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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Caracterização de vias de imunidade em Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae)  

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

Bruno Tinoco Nunes 

 Insetos são expostos a diversos microrganismos patogênicos durante seu ciclo de 

vida. Para sobreviverem a riscos de infecções, os insetos possuem várias barreiras e 

respostas imunes. O sistema imune de insetos é basicamente composto por vias de 

sinalização que controlam uma diversidade de mecanismos efetores, deste modo 

permitindo o controle da maior parte das infecções. Assim como em outros organismos, 

há três principais vias de sinalização relacionadas à imunidade em insetos: Toll, Imd e 

Jak/STAT. Nosso objetivo foi caracterizar estas vias imunes em L. longipalpis, o 

principal vetor da leishmaniose visceral no Brasil. Para isto, nós transfectamos células 

embrionárias LL5 de L. longipalpis com RNA dupla fita para os genes repressores 

cactus (Toll), caspar (Imd) e pias (Jak/STAT). Usando esta abordagem, foi possível 

correlacionar a expressão dos peptídeos anti-microbianos (AMPs) com as vias 

correspondentes. Nós vimos que cecropina e defensina 4 foram reguladas positivamente 

após transfecção com RNA dupla fita para cactus e caspar, mostrando regulação 

redundante pelas vias Toll e Imd. Nós também silenciamos o gene cactus em insetos 

adultos. Diferente do que foi observado em células LL5, atacina, cecropina e defensina 

4 foram reguladas negativamente após o silenciamento. É possível que este resultado 

seja explicado pelo efeito de uma alça de regulação negativa da via Toll, de modo a 

preservar a microbiota na ausência de estímulo imune. Além disso, nós avaliamos a 

resposta de genes de imunidade durante a infecção por Leishmania infantum chagasi em 

insetos adultos. Cactus foi regulado positivamente 48 horas após infecção, 

demonstrando o papel da via Toll em resposta à infecção por Leishmania. A expressão 

de SHP-1 foi modulada durante a infecção, com aumento significativo da expressão, em 

48 horas. Este resultado sugere que, assim como em macrófagos, Gp63 ativa SHP-1, do 

hospedeiro invertebrado e, com isso, inibe a via Toll, possivelmente imunossuprimindo 

o flebotomíneo. Os AMPs atacina, cecropina e defensina 4 mostraram aumento 

significativo da expressão 72 horas após infecção, quando o parasita interage 

diretamente com o epitélio intestinal do flebotomíneo. A carga parasitária diminuiu 

significativamente nos terceiro e quarto dias, provavelmente devido ao aumento da 

expressão de AMPs nestes pontos. Estes resultados indicam que esses genes são 

regulados pelo flebotomíneo em resposta a presença de Leishmania, e que podem causar 

impactos na sobrevivência do parasita no intestino do inseto durante a infecção.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Characterization of immune pathways in L. longipalpis (Diptera: Psychodidae) 
 

ABSTRACT 

 

MASTER’S DISSERTATION IN CELL AND MOLECULAR BIOLOGY 

Bruno Tinoco Nunes 

 Insects are exposed to a wide range of pathogenic microorganisms during their 

life cycle. In order to survive infection risks, insects developed several structural 

barriers and immune responses. The insect immune system is basically composed of 

signaling pathways that control a diversity of effector mechanisms, thus allowing 

control of most infections. As found in other organisms, there are three main signaling 

pathways related to immunity in insects: Toll, Imd and Jak/STAT. Our purpose was to 

characterize these immune pathways in L. longipalpis, the main vector of visceral 

leishmaniasis in Brazil. For this, we transfected L. longipalpis embryonic LL5 cells with 

dsRNA for the repressor genes cactus (Toll), caspar (Imd) and PIAS (Jak/STAT). Using 

this approach, it was possible to correlate the expression of AMPs to corresponding 

pathways. We found that cecropin and defensin 4 were upregulated after transfection by 

dsRNA for cactus and caspar, showing redundant regulation via the Toll and IMD 

pathways. We also silenced the cactus gene in adult insects by dsRNA. Unlike what was 

observed in LL5 cells, attacin, cecropin and defensin 4 genes were downregulated after 

silencing. This result might be explained by the effect of a negative regulation loop via 

Toll, to preserve the microbiota in the absence of immune stimulation. Furthermore, we 

assessed the response of immunity genes upon Leishmania infantum chagasi infection 

in adult insect. Cactus was upregulated at 48 hours after infection, demonstrating the 

role of the Toll pathway in response to Leishmania infection. The SHP-1 expression 

was modulated during infection, with a significant increase in expression at 48 hours. 

This result suggests that, like in macrophages, Leishmania Gp63 activates SHP-1 of the 

invertebrate host and thereby inhibits the Toll pathway, possibly immunosuppressing 

the sandfly. The AMPs attacin, cecropin and defensin 4 showed significant increase in 

expression at 72 hours after infection, when the parasite is interacting closely with the 

sand fly intestinal epithelium. The parasite load decreased significantly on the third and 

fourth days after infection, probably due to increasead AMPs expression at this point. 

These results indicate that these genes are regulated by the sand fly immune response 

upon the presence of Leishmania, which may have an impact on parasite survival in the 

insect gut during infection. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Leishmanioses e Leishmania 

 

As leishmanioses são antropozoonoses consideradas um grande problema de 

saúde pública, representando um complexo de doenças com um importante espectro 

clínico e diversidade epidemiológica. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima 

que 350 milhões de pessoas estejam expostas ao risco de contaminação, com registro 

aproximado de dois milhões de novos casos das diferentes formas clínicas ao ano. 

 São enfermidades que podem apresentar manifestações clínicas diferenciadas, 

que irão variar de acordo com a espécie de Leishmania e com o tipo de resposta 

imunológica desencadeada no hospedeiro vertebrado. As possíveis formas clínicas 

observadas são a leishmaniose cutânea (LC) e a leishmaniose visceral (LV) (Ministério 

da Saúde, 2007), além das formas chamadas de leishmanioses mucocutânea (LCM) e 

anérgica cutânea difusa (LACD). O ciclo de vida da Leishmania pode ser visualizado 

abaixo (Figura 1). 
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Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania: 1- vetor infectado inocula parasitas em um novo hospedeiro 

vertebrado durante o repasto sanguíneo; 2 – formas promastigotas do parasita são fagocitadas por 

macrófagos; 3, 4- parasitas se transformam em amastigotas e infectam células do sistema imune 

mononuclear; 5, 6- flebotomíneo se alimenta em hospedeiro doente e ingere os parasitas na forma 

amastigota; 7, 8- a Leshmania retorna a forma promastigota e coloniza o vetor (CDC, 2009). 

 

O agente etiológico da leishmaniose é o parasito protozoário Leishmania spp. A 

infecção em humanos pode ser causada por 21 espécies das 30 que infectam mamíferos. 

As principais espécies que afetam o homem incluem 3 espécies do complexo 

Leishmania donovani (L. donovani, L. infantum e L. chagasi); o complexo L. mexicana 

com 3 espécies principais (L. mexicana, L. amazonensis e L. venezuelensis); L. tropica; 

L. major; L. aethiopica; e o subgênero Viannia com 4 espécies principais (L. (V.) 

braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) peruviana) (CDC, 2007). 

 

1.1.1 O ciclo de vida da Leishmania no flebotomíneo 

 

 O protozoário Leishmania apresenta duas fases distintas, uma no vetor 

invertebrado e a outra no hospedeiro vertebrado. Diz-se, portanto, que seu ciclo de vida 

é digenético.  
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 A infecção se inicia quando o flebotomíneo ingere sangue infectado, contendo as 

formas amastigotas, as quais são direcionadas ao intestino médio. Neste novo ambiente, 

os protozoários se diferenciam em formas promastigotas procíclicos. Essas formas 

pequenas, flagelares e ovóides possuem alta taxa de multiplicação dentro do bolo 

alimentar. Entre o 2
o
 e 5

o
 dia após alimentação sanguínea infectada, as formas 

procíclicas passam por uma série de divisões originando as nectomonas. Nos primeiros 

dias após alimentação infectada até a passagem do bolo alimentar, essas são as formas 

majoritárias no tubo digestivo dos flebotomíneos. Por volta de 72 horas após repasto 

sanguíneo, as formas nectomonas ultrapassam a matriz peritrófica e se aderem às 

microvilosidades do epitélio intestinal. Em seguida, após 4 a 5 dias, as formas 

nectomonas são encontradas na porção torácica do intestino médio. Tal ocorrência 

migratória para as partes anteriores do trato digestivo é acompanhada pela 

transformação em novas formas promastigotas, as haptomonas e as paramastigotas. Ao 

mesmo tempo, outra forma surge: os promastigotas metacíclicos. Semelhante fenômeno 

de diferenciação celular capaz de gerar tais formas de Leishmania infectiva ao 

hospedeiro vertebrado (promastigotas metacíclicos) é conhecido como metaciclogênese 

(Lainson et al., 1987). Os promastigotas metacíclicos possuem forma delgada e longa 

com o flagelo extenso. São altamente ativas e responsáveis pela continuação do ciclo de 

vida do parasito. Os metacíclicos estabelecem uma massiva infecção da válvula 

estomodeal que, em alguns casos, é acompanhada de invasão do intestino anterior, 

incluindo a faringe, o cibário e a probóscide. As formas metacíclicas formam um 

tampão na válvula estomodeal, impedindo, deste modo, o correto bombeamento do 

sangue durante a alimentação sanguínea e estimulando a regurgitação das formas 

metacíclicas presentes nas porções anteriores do intestino (Schlein et al., 1992). O ciclo 

completo da Leishmania no flebotomíneo pode ser observado na figura 2. 
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Figura 2: Esquema mostrando o desenvolvimento da Leishmania dentro do tubo digestivo de 

flebotomíneos (Kamhawi, 2006). O período de cada fase é indicado em cores. 

 

1.2 Aspectos relevantes da biologia de flebotomíneos 

 

O inseto vetor Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva 1912), é encontrado em 

todo o continente americano, do México à Argentina. São insetos hematófagos da 

família Psychodidae e subfamília Phlebotominae caracterizados pelo pequeno porte, 

medindo de 2 a 3 mm, e intensa pilosidade. Como todo díptero, são holometábolos com 

o ciclo composto por uma fase de ovo, uma fase larval que compreende quatro estádios 

(L1 a L4), uma fase pupal e a fase de adulto (Brazil et al, 2003) (Figura 3). Em nosso 

país este inseto vetor é o principal transmissor na maioria dos focos ativos de 

leishmaniose visceral, picando o homem, cães e raposas (Deane & Deane 1955), desta 

forma apresentando grande importância epidemiológica. 

Os flebotomíneos são hospedeiros de microorganismos e também vetores de 

vários agentes patogênicos. Diversos microrganismos foram isolados destes vetores, 

dentre os quais fungos (Beauveria bassiana), bactérias (do gênero Bartonella), outros 

tripanosomatídeos (que não Leishmania), gregarinas e nematódeos (Secundino et al. 

2002).   
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Os flebotomíneos também transmitem vírus, como o vírus Toscana 

(Bunyaviridae), presente nos países do Mediterrâneo, responsável por infecções 

neurológicas que vão desde meningite a encefalites (Valassina et al. 2003). Dentre os 

arbovírus, os vesiculovírus (Rhabdoviridae), os flebovírus (Bunyiaviridae) e os 

orbivírus (Reovirídae) estão dentre os gêneros de vírus mais comuns presentes em 

flebotomíneos. 

   

 

 

Figura 3: Esquema com as fases de desenvolvimento do flebotomíneo L. longipalpis (Fotos de André 

Pitaluga). 

 

1.2.1 Alimentação sanguínea e tubo digestivo 

 

 A laceração provocada pelas peças bucais dos flebotomíneos leva ao surgimento 

de uma pequena e localizada hemorragia subcutânea, de onde o sangue é sugado. Assim 

como em outros insetos hematófagos, a alimentação sanguínea nos flebótomos é 

necessária para o desenvolvimento dos ovários, e a quantidade de ovos gerados é 

proporcional ao volume de sangue ingerido (Ready, 1979; Lehane, 1991). 

 O tubo digestivo dos flebotomíneos se inicia nas partes bucais (probóscide), indo 

até o intestino, que é dividido em três partes (anterior, médio e posterior).  

 Durante a digestão, o sangue é envolvido pela matriz peritrófica (MP) produzida 

pelas células do epitélio intestinal do intestino médio. Esta matriz começa a se formar 

entre 1 e 4 horas após a ingestão sanguínea e, em 24 horas, está completamente 
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formada. A matriz peritrófica é sintetizada como uma bainha de formato cilíndrico que 

envolve o sangue ingerido dentro do tubo digestivo (Pimenta et al., 1997). A matriz, 

apesar de sua composição química não ser completamente estabelecida, é formada por 

um material fibroso constituído por quitina e várias proteínas associadas (Jacobs-Lorena 

& Oo, 1996). A matriz peritrófica desempenha importantes funções durante a digestão 

sanguínea. A estrutura física da matriz protege o epitélio intestinal contra danos 

causados pela digestão sanguínea, como cristais de hemoglobina (Richards & Richards, 

1977; Rudin & Hecker, 1982) ou a ação de radicais livres pela degradação do 

grupamento heme. A matriz compartimentaliza a digestão, permitindo, deste modo, a 

formação de um gradiente de tripsina desde o epitélio do intestino até a parte central do 

material em digestão contendo células sanguíneas e eventuais parasitos (Pimenta et al.,  

2003). Além disso, outra vantagem da formação da matriz peritrófica pode ser atribuída 

à defesa contra microrganismos patogênicos presentes no repasto sanguíneo. Foi visto 

que, embora a matriz possa ser responsável por formar uma barreira física contra a 

infecção por patógenos, ela também confere proteção à Leishmania contra a ação de 

enzimas digestivas (Pimenta et al., 1997). 

 Em acréscimo, dois importantes genes que atuam no processo de digestão 

sanguínea em L. longipalpis foram identificados, tripsina (Telleria et al., 2007) e V-

ATPase (Ramalho-Ortigão et al., 2007). Além de seu papel na digestão, estas enzimas 

também exercem influência na habilidade de certos patógenos infectarem seus vetores 

naturais. Em L. longipalpis, dois genes de tripsinas que são diferencialmente expressos 

em fases distintas do processo digestivo e no desenvolvimento foram identificados 

(Telleria et al., 2007). No mesmo trabalho, foi visto que a tripsina 1 é modulada durante 

ingestão sanguínea, ao passo que a tripsina 2 é expressa constitutivamente. 

1.3 Vias de Imunidade  

 

Os insetos são expostos a uma grande variedade de microrganismos patogênicos 

durante seu ciclo de vida, além de algumas espécies se alimentarem de sangue 

potencialmente infectado com parasitas, bactérias ou vírus. Para poder conviver com o 

risco de infecção os insetos desenvolveram diversas barreiras estruturais e uma resposta 

imunológica composta por vários mecanismos de defesa.  
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Uma das principais defesas dos insetos é o sistema imune inato, que é 

rapidamente ativado após desafio e demonstra um certo grau de especificidade a 

diferentes classes de microrganismos. O sistema imune é composto basicamente por 

vias de sinalização que controlam uma série de mecanismos efetores, como a produção 

de AMPs, espécies reativas de oxigênio (ROS), NOS e moléculas semelhantes a 

opsoninas. Desta forma, o sistema imune possibilita o controle da maior parte das 

infecções. A resposta imune em insetos compreende tanto mecanismos de defesa 

humoral como celular. Este último envolve os hemócitos presentes na hemolinfa 

(Medzhitov & Janeway, 2002).  

Existem três principais vias imunes de sinalização em insetos: Toll, Imd e 

Jak/STAT (Figura 4). Estas são responsáveis pela expressão de peptídeos 

antimicrobianos e de genes efetores da imunidade. Embora haja algum grau de 

interconexão entre as diferentes vias de sinalização, bactérias Gram-positivas e fungos 

estimulam preferencialmente a via Toll enquanto bactérias Gram-negativas ativam a via 

Imd (Michel et al. 2001, Hoffmann & Reichhart 2002, Hultmark 2003). Tanto as vias de 

imunidade inata como a via de RNA de interferência participam na defesa antiviral dos 

insetos (Costa et al. 2009; Souza-Neto et al. 2009). 
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Figura 4: Síntese esquemática das três principais vias de imunidade em insetos e seus respectivos 

repressores, destacados em vermelho. 

 Pouco se conhece sobre a imunidade de flebotomíneos. O sistema imune de 

insetos é conhecido basicamente a partir de estudos em Drosophila e em mosquitos. 

Não se sabe em flebotomíneos, por exemplo, quais são os principais fatores de 

transcrição utilizados pelas vias Toll e Imd. Em Drosophila existe o par Dif/Relish, 

enquanto em mosquitos existem duas formas de Relish (Lemaitre & Hoffmann, 2007). 

Tampouco se tem conhecimento de quais peptídios antimicrobianos estão relacionados 

com quais vias de imunidade. Nosso grupo identificou diversos genes ligados à 

imunidade e à via de RNA de interferência (Pitaluga et al. 2008). Dentre os diversos 

genes identificados, foram descritos os genes reguladores negativos das três principais 

vias: cactus (via Toll), caspar (via Imd) e pias (via Jak/STAT). Estes genes têm a função 

de regular negativamente as respectivas vias. 
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1.3.1 Via Toll 

 

 A via Toll é uma cascata de sinalização conservada evolutivamente que foi 

inicialmente descrita pelo seu papel no estabelecimento da polaridade no eixo dorso-

ventral de embriões de Drosophila (Belvin & Anderson, 1996). Mais tarde a via 

também foi associada à regulação da resposta imune, quando sua função foi 

caracterizada. Toll é uma proteína transmembrana que é ativada pela proteína 

extracelular Spaetzle após sofrer clivagem proteolítica induzida por uma cascata de 

cisteíno-proteinases (Hoffmann & Reichhart, 2002). Após a ligação com Spaetzle, Toll 

sofre alterações conformacionais, resultando no recrutamento de pelo menos três 

proteínas com domínios “death” (MyD88, Tube e Pelle). Pelle contém um domínio 

adicional de serina-treonina quinase e por isso pode estar envolvido na via de 

degradação proteolítica de cactus. Cactus é uma proteína com domínio anquirina que 

atua como inibidor dos fatores de transcrição dorsal e relish 1 (Christophides et al. 

2004). Após a degradação de cactus, o fator de transcrição dorsal (da família NF-κB) é 

translocado para o núcleo, onde promove a transcrição de diversos genes relacionados a 

vários aspectos da imunidade do inseto, em especial peptídeos antimicrobianos (AMPs).  

 Em Drosophila, foi caracterizado um mecanismo de alça de regulação negativa 

da via Toll, no qual a proteína WntD atua como um inibidor da translocação do fator de 

transcrição dorsal para o núcleo, e é o próprio dorsal que ativa a transcrição de WntD 

que, em seguida, inibe a acumulação nuclear de dorsal (Gordon et al., 2005). 

 Foi descoberto em mamíferos que a protease de superfície Gp63, de Leishmania, 

é capaz de ativar a tirosina fosfatase SHP-1, de macrófagos, que por sua vez tem o 

potencial de inibir componentes da via Toll (Blanchette et al., 1999). 

 

1.3.2 Via Imd 

 

A via Imd é ativada principalmente em resposta a bactérias Gram-negativas e 

regula um grande conjunto de peptídeos antimicrobianos. O receptor transmembranar da 

via Imd é uma proteína reconhecedora de peptideoglicana de cadeia longa (PGRP-LC). 

Após estímulo, PGRP-LC passa o sinal para a proteína Imd, que contém o domínio 

“death” com grande similaridade em relação ao mecanismo de sinalização tumor 
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necrosis factor (TNF) humano. PGRP-LC recruta a proteína Imd, que em seguida 

interage com o adaptador dFADD via interação com o domínio “death”. Depois disso, 

dFDD recruta a caspase Dredd, que então se associa com Relish. Uma vez clivada, 

Relish libera sua porção N-terminal (ativadora transcricional) da porção C-terminal, 

(inibidora da translocação), e esta é direcionada para o núcleo. Ao atingir o núcleo, 

Relish promove a transcrição de diversos genes relacionados à imunidade, em especial 

peptídeos antimicrobianos (AMPs), entre eles atacina, cecropina e diptericina, 

especialmente ativas contra bactérias Gram-negativas (Hoffmann, 2003).  

 

1.3.3 Via Jak/STAT 

 

Em Drosophila, esta via 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 pode ser acionada por desafio de bactérias ou por lesões teciduais que ativam a 

ligação da proteína ligadora de citocina UDP3 ao receptor transmembranar DOME, 

induzindo sua fosforilação pela proteína HOP (uma Jak tirosina quinase). Esta 

fosforilação cria um sítio de ligação para as proteínas STAT inativas que são então 

fosforiladas, dimerizadas e translocadas ao núcleo, onde ativam a transcrição de vários 

genes (Christophides et al. 2004). Aparentemente as vias Imd e Jak/STAT possuem 

alguns componentes em comum e, de maneira geral, todas as vias (Toll, Imd, e 

Jak/STAT) compartilham alguns genes em comum como alvo (Boutros et al. 2002).  

 

1.3.4 Peptídeos antimicrobianos 

 

Nos insetos, a produção de AMPs induzida por estímulo imune ocorre 

principalmente no corpo gorduroso onde os peptídeos são secretados na hemolinfa e 

acumulados em altas concentrações e difundidos por todo o corpo (Boman, 2003). 

Entretanto, a produção de AMPs também é detectada em outros tecidos como o epitélio 

do tubo digestivo (Lehane et al. 1997). A maioria dos AMPs é anfipática, carregada 

positivamente e com baixo peso molecular (5–30 kDa). São também altamente 
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abundantes e diversos, a ponto de várias famílias de AMPs já terem sido identificadas 

em insetos desafiados (Bulet et al. 1999). Embora haja grande variedade de peptídeos 

antimicrobianos, de maneira geral eles são considerados de amplo espectro, sendo 

funcionais contra diversos microorganismos (bactérias, fungos, leveduras, vírus, etc.). 

Esses peptídeos são agrupados em três classes principais: peptídeos lineares com α-

hélices anfipáticas e hidrofóbicas (cecropinas, magaininas, etc.) (Lamberty et al. 2001), 

peptídeos com pontes disulfídicas entre cisteínas (defensinas, protegrinas, etc.) (Steiner 

e col., 1981) e aqueles com abundância de resíduos de prolina e/ou glicina (PRP, GRP) 

(Bulet et al. 1999). O mecanismo de ação mais bem conhecido é através da inserção dos 

AMPs na membrana celular, que causa a destruição ou a permeabilização da mesma, 

levando o microorganismo à morte. Recentemente nosso grupo identificou diversos 

peptídeos antimicrobianos em L. longipalpis, dentre os quais podemos citar atacina, 

cecropina e defensinas 1, 2, 3 e 4. 

 

1.3.5 RNA de interferência 

 

O mecanismo de RNAi foi descoberto em 1998 como uma interferência genética 

potente e específica causada por RNA dupla fita, em Caenorhabditis elegans (Fire et al. 

1998) e se baseia no silenciamento da expressão gênica através da degradação 

sequência-específica de RNAs mensageiros. O mecanismo de RNAi  provavelmente 

está presente em todas as plantas e animais metazoários (Ghildiyal & Zamore 2009). 

O mecanismo básico de RNAi pode ser dividido em 3 etapas: primeiro, uma 

longa dupla fita de RNA (dsRNA) é processado em pequenas moléculas de RNA dupla 

fita, que variam de tamanho entre 20 e 30 nucleotídeos (siRNA) por uma ribonuclease 

III (RNaseIII) conhecida como Dicer; em seguida estes siRNAs são incorporados ao 

complexo de silenciamento induzido por RNA, conhecido como RISC; finalmente, no 

RISC, uma das fitas de RNA é destruída e a outra serve como molde para a clivagem de 

outros RNAs mensageiros que apresentem complementaridade com a sequência alvo 

(Figura 5). O processo geralmente resulta na redução da expressão gênica, 

influenciando na regulação e proteção do genoma contra ameaças externas e internas, 

tais como controle de elementos móveis do DNA durante fases embrionárias em células 

germinativas de mamíferos (Meister & Tuschl 2004; Tomari & Zamore 2005).  
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Em função de sua natureza, este mecanismo é muito eficiente na inativação de 

RNA viral (Fritz et al. 2006), principalmente para os organismos que não possuem 

respostas baseadas no interferon, tendo assim um papel importante na imunidade de 

vetores de arboviroses.   

A compreensão do funcionamento do mecanismo de RNAi em flebotomíneos 

tem grande importância no sentido de entender os aspectos moleculares desta via, que 

poderá fornecer novas ferramentas para a genômica funcional e para o controle da 

transmissão de patógenos. Através do silenciamento de genes de interesse, é possível 

compreender o funcionamento dos mesmos.  

Através de sequencimento de ESTs em nosso laboratório, foram identificados 

em L. longipalpis alguns componentes do mecanismo de RNAi como Tudor, R2D2, 

Piwi, Ago1, Ago2, Dcr1, Arm, Rm62, sendo este o primeiro relato de genes relacionados 

a RNAi em L. longipalpis. (Pitaluga et al. 2009). 

É importante lembrar que, nos últimos anos, vários trabalhos têm mostrado 

diversas evidências que sustentam que o mecanismo de RNAi está envolvido na defesa 

contra vírus em insetos (Keene et al. 2004; Sanchez-Vargas et al. 2004; van Rij & 

Andino 2006), sendo o silenciamento por RNA de interferência crucial para a defesa 

antiviral em adultos de D. melanogaster (van Rij et al. 2006) e em Anopheles gambiae 

infectado com virus O'nyong-nyong (ONNV) (Keene et al. 2004). 
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Figura 5: Esquema do mecanismo de RNAi culminando com a degradação de um RNA mensageiro 

(Aigner, 2006). 

 

 Em L. longipalpis, foi observada uma resposta antiviral não específica a 

sequencia de dsRNA após transfecção de células LL5 em cultura, mostrando diferença 

em comparação ao mecanismo de mosquito (Pitaluga et al. 2008). O mesmo tipo de 

resposta antiviral foi identificado no crustáceo Litopenaeus vannamei (Robalino et al. 

2004). Apesar de desencadear atividade antiviral inespecífica em células LL5 de L. 

longipalpis, micro-injeções de dsRNA foram utilizadas em insetos adultos para a 

redução da expressão de tripsina 1 (Sant'Anna et al. 2009), xantina desidrogenase 

(Sant'Anna et al. 2008) e caspar (Telleria et al. 2012). 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivos Gerais 

 

1. Avaliar o papel das vias Toll e Imd na produção de peptídeos antimicrobianos em 

células LL5 de L. longipalpis; 

 

2. Caracterizar a resposta imune em L. longipalpis frente à infecção pelo parasita L. i. 

chagasi. 
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2.2 Objetivos Específicos 

 

Silenciamento em LL5  

  

 - Confirmar a existência do mecanismo de RNAi funcional em células LL5 de L. 

longipalpis;  

  

- Analisar o papel das principais vias de imunidade no controle da expressão de 

peptídeos antimicrobianos e do fator de transcrição relish 2. 

  

Silenciamento gênico em fêmeas de L. longipalpis  

  

- Analisar a expressão de genes de imunidade associados à via Toll após silenciamento 

do gene cactus; 

  

-  Avaliar o efeito do silenciamento de cactus sobre a microbiota bacteriana. 

  

Infecção de L. longipalpis por L. i. chagasi  

  

-  Estudar a resposta imune de L. longipalpis frente à infecção pelo parasita; 

  

-  Determinar o efeito da infecção sobre a microbiota bacteriana; 

  

-  Avaliar a carga parasitária durante a infecção; 

  

- Investigar a modulação da expressão de um possível candidato a inibidor da via Toll, 

SHP-1; 

  

- Avaliar o papel de DUOX durante a infecção. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Cultivo de células  

 

 Células embrionárias da linhagem LL5 (Tesh e Modi, 1983) proveniente de L. 

longipalpis foram mantidas em garrafa de cultura com 25 e 75 cm
3
 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 29ºC.  

 

3.2 Insetos 

 

 Todos os experimentos foram realizados usando L. longipalpis estabelecidos em 

colônia, coletados de Jacobina (Bahia, Brasil) usando a metodologia descrita por Modi 

(1997). Os insetos foram alimentados com 70% de sacarose ad libitum e alimentados 

com sangue de hamster quando necessário. Os insetos foram mantidos a 27 +/– 1°C, 

com umidade de 80-95%, e fotoperíodo de 12 h claro/12 h escuro. 

 

3.3 Síntese de dsRNA 

 

 Os RNA de fita dupla (dsRNA) foram sintetizados in vitro a partir de produtos 

de PCR contendo o promotor T7. Foram executadas duas rodadas de PCR nas quais na 

primeira foram utilizados primers específicos para o gene de interesse contendo 

adaptadores nas extremidades 5'. Numa segunda reação de PCR os produtos da primeira 

reação foram usados como moldes, usando oligonucleotídeos para os adaptadores 

contendo a sequência do promotor T7 (RNA polimerase de bateriofago T7) (Figura 6). 

A transcrição in vitro utilizou o kit MEGAScript T7 (Ambion).  
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Figura 6: Esquema da estratégia utilizada para síntese in vitro de dsRNA (Pitaluga et al., 2007). 

 

 Detalhadamente, as condições de PCR da primeira reação foram as seguintes: 

95
o
C por 3 minutos, 35 ciclos de 95

o
C por 30 segundos, 57

o
C por 45 segundos e 72

o
C 

por 45 segundos, seguido de 72
o
C por 7 minutos (Figura 7).  

 

PiasCactus Caspar

 

Figura 7: 1ª rodada de PCR. Primeira coluna: marcador de peso molecular 100pb. Segunda coluna: 

produto resultante da primeira amplificação. Terceira coluna: controle negativo (água como molde para 

reação). 
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 Após a primeira rodada de PCR, 2 μL desta reação foram usados como molde 

para a segunda rodada, nas mesmas condições. A segunda rodada usou o 

oligonucelotídeo contendo a sequência do promotor T7 ligada à sequência adaptadora 

(Figura 8). Após a segunda reação de PCR, 4 mL da reação foram usados como molde 

para a transcrição in vitro de RNA dupla fita, usando o kit MEGAScript T7 (Ambion). 

 

PiasCactus CasparMr C-

 

Figura 8: 2ª rodada de PCR. 

 

3.4 Transfecção de células LL5  

 

 A transfecção foi realizada usando o reagente lipídico DharmaFECT1 (Thermo 

Scientific), seguindo instruções do fabricante. Resumidamente, uma mistura foi 

preparada contendo 0.25 μL de DharmaFECT1 e 23.25 μL de DCCM (DHARMACON) 

e misturada com 1.5 μL de dsRNA para obtenção de uma concentração final de 30 nM 

em cada poço de uma placa de 24 poços. Seguindo 10 minutos de incubação à 

temperatura ambiente, 75 μL de células em suspensão contendo 45,000 células LL5 

(cultivadas em meio de cultura) foram adicionadas para cada poço, e as placas foram 

incubadas por 12, 24 e 48 horas, a 30
o
C, antes da ressuspensão em TRIzol (Invitrogen). 
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Em alguns casos, células foram transfectadas com RNA dupla fita para cactus, ou 

caspar, ou pias, exceto o grupo controle, o qual recebeu RNA dupla fita para luciferase. 

Para cada ponto de células tratadas com RNA dupla fita sequência específica, 

paralelamente foi feito outro para células tratadas com dsRNA controle (dsLuciferase). 

Por exemplo, foi feito um ponto de 12 horas com meio contendo RNA dupla fita para 

cactus e outro de 12 horas com RNA dupla fita para luciferase. O mesmo para os pontos 

de 24 e 48 horas e para os demais genes alvos (caspar e pias).  

 

3.5 Preparo de material livre de RNases 

 

 Todo o material utilizado para o trabalho com RNA, como vidraria e soluções, 

foi previamente tratado por 24 h com 0,1% (v/v) de dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma, 

EUA), seguido de autoclavação. A água milli-Q com 0,1% de DEPC, usada no 

tratamento de vidrarias e ponteiras, foi autoclavada e armazenada em frascos livres de 

RNases para posterior utilização em experimentos envolvendo RNA. 

 

3.6 Extração de RNA total 

 

 As células em cultura foram ressuspendidas em 1 mL de TRIzol e colocadas 

dentro de microtubos de 1,5 mL. No caso do uso de insetos adultos, estes foram 

colocados em 1 mL de TRIzol, macerados, e centrifugados a 12.000 rpm por 10 min a 

4ºC. Após a fase líquida ser transferida para um novo tubo (apenas no caso do uso de 

insetos) todas as amostras receberam 200 μL de clorofórmio, foram agitadas 

vigorosamente por inversão, incubadas por 3 min à temperatura ambiente e 

centrifugadas a 12.000 rpm por 15 min a 4ºC. A fase aquosa foi cuidadosamente 

transferida para um novo tubo, de forma a evitar o carreamento de DNA genômico, que 

se encontra na interfase aquosa/orgânica. Ao material do novo tubo foi adicionado 1 

volume de isopropanol, o RNA foi precipitado por 3 min à temperatura ambiente e a 

precipitação destes ácidos nucléicos foi feita por centrifugação a 12.000 rpm por 15 min 

a 4ºC. O precipitado foi lavado com EtOH 75% (v/v) previamente gelado a -20ºC. A 

cada lavagem o material foi agitado com auxílio de um vortex e centrifugado a 7.500 
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rpm por 5 min a 4ºC. Ao final, o material foi seco à temperatura ambiente por 

aproximadamente 15 min e redissolvido em um volume de água que variou de 20 a 40 

μL, dependendo da massa aparente do precipitado. A concentração de RNA foi medida 

em espectrofotômetro e os tubos com RNA foram armazenados a -70ºC. 

3.7 Tratamento por DNAse 

 

 A concentração do RNA foi determinada mediante leitura em espectrofotômetro 

(Thermo Scientific NanoDrop ™ ND-2000), o RNA extraído foi tratado com RQ1 

RNase-Free DNase (Promega), enzima que degrada moléculas contaminantes de DNA 

oriundas da extração de RNA. O RNA extraído foi mantido em banho-maria, a 37
o
C, 

por aproximadamente 2 horas. A confirmação da degradação do DNA genômico pela 

DNase foi feita realizando-se um PCR com o RNA total como molde. Como controle 

positivo, foi usado DNA genômico de L. longipalpis amplificando o gene de histona 

(Figura 9).  

 

 

 

Figura 9: Exemplo de foto em gel de agarose 2% após PCR de teste para verificação da presença de DNA 

genômico. As colunas para as quais não foram visualizadas bandas no gel são os RNAs tratados com 

DNase, ao passo que o controle positivo, na última coluna, cujo molde foi DNA genômico, pode-se 

visualizar a banda no gel. 

 

3.8 Síntese de cDNA 

 

 Após a etapa do tratamento por DNase, o RNA, livre de DNA genômico, foi 

usado como molde para a síntese de cDNA. A primeira fita de DNA complementar 

(cDNA) foi sintetizada com o emprego do kit SuperScript® III First-Strand Synthesis 

System for RT-PCR (Invitrogen®), de acordo com recomendações do fabricante. A 

massa de RNA total utilizada por reação foi 1 μg e os iniciadores empregados foram 



21 

 

oligonucleotídeos randômicos (Figura  10). Os tubos contendo cDNA foram estocados a 

-20ºC. 

 

 

Figura 10: Exemplo de foto em gel de agarose 2% para confirmação da síntese de cDNA. O par de 

oligonucleotídeos utilizado na reação foi o Rp49 (F e R). Este oligo só é capaz de amplificar o cDNA 

referente a esta proteína ribossomal, uma vez que sua sequência foi desenhada entre o final de um éxon e 

o início de outro, excluindo-se a sequência intrônica. As duas últimas bandas são referentes ao controle 

negativo, em presença de água, em vez de cDNA. 

 

3.10 DNA genômico 

 

 O DNA genômico usado neste trabalho foi gentilmente cedido por André 

Nóbrega Pitaluga, do laboratório de Biologia Molecular de Parasitas e Vetores, 

IOC/FIOCRUZ. 

 

3.11 RT-PCR para confirmação da síntese de cDNA 

 

 As reações foram feitas com 0,4 μM de cada oligonucleotídeo, 2,5 mM de 

MgCl2, 1 mM de dNTP, 1 μL do cDNA diluído 10 vezes, 2 U de enzima GoTaq® DNA 

Polimerase (Promega), tampão reacional na concentração de 1 X e água milli-Q 

suficiente para atingir um volume reacional de 25 μL. As amplificações foram feitas em 

um termociclador Veriti 384-well Thermal Cycler - Applied Biosystems (ABI).  Após 

um aquecimento prévio de 3 min a 94ºC, as amostras foram aquecidas por 45 seg a 

94ºC, para a desnaturação da dupla fita de DNA, em seguida ficaram por 45 seg a 58ºC, 

para o anelamento dos oligonucleotídeos, depois, permaneceram por 45 seg a 72ºC para 

extensão das novas fitas. Este ciclo foi repetido por 35 vezes e seguido por uma etapa de 

extensão final, de 7 min. 
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3.12 Lista de iniciadores oligonucleotídicos  

 

 As sequências de primers utilizadas neste trabalho (Tabela 1) foram desenhados 

a partir do extenso sequenciamento e anotação de ESTs de L. longipalpis realizado em 

nosso laboratório (Pitaluga et al. 2009), no qual foram encontrados diversos transcritos 

associados ao mecanismo de RNAi e às vias de imunidade Toll, Imd e Jak/STAT. Além 

disso, o banco de dados do Vector Base também foi utilizado, quando necessário 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1: Sequência de oligonucleotídeos utilizados neste trabalho. 

 

Nome Sequência 

16S-F 5' TCCTACGGGAGGCAGCAGT 3' 

16S-R 5' GGAGTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 3' 

Atacina-F 5' AGGCTGATCCTCTGGGTCCTGT 3' 

Atacina-R 5' ATGGGCATGGCAGCGTCTCT 3' 

CactusDS-F 5' TGGCGCCCCTAGATGCGGTGATTCGGGCTTTAT 3' 

CactusDS-R 5' TGGCGCCCCTAGATGGCAGGGGTAGGGATTCATT 3' 

CactusRT-F 5' CTAATCCGAATGAATCCCTACCC 3' 

CactusRT-R 5' GACCCACGATCACGGCTAGA 3' 

CasparDS-F 5' TGGCGCCCCTAGATGAACCCAGTGGTGATTTCCTCG 3' 

CasparDS-R 5' TGGCGCCCCTAGATGATAGCGTTTCATCTGCATCCATC 3' 

CasparRT-F 5' CCAAAGAGGAGGCAAGAAAGA 3' 

CasparRT-R 5' TTCCGCTTCAAGACGCATA 3' 

Cecropina-F 5' TGGCAGTCCTGACCACTGGA 3' 

Cecropina-R 5' CTTCTCCACTGAACGGTGAACG 3' 

Defensina4-F 5' ATCCATCCTTTATGCAACCG 3' 
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Defensina4-R 5' GCCTTTGAGTCGCAGTATCC 3' 

Dorsal-F 5' CAATCTCGTGGGAAAGGATG 3' 

Dorsal-R 5' ACCCGGAGAGCTTCTTCAAT 3' 

DUOX-F 5' GCGGCAAGACGGAAGACAA 3' 

DUOX-R 5' TCTCAACAAGGGAACGCATCA 3' 

PiasDS-F 5' TGGCGCCCCTAGATGAGGAGGATGCAGACTGCGATAT 3' 

PiasDS-R 5' TGGCGCCCCTAGATGCAGTGGGTTTCCGTTCATTCA 3' 

PiasRT-F 5' GCCACAAGGGTTGAGCACAT 3' 

PiasRT-R 5' GACACTGCTTCCCGTTGACTTT 3' 

Relish-2-F 5' ACGGGATTGCTCTGACTACG 3' 

Relish-2-R 5' ACGGCTTGTAGGTGAAGTGC 3' 

RP49-F 5' GACCGATATGCCAAGCTAAAGCA 3' 

RP49-R 5' GGGGAGCATGTGGCGTGTCTT 3' 

S8-F 5' CAGCAGCCACAAGGTCGAGAAG 3' 

S8-R 5' GGTAGAACTGAAGCTCCGCACC 3' 

SHP-1-F 5' TCAGACACAGGAATGGGGAC 3' 

SHP-1-R 5' TACGTCTCTCCTCCTTGCCA 3' 

T7-Primer 5' CCGTAATACGACTCACTATAGGGTGGCGCCCCTAGATG 3' 

WntD-F 5' CGTGTTCCATTCAAACATGC 3' 

WntD-R 5' GCGTCCACTATTATCAATGGC 3' 

 

 

3.13 Eletroforese em gel de agarose 

 

 Moléculas de DNAs foram separadas em gel de agarose com brometo de etídio. 

Este corante é um intercalante de DNA e, quando submetido à luz UV, fluoresce, 
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permitindo a visualização de bandas e a consequente localização do produto de PCR. A 

maior parte das eletroforeses foi realizada em gel de 11x14 cm, na concentração de 

2,0% (p/v) de agarose e 0,5 µg/mL de brometo de etídio (C21H2OBrN3), em tampão 

TAE 1X e a 100 mV. Após a corrida, os géis foram visualizados em transiluminador de 

luz UV (Pharmacia - Pharmacia LKB MacroVue) e fotografados.  

 

3.14 qPCR 

 

 A modulação dos genes envolvidos neste trabalho foi quantificada por PCR em 

tempo real. As reações de qRT-PCR foram preparadas utilizando-se o kit iQTM SYBR 

Green Supermix (Applied Biosystems), como recomendado pelo fabricante, e 

executadas na Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems. As medidas de 

expressão em tempo real foram normalizadas em função da expressão do gene 

constitutivo Rp49. Os níveis relativos de RNA foram calculados utilizando-se o método 

ΔΔCT (quantificação relativa) (Livak & Schmittgen, 2001). 

 

3.15 Alimentação sanguínea e infecção com L. i. chagasi  

 

 A infecção artificial de fêmeas de L. longipalpis foi realizada com sangue de 

hamster heparinizado. Os insetos se alimentaram através de pele de pinto. Os insetos 

foram divididos em dois grupos: um dos grupos ingeriu apenas sangue enquanto o outro 

ingeriusangue contendo L. i. chagasi. A concentração inicial de parasitas por mL foi de 

5 x 10
6
. Um exemplo do esquema de alimentação sanguínea artificial pode ser 

visualizado abaixo (Figuras 11 e 12). 
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Figura 11: Exemplo do esquema de alimentação sanguínea artificial.  

 

 

Figura 12: Visão interna da gaiola de alimentação, mostrando os flebotomíneos se alimentando de sangue 

de hamster através da pele de pinto. 
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3.16 Microinjeção de RNA dupla fita  

 

 As microinjeções foram realizadas como descrito (Sant’Anna, M. R. et al. 2008). 

Fêmeas recentemente emergidas de L. longipalpis foram injetadas com 32 nl de RNA 

dupla fita na concentração de 4,5 μg/ μl para cactus ou β-Gal (grupo controle). Após as 

injeções, os insetos foram mantidos em potes (90% de umidade relativa) e supridos com 

70% de solução de sacarose ad libitum. 

 

 

Figura 13: Fotografia ilustrando o aparelhoNanoject II™ para microinjeção. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Parte I - Silenciamento gênico  

 

4.1.1 Avaliação do potencial de silenciamento gênico sequência-

específica mediado por dupla fita de RNA em células LL5 

 

 Para testar o potencial de silenciamento gênico sequência-específica induzido 

por RNA dupla fita em células LL5 de Lutzomyia longipalpis, transfectamos as células 

com moléculas de RNA dupla fita para três genes: cactus, caspar e pias, os quais são 

descritos na literatura como moléculas repressoras das três principais vias de imunidade 

em insetos, Toll, Imd e Jak/STAT, respectivamente. As amostras foram obtidas após 12, 

24 e 48 horas de incubação com as moléculas de RNA dupla fita. A eficácia do 

silenciamento gênico induzido por RNA foi avaliada pela técnica de PCR em tempo real 

(Figura 14 A, B e C). 
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 (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (C) 

 

Figura 14: Expressão relativa de cactus, caspar e pias em células LL5 transfectadas com 30 nM de 

RNA dupla fita utilizando o agente de transfecção DharmaFECT1. Células LL5 foram transfectadas 

com RNA dupla fita sequência-específica para (A) cactus, (B) caspar, (C) pias e avaliadas quanto à 

expressão destes genes em 12, 24 e 48 horas após transfecção. O valor “1” no eixo y do gráfico representa 

a expressão dos genes no grupo de células LL5 controle, que foram transfectadas com RNA dupla fita 

para luciferase. A expressão dos genes alvo foi normalizada em função da expressão do gene constitutivo 

Rp49. Barras no topo de cada coluna representam o desvio padrão. O teste ANOVA com múltiplas 
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comparações foi realizado nas análises estatísticas. Os dados apresentados em A, B e C são resultados de 

3 amostras biológicas independentes e repetidas em triplicata experimental.  

 

 Células LL5 transfectadas com RNA dupla fita sequência-específica para os 

genes cactus, caspar e pias tiveram redução significativa dos níveis de RNA mensageiro 

em 12, 24 e 48 horas. Em todos os casos, exceto em 12 horas após transfecção com pias 

(Fig. 14 C) o silenciamento gênico foi eficiente em células LL5. Estes resultados 

sugerem a existência de um mecanismo de RNA de interferência funcional em células 

LL5 de L. longipalpis. 

 

4.1.2 Análise da expressão de peptídeos antimicrobianos após 

silenciamento dos reguladores negativos cactus e caspar 

 

 Com o intuito de observar quais peptídeos antimicrobianos estão sendo 

expressos quando os repressores cactus e caspar são silenciados em células LL5 de L. 

longipalpis através do mecanismo de RNAi, foram realizados experimentos para avaliar 

o perfil de expressão gênica por PCR em tempo real para os genes atacina, cecropina e 

defensina 4. (Figuras 15 e 16). 
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4.1.2.1 Células LL5 silenciadas para cactus  
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(C) 

 

Figura 15: Expressão de peptídeos antimicrobianos em células LL5 transfectadas com RNA dupla 

fita para cactus. qPCR para atacina, cecropina e defensina 4 nos pontos de 12, 24 e 48 horas após 

silenciamento de cactus. O valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão dos genes observados no 

grupo de células LL5 controle, que foram transfectadas com RNA dupla fita para luciferase. A expressão 

dos genes alvo foi normalizada em função da expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de 

cada coluna representam desvio padrão. O teste ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas 

análises estatísticas. Os dados apresentados em A, B e C são resultados de 3 amostras biológicas 

independentes e repetidas em duplicata experimental. 

 

 Não houve diferença significativa na expressão do peptídeo antimicrobiano 

atacina no grupo de células transfectadas com RNA dupla fita para cactus, descrito na 

literatura como regulador negativo da via Toll em Drosophila e Anopheles (Lemaitre & 

Hoffmann, 2007; Dimopoulos, 2008) quando comparadas ao grupo controle (Fig. 15 A). 

A expressão de cecropina, contudo, teve aumento significativo em 24 e 48 horas após 

tratamento por RNA dupla fita. Uma vez que se conseguiu silenciar o repressor da via, 

pode-se sugerir que cecropina esteja sendo regulada pela via Toll, da qual cactus é o 

regulador negativo. O peptídeo antimicrobiano defensina 4 também mostrou aumento 

significativo em 48 horas após tratamento (Fig. 15 C), sugerindo que, assim como 

cecropina, defensina 4 seja de fato regulada pela via Toll em nosso modelo de estudo. 
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4.1.2.2 Células LL5 silenciadas para caspar 
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(C) 

 

Figura 16: Expressão de peptídeos antimicrobianos em células LL5 transfectadas com RNA dupla 

fita para caspar. qPCR para atacina, cecropina e defensina 4 nos pontos de 12, 24 e 48 horas após 

silenciamento de caspar. O valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão dos genes observados no 

grupo de células LL5 controle, que foram transfectadas com RNA dupla fita para luciferase. A expressão 

dos genes alvo foi normalizada em função da expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de 

cada coluna representam desvio padrão. O teste ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas 

análises estatísticas. Os dados apresentados em A, B e C são resultados de 3 amostras biológicas 

independentes e repetidas em triplicata experimental.   

 

 Assim como nas células transfectadas com RNA dupla fita para cactus, nas 

amostras silenciadas para o gene caspar não houve diferença significativa em relação ao 

grupo de células controle no que tange à expressão de atacina (Fig. 16 A). A expressão 

de cecropina foi significativamente maior em todos os horários observados, mostrando 

que, quando a via Imd é ativada mediante silenciamento do repressor caspar, o peptídeo 

antimicrobiano é mais expresso, sugerindo regulação redundante de cecropina tanto pela 

via Toll (Fig. 15 B) quanto pela via Imd (Fig. 16 B). Defensina 4 também apresentou 

expressão significativamente mais alta em todos os horários observados, da mesma 

forma evidenciando regulação redundante tanto pela via Toll (Fig. 15 C) quanto pela via 

Imd (Fig. 16 C).  
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4.1.3 Expressão de relish 2 nas amostras silenciadas para caspar 

 

 Para demonstrar que de fato as vias foram ativadas mediante silenciamento dos 

reguladores negativos, nós analisamos a expressão do fator de transcrição da via Imd, 

relish 2 (Fig. 17). 

 

Figura 17: Expressão de relish 2 em células LL5 transfectadas com RNA dupla fita para caspar. 

qPCR para relish 2 nos pontos de 12, 24 e 48 horas. O valor “1” no eixo y do gráfico representa a 

expressão gênica observada no grupo de células LL5 controle, que foram transfectadas com RNA dupla 

fita para luciferase. A expressão do gene alvo foi normalizada em função da expressão do gene 

constitutivo Rp49. Barras no topo de cada coluna representam desvio padrão. O teste ANOVA com 

múltiplas comparações foi realizado nas análises estatísticas. Os dados apresentados são resultados de 3 

amostras biológicas independentes e repetidas em triplicata experimental.   

 

 A expressão do fator de transcrição relish 2 foi significativamente mais alta em 

12 e 48 horas após o silenciamento do repressor caspar, desta forma evidenciando mais 

uma vez a ativação da via. 

 O fato de células LL5 de L. longipalpis apresentarem redução dos níveis de 

RNA mensageiro quando tratadas com RNA dupla fita para cactus, caspar e pias, indica 

que essa linhagem celular tem um mecanismo funcional de RNA de interferência. Além 

disso, cecropina e defensina 4 parecem ser regulados pelas vias Toll e Imd em nosso 

modelo de estudo, sugerindo regulação redundante desses dois peptídeos 
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antimicrobianos por essas duas vias. Por outro lado, atacina não deu indícios da via pela 

qual é regulada em nosso modelo. 

 Nossos resultados indicam LL5 como um bom candidato a modelo em estudos 

de imunidade para L. longipalpis, um importante vetor transmissor da leishmaniose. 

 

4.1.4 Silenciamento gênico em fêmeas de L. longipalpis 

 

 Com o intuito de correlacionar a expressão dos peptídeos antimicrobianos 

atacina, cecropina e defensina 4 à via Toll em insetos adultos, microinjetamos 32 nL de 

RNA dupla fita para cactus, na concentração de 4,5 μg/μL, na região torácica de fêmeas 

de L. longipalpis (Fig. 18). 

 

Figura 18: Expressão de cactus em fêmeas de L longipalpis microinjetadas com RNA dupla fita para 

cactus. qPCR para cactus mostrando a expressão do gene após a injeção em 1, 2 e 3 dias. O valor “1” no 

eixo y do gráfico representa a expressão gênica observada no grupo de insetos controle, que foram 

microinjetados com RNA dupla fita para β-galactosidase. A expressão do gene alvo foi normalizada em 

função da expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de cada coluna representam desvio 

padrão. O teste ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas análises estatísticas. Os dados 

apresentados são resultados de 2 amostras biológicas repetidas em duplicata experimental.   

 

 Houve redução dos níveis de RNA mensageiro para cactus após 1 e 2 dias da 

microinjeção e recuperação dos níveis de expressão deste gene a partir do terceiro dia, 
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demonstrando que o silenciamento em fêmeas de L. longipalpis mediante microinjeção 

foi bem sucedido.  

 

4.1.5 Análise da expressão de atacina, cecropina e defensina 4 em 

fêmeas de L. longipalpis silenciadas para cactus 
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 (C) 

 

Figura 19: Expressão relativa de atacina, cecropina e defensina 4 em fêmeas de L longipalpis 

microinjetadas com RNA dupla fita para cactus. qPCR para atacina e cecropina mostrando a expressão 

dos genes após a injeção em 1, 2 e 3 dias. O valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão gênica 

observada no grupo de insetos controle, que foram microinjetados com RNA dupla fita para β-

galactosidase. A expressão dos genes alvos foi normalizada em função da expressão do gene constitutivo 

Rp49. Barras no topo de cada coluna representam desvio padrão. O teste ANOVA com múltiplas 

comparações foi realizado nas análises estatísticas. Os dados apresentados são resultados de 2 amostras 

biológicas repetidas em triplicata experimental.   

 

 Diferentemente do que esperávamos, os três peptídeos antimicrobianos 

observados apresentaram diminuição dos níveis de RNA mensageiro após silenciamento 

do repressor cactus no primeiro e segundo dias. Os AMPs cecropina e defensina 4 

mostraram tendência à recuperação dos níveis de expressão a partir do terceiro dia.  

 

4.1.6 Investigação de um possível mecanismo de alça de regulação 

negativa na via Toll 

 

 No intuito de tentar compreender o motivo pelo qual os AMPs atacina, cecropina 

e defensina 4 apresentaram regulação negativa quando do silenciamento de cactus, nós 
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verificamos os níveis de expressão de WntD gene quando cactus foi silenciado (Fig. 

20). 

 

 

Figura 20: Expressão relativa de WntD em fêmeas de L longipalpis microinjetadas com RNA dupla 

fita para cactus. qPCR para WntD mostrando a expressão do gene após a injeção em 1 e 2 dias. O 

valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão gênica observada no grupo de insetos controle, que 

foram microinjetados com RNA dupla fita para β-galactosidase. A expressão do gene alvo foi 

normalizada em função da expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de cada coluna 

representam desvio padrão. O teste ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas análises 

estatísticas. Os dados apresentados são resultados de 2 amostras biológicas repetidas em duplicata 

experimental.   

 

 Conforme previsto com base na literatura, o gene WntD demonstrou regulação 

positiva nos dois primeiros dias após silenciamento do repressor cactus, isto é, quando a 

via estava supostamente ativada, sugerindo um mecanismo de alça de regulação 

negativa na via Toll em fêmeas de L. longipalpis, após microinjeção.  

 Em seguida, nós verificamos os níveis de expressão do fator de transcrição 

dorsal (Fig. 21), para verificar se a inibição da via foi correspondente a uma 

consequente diminuição dos níveis de RNA mensageiro para dorsal.  
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Figura 21: Expressão relativa de dorsal em fêmeas de L longipalpis microinjetadas com RNA dupla 

fita para cactus. qPCR para dorsal mostrando a expressão do gene após a injeção em 1, 2 e 3 dias. 

O valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão gênica observada no grupo de insetos controle, 

que foram microinjetados com RNA dupla fita para β-galactosidase. A expressão do gene alvo foi 

normalizada em função da expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de cada coluna 

representam desvio padrão. O teste ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas análises 

estatísticas. Os dados apresentados são resultados de 2 amostras biológicas repetidas em duplicata 

experimental.   

 

 O fator de transcrição da família NF-κB, dorsal, mostrou aumento dos níveis de 

expressão no primeiro e terceiro dias. Sabe-se que o próprio dorsal ativa a transcrição de 

WntD e este, em seguida, inibe a acumulação nuclear de dorsal (Aggarwal & Silverman, 

2008). Portanto, os níveis de expressão de WntD e Dorsal são coerentes com a 

diminuição dos AMPs e sugere a existência de um mecanismo de alça de regulação 

negativa na via Toll, em fêmeas de L. longipalpis, quando a via é ativada por 

silenciamento e na ausência de estímulo. 

 Para tentar entender por que o inseto estaria ativando essa alça de regulação 

negativa, nós propusemos que o motivo seria a preservação da microbiota, de modo que 

a ativação da via, na ausência de estímulo imune, prejudicaria a saúde do inseto quando 

da diminuição da microbiota, além do gasto energético e de efeitos colaterais da 

ativação imune. Assim sendo, avaliamos o efeito do silenciamento de cactus na 

microbiota bacteriana através de PCR em tempo real com oligonucleotídeos capazes de 

amplificar o RNA ribossomal 16S de bactérias (Fig. 22). 
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Figura 22: Expressão relativa de 16S em fêmeas de L longipalpis microinjetadas com RNA dupla fita 

para cactus. qPCR para 16S mostrando a expressão do gene após a injeção em 1, 2 e 3 dias. O valor 

“1” no eixo y do gráfico representa a expressão gênica observada no grupo de insetos controle, que foram 

microinjetados com RNA dupla fita para β-galactosidase. A expressão da sequência alvo foi normalizada 

em função da expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de cada coluna representam desvio 

padrão. O teste ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas análises estatísticas. Os dados 

apresentados são resultados de 2 amostras biológicas repetidas em duplicata experimental.   

 

 De fato, foi observada diminuição da microbiota bacteriana nos 3 dias que 

seguiram o silenciamento de cactus. Pode-se notar, contudo, uma tendência, a partir do 

terceiro dia, de recuperação da microbiota.  

 

4.2 Parte II - Infecção  

 

4.2.1 Infecção de L. longipalpis por L. i. chagasi 

 

 No intuito de avaliar aspectos da resposta imune de L. longipalpis frente à 

infecção pelo parasita L. i. chagasi, realizamos infecção artificial e utilizamos insetos 

alimentados somente com sangue como controle. Em seguida avaliamos a expressão de 

cactus até o quarto dia quando o flebotomíneo foi exposto ao parasita (Fig. 23). 
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Figura 23: Expressão relativa de cactus em fêmeas de L longipalpis infectadas pelo parasita L. 

infantum chagasi. qPCR para cactus mostrando a expressão do gene após infecção artificial até o quarto 

dia. O valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão gênica observada no grupo de insetos 

controle, que foram alimentados apenas com sangue. A expressão do gene alvo foi normalizada em 

função da expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de cada coluna representam desvio 

padrão. O teste ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas análises estatísticas. Os dados 

apresentados são resultados de 4 amostras biológicas repetidas em duplicata experimental.   

 

 Houve aumento significativo da expressão de cactus após dois dias da infecção 

artificial (Fig. 23), sugerindo participação do parasita L. i. chagasi no aspecto 

observado. Tal fato indica que a via Toll ficou menos ativa no primeiro e segundo dia 

após infecção e que em seguida se mostrou mais ativa, uma vez que se observou um 

retorno da expressão do repressor no terceiro e um decréscimo a partir do quarto dia, 

apesar deste resultado não ter sido estatisticamente significativo. 

 

4.2.2 Análise dos peptídeos antimicrobianos atacina, cecropina e 

defensina 4 frente à infecção pelo parasita L. i. chagasi 

 

 Uma vez que foi observada modulação da expressão do regulador negativo da 

via Toll (cactus), investigamos o comportamento dos peptídeos antimicrobianos atacina, 

cecropina e defensina 4 quando da infecção por Leishmania (Fig. 24 A, B e C). 
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 (C) 

 

Figura 24: Expressão relativa de atacina, cecropina e defensina 4 em fêmeas de L longipalpis 

infectadas por L. i. chagasi. qPCR para atacina, cecropina e defensina 4 mostrando a expressão dos 

genes após infecção artificial até o quarto dia. O valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão 

gênica observada no grupo de insetos controle, que foram alimentados apenas com sangue. A expressão 

dos genes alvos foi normalizada em função da expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de 

cada coluna representam desvio padrão. O teste ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas 

análises estatísticas. Os dados apresentados são resultados de 4 amostras biológicas repetidas em 

duplicata experimental.   

 

 Pode-se observar aumento significativo na expressão dos três AMPs em 72 horas 

após infecção artificial. Este fenômeno pode estar associado ao evento de degradação da 

matriz peritrófica e o consequente contato físico entre o parasita e o epitélio intestinal 

do intestino médio do flebotomíneo.  

 

4.2.3 Efeitos da infecção sobre a microbiota bacteriana 

 

 No intuito de correlacionar os dados apresentados com a proliferação da 

microbiota bacteriana presente no tubo digestivo de L. longipalpis, realizamos 

experimentos de PCR em tempo real com oligonucleotídeos capazes de amplificar o 

RNA ribossomal 16S de bactérias (Fig. 25). 
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Figura 25: Efeitos sobre a microbiota em fêmeas de L longipalpis infectadas pelo parasita L. i. 

chagasi. qPCR para o RNA ribossomal 16S mostrando a modulação da microbiota bacteriana após 

infecção artificial até o quarto dia. O valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão gênica 

observada no grupo de insetos controle, que foram alimentados apenas com sangue. A expressão do gene 

alvo foi normalizada em função da expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de cada coluna 

representam desvio padrão. O teste ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas análises 

estatísticas. Os dados apresentados são resultados de 4 amostras biológicas repetidas em duplicata 

experimental.   

 

 O perfil da microbiota bacteriana foi coerente com os resultados apresentados 

anteriormente (Fig. 23 e 24). Os momentos de maior e menor proliferação bacteriana no 

tubo digestivo dos flebotomíneos coincidem com o perfil de expressão de cactus, 

sugerindo uma modulação direta da microbiota bacteriana pela via Toll. Os pontos de 

maior expressão dos peptídeos antimicrobianos atacina, cecropina e defensina 4, em 72 

horas, também são coerentes com a queda nos níveis de 16S bacteriano no terceiro dia, 

observados na figura 21. 

 

4.2.4 Avaliação da carga parasitária durante a infecção 

 

 Os resultados anteriores nos conduziram ao questionamento sobre a modulação 

da carga parasitária durante a infecção. Para responder esta pergunta, foram desenhados 
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oligonucleotídeos capazes de amplificar o gene 8S de Leishmania, desta forma foi 

possível avaliar os níveis do parasita quando da infecção (Fig. 26) 

 

 

Figura 26: Modulação da carga parasitária em fêmeas de L longipalpis infectadas pelo parasita L. i. 

chagasi. qPCR para a proteína ribossomal 8S mostrando a modulação de Leishmania após infecção 

artificial até o quarto dia. O valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão gênica observada no 

grupo de insetos após 24 horas de infecção. A expressão do gene alvo foi normalizada em função da 

expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de cada coluna representam desvio padrão. O teste 

ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas análises estatísticas. Os dados apresentados são 

resultados de 4 amostras biológicas repetidas em duplicata experimental.    

 

 Como esperávamos, a carga parasitária sofre uma queda brusca a partir do 

terceiro dia, sendo estatisticamente significativo nos terceiro e quarto dias. Tal fato pode 

ser explicado, em parte, pela excreção do conteúdo digestivo a partir de 72 horas. Além 

disso, nós também acreditamos que o aumento da expressão dos peptídeos 

antimicrobianos atacina, cecropina e defensina 4 após 72 horas de infecção possa 

exercer influência no resultado observado. 
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4.2.5 Investigação de um provável candidato em L. i. chagasi capaz de 

inibir a via Toll em L. longipalpis 

 

 Foi realizado um BLAST da sequência nucleotídica de SHP-1, de mamífero, 

contra o banco de dados de L. longipalpis (VectorBase), tornando possível o desenho de 

oligonucleotídeos específicos para este gene. Com isso, nós checamos como SHP-1 foi 

modulado em L. longipalpis durante a infecção por L. i. chagasi (Fig. 27). 

 

 

Figura 27: Expressão relativa de SHP-1 em fêmeas de L longipalpis infectadas pelo parasita L. i. 

chagasi. qPCR para SHP-1 mostrando a expressão do gene após infecção artificial até o quarto dia. O 

valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão gênica observada no grupo de insetos controle, que 

foram alimentados apenas com sangue. A expressão do gene alvo foi normalizada em função da 

expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de cada coluna representam desvio padrão. O teste 

ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas análises estatísticas. Os dados apresentados são 

resultados de 4 amostras biológicas repetidas em duplicata experimental.   

 

 O SHP-1, de L. longipalpis, foi modulado durante a infecção, com aumento 

significativo da expressão em 48 horas.  
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4.2.6 Avaliação do papel de DUOX durante a infecção de L. longipalpis 

por L. i. chagasi 

 

 Para investigar se a presença do parasita poderia provocar modulação da 

expressão de DUOX, enzima associada à produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), nós verificamos a expressão deste gene durante a infecção (Fig. 28) 

 

 

Figura 28: Expressão relativa de DUOX em fêmeas de L longipalpis infectadas pelo parasita L. 

infantum chagasi. qPCR para DUOX mostrando a expressão do gene após infecção artificial até o quarto 

dia. O valor “1” no eixo y do gráfico representa a expressão gênica observada no grupo de insetos 

controle, que foram alimentados apenas com sangue. A expressão do gene alvo foi normalizada em 

função da expressão do gene constitutivo Rp49. Barras no topo de cada coluna representam desvio 

padrão. O teste ANOVA com múltiplas comparações foi realizado nas análises estatísticas. Os dados 

apresentados são resultados de 4 amostras biológicas repetidas em duplicata experimental.   

 

 Com base em nossos resultados, não foi possível correlacionar a presença do 

parasita, durante a infecção, com uma resposta relacionada à produção de espécies 

reativas de oxigênio. 
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5 DISCUSSÃO 

  

 Trabalhos anteriores já demonstraram a importância do uso de linhagens 

celulares de insetos para compreensão de mecanismos imunológicos, mostrando ser 

possível, portanto, adotar um modelo experimental simples a fim de responder 

perguntas científicas específicas. Por exemplo, células C7-10 e Aag-2, de Aedes 

albopictus e Aedes aegypti, respectivamente, apresentaram expressão de diversos 

fatores da resposta imune, incluindo transferrina, lisozima, cecropina e defensina 

(Fallon & Sun, 2000). Em acréscimo, estudos posteriores mostraram que o perfil de 

expressão de genes de imunidade em linhagem celular Aag-2 em resposta a diferentes 

estímulos imunes são semelhantes quando comparados ao correspondente adulto Aedes 

aegypti (Barletta et al., 2012)  

 O mecanismo de RNAi já foi observado em vários organismos, tais como 

plantas, vermes, artrópodes e mamíferos, sendo mais bem relatado em Drosophila e C. 

elegans, organismos-modelos para os quais já foram identificadas a maioria das 

proteínas que envolvem a maquinaria de RNAi (Ghildiyal & Zamore 2009). No que diz 

respeito ao mecanismo de RNAi, linhagens celulares de insetos também já foram 

utilizadas para compreensão do que se sabe atualmente, especialmente células S2 de D. 

melanogaster, as quais demonstraram silenciamento gênico facilmente induzido por 

RNA dupla fita sequência específica (van Rij et al., 2006). 

 Contudo, em células C6/36, de A. albopictus, não foi observado um perfil de 

ativação do mecanismo de RNAi quando estas foram comparadas às células S2 de D. 

melanogaster, indicando que essa linhagem celular apresenta disfunção da via de RNAi 

quando submetida ao desafio por vírus (Vírus do Oeste do Nilo [Flaviviridae], Sindbis 

virus [SINV, Togaviridae] e La Crosse virus [LACV, Bunyaviridae]) (Brackney et al. 

2010).  

 Em L. longipalpis, foi observada uma resposta antiviral não específica após 

transfecção de células LL5 em cultura com vários RNAs de dupla fita, mostrando 

diferença em comparação ao mecanismo de mosquito (Pitaluga et al. 2008). O mesmo 

tipo de resposta antiviral foi identificado no crustáceo Litopenaeus vannamei (Robalino 

et al. 2004). 
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 Apesar da via de RNAi ter sido demonstrada em outros organismos, este 

mecanismo ainda não foi bem estudado em L. longipalpis. Neste trabalho avaliamos a 

capacidade das células LL5 de L. longipalpis em responder ao tratamento com RNA 

dupla fita diminuindo a expressão dos genes alvo através do mecanismo de RNA de 

interferência.  

 Observamos que células LL5 transfectadas com RNA dupla fita sequência-

específica para os genes cactus, caspar e pias tiveram redução dos níveis de RNA 

mensageiro após transfecção. Nossos resultados sugerem a existência de um mecanismo 

de RNAi funcional em células LL5 de L. longipalpis baseado no silenciamento de 

cactus, caspar e pias após transfecção de dsRNA dos respectivos genes. Com isso, 

validamos as células LL5 como modelo para estudos relacionados tanto à via de RNAi 

quanto ao silenciamento gênico baseado em dsRNA.  

 Após concluir que a via de RNAi é funcional em células LL5, correlacionamos 

quais vias de imunidade (Tol e Imd) são responsáveis pela ativação de peptídios 

antimicrobianos como atacina, cecropina e defensina 4.  

 Atualmente, os dados sobre as vias de imunidade em flebotomíneos são 

escassos. As informações gerais sobre o funcionamento do sistema imune de insetos são 

basicamente inferidas a partir de estudos em Drosophila e em mosquitos, como Aedes e 

Anopheles. Em fêmeas de L. longipalpis foi observado que caspar, repressor da via Imd, 

é diferencialmente expresso quando o inseto é alimentado com bactérias Gram positivas 

e Gram negativas. No mesmo trabalho, a técnica de RNAi foi usada para depletar a 

expressão de caspar em fêmeas de L. longipalpis, as quais foram subsequentemente 

infectadas com duas espécies de Leishmania (L. infantum e L. mexicana). 

Interessantemente, no grupo de flebótomos para os quais houve silenciamento de 

caspar, a quantidade de parasitos no intestino foi reduzida (Telleria et al. 2012), 

demonstrando pela primeira vez o papel das vias de imunidade no controle da infecção 

por Leishmania em L. Longipalpis.   

 Nossos dados em células LL5 de L. longipalpis apontam para uma regulação 

redundante dos peptídeos antimicrobianos cecropina e defensina 4 pelas vias Toll e Imd. 

De maneira geral todas as vias (Toll, Imd, e JAK/STAT) compartilham alguns genes em 

comum como alvo (Boutros et al. 2002). Em 2006, Luna e colaboradores demonstraram 

que em células MSQ43 de Anopheles stephensi cecropina 1 e defensina 1 também são 

regulados pelas vias Toll e Imd, mais uma vez reforçando o fato de que alguns 
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peptídeos antimicrobianos não são regulados de maneira exclusiva pelas vias de 

imunidade em alguns insetos 

 Os resultados apresentados para o peptídeo antimicrobiano atacina, em células 

LL5, não foram conclusivos em relação à via pela qual este AMP é regulado em nosso 

modelo de estudo.  

 O fator de transcrição da via Imd, Relish 2, também mostrou aumento dos níveis 

de expressão quando do silenciamento do repressor caspar, mais uma vez reforçando o 

conceito de ativação das vias imunes através do silenciamento de reguladores negativos. 

 Recentemente, em insetos adultos de L. longipalpis, foi observado redução da 

expressão de tripsina 1 (Sant'Anna et al. 2009), xantina desidrogenase (Sant'Anna et al. 

2008) e caspar (Telleria et al. 2012) após micro-injeção com dsRNAs específicos. 

Apesar de outros grupos já terem obtido eficiência no silenciamento gênico mediado por 

dupla fita de RNA, em insetos adultos de L. longipalpis, contudo, ainda não houve uma 

tentativa para se correlacionar a expressão de peptídeos antimicrobianos às vias pelas 

quais eles são regulados. Conforme se observa na figura 18 deste trabalho,  houve 

redução significativa dos níveis de RNA mensageiro de cactus, demonstrando, portanto, 

que houve êxito quando do silenciamento. Curiosamente, a expressão dos peptídeos 

antimicrobianos atacina, cecropina e defensina 4 foi regulada negativamente quando o 

repressor foi depletado.  

 O gene WntD foi identificado como um membro da família Wnt de Drosophila, 

baseado em uma pesquisa genômica para genes relacionados a Wnt (sinônimos: 

CG8458 e wnt8). Em Drosophila, WntD atua como um inibidor da translocação do 

fator de transcrição dorsal para o núcleo (Gordon et al., 2005), e é o próprio dorsal que 

ativa a transcrição de WntD que, em seguida, inibe a acumulação nuclear de dorsal 

(Aggarwal & Silverman, 2008) (Fig. 29). 

 Em nossos resultados, interessantemente, a expressão de WntD esteve 

aumentada nos dois primeiros dias após silenciamento do repressor cactus, isto é, 

quando a via estava supostamente ativada. O fator de transcrição da família NF-κB, 

dorsal, por sua vez, mostrou aumento dos níveis de expressão no primeiro e terceiro 

dias. Portanto, os níveis de expressão de WntD e dorsal são coerentes com a diminuição 

dos AMPs e sugere a existência de um mecanismo de alça de regulação negativa na via 

Toll, em fêmeas de L. longipalpis, quando a via é possivelmente ativada em função do 

silenciamento do repressor cactus e na ausência de estímulo imune. 
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Figura 29: Modelo esquemático mostrando a alça de regulação negativa descrita em D. melanogaster 

relativa à via Toll (Aggarwal & Silverman, 2008). 

 

 Uma vez que houve uma queda brusca da microbiota bacteriana quando da 

suposta ativação da via, nós propomos que o mecanismo de alça de regulação negativa, 

possivelmente atuante neste caso, poderia ser ativado de modo a preservar a microbiota 

de uma superativação da via na ausência de estímulo imune, além do dispendioso gasto 

energético e de efeitos colaterais oriundos da ativação imune. Embora a queda da 

microbiota não possa ser explicada pela diminuição da expressão de AMPs nos pontos 

observados, nós acreditamos que uma superativação da via ocorreu anteriormente a 24 

horas do silenciamento, ativando a alça de regulação negativa e modulando 

negativamente a expressão dos genes efetores. 

 A análise do perfil de expressão dos genes de imunidade avaliados até o 

momento quando o inseto é infectado nos possibilita importantes questionamentos sobre 
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os aspectos interativos entre o hospedeiro invertebrado L. longipalpis e o parasita L. i. 

chagasi.  

 Quando avaliamos a expressão de cactus durante a infecção, fica evidente uma 

suposta inibição da via Toll, em 48 horas, sugerindo que, de algum modo, o parasita 

esteja contribuindo para tal fenômeno. A protease de superfície Gp63 expressa por 

Leishmania é capaz de ativar a tirosina fosfatase SHP-1 de macrófagos,  que por sua vez 

inibe importantes componentes das vias Toll e Jak/STAT (Blanchette et al., 1999) (Fig. 

30). Surpreendentemente, a expressão de SHP-1 de L. longipalpis foi modulada durante 

a infecção, com aumento significativo da expressão em 48 horas. Este resultado sugere 

que, assim como em macrófagos, Gp63 de Leishmania ativa SHP-1 do hospedeiro 

invertebrado e, com isso, inibe a via Toll, possivelmente imunossuprimindo o 

flebotomíneo. Além disso, foi relatado que L. longipalpis infectado com L. amazonensis 

superexpressando Gp63 apresentou aumento significativo do percentual de infecção, ao 

passo que nos insetos infectados com a cepa subexpressando Gp63 houve uma 

diminuição dos níveis de infecção (Hajmová et al., 2004), evidenciando pela primeira 

vez um possível envolvimento de Gp63 no estabelecimento da infecção. Recentemente, 

foi visto que Gp63 é liberada por exossomos de cultura de macrófagos infectados com 

L. mexicana, e que esses exossomos, oriundos de macrófagos infectados, são capazes de 

aumentar a expressão de uma série de proteínas de macrófagos em cultura não 

infectados, inclusive SHP-1 (Hassani & Olivier, 2013). 
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Figura 30: Esquema ilustrativo mostrando a introdução de Gp63, por Leishmania, e a consequente 

ativação de SHP-1, culminando com a inibição de componentes das vias Toll e Jak/STAT (Shio et al., 

2012).    

 

 Este é o primeiro relato de um possível envolvimento de Gp63 de Leishmania na 

modulação da capacidade de resposta imune do hospedeiro invertebrado.  

 A análise do perfil de expressão dos peptídeos antimicrobianos atacina, 

cecropina e defensina 4 mostrou aumento significativo da expressão desses genes em 72 

horas após infecção, momento no qual a matriz peritrófica é degradada pela ação de 

quitinases e o parasita interage diretamente com o epitélio do intestino médio do 

flebotomíneo. A observada diminuição da carga parasitária em 72 horas (Fig. 26) nos 

motiva a pensar que o aumento de expressão dos AMPs possa de fato causar impactos 

na sobrevivência do parasita durante a infecção.  

 A modulação da microbiota bacteriana durante a infecção foi coerente com os 

resultados observados para cactus e para os AMPs (Fig. 23 e 24). Os momentos de 

maior e menor proliferação bacteriana no tubo digestivo dos flebotomíneos coincidem 
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com o perfil de expressão de cactus, sugerindo uma modulação direta da microbiota 

bacteriana pela via Toll. Além disso, os pontos de maior expressão dos peptídeos 

antimicrobianos atacina, cecropina e defensina 4, em 72 horas, também são coerentes 

com a queda nos níveis de 16S bacteriano no terceiro dia. 

 Aparentemente a presença do parasita L. i. chagasi não estimula um aumento da 

expressão de DUOX, sistema enzimático capaz de produzir espécies reativas de 

oxigênio, durante a infecção em L. longipalpis. Nossos resultados complementam 

trabalhos anteriores que mostram que a infecção de L. longipalpis por L. mexicana não 

foi associada a um aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (Diaz-Albiter 

et al., 2012). 

 Diante dos dados que este trabalho oferece, é intrigante notar que muitas 

questões acerca da interação entre L. longipalpis e L. i. chagasi ainda precisam ser 

esclarecidas. No entanto, o presente estudo fornece bases para uma melhor compreensão 

sobre a interação parasito-vetor, uma vez que visa elucidar aspectos da imunologia de L. 

longipalpis e da interação com o parasita L. i. chagasi. Esperamos que os resultados 

obtidos a partir deste trabalho possam contribuir para uma compreensão mais profunda 

da imunidade de insetos vetores e que, em breve, possam ajudar no desenvolvimento de 

estratégias para prevenção de leishmanioses, influenciando diretamente na qualidade de 

vida de parte da população brasileira. 
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6 CONCLUSÕES 

 

- Células LL5 de L. longipalpis têm um mecanismo funcional de RNA de interferência; 

 

- Cecropina e defensina 4 apresentaram regulação redundante pelas vias Toll e Imd; 

 

- O silenciamento gênico sequência-específica de cactus se mostrou eficiente em fêmeas 

de L. longipalpis; 

 

- Nossos resultados sugerem a existência de um mecanismo de alça de regulação 

negativa da via Toll, em fêmeas de L. longipalpis, quando a via é ativada por 

silenciamento do repressor cactus e na ausência de estímulo imune; 

 

- Assim como foi observado em macrófagos, nossos resultados sugerem que a 

Leishmania ativa SHP-1, do hospedeiro invertebrado e, com isso, inibe a via Toll, 

imunossuprimindo o flebotomíneo; 

 

- A diminuição da carga parasitária a partir do terceiro dia indica que o aumento de 

expressão dos peptídeos antimicrobianos em 72 horas possa de fato causar impactos na 

sobrevivência do parasita durante a infecção. 
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