados com o gene
constitutive de L. longipalipeis RP43, calculada em relagdo ao grupo controle de células
LLS mdo desafiadas. O valor 17 no eixo v do grafico representa a expressio dos genes
no grupo contrale. O eixo x representa os horarios em que as amostras de células LLS
foram coletadas apds o desafio. O desvio padrdo esta representado por barras
horizontais logo acima de cada coluna, Os dados apresentados sdo resultados de
friplicata bicldgica e repetida em duplicata experimental. Diferengas significativas
foram calculadas pelo método ANOYWA com5@ultiplas comparacgdes (p<0.05"; p=0.01**;
p=0.001*"* p=0.0001""*7),



4.1.7 Expressao de genes da via de MAPK em células LL5 desafiadas por

Leishmania

E sabido que SHP-1 é capaz de inibir ndo sé a expressdo de STAT, mas
também de algumas MAPKSs e estas, por sua vez, também possuem um papel
indireto na ativacdo de JAK-STAT (Figura 4.7). Portanto analisamos a
expressao dos genes P38, as ERKs 2 e 7, e AP1 da via MAPK. Os resultados
mostraram que a expressao desses genes apesar de apresentar uma variagao
em todos os horarios analisados nao teve diferenga significativa em relagéo ao

controle.

P38

ERK2

i

Expressio génica relativa I
D = N Wk B = @
Expressao génicarelativa
Al e i o ol o

I
Expressao génicarelativa o

=157 9.7 J=15F %7

Expressao génica relativa

57



Figura 4.7: Expressao relativa de genes da via das MAPKs em células LL5 desafiadas
por L. i. chagasi. (A) P38; (B) ERK2; (C) ERKY7; (D) AP1. O eixo y representa a
expressao relativa dos genes normalizados com o gene constitutivo de L. longipalpis
RP49, calculada em relagao ao grupo controle de células LL5 ndo desafiadas. O valor
“1” no eixo y do grafico representa a expressao dos genes no grupo controle. O eixo x
representa os horarios em que as amostras de células LL5 foram coletadas apés o
desafio. O desvio padréo esta representado por barras horizontais logo acima de cada
coluna. Os dados apresentados sao resultados de ftriplicata biolégica e repetida em
duplicata experimental. Diferencas significativas foram calculadas pelo método ANOVA

com multiplas comparagoées (p<0.05%; p<0.01**; p<0.001***; p<0.0001****).

4.2 Avaliagcao das respostas mediadas pela via JAK-STAT em fémeas de

L. longipalpis.

As linhagens celulares de insetos sédo ferramentas mais simples no qual
as variaveis sdo controladas, contudo, ndo representa fielmente o sistema
fisiolégico dos insetos, com atividade de enzimas digestivas, formacao de
matriz peritréfica ou a presenca da microbiota, entre outros.

Portanto, investigamos o perfil de expressao dos genes relacionados a

via JAK-STAT também em insetos adultos infectados por L. i. chagasi.

4.2.1 Expressdao dos genes reguladores da via JAK-STAT em insetos

adultos infectados por Leishmania

A expressao do regulador negativo PIAS nao sofreu alteragdo nos
horarios iniciais até 72h apds infeccdo do inseto, contudo, houve um aumento
da expressdao de PIAS em 144h (Figura 4.8A). A expressao de PTP nao foi
alterada significativamente durante a infecgdo dos insetos, entretanto mostrou
uma tendéncia ao aumento em 144h, assim como observado na expressao

génica de PIAS (Figura 4.8B). A expressao do gene regulador positivo STAT
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aumentou em 24h, diminuiu significativa em 72h e depois retornou a sua
expressao basal em 144h apos a infecgao dos flebotomineos por Leishmania
(Figura 4.8C). O gene SOCS, outro regulador negativo da via, ndo apresentou
alteragcdes de expressdo em nenhum dos horarios analisados em insetos

infectados em comparagéo com insetos controle (Figura 4.8D).

=
m

PIAS PTP

o = - e - ——-I————-u---.!p—

| E N S - ——'-T-——-n----

Expressdo génica relativa
iy
Expressao génica relativa

e T T Li T u T T T T
ol i o i i e e i
> W ¥ s 2 ¥ ¥ g

Tempo apos infecgao Tempo apos infecgio

o

STAT

=

SOCs

]

Expressao géenica relativa
5]

Expressio génica relativa
;5]

o el
1-!#{ =l g = = -I-v
0 T T T T

. & g

Tempo apos infecgéo Tempo apos infecgdo

Figura 4.8: Expressao relativa de genes reguladores da via JAK-STAT em L.
longipalpis infectadas por L. i. chagasi. (A) PIAS; (B) PTP; (C) STAT; (D) SOCS. O
eixo y representa a expressdo relativa dos genes normalizados com o gene
constitutivo de L. longipalpis RP49, calculada em relagdo ao grupo controle de insetos
nao infectados. O valor “1” no eixo y do grafico representa a expressao dos genes no
grupo controle. O eixo x representa os horarios em que as amostras foram coletadas
apos a infeccdo. O desvio padrao esta representado por barras horizontais logo acima
de cada coluna. Os dados apresentados sao resultados de triplicatas biolégicas
realizadas em duplicata experimental. Diferencas significativas foram calculadas pelo

método ANOVA com multiplas comparagbes (p<0.05*; p<0.01**; p<0.001**;
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p<0.0001****).
Em conjunto, esses resultados indicam que a via esta sendo inativada

também no inseto em 72h apds a infecgao.

4.2.2 Expressadao de genes efetores da via JAK-STAT em L. Longipalpis

infectados por L. i. chagasi.

Apos analise da expressao de genes reguladores negativos e positivos
da via JAK-STAT, analisamos a expressao dos genes efetores atacina, VIR-1 e
de iNOS.

Os resultados mostraram que nos insetos os genes variaram bastante
durante a infeccdo por L. i. chagasi (Figura 4.9). O gene do peptideo
anitmicrobiano, atacina foi o unico que apresentou uma diminui¢ao significativa
da expressao em 72h (Figura 4.9A), enquanto a expressao de VIR-1 e iNOS
nao foram alteradas durante a infecgéo (Figura 4.9B e C), em comparagao com
insetos controle ndo desafiados.
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Figura 4.9: Expressao relativa de genes efetores da via JAK-STAT em L. longipalpis
infectadas por L. i. chagasi. (A) atacina; (B) VIR-1; (C) iINOS. O eixo y representa a
expressao relativa dos genes normalizados com o gene constitutivo de L. longipalpis
RP49, calculada em relagdo ao grupo controle de insetos ndo infectados. O valor “1”
no eixo y do grafico representa a expressao dos genes no grupo controle. O eixo x
representa os horarios em que as amostras foram coletadas apés a infeccao. O desvio
padrao esta representado por barras horizontais logo acima de cada coluna. Os dados
apresentados sdo resultados de ftriplicatas biolégicas realizadas em duplicata
experimental. Diferengas significativas foram calculadas pelo método ANOVA com

multiplas comparagdes (p<0.05*; p<0.01**; p<0.001***; p<0.0001****).

4.3 Analise da microbiota de L. longipalpis durante a infeccao por L. i.

chagasi.

Os resultados da expressao dos genes da via JAK-STAT nos insetos
sugerem uma possivel inativagdo da via, contudo, nao sabemos se ha alguma
interferéncia da microbiota do inseto na expressao dos genes investigados.
Também foi realizada a avaliacdo do papel das bactérias do flebotomineo na
infeccado de Leishmania e nas respostas mediadas pela via JAK-STAT no

inseto.

4.3.1 Expressao dos genes 16S de bactérias e actina de L. i. chagasi em

insetos infectados

Com a finalidade de avaliar a correlagdo entre L. i. chagasi e as
bactérias da microbiota de L. longipalpis, analisamos a expressao do gene 16S
de bactéria nos insetos alimentados com sangue com e sem o parasita, além
da expressdo de actina para a quantificacdo de Leishmania. Os resultados
obtidos mostraram que a expressao de 16S varia bastante entre as replicatas
bioldgicas. Entretanto, pode-se observar em geral que em 24h o gene 16S é
pouco expresso tanto nos grupos infectados como controle. A partir de 48h,
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observamos a tendéncia de diminuicdo na expressdo de 16S nos insetos
infectados em relagao ao grupo controle (Figura 4.10A). Essa expressao tende
a variar ao longo das horas, sendo mais alta em em 72h e mais baixa em 144h
em comparacdo ao grupo controle, porém n&o significativo (Figura 4.10A). A
expressao de actina de Leishmania mostrou um pico significativo em 48h apds
infeccado e reduz em 72h e 144h (Figura 4.10B).
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Figura 4.10: Expressdo do gene 16S de bactéria e actina de Leishmania em L.
longipalpis infectados por L. i. chagasi. (A) 16S de bactéria. As colunas em cinza
representam o grupo controle (alimentado com sangue) e em preto o grupo infectado
com o parasita. (B) actina de Leishmania. O eixo y representa a expressao relativa dos
genes normalizados com o gene constitutivo de L. longipalpis RP49. O eixo X
representa os horarios em que as amostras de grupos de 10 insetos foram coletadas
apos infeccdo. O desvio padrao esta representado por barras horizontais logo acima
de cada coluna. Os dados apresentados sao resultados de triplicatas bioldgicas e
repetidas em duplicata experimental. Diferencas significativas foram calculadas pelo
método ANOVA com multiplas comparagbes (p<0.05%; p<0.01**; p<0.001***;
p<0.0001****).
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4.3.2 Expressdao de genes da via JAK-STAT em insetos adultos

infectados por Leishmania e tratados com antibiéticos

Para verificar se as bactérias do flebotomineo alteram a via JAK-STAT
analisamos a expressdo de alguns genes da via em insetos infectados e
tratados com antibidticos. Resultados preliminares (n=2) mostraram que a
expressao de PIAS, STAT e VIR-1 nado apresentaram qualquer alteragao
durante toda a infecgéo, em insetos controle e tratados com antibiéticos (Figura
4.11 A, B e D). A expressao génica de atacina apresentou uma tendéncia de
diminuicdo em 12h no grupo tratado com antibiéticos comparados ao grupo
controle (Figura 4.11C), o que pode indicar um papel do AMP nas respostas

antibacterianas).
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Figura 4.11: Expressao de genes da via JAK-STAT em L. longipalpis infectados por L.
i. chagasi na presenca de antibidticos. (A) PIAS; (B) STAT; (C) atacina; (D) VIR-1. O
eixo y representa a expressdo relativa dos genes normalizados com o gene
constitutivo de L. longipalpis RP49, calculada em relagdo ao grupo controle de insetos
sem antibidticos. As barras cinzas representam a expressdo dos genes no grupo
controle e as barras pretas representam a expressado dos genes no grupo tratado. O
eixo x representa os horarios em que as amostras de grupos de 3 insetos foram
coletadas apods infeccdo. O desvio padrao esta representado por barras horizontais
logo acima de cada coluna. Os dados apresentados sao resultados de duplicata
biolégica e repetida em duplicata experimental. Diferengas significativas foram
calculadas pelo método ANOVA com multiplas comparag¢des (p<0.05%; p<0.01**;
p<0.001***; p<0.0001****).
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5 DISCUSSAO

Ao longo do ciclo de vida, insetos sao expostos a diversos
microrganismos como bactérias, fungos, helmintos, virus e parasitas. Para
sobreviver a essas infecgbes, os insetos desenvolvem respostas imunes
(Medzhitov e Janeway 2002). A imunidade inata € um dos principais
mecanismos de defesa de insetos, e esta € formada por trés vias principais:
Toll, IMD e JAK-STAT. As duas primeiras sdo as mais estudadas e seus
principais componentes ja foram caracterizados em estudos anteriores em
Drosophila e mosquitos (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Estas vias, quando
ativadas, respondem a infecgcdo através da expressao de peptideos
antimicrobianos e de genes efetores da imunidade (Michel et al. 2001,
Hoffmann & Reichhart 2002, Hultmark 2003).

Pouco se sabe sobre os aspectos da imunidade em flebotomineos. Em
estudos anteriores realizados pelo nosso grupo foi realizada a identificagao de
diversos genes ligados a imunidade do inseto, dentre os quais estdo
reguladores negativos e fatores de transcrigdo das vias Toll e IMD (Pitaluga et
al. 2008). Alem disso, foi demonstrado pela primeira vez o papel das vias de
imunidade no controle da infeccao por Leishmania e bactérias em L. longipalpis
(Telleria et al. 2012). Contudo, a atividade da via JAK-STAT ainda nao havia
sido explorada em flebotomineos. Assim, no presente trabalho estudamos a via
JAK-STAT usando como modelo células embrionarias de L. longipalpis, bem
como o inseto adulto.

Em trabalho recentemente, foi demonstrado que as células embrionarias
LL5 de L. Longipalpis podem ser um bom modelo para o estudo da imunidade
em insetos. Os resultados obtidos mostraram que a linhagem celular é capaz
de responder ao desafio por bactérias, fungo e Leishmania através da ativagéo
das vias Toll e IMD com expressdo de genes reguladores e AMPs
(Tinoco-Nunes et al. 2016). Com base nesses resultados, e por se tratar de um

modelo mais simples e no qual as variaveis sao mais facilmente controladas,
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as células LL5 foram também adotadas como modelo para o estudo da via
JAK-STAT em L. longipalpis.

A capacidade das células LL5 de L. longipalpis em responder ao
tratamento com RNA dupla fita foi anteriormente avaliada, onde células LL5
foram transfectadas com dsRNAs de diferentes genes repressores das vias de
imunidade. Os resultados sugeriram a existéncia de um mecanismo de RNAI
funcional em células LL5, que resulta em silenciamento génico através de
dsRNA. Posteriormente, células LL5 transfectadas com dupla-fita para o gene
PIAS mostraram uma reducgao significativa dos niveis de RNA mensageiro,
mostrando que o silenciamento de PIAS foi eficiente até 48h pds-transfeccao
(Tinoco-Nunes 2014).

Sabe-se que o regulador negativo PIAS inibe a ativagdo da via
JAK-STAT pela ligacédo ao fator de transcrigdo STAT ativada, ou seja, dimeros
de STAT tirosina-fosforilados. Dessa forma, PIAS bloqueia a ligacdo de STAT
ao DNA e levam a inativagdo ou degradagao do fator de transcricdo pela
proteina SUMO E3 ligase (Betz et al. 2001). Ao silenciar o principal repressor
da via, PIAS, era esperado que ocorresse uma ativagcdo ou que os outros
repressores inibissem a atividade da via. A via JAK-STAT tambem é regulada
por PTP, que inibe a via pela desfosforilagdo de Hopscotch, uma JAK-cinase
que fosforila o receptor DOME, atuando como locais de ancoragem para STAT
que é fosforilada e dimerizada. Dessa forma, PTP impede a fosforilacdo e
dimerizacdo de STAT (Chen et al. 2014). Em células embrionarias LL5,
observamos que a expressao de PTP diminuiu significativamente em 12h, apds
o silenciamento de PIAS. Esse resultado sugere que o silenciamento do
principal gene regulador da via, PIAS, causa uma diminuicdo de outro
regulador PTP da via. A expressdao do fator de transcricdo STAT também
apresentou uma diminuigéo significativa em 12h e 48h apds o silenciamento de
PIAS. Como o silenciamento de PIAS, s6 tem efeito significativo nas células
embrionarias com 24h e 48h, podemos considerar que a via JAK-STAT pode
estar sendo alterada principalmente pelo gene repressor PTP que reduz em
12h assim como STAT. Apesar de nao ter diferencga significativa a expressao

de PTP aumenta 20x em relagdo ao controle 24h apds o silenciamento e
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diminuiu em 48h, e a expressdao de STAT volta ao patamar da expressao de
células controle em 24h e em 48h reduz novamente, indicando que PTP tem
efeito sobre STAT complementando o silenciamento de PIAS.

O gene STAT quando fosforilado forma dimeros que s&o translocados
para o nucleo, onde se ligara ao sitio especifico do DNA para desencadear a
transcricdo de AMPs como atacina e diptericina, e genes efetores como a
molécula VIR-1 (Goto et al. 2010; Huang et al. 2013; Agaisse et al. 2003,
Ekengren and Hultmark, 2001). Além destas, STAT também é responsavel pela
expressao de SOCS que é um regulador expresso pela via e responsavel pela
retroinibicdo, impedindo o recrutamento de STAT (Muller et al. 2005; Chen et
al. 2014). Ap6s o silenciamento de PIAS, a expressdo de SOCS nas células
LL5 foi reduzida em 12h, apesar de nao ter sido significativo, segue um perfil
de expressao semelhante ao de STAT em 24h e 48h apds o silenciamento.
Dado que SOCS é responsavel pelo mecanismo de alga regulatéria, essa
diminuicdo da indicios de que a via nao permanece ativada apds o
silenciamento muito possivelmente pelo aumento de PTP. A expressao de
atacina mostrou-se reduzida em 12h e retorna a sua expressao basal nos
horarios posteriores, enquanto a expressao de VIR-1 ndo apresentou alteracao
da sua expressao, no entanto, mostra uma tendéncia a redugédo em 12h. Sendo
assim, a hipotese de que a via JAK-STAT poderia ser ativada pelo
silenciamento de PIAS n&o foi confirmada em células LLS mantidas em cultura.

Podemos atribuir esse resultado a uma regulacdo negativa da via por
algum mecanismo semelhante ao observado em células LL5 silenciadas para o
repressor cactus, onde os peptideos antimicrobianos atacina, cecropina e
defensina 4 foram reguladas negativamente apds o silenciamento num efeito
de alga de regulagado negativa da via Toll, de modo a preservar a microbiota na
auséncia de estimulo imune (Tinoco-Nunes et al. 2016).

Os resultados obtidos utilizando as células LL5 silenciadas ainda séo
iniciais, entretanto podemos propor uma segunda hipoétese. A via JAK-STAT
em células de cultura silenciadas ndo sofre ativacdo, porém poderia ser mais
expressa frente a algum desafio, como por exemplo uma co-cultura de LL5 e

Leishmania.
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Ainda n&o existem relatos sobre o funcionamento da via JAK-STAT
frente a infecgdo por Leishmania. Os resultados obtidos da interacdo das
células LL5 com o parasita mostraram que a expressdo de todos os genes
analisados nédo ¢é alterada em 24h. Visto que os parasitas se encontram ligadas
as células em 12h e em processo de internalizagcdo a partir de 24h apos o
desafio em células Lulo (Bello et al. 2005), os resultados podem indicar que a
internalizacdo dos parasitas seja importante para a ativagdo de uma resposta
imune. Apos 48h e 72h do desafio, observamos que a expressao dos
repressores PIAS e PTP aumentou significativamente. Até o momento, ndo ha
nenhuma informagao sobre a dindmica ou interagédo entre PIAS e PTP durante
a repressao da via. Entretanto, podemos sugerir que a via sofre efeito do
desafio por L. i. chagasi e os repressores estdo sendo expressos para inibir sua
ativagao, o contrario do que foi observado com os genes relacionados as vias
Toll e IMD, onde a exposicdo ao parasita promoveu a ativagdo de ambas as
vias, com expressao de peptideos antimicrobianos (Tinoco-Nunes et al. 2016).

A expressao de STAT apresentou um aumento em 48h, horario em que
também foi observado aumento da expressdo dos repressores. Esse
sincronismo verificado pelo aumento simultdneo de expressdo do fator de
transcrigdo e repressores pode ser explicado pela ligagao do repressor ao fator
de transcrigdo como ocorre com PIAS, que interage fisicamente com os
dimeros de STAT para impedir a sua translocagdo (Betz et al. 2001). Essa
ligacdo também foi observada no repressor cactus ao fator de transcricdo
dorsal da via Toll em células de Drosophila (Drier et al. 1999).

Dos genes expressos pela via, SOCS parece estar contribuindo para a
repressdo da via nos horarios tardios. Contudo, a expressdo de atacina nao
variou e do efetor VIR-1 reduziu significativamente, corroborando a suposi¢céo
de que a via JAK-STAT esta sendo reprimida frente ao desafio pelo parasita.

E sabido que Leishmania é capaz de expressar moléculas importantes
para a sua sobrevivéncia e o estabelecimento da infeccdo, como a
glicoproteina 63 (GP63) pertencente a familia das metalopeptidases e expressa
em abundancia na superficie celular das formas promastigotas de Leishmania
(Yao et al. 2003). GP63 modula a via JAK-STAT pela ativacdo de SHP1 em
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macrofagos. A SHP-1 é ativada durante a infecgcdo por Leishmania e
desempenha um papel importante tanto na sobrevivéncia do parasita dentro de
macrofagos quanto na progressao da doenga in vivo, ou seja, GP63 ativa
proteinas tirosina-fosfatases (SHP-1 e PTP), que por sua vez, inativa STAT
imunossuprimindo o hospedeiro.

A inativagao da via JAK-STAT também pode ocorrer de forma indireta,
uma vez que SHP-1 também inibe MAPKs que, por sua vez, podem fosforilar
STAT. A figura 5.30 resume todo o processo de modulagado da via JAK-STAT
em macroégafos (Olivier et al 2012). Nossos resultados de fato contribuem para
essa hipotese, pois pudemos observar que SHP-1 nas células LL5 teve sua
expressdo aumentada 48h e 72h apds o desafio. Contudo, a analise de
algumas MAPKs tais como P38, ERK2, ERK7 e AP1 mostram que essas
variam bastante entre as replicatas, indicando que essas podem nao estar
envolvidas nas respostas contra o desafio.

De forma geral, os resultados utilizando as células LL5 sugerem que o
desafio por L. i. chagasi utiliza algum mecanismo de modulacédo da via
JAK-STAT, reprimindo sua atividade para sobreviver as respostas imunologicas
das células. Assim, abrimos um precedente para o estudo da via no organismo
mais complexo, como fémeas de L. longipalpis.

Recentemente nosso grupo observou que a expressdo de SHP-1 em
insetos adultos € aumentada 48h apds infeccdo (Tinoco-Nunes 2015),
indicando que a diminuicao da expressdo de STAT observada em 48h e 72h
neste trabalho pode estar correlacionada com o aumento da expressao de
SHP-1 que, por sua vez, é ativada por GP63.

Nos experimentos utilizando insetos adultos, a expressao de PIAS néo é
alterada em até 72h apds infecgao por L. i. chagasi, apresentando uma
tendéncia de aumento apenas no horario tardio de 144h e o mesmo perfil de
expressdao € observado para o repressor PTP. Como ja observado nos
experimentos com células LL5, aparentemente PIAS e PTP inibem a ativacéo
da via JAK-STAT através de comunicagdo cruzada entre os repressores,

sugerindo uma regulacéo semelhante em insetos.
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Quanto a STAT, foi observada uma diminuigdo da expressdo em 72h,
sendo este um horario de grande importancia, quando ocorre o primeiro
contato do parasita com o epitélio intestinal do inseto. Em A. aquasalis,
AQSTAT apresenta um padrdo de expressédo similar a AQPIAS e a indugédo
desses dois genes sugerem que a via JAK-STAT é ativada em resposta a
infeccao por P. vivax (Bahia et al. 2011). Diferentemente do observado em A.
aquasalis, STAT e PIAS em L. longipalpis nao apresentam uma expressao
concomitante apds infecgao e os resultados sugerem que a atividade da via foi
prontamente inibida pelo parasita.

Além de regular a expressao de peptideos antimicrobianos e Vir-1, ha
relatos que a via JAK-STAT regula produgéo de oxido nitrico sintase induzida
(INOS) por STAT em vertebrados (Kleinert et al. 1998). A enzima INOS é
responsavel pela producdo de Oxido nitrico, espécie reativa de oxigénio
importante na limitagdo da infecgdo por patdogenos. Foi visto que em A.
aquasalis a expressao de iINOS é aumentada em 36h em resposta a P. vivax,
indicando que a via JAK-STAT pode regular a expressdo de NOS em
Anopheles (Luckhart et al. 1998).

Nos resultados desse trabalho, observamos que apenas atacina é
regulada negativamente 72 h apds infecgao no flebotomineo enquanto VIR-1 e
iINOS n&o sao alteradas, corroborando a hipétese de que a via esta sendo
inativada durante a infec¢do. A diminuigao significativa da expressao de atacina
ocorre também com STAT em 72h, indicando que atacina é regulada por STAT
também em L. longipalpis, como descrito na literatura.

Sendo assim, os resultados indicam que a via JAK-STAT esta sendo
inativada apds a infecgdo pelo parasita, dessa forma, podemos inferir a
possivel modulagao negativa da via JAK-STAT por L. i. chagasi também no
inseto. Como visto nos resultados obtidos nas células LL5, essa modulagao da
via pelo parasita pode estar relacionada a ativacdo de SHP-1, que em L.
longipalpis mostrou sua expressao aumentada em 48h apds a infecgcao (Dados

nao publicados).
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Figura 5.1: Modulacao da via JAK-STAT pela Leishmania em macréfago. A proteina
GP63 cliva e ativa as SHP-1, PTP1B e TCPTP levando a inativacdo de varias
quinases. SHP-1 esta envolvida na regulacdo negativa das vias de sinalizagdo de
IRAK-1, MAPK e JAK-STAT. A via JAK-STAT ainda pode ser inativada mediante a
atividade de PTP1B ou indiretamente pelo bloqueio do sinal das MAPKs. As setas
indicam ativagdo, as linhas anuladas indicam a regulagdo negativa e o “X” em

vermelho indicam alteragao de sinalizagao e inibicdo funcional.

Outros fatores também podem interferir no desenvolvimento de
Leishmania s&o outros microorganimos presentes no tubo digestivo.
Recentemente foi demonstrado que a infec¢cao por Leishmania foi capaz de
bloquear o efeito patogénico da bactéria Serratia marcescens em L. longipalpis
(Sant'Anna et al. 2014), sugerindo uma interagdo mutuamente benéfica entre o
inseto e Leishmania. Além disso, foi visto que espécies bacterianas que
infectam flebotomineos podem mudar dependendo das condicbes do
microambiente, incluindo a alimentagdo com acgucar e sangue. Essas

mudancas na microbiota natural podem interferir no desenvolvimento da
Leishmania (Telleria et al. 2018).
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Para investigar se bactérias tém efeito na via JAK-STAT e no
desenvolvimento do parasita, avaliamos a expressdo dos genes 16S de
bactéria e actina de L. i. chagasi nos insetos infectados. A expressao de 16S
em L. longipalpis mostrou uma tendéncia a menor quantidade de bactérias nos
insetos infectados, exceto em 72h. Esses resultados sao preliminares (n=2),
entretanto, podem indicar que o parasita pode ser capaz de reprimir o
crescimento de bactérias do inseto para o estabelecimento da infecgéo.
Contudo, sabe-se que um conteudo microbiano especifico é vital para que os
parasitas sobrevivam e realizem a metaciclogénese (Kelly et al. 2017) o que
pode explicar a expressao ligeiramente aumentada (ndo significativa) de 16S
nos insetos infectados em 72h, horario em que ocorre a digestdo no tubo
digestivo do inseto e do primeiro contato da Leishmania com o epitélio intestinal
(Bates 2008, Kamhawi 2006). A expressao de actina de Leishmania mostrou o
que perfil de expressdo do gene segue o padrao de infecgbes realizadas em
Nosso grupo, observadas pelo aumento significativo em 48h e a diminuicdo em
72h indicando que a L. i. chagasi foi capaz de estabelecer a infecgdo nos
insetos. Sabe-se que apos a alimentagédo sanguinea as Leshmanias prociclicas
se multiplicam intensamente nas primeiras 48 horas. Nesse periodo ocorre o
processo digestivo e também a formacado da matriz peritréfica, uma estrutura
quitinosa ao redor do bolo alimentar (Lehane et al 2005). Em 72h a matriz
peritréfica € degradada e o bolo fecal comega a ser excretado, juntamente com
alguns parasitas. Ainda que em menor numero, outra parte dos parasitas se
ancora as microvilosidades do epitélio intestinal através do flagelo, mantendo
assim o primeiro contato direto com o inseto vetor. Em seguida, eles se
diferenciam nas formas metaciclicas, (Pimenta et al. 1992). Essas se
desprendem do epitélio, € migram para regiao anterior do intestino médio,
dando continuidade ao ciclo (Bates, 2007).

Os resultados obtidos anteriormente abriram um precedente para
investigar se haveria alguma interferéncia das bactérias do tubo digestivo nas
respostas mediadas pela via JAK-STAT. Os resultados ainda preliminares
mostraram que, através da avaliagdo da expressao dos genes de interesse em

insetos tratados com antibioticos, foram vistas diferencas na expressao dos
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genes nos insetos alimentados com antibidticos, mostrando que a via parece
nao ter a sua atividade influenciada pela microbiota do inseto durante a
infeccdo. Entretanto, a expressédo génica de atacina nos insetos tratados com
antibidticos foi ligeiramente menor do que no grupo controle, indicando um
provavel papel de atacina no controle da infecgao bacteriana em L. longipalpis,
que pode estar sendo controlada também pela atividade de outras vias de
imunidade como Toll e IMD (Hoffmann et al. 2003).

Essa é a primeira vez que as respostas mediadas pela via JAK-STAT
foram investigadas em L. longipalpis. Mais estudos de caracterizagcdo com
identificacdo de outros componentes talvez sejam necessarios para investigar
mais a fundo o envolvimento da via durante o processo. Contudo, os resultados
obtidos até o momento indicam que a via JAK-STAT pode ter um papel
importante e especifico para o estabelecimento da infecg¢ao por L. i. chagasi e a
atividade da via parece ser reprimida pelo parasita tanto em células LL5 quanto

em fémeas de L. longipalpis.

73



6 CONCLUSOES

Células LL5 de Lutzomyia longipalpis

A via JAK-STAT tem sua atividade reprimida em células LL5 apds o

silenciamento de PIAS, provavelmente pela agao do repressor PTP;

A via JAK-STAT é reprimida pela infeccdo por L. i. chagasi, com a

reducao da expressao do genes efetor VIR-1;

O desafio por L. i. chagasi induz a expressdo da SHP-1 nas células

embrionarias;

Fémeas de Lutzomyia longipalpis

A via JAK-STAT ¢ inativada durante a infeccdo por L. i. chagasi,

sugerindo uma possivel modulagao da via pelo parasita;
A quantidade de bactérias tém uma tendéncia de ser maior nos insetos
infectados por L. i. chagasi 72h apds infecgdo importante para o

estabelecimento da infecgao;

As bactérias de fémeas de L. lonpipalpis parece nao interferir nas

respostas mediadas pela via JAK-STAT.
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