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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 
Investigação da resposta imune inata relacionada à via Jak-Stat em          
Lutzomyia longipalpis​ infectada com ​Leishmania infantum chagasi 
 

RESUMO 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

Daisy Aline Azevedo Brito 
As leishmanioses são antropozoonoses de caráter crônico causadas por         
protozoários do gênero ​Leishmania ​e a transmissão ocorre através da picada           
de fêmeas de flebotomíneos. No Brasil ​Lutzomyia longipalpis é o principal vetor            
da leishmaniose visceral causada por ​Leishmania infantum chagasi​. Além da          
Leishmania​, fêmeas de flebotomíneos são expostas a diferentes patógenos e,          
para sobreviver a infecções, o inseto ativa vias de resposta imune inata, como             
Toll, IMD e JAK-STAT. Apesar dos poucos trabalhos, já foi possível identificar            
um papel para as vias IMD e Toll de ​L. longipalpis ​desafiados ​por ​Leishmania e               
outros patógenos. Em relação à via JAK-STAT, em mosquitos é sabido que a             
sua ativação está relacionada à resposta anti-viral, antibacteriana e à infecção           
por ​Plasmodium vivax ​em Anopheles aquasalis​. Em ​L. longipalpis ​infectados          
por ​Leishmania a expressão de PIAS, uma molécula repressora da via           
JAk-STAT aumenta. Porém ainda não se sabe quais moléculas desta via têm            
participação efetiva em resposta à presença do parasita. Nosso objetivo agora           
é caracterizar as respostas da via JAK-STAT durante a infecção de ​L.            
longipalpis por L. i. chagasi​. Neste sentido, identificamos alguns genes          
relacionados à esta via e avaliamos o perfil de expressão destes utilizando            
tanto células embrionárias LL5 de ​L. longipalpis como insetos adultos. Em           
trabalhos anteriores, células LL5 se mostraram um bom modelo para estudo da            
imunidade de flebotomíneos, com ativação 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 infecção por ​Leishmania em células LL5.            
Além disso, a expressão dos genes desta via em células silenciadas para PIAS             
sugere que a ativação da via é inibida por outra molécula desconhecida, num             
possível mecanismo de defesa. Em insetos adultos os resultados indicaram          
que a ​Leishmania possivelmente pode modular a via JAK-STAT para o           
estabelecimento da infecção através da ativação de moléculas repressoras.         
Também observamos, através da análise de expressão dos genes 16s de           
bactéria e actina de ​Leishmania​, uma possível correlação entre a microbiota e            
o parasit no tubo digestivo do inseto. Resultados preliminares da expressão           
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dos genes da via em insetos tratados com antibióticos mostraram que as            
bactérias não interferem na ativação da via JAK-STAT. Entretanto o peptídeo           
antimicrobiano atacina parece ter um papel importante em resposta a infecções           
bacterianas.   
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
Investigation of the inate immune response related to JAK-STAT         
pathway in ​Lutzomyia longipalpis infected with ​Leishmania infantum        
chagasi 
 

ABSTRACT 
MASTER’S DISSERTATION 
Daisy Aline Azevedo Brito 

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 SÍMBOLOS E ABREVIATURAS 

 

Símbolos/Abreviatura

s 

Significado 

°C Graus Celsius 

rRNA 16S RNA ribossomal 16S 

AMP Peptídeo antimicrobiano (​antimicrobial peptide​) 

cDNA Ácido desoxirribonucléico complementar   

(​complementary DNA​) 

DNA Ácido desoxirribonucleico (​deoxyribonucleic acid​) 

dsRNA RNA dupla-fita​ (​double stranded rna​) 

GP63 Glicoproteína 63 

IMD Deficiência imunológica (​Immunedeficiency​) 

LL5 Linhagem celular embrionária de ​Lutzomyia     

longipalpis 

MAPK Proteína quinase ativada por mitógenos (​Mitogen      

Activated Protein Kinases​) 

Min Minutos 

pb Pares de base 

PBS Tampão salina fosfato ​(​phosphate-buffered saline​) 

PCR Reação em cadeia da polimerase (​polimerase      

chainreaction​) 

PTP Proteína tirosina-fosfatase  

qPCR PCR quantitativo 

RNA Ácido ribonucleico (​ribonucleicacid​) 

RNase Ribonuclease 

RPM Rotações por minuto 

SHP-1 Tirosina fosfatase 1 

WHO Organização Mundial da Saúde (​World Health      

Organization​) 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Leishmanioses 

 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero         

Leishmania​, que acometem animais domésticos, silvestres e o homem. As          

leishmanioses são propagadas por disseminação vetorial através da picada de          

fêmeas de flebotomíneos. Dados da ​Organização Mundial da Saúde (OMS)          

mostram que as leishmanioses são consideradas um grande problema de          

saúde pública ​e no território brasileiro observa-se uma grande incidência da           

doença, ​onde os números de casos reportados são superiores a 1000 em todo             

o país​ (Figura 1.1) (​WHO, 2011​) 

A leishmaniose pode se manifestar de diferentes formas clínicas, tais          

como cutânea, cutânea difusa, mucocutânea e visceral, sendo a última a forma            

mais grave da doença. As manifestações dessas formas variam dependendo          

da espécie do parasita e do estado imunológico do hospedeiro vertebrado. A            

leishmaniose visceral constitui a forma da doença com maior relevância clínica,           

uma vez que acomete órgãos vitais do hospedeiro e, quando não tratada,            

evolui para óbito em mais de 90% dos casos registrados (Ministério da Saúde,             

2014). 
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Pelo menos 21 espécies de Leishmania são capazes de infectar          

humanos (CDC, 2007). Nas Américas, o principal agente etiológico é a           

Leishmania infantum chagasi e o principal vetor é o flebotomíneo da espécie            

Lutzomyia longipalpis ​(Deane and Deane 1954).  

O ciclo da leishmaniose se inicia quando as fêmeas de flebotomíneos           

ingerem macrófagos parasitados com formas amastigotas de ​Leishmania        

durante o repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado infectado. No tubo          

digestivo do inseto, os macrófagos se rompem e liberam os parasitas, que se             

diferenciam nas formas promastigotas metacíclica, que é a forma infectiva do           

parasita (​Kamhawi, 2006​). Em um próximo repasto sanguíneo, o inseto          

infectado regurgita as formas promastigotas no hospedeiro vertebrado,        

infectando-o (​Bates, 2007​) (Figura 1.2). 

 
Figura 1.2: O ciclo de vida do protozoário ​Leishmania ​sp​.​: Do lado esquerdo (5 - 8)                

está representada etapas da infecção por ​Leishmania no hospedeiro invertebrado; do           

lado direito (1 – 4) está representada etapas da infecção por ​Leishmania no             

hospedeiro vertebrado. 
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1.2 Leishmania sp. 

 

Protozoários do gênero ​Leishmania ​são ​pertencentes à família        

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 procíclicos, que são pequenas,         

flageladas, ovóides e possuem alta taxa de multiplicação. Essas formas          

procíclicas passam por uma série de divisões originando as nectomonas que,           

por sua vez, se aderem às microvilosidades do epitélio intestinal do inseto.            

Esse processo ocorre em torno de 72h após o repasto sanguíneo. Após 4 a 5               

dias, as formas nectomonas são encontradas na porção torácica do intestino           

médio, onde ocorrem transformações em novas formas promastigotas, dentre         

elas as promastigotas metacíclicas, a forma infectiva do parasita (Lainson ​et al.            

1987). 

As promastigotas metacíclicas possuem forma mais alongada com a         

existência de flagelo extenso quando comparadas as outras formas do parasita           

(Pimenta ​et al. 2012). As formas metacíclicas migram e formam um tampão na             

válvula estomodeal do inseto, que dificulta a realização da alimentação          

sanguínea, acarretando a regurgitação 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 físicas e químicas presentes no tubo digestivo tais como a formação            

da matriz peritrófica, 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 infecção (Pimenta ​et al​. 2003; Telleria ​et al​. 2007;           

Ramalho-Ortigão ​et al​. 2007). 
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1.3 Lutzomyia longipalpis 

 

Os flebotomíneos são insetos de pequeno porte (2-3 mm) pertencentes à           

ordem Diptera​, da família Psychodidae. Esses são caracterizados por         

desenvolverem todo seu estágio larval em matéria orgânica. São         

holometábolos, com ciclo de vida constituído de uma fase de ovo, quatro            

estágios de larva, um estágio de pupa e um estágio final de adulto (Figura 1.4).               
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Quando adultos, tanto os machos quanto as fêmeas se alimentam de seiva e             

néctar de vegetais, sendo as fêmeas também hematófagicas, ou seja, realizam           

a ingestão de sangue, necessária para realizar a ovogênese (Brazil ​et al.            

2003).  

Das 800 espécies de flebotomíneos descritas, tanto no Novo Mundo          

quanto no Velho Mundo (Akhoundi, Kuhls ​et al​. 2016), cerca de 60 são             

capazes de transmitir ​Leishmania e apenas 30 tem relevância epidemiológica          

(Sharma e Singh 2008), sendo as principais espécies pertencentes aos          

gêneros ​Phlebotomus (Velho Mundo) e ​Lutzomyia (Novo Mundo) (​WHO, 2015​).          

No Brasil, 19 espécies de flebotomíneos são 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 protozoário da espécie ​L. i. chagasi ​(Lainson and Rangel            

2005). 

 

 

 

Além da ​Leishmania, ​flebotomíneos podem ser infectados por diversos         

patógenos, como bactérias, vírus, fungos, helmintos e outros        

tripanosomatídeos. Além de se infectarem, algumas espécies possuem        

competência vetorial para transmitir alguns desses patógenos. Estima-se que         

cerca de 33 espécies de flebotomíneos estejam relacionados com a          
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transmissão de doenças causadas por bactérias, vírus e protozoários (Cáceres          

1993).  

Das bactérias que infectam flebotomíneos, 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 à           

infecção por ​Serratia​, mostrando haver um efeito protetor da infecção por           

Leishmania contra o desafio de ​Serratia. Além da ​Serratia​, os insetos também            

podem ser infectados e transmitir bactérias do gênero ​Bartonella ​(Figura 1.5B),           

agnete etiológico da bartonelose (Maco ​et al​. 2004), doença caracterizada por           

sintomas como febre, anemia hemolítica e lesões cutâneas nodulares (Maguina          

et al.​ 2009​) 

Flebotomíneos também são vetores de alguns vírus das famílias         

Rhabdoviridae, Bunyaviridae e Reovirídae. Um exemplo é o Toscana vírus da           

família Bunyaviridae, encontrado em países do Mediterrâneo que pode causar          

infecções neurológicas (Valassina ​et al. 2003). Outros vírus como Flavivirus          

(vírus do oeste do Nilo) (Figura 5.1C) e Alphavirus (Mayaro vírus) são capazes             

de infectar células embrionárias de ​L. longipalpis (LL5) (Tesh e Modi 1983;            

Pitaluga ​et al. 2008), sugerindo que os insetos sejam potenciais vetores para            

outros vírus (​Alka ​et al.​ 2013) 

Os flebotomíneos ainda podem ser infectados por fungos como         

Beauveria bassiana (Figura 1.5D)​, ​que é patogênica para o inseto (Warburg           

1991) e helmintos como ​Anandarema phlebotophaga ​(Rhabditida) (Figura        

1.5E), que pode comprometer uma colônia de insetos (Poinar ​et al. 1993,            

Secundino ​et al.​ 2002).  

Dentre os protozoários que infectam flebotomíneos, a ​Leishmania possui         

a capacidade de se aderir ao epitélio intestinal e de sobreviver às barreiras             

físicas e químicas presentes no tubo digestivo do inseto como a matriz            

peritrófica, a ação de enzimas digestas e a ativação das vias de imunidade e              

estabelecer a infecção (Pimenta ​et al​. 2003; Telleria ​et al​. 2007;           

Ramalho-Ortigão ​et al​. 2007). Outros protozoários também podem ser         

encontrados em flebotomíneos, como os pertencentes aos gêneros        
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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 flebotomíneos 

 

1.4 Linhagens celulares de insetos 

 

Linhagens celulares constituem um sistema simples, homogêneo,       

sensível e reprodutível, sendo assim, uma importante ferramenta devido à sua           

capacidade de detectar pequenas mudanças em resposta a diferentes         

estímulos. Diversas linhagens celulares de insetos têm 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, são modelos            

eficazes para a compreensão de eventos imunológicos de insetos (Tanji ​et al.            

2007; Moon ​et al. 2011; Barletta ​et al. 2012). Com o uso de células S2               

(​Drosophila​), foi possível demonstrar que as vias Toll e IMD são           

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 várias moléculas efetoras da imunidade, incluindo peptídeos        

antimicrobianos (AMPs) (Moon ​et al. 2011). Além disso, células Aag-2 foram           

usadas para demonstrar respostas imunes aos desafios bacterianos e virais          

com ativação das Toll, IMD e Jak / STAT em resposta aos diferentes estímulos,              

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 embrionários.  

 

1.4.1 Linhagens celulares de ​L. longipalpis  

 

Devido às limitações de manutenção e manipulação de flebotomíneos,         

linhagens celulares são uma excelente ferramenta para o estudo das bases           

moleculares da imunidade desses insetos. Trabalhos anteriores mostraram que         

c​élulas 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 às células ​(Cortes ​et al.​ 2011). 

A competência imunológica das células LL5 foi demonstrada        

anteriormente para infecções virais quando, ao serem transfectadas com         

qualquer RNA dupla-fita, desenvolveram uma resposta antiviral não específica         

semelhante às respostas mediadas por interferon em mamíferos (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 após          

transfecção com dsRNA, foram identificadas 304 proteínas, dentre elas o          

fosfolipídeo scramblase, uma proteína induzida por interferon em mamíferos         

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 análise da expressão de genes reguladores foi observado uma           

possível ativação das vias Toll e IMD frente aos desafios. Além disso, os AMPs              

atacina, cecropina e defensina apresentaram aumento de expressão em alguns          

horários após infecção, indicando a existência de resposta imunológica 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            

flebotomíneos (Figura 1.6). 

 

 

 

 

1.5 Sistema imune de insetos 

 

Ao longo do ciclo de vida, insetos estão expostos a uma variedade de             

microrganismos e, para sobreviver a tais infecções, eles desenvolveram vários          

mecanismos de defesa, sejam estruturais ou através de respostas         

imunológicas. 

As barreiras estruturais constituem os primeiros mecanismos de defesa         

contra microorganismos. Um exemplo é o exoesqueleto, uma estrutura rígida          

costituida por duas camadas, a epicutícula, formada por proteínas e lipídeos           
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importantes para a impermeabilidade da estrutura, e a procutícula, formada por           

quitina e responsável por conferir resistência ao exoesqueleto. O exoesqueleto          

constitui uma barreira externa que protege os órgãos e a hemolinfa do inseto             

da exposição aos microorganismos, além disso, participa dos processos de          

melanização e coagulação após alguma lesão (Söderhäll e Cerenius, 1998,          

Theopold ​et al 2002). Além do exoesqueleto, há a existência de uma barreira             

interna no tubo digestivo, a matriz peritrófica. ​A matriz peritrófica é uma            

estrutura composta de quitina, proteínas e glicoproteínas formando uma         

camada semipermeável que separa o sangue ingerido do epitélio do intestino,           

compartimentalizando a digestão, além de conferir ​proteção 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 físicas, enzimas digestivas, fatores citotóxicos e         

respostas imunológicas no trato digestivo podem impedir a infecção de          

patógenos. Porém apesar da existência de tais barreiras, a ​Leishmania possui           

mecanismos para burlar esses mecanismos e estabelecer a infecção, como          

redução da atividade de tripsinas no tubo digestivo (Telleria ​et al. 2010;            

Pimenta ​et al​. 1997; Schlein e Jacobson, 1998), a interação do flagelo com             

receptores das células epiteliais via LPG para aderir ao intestino (Soares e            

Turco 2003) e a secreção de moléculas que inibem a resposta imunológica,            

dentre elas GP63, envolvida na modulação das vias Toll e JAK-STAT em            

macrófagos (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 hemócitos presentes na hemolinfa, enquanto as humorais envolvem a          

síntese de proteínas e moléculas em diversos tecidos e que possuem atividade            

antimicrobiana. Essas respostas celulares e humorais são ativadas por         

receptores de reconhecimento de padrão (PRRs) que se ligam especificamente          

a padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs) (Medzhitov e         

Janeway 2002). Os PAMPs, por sua vez, ativam uma cascata de sinalização            

celular que elimina os patógenos de forma direta por fagocitose, nodulação ou            
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encapsulamento ou indiretamente pela ativação de vias de sinalização         

intracelular (Hoffmann ​et al.​ 1996; Hoffmann e Reichhart 2002). 

As principais vias de imunidade intracelular em insetos são: Toll, IMD,           

JAK-STAT e RNAi. Estas, quando ativadas, desencadeiam cascatas de         

sinalização que culminam na expressão de AMPs, produção de espécies          

reativas de oxigênio (ROS), óxido nítrico (NO) e genes efetores para a            

eliminação do patógeno (Nappi e Vass, 1993, Dziarski e Gupta, 2006, ​Lemaitre            

and Hoffmann, 2007​). Além disso, estas vias parecem ser específicas para           

determinados patógenos (Dimopoulos ​et al.​ 2002).  

Em ​Drosophila​, a via Toll é ativada por bactérias Gram-positivas e           

fungos, enquanto que a via IMD a ativação está relacionada à infecção por             

bactérias Gram-negativas (​Kounatidis and Ligoxygakis, 2012​). A via JAK-STAT         

tem sua ativação desencadeada principalmente por infecção viral, com         

expressão 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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1.5.1 Via Toll 

A via Toll é uma via de sinalização evolutivamente conservada. É           

composta por uma proteína transmembrana Toll, um ligante extracelular         

semelhante à citocina spaetzle, as proteínas MyD88, tube e pelle, o fator de             

transcrição dorsal e o repressor cactus. A via é ativada por spaetzle após a              

clivagem proteolítica da mesma, induzida por uma cascata de         

cisteino-proteinases (Hoffmann e Reichhart, 2002). Após a ligação, o receptor          

Toll sofre uma mudança conformacional que culmina no recrutamento de          

MyD88, tube e pelle. A proteína pelle contém um domínio de serina-treonina            

quinase que promove a degradação proteolítica do repressor cactus, inibidor do           

fator de transcrição dorsal presente na via Toll (Christophides ​et al. 2004). Após             

a degradação do repressor da via, o fator de transcrição dorsal é translocado             

para o núcleo, promovendo a transcrição de genes efetores da imunidade e            

AMPs (Figura 1.8). 
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1.5.2 Via IMD 

 

A via IMD é composta por um receptor transmembrana que reconhece           

peptideoglicano de cadeia longa (PGRP-LC). Em seguida, PGRP-LC ativa a          

proteína IMD que contém um domínio death com grande similaridade com o            

mecanismo de sinalização TNF humano. A proteína IMD, por sua vez, leva a             

ativação de três proteínas: a proteína FADD e os complexos DmIKKb-DmIKKg           

(quinases), e o complexo dTAK1/ TAB/ IAP2 (Kleino ​et al. ​2005). 

Após a ativação, IMD interage com dFADD através de um domínio           

chamado Death e em seguida recruta o repressor Caspar e Dredd. A proteína             

Dredd se liga ao fator de transcrição relish, clivando-o, promovendo a liberação            

da porção ativadora transcricional N-terminal da porção inibidora da         

translocação C-terminal. Após a liberação, a porção N-terminal de Relish é           

translocada para o núcleo, onde promoverá a transcrição de diversos genes,           

como os AMPs especialmente ativos contra bactérias Gram-negativas        

(Hoffmann ​et al.​ 2003) (Figura 1.9). 
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1.5.3 Via JAK-STAT 

  

A ativação da via JAK-STAT ocorre através de citocinas da família Upd            

que se ligam ao receptor transmembrana Domeless (Dome) que está          

associado a uma JAK-cinase Hopscotch (Hop). Após a ligação ao receptor, a            

JAK kinase é ativada e promove a fosforilação do fator de transcrição STAT             

que, por sua vez, é translocado para o núcleo para realizar a transcrição 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 à inativação ou degradação pela proteína             

SUMO E3 ligase. Já uma proteína tirosina fosfatase, PTP, regula          

negativamente a via pela desfosforilação de Hop e STAT, impedindo a           

translocação do fator de transcrição para o núcleo. Além dessas, existe SOCS            

que é um regulador expresso pela via responsável por um loop de inibição.             

SOCS se liga ao receptor Dome causando a inibição 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 segmentação, proliferação e diferenciação de hemócitos, determinação        

de sexo e desenvolvimento de olhos, asas e pernas (Zeidler ​et al​. 2000, Luo &               

Dearolf 2001). A via também pode ser acionada por lesões teciduais ou ​por             

desafio de bactérias ​e vírus (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 infecção pelo vírus da dengue (​Souza-Neto ​et al 2009). Quanto aos             

vetores de parasitas, em ​An. aquasalis​, vetor da malária no Brasil​, ​foi            

observado um aumento na expressão de STAT e PIAS após infecção 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 ativação transcricional de óxido nítrico sintase (NOS) em resposta           
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a infecção pelo parasita (Gupta ​et al. 2009), o que sugere o envolvimento              

efetivo da via JAK-STAT na resposta à infecção pelo ​Plasmodium​. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

1.6 Imunidade de flebotomíneos 

 

Apesar dos flebotomíneos terem capacidade vetorial para transmitir não         

apenas ​Leishmania, mas também vírus e bactérias, muitos aspectos da          

imunidade nestes vetores precisam ser desvendados. Nosso grupo vem         

trabalhando nesse tema há alguns anos e já identificamos vários genes ligados            

à imunidade e à via de RNAi em ​L. longipalpis (Pitaluga ​et al. 2008). Dentre               

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

33 

 



 

(via JAK-STAT), além de peptídeos antimicrobianos, tais como atacina,         

cecropina e as defensinas 1, 2, 3 e 4 (Tinoco-Nunes 2015). As proteínas Tube              

e spaetzle também foram identificadas anteriormente em ​L. longipalpis ​(Dillon          

et al.​ 2006). 

Em seguida, nosso grupo demonstrou pela primeira vez o papel das vias            

de imunidade no controle da infecção por ​Leishmania e bactérias em ​L.            

Longipalpis ​(Telleria ​et al​, 2012)​. ​Fêmeas 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 expressão de caspar aumentou significativamente nas           

primeiras 24 h após a alimentação com ​E. coli ​e ​M. luteus​, enquanto em              

insetos alimentados com ​Ochrobactrum sp​. ou P. agglomerans a expressão de           

caspar foi reduzida significativamente em 48h e 72h após a alimentação.           

Quanto a alimentação com S. marcescens, a expressão de caspar foi           

significativamente aumentada após 96h ​(Telleria ​et al​, 2012)​. No mesmo          

trabalho foi observada uma regulação positiva ​da ​expressão de caspar ​em           

fêmeas de ​L. longipalpis tratadas com diferentes antibióticos, indicando que a           

via IMD tem um papel nas respostas antibacterianas. Além disso, fêmeas de ​L.             

longipalpis ​silenciadas para caspar apresentaram uma redução significativa da         

prevalência de infecção por ​L. i. chagasi ​(Telleria ​et al​. 2012), indicando que a              

via é capaz de controlar a infecção pelo parasita no inseto. 

Recentemente, nosso grupo demonstrou que as vias Toll e IMD são           

ativadas até mesmo em células embrionárias LL5 de ​L. longipalpis​. Após           

desafiar células LL5 com bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e         

com ​Leishmania, ​a expressão dos reguladores de ambas as vias foram           

regulados positivamente (Tinoco-Nunes ​et al. ​2016).  

As vias Toll e IMD são mais estudadas e seus principais componentes já             

foram caracterizados em ​L. longipalpis​. No entanto, há poucos relatos sobre a            

atividade da via JAK-STAT neste vetor. Alguns resultados prévios sugerem que           

a presença do parasita é capaz de causar a repressão da via JAK-STAT no              

inseto, uma vez que a expressão de PIAS aumenta com a presença de ​L.              

mexicana​ (dados não publicados). 
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O estudo da biologia de flebotomíneos, em especial a compreensão dos           

aspectos da imunologia de ​L. longipalpis e da interação com o parasita ​L. i.              

chagasi é fundamental para o desenvolvimento de estratégias futuras para o           

controle da leishmaniose. 

1.7 Microbiota de flebotomíneos 

 

Além de combater infecções, o sistema imune inato do inseto também           

está envolvido no controle de populações de simbiontes microbianos         

(Welchman ​et al.​ 2009). 

Flebotomíneos depositam seus ovos no solo e se alimentam de matéria           

orgânica. O alimento ingerido, juntamente com microrganismos presentes no         

ambiente, dão origem à microbiota intestinal do inseto. A microbiota tem papel           

fundamental na indução, maturação e função do sistema imune do hospedeiro,           

que pode modular a proteção do hospedeiro contra patógenos e doenças           

infecciosas (Telleria ​et al. ​2018). A obtenção de informações básicas sobre           

como o vetor responde à presença de diferentes microrganismos e como estes            

interagem com outros patógenos, como a ​Leishmania, ​são de grande interesse          

atualmente. 

As respostas imunológicas contra bactérias do intestino em mosquitos,         

por exemplo, têm um efeito protetor contra infecções por vírus e parasitas            

vetores de insetos. Estudos mostraram que o mosquito utiliza dos mesmos          

fatores imunológicos para combater bactérias e a infecção pelo parasita         

do ​Plasmodium​ (Beier ​et al. 1994; Dong ​et al.​  2006). Por outro lado, as         

bactérias também podem inibir diretamente o desenvolvimento de patógenos,         

interrompendo as interações necessárias entre o patógeno e o epitélio vetor ou            

através da produção de moléculas antiparasitárias (Azambuja ​et al.​ 2005). 

Trabalhos mostram que existe uma interação entre ​Leishmania e os          

outros microorganimos presentes na microbiota do inseto durante o         

estabelecimento da infecção. ​Recentemente foi demonstrado que a infecção        

por ​Leishmania​ levou a uma perda crescente de diversidade bacteriana durante         

a infecção (Louradour ​et al. 2017)​, contudo, também foi visto que a depleção             

35 

 



 

de microbiotado intestino médio de ​L. longipalpis​ após tratamento com      

antibióticos prejudicou o desenvolvimento para formas metacíclicas de ​L.         

infantum​ ​(Kelly ​et al.​ 2017)​. 

Os resultados publicados mostram que existe uma relação complexa         

entre flebotomíneo, ​Leishmania e microbiota. Uma maior compreensão dessa       

dessa interação será de grande importância para o desenvolvimento de          

estratégias de controle de flebotomíneos. 

 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

● Caracterizar as respostas mediadas pela via JAK-STAT em células LL5          

após o desafio por ​L. i. chagasi ​e em ​L. longipalpis durante o processo              

de infecção por ​L. i. chagasi​. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

● Avaliar a expressão de genes PTP, STAT, SOCS, atacina e VIR-1 por            

qPCR após o silenciamento do gene regulador PIAS da via JAK-STAT           

em células LL5; 

 

● Avaliar a expressão de genes relacionados à via JAK-STAT por qPCR           

em células LL5 após o desafio por ​L. i. chagasi ​e em ​L. longipalpis              

durante o processo de infecção por ​L. i. chagasi​; 

 

● Verificar a interferência da microbiota do inseto na ativação da via           

JAK-STAT durante a infecção. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Identificação dos genes STAT em ​L. longipaplpis. 

 

O gene STAT foi identificado primeiramente através da obtenção das          

sequências do gene já descritos em outros organismos (​Dhosophila​,         

Anopheles, Aedes​) e disponibilizados no banco de dados do GenBank do           

NCBI. As sequências obtidas foram então alinhadas utilizando a ferramenta          

Blastx contra as sequências dos transcritos de ​L. longipalpis depositada no           

VectorBase (https://www.vectorbase.org/organisms/lutzomyia-longipalpis). A   

escolha da melhor sequência foi realizada baseando-se no valor de          

similaridade e E-value. Em seguida, foi realizado um segundo alinhamento da           

sequência de proteína dos genes de interesse contra as sequências de outros            

organismos (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/), para obter informações     

mais detalhadas das similaridades (Figura 3.11). Também foi realizado o          

estudo das regiões com domínios conservados, para confirmar que se tratava           

de um gene homólogo utilizando a ferramenta “conserved domains” do NCBI           

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Structure/cdd/wrpsb.cgi) (figura 3.11). A análise      

das Open reading frames (ORFs) foi realizada para a escolha da melhor região             

para desenho dos oligonucleotídeos. Os oligonucleotídeos foram desenhados e         

analisados utilizando os programas IDT, Primer Premier e AmplifX. Os          

oligonucleotídeos dos demais genes utilizados (Tabela 3.1) foram        

anteriormente desenhados. 
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3.1.1 Tabela de oligonucleotídeos iniciadores para PCR  

 

 

3.2 Insetos  

Foram utilizados insetos de colônia de ​L. longipalpis originalmente coletados          

em Jacobina (Bahia, Brasil). Todos os insetos são mantidos em colônia do            

insetário do Laboratório de ​Biologia Molecular de Parasitas e Vetores          

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

solução de sacarose 70% e as fêmeas são alimentadas regularmente com           

sangue de hamster anestesiado para promover a oviposição (Modi, G 1997).           

Os hamsters foram fornecidos pelo Instituto de Ciência e Tecnologia em           

Biomodelos (ICTB/ Fiocruz) seguindo as normas de Princípios Éticos de          
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Experimentação Animal pela Comissão de Ética e Uso de Animais (CEUA/IOC)           

com número de protocolo ​61/12-6. 

3.3  Parasitas 

As formas promastigotas de ​L. i. chagasi foram mantidas a 25ºC 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 são mantidos em sala de nível de biossegurança NB-2, no LABMPV.            

Em fase exponencial de crescimento os parasitas foram coletados para          

realização dos experimentos de incubação com células embrionárias LL5 e          

infecção em flebotomíneos.  

 

3.4 Cultivo de células LL5  

As células embrionárias 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 30ºC. 

 

3.5 Produção de dsRNA 

A síntese de RNA dupla-fita ​in vitro ​foi feita utilizando produtos de PCR             

realizados com primers específicos 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 sequência adaptadora complementar a do primeiro PCR, sendo          

assim o produto do primeiro PCR serviu como molde para a geração de             

produtos que continham o promotor flanqueando o gene de interesse (Figura           

3.13). O promotor é importante para a ligação do fator de transcrição e da RNA               

polimerase na transcrição. Para a realização da transcrição ​in vitro foi utilizado            

o kit MEGAScript T7 (Ambion). 
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As condições utilizadas para realização da síntese de dsRNA foram:          

95​o​C por 3 minutos (1 ciclo), 95​o​C por 30 segundos, 57​o ​C por 45 segundos e                

72​o ​C por 45 segundos (35 ciclos) e 72​o C por 7 minutos (1 ciclo). Após o                 

primeiro PCR, 2 μg desta reação foram usados como molde para o segundo             

PCR usando oligonucelotídeos com a sequência T7 mais adaptador, nas          

mesmas condições. Para a geração de RNA dupla fita foram usados 4μL do             

produto do segundo PCR como molde para a transcrição ​in vitro​ (Figura 3.14). 
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3.6 Transfecção das células LL5 

cDNA de células LL5 transfectadas com PIAS foi gerado anteriormente          

por Tinoco-Nunes (2016) usando o reagente lipídico DharmaFECT1 (Thermo         

Scientific), seguindo instruções do fabricante. Brevemente, numa placa de 24          

poços, um mix contendo 0.25μL de DharmaFECT1 e 23.25 μL de DCCM            

(DHARMACON) e 1.5μL de dsRNA numa concentração final de 30 nM foi            

adicionado em cada poço. Após 10 minutos de incubação em temperatura           

ambiente, 75 μL de células em suspensão contendo 45 x 10​3 células LL5/mL             

(lavadas e trocadas para meio L-15 sem soro) foram adicionadas para cada            
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poço. A placa foi incubada a 30​o ​C e as amostras foram coletadas em 12, 24 e                 

48 horas após, 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​7 células/ mL) foram          

distribuídas em garrafas de 25mL (2x10​7 células por garrafa) e crescidas           

overnight​. No dia seguinte, o meio foi trocado e foram adicionados os parasitas             

numa relação de 10:1 parasitas: células LL5. Após duas horas de exposição            

aos parasitas, as células foram lavadas duas vezes com tampão fosfato salina            

(PBS) e as amostras foram coletadas nos horários de 12h, 24h e 48h após a               

lavagem (Figura 3.15).  
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3.8 Infecção com ​Leishmania 

 

A infecção de fêmeas de ​L. longipalpis foi realizada artificialmente          

utilizando o aparelho de alimentação 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 1x10​7 parasitas/mL. Grupos de 10 insetos em 3 replicatas biológicas           

independentes foram coletados nos horários de 24h, 48h, 72h e 144h após            

infecção e armazenados em Trizol (Invitrogen) a -80 °C para posterior           

quantificação por qPCR. 
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3.9 Infecção com ​Leishmania ​e tratamento com antibióticos 

 

Fêmeas de ​L. longipalpis foram alimentadas com sangue contendo         

1x10​7 parasitas/mL na presença ou não da solução de antibióticos (100 g/mL            

Penicilina-Estreptomicina e 10 g/mL Gentamicina). Nos horários pós-infecção        

de 24h, 48h, 72h e 144h grupos de 3 insetos foram coletados, armazenados e              

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

 

 

 

 

3.10 Extração 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 4ºC, a fase líquida 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 clorofórmio às amostras e essas foram agitadas           

vigorosamente e incubadas por 3 min em temperatura ambiente. Após mais           

uma centrifugação a 12.000 rpm por 15 min a 4ºC, a fase aquosa foi transferida               

para um novo tubo, de forma a evitar a contaminação pelo DNA genômico             

presente na interfase aquosa/orgânica. Foi adicionado 1µL de Glycoblue         

(Ambion) e isopropanol na proporção de 1:1, a amostra foi incubada por 3 min              

em temperatura ambiente seguida de mais uma centrifugação a 12.000 rpm por            

15 min a 4ºC para que ocorresse a precipitação do RNA. O precipitado foi              

lavado com etanol 75% e a secagem realizada em temperatura ambiente por            

aproximadamente 25 min e foi ressuspendido em 10µL de água MilliQ. Todos            

os RNAs extraídos tiveram sua concentração determinada por        

espectrofotômetro (Thermo Scientific NanoDrop ™ ND-2000) e armazenados a         

-80ºC. 
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3.11 Tratamento por DNase do RNA extraído  

 

Os RNAs extraídos foram tratados com Invitrogen™ TURBO DNA​-​free        

Kit (Ambion), afim de eliminar qualquer contaminante de DNA da extração. Em            

cada tubo de RNA extraído foi adicionado 3µL de 10x ​TURBO DNase buffer e              

homogeneizado cuidadosamente, seguida da adição de 1µL de DNase,         

homogeneização das amostras e incubação a 37​o​C por 30min. As amostras           

foram tratadas com 3µL 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 µL de RNA). 

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

amostras extraídas foi realizada (Figura 17). 
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3.12 Síntese de cDNA 

 

O RNA livre de DNA genômico foi usado como molde para a síntese             

DNA complementar (cDNA), utilizando o kit SuperScript III FirstStrand         

Synthesis (Invitrogen). A primeira etapa para a síntese consistiu na preparação           

de um mix contendo 0,5 µL de oligo(dT)18 e 0,5µL de dNTP 10mM e 2µg de                

RNA por reação. Em seguida, as amostras foram incubadas a 65ºC por 5             

minutos no termociclador. Numa segunda etapa foram adicionados aos tubos          

2µL de 5x FirstStrand Buffer, 0,5 µL de 0,1M DTT, e 0,5 µL de SuperScript III                

RT por tubo. A reação foi incubada a 50°C por 60 min. e 70°C por 15 minutos.                 

A eficiência da síntese foi obtida através de PCR (figura 3.18). 
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3.13 Análise da expressão por PCR quantitativo (qPCR) 

 

A análise da expressão dos genes foi realizada por qPCR a partir de             

amostras de cDNAs sintetizados. A expressão relativa dos genes foi          

normalizada pelo gene constitutivo RP-49 de ​L. longipalpis ​utilizando o método           

ΔΔ​Ct para análise. 

 

3.14 Análises estatísticas 

As análises estatíticas foram realizadas utilizando a ferramenta        

“One-way Anova” aplicando o teste de múltiplas comparações no programa          

GraphPad Prism 5.   
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4 RESULTADOS 

 

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

embrionárias LL5 de ​L. longipalpis. 

 

4.1.1 Silenciamento do repressor PIAS por RNA de interferência em         

células LL5 

 

Foi realizado anteriormente pelo nosso grupo ​o silenciamento por RNAi          

do repressor PIAS nas células LL5 de ​L. longipalpis​. A eficiência do            

silenciamento das células LL5 transfectadas com a dupla fita         

sequência-específica para o repressor da via JAK-STAT foi avaliada por qPCR           

em 12h, 24h e 48h após a transfecção. O resultado mostrou que foi obtido              

silenciamento eficiente de PIAS e que este se manteve em até 48h após a              

transfecção (Tinoco-Nunes 2014) (Figura 4.1). 
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4.1.2 Expressão 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 análise da expressão de outros reguladores da via, como os            

reguladores negativos PTP e SOCS e o fator de transcrição STAT após o             

siencimento de PIAS foi então realizada. Após silenciamento de PIAS a           

expressão de PTP nas células embrionárias diminuiu significativamente em 12h          

em comparação com células controle (não silenciadas), mas mostrou uma          

tendência ao aumento em 24h e 48h (Figura 4.2A). Enquanto a expressão do             

fator de transcrição, STAT, reduziu significativamente em 12h, retornou a          

expressão basal em 24h e depois diminuiu significativamente novamente em          

48h em comparação com a expressão de células controle (Figura 4.2B). A            

expressão de SOCS apresentou uma ligeira diminuição em 12h e retornou à            

expressão basal em 24h após o silenciamento de PIAS nas células           

embrionárias (Figura 4.2C). Em conjunto, esses resultados obtidos sugerem         
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que a via JAK-STAT está sendo inativada em 12h após o silenciamento por             

algum mecanismo desconhecido e tem sua atividade reduzida em 48h,          

possivelmente pelo aumento da expressão de PTP. 
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4.1.3 Expressão dos genes efetores da via JAK-STAT em células LL5          

silenciadas para PIAS 

Após o silenciamento de PIAS, a expressão de genes efetores VIR-1 e o             

peptídeo antimicrobiano atacina em células embrionárias também foi avaliada.         

Atacina apresentou uma redução significativa da sua expressão em 12h e           

retornou ao seu nível de expressão basal em 24h e 48h (Figura 4.3A) em              

células embrionárias silenciadas para PIAS. Quanto à expressão de VIR-1,          

essa não mostrou alteração durante o silenciamento de PIAS, mas uma           

tendência à redução é observada nos horários iniciais (Figura 4.3B). 
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4.1.4 Expressão de genes reguladores da via JAK-STAT em células LL5          

desafiadas por ​Leishmania 

 

Através da análise do perfil de expressão de genes reguladores e           

efetores de células embrionárias desafiadas por ​L. i. chagasi​, foi visto que após             

24h, todos os genes se mantiveram num nível basal de expressão. Os            

resultados também mostram que houve o aumento significativo da expressão          

dos repressores PIAS e PTP em 48h que se mantém até 72h após o desafio               

das células LL5 (Figura 4.4A e B). O gene STAT teve sua expressão também              

aumentada em 48h, mas retorna à sua expressão basal em 72h (Figura 4.4C).             

O mesmo padrão dos repressores da via foi observado para SOCS, que            

apresentou um aumento de expressão em 24h e 48h após desafio com o             

parasita (Figura 4.4D). Os resultados sugerem que a via teve uma ativação em             

48h, entretanto, foi prontamente inativada em 72h, horário em que se observa o             

aumento da expressão de todos os genes repressores.  
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Figura 4.4​: Expressão 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 expressão relativa dos genes normalizados com o gene constitutivo de ​L.             

longipalpis RP49, calculada em relação ao grupo controle de células LL5 não            

desafiadas. O valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão dos genes no               

grupo controle. O eixo x representa os horários em que as amostras de células LL5               

foram coletadas após o desafio. O desvio padrão está representado por barras            

horizontais logo acima de cada coluna. Os dados apresentados são resultados de            

triplicata biológica e repetida em duplicata experimental. Diferenças significativas         

foram calculadas pelo método ANOVA com múltiplas comparações (​p<0.05*;         

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

desafiadas por ​Leishmania 

 

Os resultados da avaliação da expressão dos genes efetores mostraram          

que atacina se manteve basal em todos os horários, no entanto, há uma leve              

tendência à diminuição de expressão em 72h após o desafio com parasita em             

células embrionárias LL5 em comparação com controle não desafiadas (Figura          

4.5A). Na expressão de VIR-1, uma redução significativa foi observada em           

todos os horários, inferindo uma inativação da via após o desafio quando            

comparadas às células não desafiadas (Figura 4.5B). Em conjunto, esses          

resultados indicam que a atividade da via JAK-STAT está sendo inibida pelo            

desafio por ​Leishmania.  

Figura 4.5: ​Expressão 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 expressão               

relativa dos genes normalizados com o gene constitutivo de ​L. longipalpis RP49,            

calculada em relação ao grupo controle de células LL5 não desafiadas. O valor “1” no               

eixo y do gráfico representa a expressão dos genes no grupo controle. O eixo x               

representa os horários em que as amostras de células LL5 foram coletadas após o              

desafio. O desvio padrão está representado por barras horizontais logo acima de cada             

coluna. Os dados apresentados são resultados de triplicata biológica e repetida em            

duplicata experimental. Diferenças significativas foram calculadas pelo método ANOVA         

com múltiplas comparações (p<0.05*; p<0.01**; p<0.001***; p<0.0001****). 
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4.1.6 Expressão de SHP-1 em células LL5 desafiadas por ​Leishmania  

 

Os resultados de inibição do gene efetor VIR-1 anteriores mostraram          

que a atividade da via JAK-STAT possivelmente está sendo inibida pela           

infecção com ​Leishmania ​(Oliver ​et al 2012). Para entender os mecanismos           

dessa inativação​, ​foi realizada avaliação da expressão do gene ​SHP-1. Esta           

molécula é ativada durante a infecção de macrófagos por ​Leishmania e           

desempenha um papel importante tanto na sobrevivência do parasita ​in vitro           

quanto na progressão da doença ​in vivo​, através da inativação das vias Toll e              

JAK-STAT. 

Em células LL5, a expressão de SHP-1 após 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              

após o desafio (Figura 4.6), reforçando a hipótese de uma possível inativação            

da via pelo parasita. 
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4.1.7 Expressão de genes da via de MAPK em células LL5 desafiadas por            

Leishmania  

 

É sabido que SHP-1 é capaz de inibir não só a expressão de STAT, mas               

também de algumas MAPKs e estas, por sua vez, também possuem um papel             

indireto na ativação de JAK-STAT (Figura 4.7). Portanto analisamos a          

expressão dos genes P38, as ERKs 2 e 7, e AP1 da via MAPK. Os resultados                

mostraram que a expressão desses genes apesar de apresentar uma variação           

em todos os horários analisados não teve diferença significativa em relação ao            

controle.  
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Figura 4.7: ​Expressão relativa de genes da via das MAPKs em células LL5 desafiadas              

por ​L. i. chagasi​. (A) P38; (B) ERK2; (C) ERK7; (D) AP1. O eixo y representa a                 

expressão relativa dos genes normalizados com o gene constitutivo de ​L. longipalpis            

RP49, calculada em relação ao grupo controle de células LL5 não desafiadas. O valor              

“1” no eixo y do gráfico representa a expressão dos genes no grupo controle. O eixo x                 

representa os horários em que as amostras de células LL5 foram coletadas após o              

desafio. O desvio padrão está representado por barras horizontais logo acima de cada             

coluna. Os dados apresentados são resultados de triplicata biológica e repetida em            

duplicata experimental. Diferenças significativas foram calculadas pelo método ANOVA         

com múltiplas comparações (p<0.05*; p<0.01**; p<0.001***; p<0.0001****). 

 

 

4.2 Avaliação das respostas mediadas pela via JAK-STAT em fêmeas de          

L. longipalpis. 

 

As linhagens celulares de insetos são ferramentas mais simples no qual           

as variáveis são controladas, contudo, não representa fielmente o sistema          

fisiológico dos insetos, com atividade de enzimas digestivas, formação de          

matriz peritrófica ou a presença da microbiota, entre outros. 

Portanto, investigamos ​o perfil de expressão dos genes relacionados à          

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

 

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

adultos infectados por ​Leishmania  

 

A expressão do regulador negativo PIAS não sofreu alteração nos          

horários iniciais até 72h após infecção do inseto, contudo, houve um aumento            

da expressão de PIAS em 144h (Figura 4.8A). A expressão de PTP não foi              

alterada significativamente durante a infecção dos insetos, entretanto mostrou         

uma tendência ao aumento em 144h, assim como observado na expressão           

gênica de PIAS (Figura 4.8B). A expressão do gene regulador positivo STAT            
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aumentou em 24h, diminuiu significativa em 72h e depois retornou à sua            

expressão basal em 144h após a infecção dos flebotomíneos por ​Leishmania           

(Figura 4.8C). ​O gene SOCS, outro regulador negativo da via, não apresentou            

alterações de expressão em nenhum dos horários analisados em insetos          

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

 

Figura 4.8: ​Expressão 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 expressão relativa dos genes normalizados com o gene            

constitutivo de ​L. longipalpis RP49, calculada em relação ao grupo controle de insetos             

não infectados. O valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão dos genes no                

grupo controle. O eixo x representa os horários em que as amostras foram coletadas              

após a infecção. O desvio padrão está representado por barras horizontais logo acima             

de cada coluna. Os dados apresentados são resultados de triplicatas biológicas           

realizadas em duplicata experimental. Diferenças significativas foram calculadas pelo         

método ANOVA com múltiplas comparações ​(p<0.05*; p<0.01**; p<0.001***;        
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p<0.0001****). 
Em conjunto, esses resultados indicam que a via está sendo inativada           

também no inseto em 72h após a infecção. 

 

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

infectados por​ L. i. chagasi. 

 

Após análise da expressão de genes reguladores negativos e positivos          

da via JAK-STAT, analisamos a expressão dos genes efetores atacina, VIR-1 e            

de iNOS. 

Os resultados mostraram que nos insetos os genes variaram bastante          

durante a infecção por ​L. i. chagasi ​(Figura 4.9). O gene do peptídeo             

anitmicrobiano, atacina foi o único que apresentou uma diminuição significativa          

da expressão em 72h (Figura 4.9A), enquanto a expressão de VIR-1 e iNOS             

não foram alteradas durante a infecção (Figura 4.9B e C), em comparação com             

insetos controle não desafiados. 
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Figura 4.9​: ​Expressão relativa de genes efetores da via JAK-STAT em ​L. longipalpis             

infectadas por ​L. i. chagasi​. (A) atacina; (B) VIR-1; (C) iNOS. O eixo y representa a                

expressão relativa dos genes normalizados com o gene constitutivo de ​L. longipalpis            

RP49, calculada em relação ao grupo controle de insetos não infectados. O valor “1”              

no eixo y do gráfico representa a expressão dos genes no grupo controle. O eixo x                

representa os horários em que as amostras foram coletadas após a infecção. O desvio              

padrão está representado por barras horizontais logo acima de cada coluna. Os dados             

apresentados são resultados de triplicatas biológicas realizadas em duplicata         

experimental. Diferenças significativas foram calculadas pelo método ANOVA com         

múltiplas comparações (p<0.05*; p<0.01**; p<0.001***; p<0.0001****). 

 

4.3 Análise da microbiota de ​L. longipalpis durante a infecção por ​L. i.            

chagasi​.  

 

Os resultados da expressão dos genes da via JAK-STAT nos insetos           

sugerem uma possível inativação da via, contudo, não sabemos se há alguma            

interferência da microbiota do inseto na expressão dos genes investigados.          

Também foi realizada a avaliação do papel das bactérias do flebotomíneo na            

infecção de ​Leishmania e nas respostas mediadas pela via JAK-STAT no           

inseto. 

 

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

insetos infectados 

 

Com a finalidade de avaliar a correlação entre ​L. i. chagasi e as             

bactérias da microbiota de ​L. longipalpis​, analisamos a expressão do gene 16S            

de bactéria nos insetos alimentados com sangue com e sem o parasita, além             

da expressão de actina para a quantificação de ​Leishmania​. Os resultados           

obtidos mostraram que a expressão de 16S varia bastante entre as replicatas            

biológicas. 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,            

61 

 



 

observamos a tendência de diminuição na expressão de 16S nos insetos           

infectados em relação ao grupo controle (Figura 4.10A). Essa expressão tende           

a variar ao longo das horas, sendo mais alta em em 72h e mais baixa em 144h                 

em comparação ao grupo controle, porém não significativo (Figura 4.10A). A           

expressão de actina de ​Leishmania mostrou um pico significativo em 48h após            

infecção e reduz em 72h e 144h (Figura 4.10B). 

 

 
Figura 4.10: ​Expressão 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 expressão relativa dos               

genes normalizados com o gene constitutivo de ​L. longipalpis RP49. O eixo x             

representa os horários em que as amostras de grupos de 10 insetos foram coletadas              

após infecção. O desvio padrão está representado por barras horizontais logo acima            

de cada coluna. Os dados apresentados são resultados de triplicatas biológicas e            

repetidas em duplicata experimental. Diferenças significativas foram calculadas pelo         

método ANOVA com múltiplas comparações (p<0.05*; p<0.01**; p<0.001***;        

p<0.0001****). 
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4.3.2 Expressão de genes da via JAK-STAT em insetos adultos         

infectados por ​Leishmania​ e tratados com antibióticos 

 

Para verificar se as bactérias do flebotomíneo alteram a via JAK-STAT           

analisamos a expressão de alguns genes da via em insetos infectados e            

tratados com antibióticos. Resultados preliminares (n=2) mostraram que a         

expressão de PIAS, STAT e VIR-1 não apresentaram qualquer alteração          

durante toda a infecção, em insetos controle e tratados com antibióticos (Figura            

4.11 A, B e D). A expressão gênica de atacina apresentou uma tendência de              

diminuição em 12h no grupo tratado com antibióticos 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: ​Expressão de genes da via JAK-STAT em ​L. longipalpis infectados por ​L.              

i. chagasi na presença de antibióticos. (A) PIAS; (B) STAT; (C) atacina; (D) VIR-1. O               

eixo y representa a expressão relativa dos genes normalizados com o gene            

constitutivo de ​L. longipalpis RP49, calculada em relação ao grupo controle de insetos             

sem antibióticos. As barras cinzas representam a expressão dos genes no grupo            

controle e as barras pretas representam a expressão dos genes no grupo tratado. O              

eixo x representa os horários em que as amostras de grupos de 3 insetos foram               

coletadas após infecção. O desvio padrão está representado por barras horizontais           

logo acima de cada coluna. Os dados apresentados são resultados de duplicata            

biológica e repetida em duplicata experimental. Diferenças significativas foram         

calculadas pelo método ANOVA com múltiplas comparações (p<0.05*; p<0.01**;         

p<0.001***; p<0.0001****). 
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5 DISCUSSÃO  

 

Ao longo do ciclo de vida, insetos são expostos a diversos           

microrganismos como bactérias, fungos, helmintos, vírus e parasitas. Para         

sobreviver a essas infecções, os insetos desenvolvem respostas imunes         

(Medzhitov e Janeway 2002). A imunidade inata é um dos principais           

mecanismos de defesa de insetos, e esta é formada por três vias principais:             

Toll, IMD e JAK-STAT. As duas primeiras são as mais estudadas e seus             

principais componentes já foram caracterizados em estudos anteriores em         

Drosophila ​e mosquitos (Lemaitre & Hoffmann, 2007). ​Estas vias, quando          

ativadas, respondem à infecção através da expressão de peptídeos         

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 flebotomíneos. Em           

estudos anteriores realizados pelo nosso grupo foi realizada a identificação de           

diversos genes ligados à imunidade do inseto, dentre os quais estão           

reguladores negativos e fatores de transcrição das vias Toll e IMD (Pitaluga ​et             

al​. 2008). Além disso, foi demonstrado pela primeira vez o papel das vias de              

imunidade no controle da infecção por Leishmania ​e bactérias em L. longipalpis            

(Telleria et al. ​2012). Contudo, a atividade da via JAK-STAT ainda não havia             

sido explorada em flebotomíneos​. ​Assim, no presente trabalho estudamos a via           

JAK-STAT usando como modelo células embrionárias de ​L. longipalpis​, bem          

como o inseto adulto. 

Em trabalho recentemente, foi demonstrado que as células embrionárias         

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 ativação            

das vias Toll e IMD com expressão 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 variáveis são 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 existência de um mecanismo de RNAi           

funcional em células LL5, que resulta em silenciamento gênico através de           

dsRNA. Posteriormente, células LL5 transfectadas com dupla-fita para o gene          

PIAS mostraram uma redução significativa dos níveis de RNA mensageiro,          

mostrando que o silenciamento de PIAS foi eficiente até 48h pós-transfecção           

(Tinoco-Nunes 2014). 

Sabe-se que o regulador negativo PIAS inibe a ativação da via           

JAK-STAT pela ligação ao fator de transcrição STAT ativada, ou seja, dímeros            

de STAT tirosina-fosforilados. Dessa forma, PIAS bloqueia a ligação de STAT           

ao DNA ​e levam à inativação ou degradação do fator de transcrição pela             

proteína SUMO E3 ligase (​Betz ​et al​. 2001)​. Ao silenciar o principal repressor             

da via, PIAS, era esperado que ocorresse uma ativação ou que os outros             

repressores inibissem a atividade da via. A via JAK-STAT tambem é regulada            

por PTP, que inibe a via pela desfosforilação 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 fosforilação e            

dimerização de STAT (​Chen ​et al. 2014​). Em células embrionárias LL5,           

observamos que a expressão de PTP diminuiu significativamente em 12h, após           

o silenciamento de PIAS. Esse resultado sugere que o silenciamento do           

principal gene regulador da via, PIAS, causa uma diminuição de outro           

regulador PTP da via. A expressão do fator de transcrição STAT também            

apresentou uma diminuição significativa em 12h e 48h após o silenciamento de            

PIAS. Como o silenciamento de PIAS, só tem efeito significativo nas células            

embrionárias 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 não ter diferença significativa a expressão            

de PTP aumenta 20x em relação ao controle 24h após o silenciamento e             
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diminuiu em 48h, e a expressão de STAT volta ao patamar da expressão 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 dímeros que são translocados          

para o núcleo, onde se ligará ao sítio específico do DNA para desencadear a              

transcrição 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 responsável pela           

expressão de SOCS que é um regulador expresso pela via e responsável pela             

retroinibição, impedindo o recrutamento de STAT (​Muller ​et al​. 2005​; ​Chen et            

al. ​2014​). Após o silenciamento de PIAS, a expressão de SOCS nas células             

LL5 foi reduzida em 12h, apesar de não ter sido significativo, segue um perfil              

de expressão semelhante ao de STAT em 24h e 48h após o silenciamento.             

Dado que SOCS é responsável pelo mecanismo de alça regulatória, essa           

diminuição dá indícios de que a via não permanece ativada após o            

silenciamento muito possivelmente pelo aumento de PTP. A ​expressão de          

atacina mostrou-se reduzida em 12h e retorna à sua expressão basal nos            

horários posteriores, enquanto a expressão de VIR-1 não apresentou alteração          

da sua expressão, no entanto, mostra uma tendência a redução em 12h. Sendo             

assim, a hipótese de que a via JAK-STAT poderia ser ativada pelo            

silenciamento de PIAS não foi confirmada em células LL5 mantidas em cultura. 

Podemos atribuir esse resultado a uma regulação negativa da via por           

algum mecanismo semelhante ao observado em células LL5 silenciadas ​para o           

repressor cactus, onde os peptídeos antimicrobianos atacina, cecropina e         

defensina 4 foram reguladas negativamente após o silenciamento num efeito          

de alça de regulação negativa da via Toll, de modo a preservar a microbiota na               

ausência de estímulo imune (Tinoco-Nunes ​et al. ​ 2016). 

Os resultados obtidos utilizando as células LL5 silenciadas ainda são          

iniciais, entretanto podemos propor uma segunda hipótese. A via JAK-STAT          

em células de cultura silenciadas não sofre ativação, porém poderia ser mais            

expressa frente a algum desafio, como por exemplo uma co-cultura de LL5 e             

Leishmania​. 
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Ainda não existem relatos sobre o funcionamento da via JAK-STAT          

frente à infecção por ​Leishmania​. Os resultados obtidos da interação das           

células LL5 com o parasita mostraram que a expressão de todos os genes             

analisados não é alterada em 24h. Visto que os parasitas se encontram ligadas             

às células em 12h e em processo de internalização a partir de 24h após o               

desafio em células Lulo (Bello ​et al​. 2005), os resultados podem indicar que a              

internalização dos parasitas seja importante para a ativação de uma resposta           

imune. Após 48h e 72h do desafio, observamos que a expressão dos            

repressores PIAS e PTP aumentou significativamente. Até o momento, não há           

nenhuma informação sobre a dinâmica ou interação entre PIAS e PTP durante            

a repressão da via. Entretanto, podemos sugerir que a via sofre efeito do             

desafio por ​L. i. chagasi e os repressores estão sendo expressos para inibir sua              

ativação, o contrário do que foi observado com os genes relacionados às vias             

Toll e IMD, onde a exposição ao parasita promoveu a ativação de ambas as              

vias, com expressão de peptídeos antimicrobianos (Tinoco-Nunes ​et al. ​ 2016). 

A expressão de STAT apresentou um aumento em 48h, horário em que            

também foi observado aumento da expressão dos repressores. Esse         

sincronismo verificado pelo aumento simultâneo de expressão do fator de          

transcrição e repressores pode ser explicado pela ligação do repressor ao fator            

de transcrição como ocorre com PIAS, que interage fisicamente com os           

dímeros de STAT para impedir a sua translocação (Betz ​et al​. 2001). Essa             

ligação também foi observada no repressor cactus ao fator de transcrição           

dorsal da via Toll em células de ​Drosophila ​(Drier ​et al. ​1999). 

Dos genes expressos pela via, SOCS parece estar contribuindo para a           

repressão da via nos horários tardios. Contudo, a expressão de atacina não            

variou e do efetor VIR-1 reduziu significativamente, corroborando a suposição          

de que a via JAK-STAT está sendo reprimida frente ao desafio pelo parasita.  

É sabido que ​Leishmania ​é capaz de ​expressar moléculas importantes          

para ​a sua sobrevivência e o estabelecimento da infecção​, como a           

glicoproteína 63 (GP63) pertencente à família das metalopeptidases e expressa          

em abundância na superfície celular das formas promastigotas de ​Leishmania          

(Yao ​et al​. 2003). GP63 modula a via JAK-STAT pela ativação de SHP1 em              
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macrófagos. A SHP-1 é ativada durante a infecção por ​Leishmania e           

desempenha um papel importante tanto na sobrevivência do parasita dentro de           

macrófagos quanto na progressão da doença ​in vivo​, ou seja, GP63 ativa            

proteínas tirosina-fosfatases (SHP-1 e PTP), que por sua vez, inativa STAT           

imunossuprimindo o hospedeiro.  

A inativação 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 modulação da via JAK-STAT             

em macrógafos (Olivier ​et al 2012). Nossos resultados de fato contribuem para            

essa hipótese, pois pudemos observar que SHP-1 nas células LL5 teve sua            

expressão aumentada 48h e 72h após o desafio. Contudo, a análise de            

algumas MAPKs tais como P38, ERK2, ERK7 e AP1 mostram que essas            

variam bastante entre as replicatas, indicando que essas podem não 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 modulação da via            

JAK-STAT, reprimindo sua atividade para sobreviver às respostas imunológicas         

das células. Assim, abrimos um precedente para o estudo da via no organismo             

mais complexo, como fêmeas de ​L. longipalpis. 

Recentemente nosso grupo observou que a expressão de SHP-1 em          

insetos adultos é aumentada 48h após infecção (Tinoco-Nunes 2015),         

indicando que a diminuição da expressão de STAT observada em 48h e 72h             

neste trabalho pode estar correlacionada com o aumento da expressão de           

SHP-1 que, por sua vez, é ativada por GP63.  

Nos experimentos utilizando insetos adultos, a expressão de PIAS não é           

alterada em até 72h após infecção por ​L. i. chagasi​, apresentando uma            

tendência de aumento apenas no horário tardio de 144h e o mesmo perfil de              

expressão é observado para o repressor PTP. Como já observado nos           

experimentos com células LL5, aparentemente PIAS e PTP inibem a ativação           

da via JAK-STAT através de comunicação cruzada entre os repressores,          

sugerindo uma regulação semelhante em insetos.  
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Quanto à STAT, foi observada uma diminuição da expressão em 72h,           

sendo este um horário de grande importância, quando ocorre o primeiro           

contato do parasita com o epitélio intestinal do inseto. Em ​A. aquasalis​,            

AqSTAT apresenta um padrão de expressão similar à AqPIAS e a indução            

desses dois genes sugerem que a via JAK-STAT é ativada em resposta à             

infecção por ​P. vivax (Bahia ​et al​. 2011). Diferentemente do observado em ​A.             

aquasalis​, STAT e PIAS em ​L. longipalpis não apresentam uma expressão           

concomitante após infecção e os resultados sugerem que a atividade da via foi             

prontamente inibida pelo parasita. 

Além de regular a expressão de peptídeos antimicrobianos e Vir-1, há           

relatos que a via JAK-STAT regula produção de óxido nítrico sintase induzida            

(iNOS) por STAT em vertebrados (​Kleinert ​et al. 1998​). A enzima iNOS é             

responsável pela produção de óxido nítrico, espécie reativa de oxigênio          

importante na limitação da infecção por patógenos. Foi visto que em ​A.            

aquasalis a expressão de iNOS é aumentada em 36h em resposta a ​P. vivax,              

indicando que a via JAK-STAT pode regular a expressão de NOS em            

Anopheles ​(​Luckhart ​et al.​ 1998​)​.  

Nos resultados desse trabalho, observamos que apenas atacina é         

regulada negativamente 72 h após infecção no flebotomíneo enquanto VIR-1 e           

iNOS não são alteradas, corroborando a hipótese de que a via está sendo             

inativada durante a infecção. A diminuição significativa da expressão 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 está sendo           

inativada após a infecção pelo parasita, dessa forma, podemos inferir a           

possível modulação negativa da via JAK-STAT por ​L. i. chagasi também no            

inseto. Como visto nos resultados obtidos nas células LL5, essa modulação da            

via pelo parasita pode estar relacionada à ativação de SHP-1, que em ​L.             

longipalpis mostrou sua expressão aumentada em 48h após a infecção (Dados           

não publicados). 
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Figura 5.1: Modulação da via JAK-STAT pela ​Leishmania em macrófago. ​A proteína            

GP63 cliva e ativa as SHP-1, PTP1B e TCPTP levando à inativação de várias              

quinases. SHP-1 está envolvida na regulação negativa das vias de sinalização 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 ativação, as linhas anuladas indicam a regulação negativa e o ‘’x’’ em             

vermelho indicam alteração de sinalização e inibição funcional. 

 

Outros fatores também podem interferir no desenvolvimento de        

Leishmania são outros microorganimos presentes no tubo digestivo.        

Recentemente foi demonstrado que a infecção por ​Leishmania foi capaz de           

bloquear o efeito patogênico da bactéria ​Serratia marcescens em ​L. longipalpis           

(​Sant'Anna et al. 2014​), sugerindo uma ​interação mutuamente benéfica entre o           

inseto e ​Leishmania​. Além disso, ​f​oi visto que ​espécies bacterianas que           

infectam flebotomíneos podem mudar dependendo das condições do        

microambiente, incluindo a alimentação com açúcar e sangue. Essas         

mudanças na microbiota natural podem interferir no desenvolvimento da         

Leishmania​ (Telleria ​et al.​ 2018). 
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Para investigar se bactérias têm efeito na via JAK-STAT e no           

desenvolvimento do parasita, avaliamos a expressão dos genes 16S de          

bactéria e actina de ​L. i. chagasi nos insetos infectados. A expressão de 16S              

em ​L. longipalpis mostrou uma tendência a menor quantidade de bactérias nos            

insetos infectados, exceto em 72h. Esses resultados são preliminares (n=2),          

entretanto, podem indicar que o parasita pode ser capaz de reprimir o            

crescimento de bactérias do inseto para o estabelecimento da infecção.          

Contudo, sabe-se que um conteúdo microbiano específico é vital para que os            

parasitas sobrevivam e realizem a metaciclogênese (Kelly ​et al​. 2017) o que            

pode explicar a expressão ligeiramente aumentada (não significativa) de 16S          

nos insetos infectados em 72h, horário em que ocorre a digestão no tubo             

digestivo do inseto e do primeiro contato da ​Leishmania com o epitélio intestinal             

(​Bates 2008​, ​Kamhawi 2006​). A expressão de actina de ​Leishmania mostrou o            

que perfil de expressão do gene segue o padrão de infecções realizadas em             

nosso grupo, observadas pelo aumento significativo em 48h e a diminuição em            

72h indicando que a ​L. i. chagasi foi capaz de estabelecer a infecção nos              

insetos. Sabe-se que após a alimentação sanguínea as ​Leshmanias procíclicas          

se multiplicam intensamente nas primeiras 48 horas. Nesse período ocorre o           

processo digestivo e também a formação da matriz peritrófica, uma estrutura           

quitinosa ao redor do bolo alimentar (Lehane ​et al ​2005). Em 72h a matriz              

peritrófica é degradada e o bolo fecal começa a ser excretado, juntamente com             

alguns parasitas. Ainda que em menor número, outra parte dos parasitas se            

ancora às microvilosidades do epitélio intestinal através do flagelo, mantendo          

assim o primeiro contato direto com o inseto vetor. Em seguida, eles se             

diferenciam nas formas metacíclicas, (Pimenta ​et. al. ​1992). Essas se          

desprendem do epitélio, e migram para região anterior do intestino médio,           

dando continuidade ao ciclo (Bates, 2007). 

Os resultados obtidos anteriormente abriram um precedente para        

investigar se haveria alguma interferência das bactérias do tubo digestivo nas           

respostas mediadas pela via JAK-STAT. Os resultados ainda preliminares         

mostraram que, através da avaliação da expressão dos genes de interesse em            

insetos tratados com antibióticos, foram vistas diferenças na expressão dos          
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genes nos insetos alimentados com antibióticos, mostrando que a via parece           

não ter a sua atividade influenciada pela microbiota do inseto durante a            

infecção. Entretanto, a expressão gênica de atacina nos insetos tratados com           

antibióticos foi ligeiramente menor do que no grupo controle, indicando um           

provável papel de atacina no controle da infecção 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 caracterização com          

identificação de outros componentes talvez sejam necessários 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 específico para o estabelecimento da infecção por ​L. i. chagasi e a              

atividade da via parece ser reprimida pelo parasita tanto em células LL5 quanto             

em fêmeas de ​L. longipalpis​. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Células LL5 de ​Lutzomyia longipalpis 

 

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

silenciamento de PIAS, provavelmente pela ação do repressor PTP; 

 

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

redução da expressão do genes efetor VIR-1; 

 

• O desafio por ​L. i. chagasi induz a expressão da SHP-1 nas células             

embrionárias; 

 

 

Fêmeas de​ Lutzomyia longipalpis 

 

• A via JAK-STAT é inativada durante a infecção por ​L. i. chagasi,             

sugerindo uma possível modulação da via pelo parasita; 

 

• A quantidade de bactérias têm uma tendência de ser maior nos insetos            

infectados por ​L. i. chagasi ​72h após infecção importante para o           

estabelecimento da infecção; 

 

• As bactérias de fêmeas de ​L. lonpipalpis parece não interferir nas            

respostas mediadas pela via JAK-STAT. 
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