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Resumo

As leishmanioses sao causadas pelo parasita Leishmania e transmitidas ao
vertebrado pela picada do flebotomineo. Durante o ciclo no vetor, uma etapa crucial
ocorre ao fim da digestdo com a adesao dos parasitas ao epitélio intestinal do inseto.
Nosso grupo anteriormente determinou o papel da proteina flagelar FLAG1/SMP1 de
L. major na adesdo ao tubo digestivo de P. papatasi. Neste trabalho foram feitos
ensaios de interagao entre L. major e L. i. chagasi X células embrionarias LL5 e PP9,
e também experimentos de inibicdo da interagao entre células PP9 e L. major com
adicdo de proteina recombinante FLAG/MBP. Os resultados mostraram que apesar
de haver adesao, a proteina FLAG1/SMP1 parece nao ter um envolvimento nesse
processo de interacdo com células embrionarias. Em paralelo, fizemos uma busca
por possiveis moléculas ligantes de FLAG1/SMP1, através de experimentos de pull
down tanto com lisados de células PP9 quanto de intestinos dissecados de P.
papatasi. Nos ensaios com células PP9 identificamos 6 genes de interesse
codificantes para proteinas associadas a membrana. Todos esses genes s&o
expressos tanto em intestino quanto em carcaga de P. papatasi. Nos ensaios de pull
down com intestinos, identificamos um gene que codifica para uma proteina ligante
de acido hialurénico (AH). Esse gene tem uma tendéncia a aumento da expresséo
em intestinos em relagdo a carcaga de fémeas n&o alimentadas. Realizamos
também ensaios de microscopia confocal em tubos digestivos pré-incubados com a
proteina recombinante FLAG/MBP. Confirmamos que FLAG1/SMP1 interage com o
epitélio intestinal de P. papatasi.

Outra etapa importante da interacdo parasita-vetor € a resposta imune ativada
pela Leishmania dentro do inseto. Nosso grupo detectou previamente a
superexpressao de uma TGF-f de L. longipalpis (LITGF-B) 72h apds infecgéao por L.
i. chagasi. Esse gene foi silenciado com o objetivo de testar o efeito da deplegao de
LITGF-B sobre a resposta imune do inseto. Observamos que a reducéo de LITGF-3
gerou um aumento do peptideo antimicrobiano (PAM) cecropina. Investigamos o
efeito do silenciamento em fémeas infectadas com L. i. chagasi. Com a reducao de
LITGF-B, ha uma redugao drastica de infecgao a partir de 48h, além de um aumento
da expressao dos PAMs cecropina e defensina 2, além de iNOS indicando que
LITGF-B pode regular negativamente a expressdo de moléculas efetoras da

imunidade. Para confirmar os dados obtidos no silenciamento, alimentamos L.
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longipalpis com L. i. chagasi e anticorpo anti-TGF-B. Observamos uma maior
infeccdo no grupo alimentado com anticorpo apds 96h. Posteriormente, verificamos
por western blot que o anticorpo utilizado reconhece TGF-B presente no sangue
usado nas alimentagdes e, possivelmente, o bloqueio dessas moléculas causou o
aumento do numero de parasitas. Com isso, concluimos que a TGF-B do sangue
tem um efeito inicial de ativacdo da resposta imune com producdo de moléculas
efetoras. E que, posteriormente, o contato da Leishmania com o intestino pode estar
causando uma ativagao do gene LITGF-B e uma regulacdo negativa desses efetores

imunes.



Abstract

Leishmaniasis are caused by the protozoan Leishmania and transmitted to the
vertebrate host through the bite of sandflies. Inside the vector a crucial step occurs at
the end of digestion, with the adhesion of the parasite’s flagellum to the midgut
epithelium. Previously, our group observed that a L. major flagellar protein named
FLAG1/SMP1 has a role in parasite adhesion to the P. papatasi midgut. In the
present work, we performed interaction assays between Leishmania and embryonic
LL5 and PP9 cells and also experiments of adhesion inhibition between PP9 cells
and L. major by adding different concentrations of FLAG/MBP recombinant protein.
The results showed that, although we observed adhesion, the protein FLAG1/SMP1
is not involved in this interaction process. In parallel, we performed pull down
experiments in order to search for FLAG1/SMP1 ligands in PP9 cells and dissected
guts of P. papatasi lysates. In the assays with PP9 cells we identified 6 putative
candidate genes coding for membrane proteins. All of the selected genes are
expressed in both gut and carcass. From the pull down assays with dissected guts,
we identified a gene coding for a hyaluronan-binding protein. This gene has an
increased expression in guts of nonfed females comparing to carcass. We also
carried out confocal microscopy experiments using midguts pre-incubated with the
recombinant protein FLAG/MBP, and confirmed that FLAG1/SMP1 directly interacts
with the epithelium of P. papatasi.

Another important step of the parasite-vector interaction is the immune
response that is activated by Leishmania infection. Our group previously detected the
overexpression of a TGF-B from L. longipalpis (LITGF-B) at 72h after infection with L.
i. chagasi. Aiming to test the effect of LITGF-B depletion we performed a gene
silencing experiment, and observed that LITGF- reduction causes an increase of the
antimicrobial peptide (AMP) cecropin and also iNOS, indicating that LITGF-f is
probably regulating negatively the expression of immunity effector genes. LITGF-3
silencing in infected flies caused a strong reduction in the L. i. chagasi infection after
48h and also an increased expression of the AMPs cecropin and defensin 2, and
also iNOS. To confirm the data obtained with the silencing, we fed L. longipalpis with
L. i. chagasi plus antibody anti- LITGF-B, and observed that the antibody fed group
had an increased infection load at 96h. We then performed western blot assays and

determined that the antibody used in the previous experiments recognized the
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mammalian TGF-B present in the blood used during the artificial feedings.
Consequently, the blocking of this mammalian molecule was probably responsible for
the increase in the number of parasites. Thereby we can assume that in L.
longipalpis the mammalian TGF-B caused an initial activation of the immune
response and that, at a later time point, the Leishmania contact with the gut or the
increase of NOS might be causing an activation of LLTGF-B and a negative

regulation of immune effectors.
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| - INTRODUCAO
1.1 - A DOENCA:

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas tropicais negligenciadas que
constituem um grave problema de salde publica. S&o causadas por protozoarios do
género Leishmania e transmitidas ao hospedeiro vertebrado por vetores da
subfamilia Phlebotominae. Com dezenas de paises ja tendo registrado casos de
Leishmaniose, temos o Brasil como uma das regibes com maior incidéncia da
doenca (WHO 2015).

Esse grupo de doencas apresenta manifestacbes clinicas distintas,
dependendo, entre outras coisas, da espécie de Leishmania e da resposta
imunologica desencadeada no vertebrado. Além disso, vém se discutindo também o
papel dos vetores nessas diferentes formas de apresentacdo da doenca, ja que
caracteristicas especificas dos mesmos, como componentes da saliva (Qureshi,
Asahina et al. 1996), teriam capacidade de modular a resposta imune do hospedeiro
vertebrado (Warburg, Saraiva et al. 1994). As formas clinicas das leishmanioses sao:
a Leishmaniose Visceral (LV) (Figura 1.1A) e a Leishmaniose Cutanea (LC) (Figura
1.1B); esta ultima podendo ter variagBes clinicas conhecidas como Leishmaniose
Mucocutanea (LM) (Figura 1.1C) e Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) (Figura
1.1D).

O quadro clinico da LC é caracterizado por ulceracdes gque se iniciam no local
de inoculacdo dos parasitas, podendo ser Unicas ou multiplas, dependendo do
namero de picadas pelo vetor infectado ou da disseminacdo do parasita (Figura
1.1B) (Gontijo and de Carvalho Mde 2003). A LCD, uma variacdo da LC, apresenta
classicamente lesfes difusas ndo-ulceradas espalhadas por toda epiderme e grande
guantidade de amastigotas. S&o lesdes que geralmente n&o cicatrizam
espontaneamente e s&o resistentes ao tratamento (Figura 1.1D). A LM, uma
condicdo de dificil tratamento e associada a infeccdo por L. braziliensis, é
caracterizada pelo aparecimento de lesdes destrutivas secundarias envolvendo
mucosas e cartilagens que podem ocorrer meses ou anos apos a lesao inicial
(Figura 1.1C) (Gontijo and de Carvalho Mde 2003).

Os sintomas associados a LV sdo: febre, palidez de mucosas,
esplenomegalia associada ou ndo a hepatomegalia, e progressivo emagrecimento

(Figura 1.1A) (Neves, Melo et al. 2007). No Brasil, ela € causada pelo protozoario



Leishmania infantum chagasi (Cunha and Chagas 1937) e transmitida principalmente
pelo vetor flebotomineo da espécie Lutzomyia longipalpis (Lutz 1912).
As principais espécies de Leishmania envolvidas na promocéo das diversas

manifestacdes clinicas da doenca estao relacionadas na Tabela 1.1 abaixo.

Figura 1.1: Formas clinicas das Leishmanioses: A) Leishmaniose Visceral, B)
Leishmaniose Cutanea; C) Leishmaniose Mucocutanea; D) Leishmaniose Cutanea
Difusa.

Com relacéo a taxonomia, a denominacao da espécie L. i. chagasi é tema de
debate entre os especialistas da area. Existem duas hipoteses para o surgimento
dessa espécie no continente americano: a primeira seria a de que a doenca ja
estava presente antes da separacdo do continente americano da Africa e, portanto,



0 processo de especiacdo em L. i. chagasi se deu ap0s o processo de separacao.
Alguns trabalhos tém mostrado que as espécies L. infantum e L. chagasi apresentam
diferencas genotipicas e fenotipicas suficientes para que sejam classificadas
separadamente. Esses trabalhos sugerem a nomenclatura: Leishmania infantum

infantum e L. i. chagasi (Ellis and Crampton 1991, Lainson and Rangel 2005).

Tabela 1.1: Relacéo das espécies de Leishmania causadoras das diferentes

manifestacdes clinicas da doenca.

Formas clinicas Espécies de Leishmania

L. (L.) amazonensis
L. (L.) mexicana
L. (L.) major
L. (L.) tropica
L. (L.) aethiopica

Leishmaniose Cutianea

L. (V.) braziliensis
L. (V.) guyanensis

L. (V.) panamensis

. . R . L. (L.) amazonensis
Leishmaniose Cutanea Difusa

L. (L.) mexicana

. . L. (V.) braziliensis
Leishmaniose Mucosa

L. (V.) guyanensis

L. (L.) donovani
Leishmaniose Visceral L. (L) i infantum

L. (L.)i. chagasi

A segunda hipo6tese sugere que o parasita presente nas Américas seria L.
infantum importada do Velho Mundo na época da colonizacdo do continente.
Recentemente, um estudo amplo mostrou, através de tipagem multilocus de
microsatélites, que a espécie L. infantum foi importada em diferentes momentos para

as Américas a partir do sudoeste europeu (Kuhls, Alam et al. 2011).



1.2 - EPIDEMIOLOGIA:

Inicialmente consideradas exclusivamente rurais, as leishmanioses nos
altimos 20 anos vém ganhando o cenario urbano de forma preocupante. Atualmente,
sao prevalentes em 98 paises, com cerca de 1,3 milhdes de novos casos ao ano,
causando de 20.000 a 50.000 mortes. Estima-se que mais de 300 milhdes de
pessoas se encontram em areas de risco nesses locais (WHO 2015).

A LC é caracterizada por ter uma ampla distribuicdo mundial, sendo que nas
Ameéricas ha casos relatados desde o México até o norte da Argentina (Figura 1.2).
Por apresentar uma alta complexidade quanto a diversidade de agentes (diferentes
espécies de Leishmania podem causar esse quadro clinico), de reservatorios e de
vetores, o controle da LC no Brasil tem apresentado um alto grau de dificuldade
(Ministério-da-Saude 2007).

A LV apresenta um quadro clinico de alta gravidade, podendo levar a Obito se
ndo tratado adequadamente. Desde o inicio do século, vem crescendo a
preocupacdo com casos de co-infeccdo com doencas imunossupressoras como a
AIDS (Ministério-da-Saude 2006). Até marco de 2010, a co-infec¢édo de leishmaniose
e HIV tornou-se endémica em 35 paises.

Superada apenas pela malaria, a leishmaniose visceral constitui a segunda
maior causa de mortes por doencas parasitarias no mundo, com cerca de 500.000
novos casos e uma taxa de mortalidade que chega a 10% anualmente (Chappuis F
2007, WHO 2010) (Figura 1.3). No Brasil, a doencga se concentra nas regioes Norte e
Nordeste, com cerca de 70% de todos os casos registrados (Figura 1.4) (Ministério-
da-Saude 2006, Oliveira, Saraiva et al. 2011).

Nos ultimos 30 anos, tém-se observado o aumento da incidéncia da doenca e
sua expansdo para as areas urbanas (Dantas-Torres and Brandao-Filho 2006,
Oliveira, Saraiva et al. 2011, Conti, Moura Lane et al. 2016). Dentre os fatores que
vém contribuindo para essa expansao estdo: o movimento de éxodo rural, as
continuas alteracdes do meio ambiente (causadas por processos continuos de
desmatamento, queimadas, construcdes de barragens, hidrelétricas entre outros),
reducdo da qualidade de vida da populacédo e adaptacdo do vetor a essas alteracbes
ambientais. Além disso, 0 pouco incentivo a pesquisa da doenca acaba por retardar

o0 desenvolvimento de novas formas de tratamento e controle.



Figura 1.2: Incidéncia de LC nas Américas, por 100.000 habitantes por
municipio (SisLeish 2015).

No caso especifico do processo de urbanizacdo da LV, h& registros em
diversas cidades brasileiras como Santarém (PA), Belo Horizonte (MG), Palmas
(TO), Campo Grande (Da Silva, Williams et al. 1990), Cuiaba (MT) (Oliveira, Saraiva
et al. 2011) e Rio de Janeiro (Marzochi 2016). A LV classica, em nosso pais,
acomete pessoas de todas as idades, mas na maior parte das areas endémicas 80%
dos casos registrados ocorrem em criangas menores de 10 anos (Gontijo 2004). Na
transmissdo da doenca sdo descritos dois ciclos classicos: um silvestre, tendo como
principais reservatorios as raposas selvagens (Vetulus pseudalopex and Dusicyon
thous) e outro doméstico, com o cachorro sendo o reservatério. Em ambos os ciclos



de transmissdo o homem é considerado hospedeiro acidental (Conti, Moura Lane et
al. 2016).

Countries reported
imported VL cases

SaudiArabia - 8
Russian Federation - 2
Belgium - 1

Finland - 1

Republic of Moldova - 1

Number of new VL cases
reported, 2013

Il >1000
I 500-999
[ 100-492 [ No autochthonous cases reported
N [ <100 [ Nodata
. o [] Notapplicable

Figura 1.3: Novos casos de Leishmaniose Visceral pelo mundo em 2013, segundo

WHO

(http://www.who.int/leishmaniasis/burden/Leishmaniasis_Burden_distribution VL CL
2013.pdf?ua=1)

No Brasil, o primeiro registro de LV e deteccédo do parasita foram realizados
por Penna em 1934 (Penna 1934). Posteriormente, em 1937, foi feita a descri¢cdo e
caracterizagdo do ciclo biolégico da Leishmania e sua correlagdo com o vetor L.
longipalpis (Cunha and Chagas 1937).

De uma forma geral, podemos observar a coexisténcia de um duplo perfil
epidemioldgico, nos diferentes tipos de leishmanioses, com a manutencéao de casos
em areas rurais ou préximas ao mesmo tempo em que ha o surgimento de surtos
epidémicos associados a fatores decorrentes da expansédo industrial e econémica

como garimpos, expansdo de fronteiras agricolas e extrativismo, em condi¢cfes


http://www.who.int/leishmaniasis/burden/Leishmaniasis_Burden_distribution_VL_CL_2013.pdf?ua=1
http://www.who.int/leishmaniasis/burden/Leishmaniasis_Burden_distribution_VL_CL_2013.pdf?ua=1

ambientais e sanitarias altamente favoraveis a transmissdo da doenca (Ministério-
da-Saude 2007).

Figura 1.4: Distribuicdo de casos de LV por municipio nas Américas (SisLeish
2015).

1.3 - O PARASITA:

Os protozoarios do género Leishmania pertencem a familia Trypanosomatidae
e ordem Kinetoplastida. Os cinetoplastideos caracterizam-se principalmente pela
presenca do cinetoplasto (Neves, Melo et al. 2007). Essa estrutura, dentro da
mitocOndria, consiste em material genémico (KDNA) na forma de algumas dezenas
de maxicirculos e milhares de minicirculos que sdo responsaveis pela codificacao de
diversas proteinas mitocondriais € RNA ribossomal.

Os cinetoplastideos podem ser divididos entre os biflagelados bodonideos e
os monoflagelados tripanossomatideos. Esses ultimos representam 0 grupo mais
diversificado e bem adaptado dentre os parasitas flagelados, com uma variedade

enorme de possiveis hospedeiros (Lukes, Skalicky et al. 2014).
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O género Leishmania é constituido por organismos heteroxenos que possuem
dois estagios principais durante o desenvolvimento de seu ciclo de vida (Figura 1.5):
uma forma de amastigota aflagelada e intracelular, no hospedeiro vertebrado, e uma
forma promastigota flagelada no hospedeiro invertebrado (Figura 1.8a) (Neves, Melo
et al. 2007).

Formas amastigotas do parasita, infectando as células do sistema
mononuclear fagocitério, sdo ingeridas pelo flebotomineo juntamente com o sangue.
Na regido do intestino médio desses insetos, as amastigotas diferenciam-se em
promastigotas prociclicas, com morfologia ovalada e de flagelo com comprimento
similar ao do corpo celular. A diferenciacdo em formas promastigotas dentro do
intestino do inseto é imprescindivel para a sobrevivéncia das leishmanias tendo em
vista que a forma flagelada é resistente ao ambiente rico em enzimas digestivas
devido a presenca das moléculas lipophosphoglicano (LPG) e proteophosphoglicano
(PPG) que se apresentam em sua superficie e secretados (Secundino, Kimblin et al.
2010).

Ciclo de vida da Leishmania

) 2 transmitidos '4‘:'5‘\
) aC )
> f /// pela picada ) ’
* {}9' Promastigotas >
[ 7 metaciclicas ™~
Promastigotas metaciclicas
migram para a valvula faringeana
Promastigotas metaciclicas
R 2 podem invadir ativamente ou
8 N\ serem fagocitadas por
4 macrofagos ou neutrofilos
.
<
Promastigotas prociclicas se A :. é
multiplicam e se diferenciam Amastigotas infectam Ly
em promastigotas metaciclicas - novos macrofagos
’.~ Flebotom"neo Mamiferos Promastigotas se diferenciam
0 (@2 < em amastigotas ¢ se multiplicam
. Fémea por divisao simples
Amastigotas se diferenciam
em promastigotas prociclicas £

transmitidos v
pela picada EO)
o . .
Amastigotas deixam as

Amastigotas sao liberadas % S
células infectadas

Figura 1.5: Ciclo de vida do parasito Leishmania
(http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295 A caminho_da cura_da_leishmanio

se_visceral_canina.html)


http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295_A_caminho_da_cura_da_leishmaniose_visceral_canina.html
http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295_A_caminho_da_cura_da_leishmaniose_visceral_canina.html

Ja ao fim do tempo de digestdo, os protozoarios, que passam por intenso
processo de proliferacdo e diferenciacdo, assumem uma forma fina, longa e muito
ativa chamada de promastigota metaciclica (Neves, Melo et al. 2007). Essa forma,

recoberta por moléculas de LPG € infectiva para os vertebrados.

1.3.1- A estrutura flagelar e seu papel no ciclo infectivo no vetor:

A mobilidade do flagelo em organismos eucarioticos geralmente esta
associada ao axonema. Sua estrutura classica consiste em 9 dupletes de
microtubulos, arranjados de modo a formar um cilindro, e conectados de forma
equidistante e paralelamente ao eixo do flagelo. Na regido central, existem dois
microtubulos paralelos individuais que se conectam as outras estruturas por meio de
um conjunto de mais de 250 tipos diferentes de proteinas (Figura 1.6) (Kruger and
Engstler 2015).

. - Brago externo
" dadineina

Microtdbulo
central Gnico &

Membrana plasmética ~— °

Brago interno
da dinelna

L —

o

(B)

| Microtdbulo A Microtubulo B |
Microtd(bulos externos duplos

Figura 1.6: Estrutura do axonema. (A) Microfotografia eletrénica de seccéo transversal de
flagelo de uma célula eucaridtica. (B) Esquema das partes que compdem um flagelo ou cilio.

http://www.dacelulaaosistema.uff.br/?p=113

Tripanossomatideos em geral possuem um flagelo e apresentam mobilidade
durante a maior parte de seu ciclo de vida. Até mesmo quando assumem a forma
amastigota, sem motilidade, mantém um flagelo rudimentar restrito a regido da bolsa

flagelar (Bates 2008). Nas formas promastigotas, o flagelo exerce papel
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fundamental, tanto na interacdo direta com o epitélio intestinal do vetor,
possivelmente prevenindo, a eliminacdo das mesmas apds a digestdo sanguinea;
como na movimentacao/quimiotaxia dos parasitas em direcdo a porcao anterior do
tubo digestivo (Kruger and Engstler 2015).

Nesses organismos o flagelo esta localizado na por¢cdo anterior do corpo
celular, emergindo de uma estrutura conhecida como bolsa flagelar, que nada mais é
do que uma invaginacdo da membrana da célula com intensa e restrita atividade
endocitica e exocitica (Landfear and Ignatushchenko 2001). E nessa regido, que
possui receptores e sitios de ancoragem especificos, que ocorre todo o transporte
de vesiculas do parasita em qualquer estagio do seu ciclo de vida (Field and
Carrington 2009).

O axonema no flagelo esta interligado a uma estrutura acessoéria filamentar
nao convencional que percorre todo o seu comprimento: o bastdo paraflagelar, que
possui um papel importante na motilidade (Portman and Gull 2010).

O comprimento do flagelo varia de acordo com o estagio das promastigotas e
se caracteriza como uma estrutura dindmica que esta constantemente sendo
renovada. Esse processo de renovacao utiliza o aparato de transporte intraflagelar
(TIF) para a movimentag&o de tubulina e outros componentes flagelares para ambas
as extremidades do flagelo. Fazem parte desse processo também as cinesinas,
proteinas motoras que, quando superexpressas, promovem encurtamento do flagelo
e causam o efeito oposto quando tem sua expresséo génica reduzida (Marshall and
Rosenbaum 2001).

Além das funces relatadas acima, o flagelo tem um papel importante na
adesdo da Leishmania ao epitélio intestinal dos flebotomineos. Um mecanismo
conhecido é a formacao de hemidesmossomos na por¢éo apical do flagelo (Tetley
and Vickerman 1985, Maga and LeBowitz 1999). Essas estruturas foram
identificadas em regibes sem vilosidades como o intestino anterior e a valvula
estomodeal do inseto. Outro mecanismo, observado no intestino médio dos
flebotomineos, é a insercdo do flagelo entre as microvilosidades intestinais,
promovendo a interacdo de moléculas de membrana da Leishmania com receptores
das células intestinais. Apesar disso, um ensaio de infecgéo artificial, utilizando uma
cepa de L. braziliensis aflagelada, mostrou que mesmo na auséncia do flagelo a
infeccdo em L. longipalpis persistiu (Zauli, Yokoyama-Yasunaka et al. 2012). Com
iISso, constatamos que ainda ha muito a ser desvendado com relagéo ao real papel

do flagelo na instalagéo da infecg&o no invertebrado.
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1.4-0O VETOR:

Como mencionado anteriormente, as leishmanioses s&o transmitidas por
fémeas de flebotomineos pertencentes a familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae. Existem atualmente, mais de 800 espécies de flebotomineos
descritas, sendo cerca de 450 no Novo Mundo e o restante no Velho Mundo
(Akhoundi, Kuhls et al. 2016). Dentre essas espécies em todo o mundo, em torno de
60 sdo capazes de transmitir a Leishmania e apenas 30 tem real relevancia
epidemioldgica (Sharma and Singh 2008).

Embora ainda haja discussdo com respeito a classificacdo dos géneros em
flebotomineos, a delimitacdo das espécies no Velho Mundo é mais aceita, de forma
geral, do que das espécies no Novo Mundo. Apesar disso, 0s Unicos vetores da
Leishmaniose realmente comprovados sdo os do género Phlebotomus no Velho
Mundo, e Lutzomyia no Novo Mundo (WHO 2010) (Tabela 1.2).

Os flebotomineos adultos medem de 2 a 3 mm, apresentam intensa
pilosidade por todo corpo e, assim como qualquer outro diptero, sdo holometabolos.
Seu ciclo de desenvolvimento compreende uma fase de ovo, uma fase de larva com
quatro estagios (L1 a L4), uma fase de pupa chegando, por fim, a fase adulta (Figura
1.7) (Dantas-Torres and Brandao-Filho 2006). Os ovos, larvas e pupas
desenvolvem-se em microambientes ndo aquaticos, com alta umidade e ricos em
matéria organica (Dillon 2008). O tempo de desenvolvimento do ovo até chegar ao
adulto pode variar de acordo com as diferentes condi¢cdes do habitat, por exemplo,
altas temperaturas encurtam o ciclo de vida do inseto. Entretanto, em condi¢des
ideais de laboratério, o ciclo leva de 5 a 6 semanas para a emergéncia de adultos,
havendo predominancia de machos nas primeiras semanas.

Os flebotomineos na fase adulta apresentam comportamento alimentar
diferenciados de acordo com o sexo. A alimentacdo sanguinea € exclusiva das
fémeas por ser imprescindivel para o desenvolvimento dos ovos. Ocasionalmente,
tracos de sangue nos estbmagos de machos ja foram encontrados, entretanto, como
suas probdscides ndo sdo capazes de penetrar na pele intacta, acredita-se que o
sangue pode ter sido obtido de feridas (WHO 2010). Apesar disso, ndo existem
evidéncias de que machos possam agir como vetores da leishmaniose, sendo isso
uma exclusividade das fémeas.

Durante o processo de aquisicdo do sangue, 0 inseto promove, com seu

aparelho bucal, a laceracéo dos tecidos superficiais da pele no vertebrado. Isso gera
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uma resposta imediata com ativacdo do sistema hemostatico na tentativa de conter o
sangramento. O inseto, por sua vez, desenvolveu estratégias para burlar essas
reagbes do hospedeiro. Em sua saliva, injetada no momento da picada, estéo
presentes diversos componentes que promovem a vasodilatacdo e tem acao anti-
coagulante. Todos esses componentes quimicos que viabilizardo a ingestdo de
sangue pelo inseto, também facilitardo a entrada de Leishmania no sistema do
vertebrado (Charlab, Valenzuela et al. 1999, Dantas-Torres and Brandao-Filho
2006).

Tabela 1.2: Relacao das espécies de flebotomineos vetoras das diferentes espécies

de Leishmania.

Espécie de Leishmania | Distribuicdo geografica

P. alexandri, P.
argentipes, P. martini, P.
orientalis

China, india, Nepal,
Bangladesh, Africa

L. donovani

P. ariasi, P. perniciosus,
P. langeroni, P. chinensis,
P. major

Sul da Europa, Leste do

L. i. infantum . . .
f Mediterraneo, China

Oriente Médio,

L. major Sudoeste da Asia, Africa P. papatasi, P. duboscqi
L. tropica sy do?erslfenzlz “A'/\Isei:l,lcgfrica P. sergenti, P. saevus
L. aethiopica Africa Oriental P. longipes, P. pedifer
L. i. chagasi América Central e do Sul L. Longipalpis
L. mexicana Ameérica Central L. olmeca
L. amazonensis América Central e do Sul L. flaviscutellata
L. braziliensis América Central e do Sul L. wellcomei, L. carrerai
L. guyanensis Ameérica Central e do Sul L. umbratilis, L. anduzei
L. panamensis Ameérica Central e do Sul L. trapidoi

O tubo digestivo dos flebotomineos torna-se o principal foco ao se estudar a
interacdo Leishmania-vetor. E uma estrutura completa com inicio na probdscide
(canal alimentar no qual esta localizada a bomba cibarial que € o 6rgado de succgao
para assimilacdo do alimento) seguida do tubo digestivo que € dividido em anterior,

médio, posterior e anus.
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A digestao sanguinea e absorcao dos nutrientes ocorrem no intestino médio.
Ali também temos o maior contato do inseto com as leishmanias. As células dessa
regido sdo responsaveis pela secrecdo da matriz peritréfica (MP) e de enzimas
digestivas, absorcdo e transporte de nutrientes. Também aqui temos a
transformacdo das leishmanias para formas infectantes (promastigotas

metaciclicas).
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Figura 1.7: Esquema com as fases de desenvolvimento do flebotomineo L.

longipalpis: ovo, larvas (L1 a L4), pupa e adulto. (Dillon 2008).

A MP é uma membrana composta por quitina e glicoproteinas. Essa trama de
fibrilas de quitina é sustentada por proteinas ligadoras de quitina e glicanos que
preenchem o espac¢o intersticial criando, assim, uma estrutura semi-permeavel
sensivel a alteracbes de pH. Além de atuar como barreira fisica na
compartimentalizagcdo da digestdo, protecdo contra as enzimas digestivas e contra
microorganismos; também tem funcéo de barreira quimica atuando na inativacéo de
toxinas ingeridas.

A matriz peritrofica pode ser de tipo 1 (MP1) ou de tipo 2 (MP2). Ade tipo 1 é
produzida pelas células intestinais e recobre grande parte do intestino médio. E
encontrada em Coleoptera, Dictyoptera, Ephemeroptera, Hymenoptera, Odonata,

Orthoptera, Phasmida, larvas de Lepidoptera e em adultos hematéfagos da ordem
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Diptera. No caso dos insetos hematofagos, é produzida nas primeiras horas apos a
ingestdo de sangue e envolve todo o bolo alimentar. Tende a ter uma espessura
maior do que a matriz de tipo 2 (Hegedus, Erlandson et al. 2009). Recentemente, foi
demonstrado que a degradacéo precoce da MP1 em L. longipalpis leva a um
encurtamento do tempo de postura e diminuicdo da producdo de ovos (Araujo,
Telleria et al. 2012).

A MP2, produzida por células na regido da céardia, apresenta uma estrutura
mais organizada com 1 a 3 camadas. Esta presente em ordens como Embiodea,
alguns organismos de Lepidoptera e estagios imaturos de Diptera. Reveste
continuamente o tubo digestivo independentemente da ingestdao de alimento
(Moskalyk, Oo et al. 1996).

De forma geral, a competéncia de uma espécie para se tornar vetor depende
de uma série de fatores intrinsecos que permitirdo ou ndo que o parasita, no caso a
Leishmania, seja capaz de sobreviver, se desenvolver, diferenciar e por fim infectar
outro organismo. Um exemplo disso é, como mencionado anteriormente, a saliva do
inseto que possui substancias que exercem uma dupla funcdo: a de facilitar a
alimentacdo do inseto e também a de auxiliar a entrada do parasita em um novo
hospedeiro (Ramalho-Ortigao, Saraiva et al. 2010).

Além disso, temos a grande diversidade de espécies de flebotomineos com
capacidade vetorial variada. Por exemplo, a diferenciacdo que vem ocorrendo entre
as populacdes de L. longipalpis, causada pela imposicdo de barreiras naturais
estaria influenciando em sua capacidade vetorial e fortalecendo a idéia de formacéao
de um complexo de espécies (Soares and Turco 2003, Souza, Andrade-Coelho et al.
2009).

Com isso, a relacdo Leishmania — vetor sugere a ocorréncia de um
paralelismo evolutivo entre as diferentes espécies do parasita e seus respectivos
vetores flebotomineos. A interacdo desses insetos com as diferentes espécies de
Leishmania pode ocorrer de forma especifica, na qual uma espécie de flebotomineo
suporta a infeccdo de apenas uma espécie de Leishmania; ou de forma permissiva,
na qual o flebotomineo permite o desenvolvimento de diferentes espécies do
parasita (WHO 2010).

14



1.5-0 CICLO DA LEISHMANIA NO HOSPEDEIRO INVERTEBRADO:

O ciclo no flebotomineo se inicia quando a fémea se alimenta do sangue de
um hospedeiro vertebrado infectado com formas amastigotas de Leishmania sp.. No
intestino médio do inseto, inicia-se 0 processo de digestdo do sangue e também o
estimulo a diferenciacdo dos parasitas para uma forma promastigota prociclica que é
mais resistente a esse novo cenario rico em enzimas digestivas e radicais livres. Nas
horas seguintes da digestdo, as promastigotas iniciam um intenso processo de
multiplicacéo e diferenciacdo que se estende até apds a eliminacdo dos restos da
alimentagao.

Ao término da digestédo, com a degradacdo da MP, os parasitas migram para
a regido anterior do intestino médio onde vao se aderir inserindo seus flagelos entre
as microvilosidades das células intestinais (Neves, Melo et al. 2007). Como dito
anteriormente, nesse momento, as leishmanias estédo sofrendo intensa multiplicacéo
e diferenciacéo, culminando com a migracao de formas diferenciadas para a por¢ao
anterior do tubo digestivo. A esse processo damos o nome de metaciclogénese.

Ao longo de todo o ciclo da Leishmania dentro do flebotomineo, podemos
observar a presenca de cinco diferentes formas promastigotas (Rogers 2004): as
formas prociclicas transformadas a partir das amastigotas e que sofrem uma
primeira etapa de intensa multiplicacdo dentro do bolo alimentar; as nectomonas,
formas ndo replicantes e responsaveis pela migracdo para a regido anterior do
epitélio intestinal; as leptomonas, diferenciadas a partir das nectomonas, produzem
uma segunda fase de intensa multiplicacdo na regido toracica e da valvula
estomodeal e sdo responsaveis pela producdo de um material viscoso de
proteofosfoglicanos (PSG); as formas haptomonas, de origem indefinida,
permanecem aderidas, via hemidesmossomos, ao epitélio da valvula estomodeal; e,
por fim, os metaciclicos capazes de secretar uma quitinase que compromete a
estrutura da valvula estomodeal o que faz com que, no momento do repasto
sanguineo, o inseto ndo consiga reter o sangue e as formas infectantes do parasito
sejam regurgitadas no local da picada (Schlein, Jacobson et al. 1992) (Figura 1.8b).
As formas promastigotas metaciclicas séo infectivas para o vertebrado e resistentes
a lise pelo sistema complemento (Kamhawi 2006). O tempo aproximado para a
Leishmania completar seu ciclo de vida no vetor gira em torno de uma a duas

semanas dependendo da espécie (Figura 1.9).
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Figura 1.8: Formas adquiridas pela Leishmania durante seu ciclo de vida. (A)
Divisdo classica das formas encontradas em vertebrados (Amastigota) e
invertebrados (Promastigota). (B) Variedades de formas promastigotas encontradas

dentro do intestino do vetor.
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Figura 1.9: Ciclo da Leishmania no vetor flebotomineo. Adaptado de Ramalho-

Ortigdo M. et al (Ramalho-Ortigao, Saraiva et al. 2010).
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1.6 - FATORES RELACIONADOS COM A INTERACAO PARASITA-VETOR:

A interacdo entre flebotomineos e leishmanias € um processo extremamente
complexo que envolve aspectos diversos de ambos os organismos. Para que se
possa agir de formar eficaz na eliminacdo da doenca, faz-se necesséaria a
compreensao desses diversos fatores.

Nesse sentido, a acéo de proteases digestivas figura como um dos principais
empecilhos para a sobrevivéncia dos parasitas. Nas primeiras horas de infeccao, a
maior parte das leishmanias é morta por acdo dessas enzimas, tendo em vista que,
nesse momento, 0s parasitas encontram-se num processo de transicdo de formas
amastigotas para promastigotas e estdo mais susceptiveis. Essa sensibilidade tende
a diminuir conforme a diferenciacéo para a forma flagelada é completada (Ramalho-
Ortigao, Saraiva et al. 2010).

Um fator que exerce um papel fundamental na protecdo da Leishmania
durante a digestdo € a MP. Pimenta et al (Pimenta, Modi et al. 1997) mostraram que
a compartimentalizacdo do sangue com 0S parasitos proporciona uma protecao
contra a acdo das enzimas digestivas, visto que a inexisténcia da MP provoca a
morte dos protozoarios e torna impossivel a continuidade da infecc¢éo.

As enzimas digestivas tripsina e quimiotripsina sdo responsaveis pela maior
parte da digestdo do sangue pelo inseto. Entretanto, parece haver uma conexao
dessas enzimas com o processo de infeccdo das leishmanias. Estudos prévios
sugerem que a atividade das tripsinas em Phlebotomus papatasi previne a infeccéo
por Leishmania donovani; o que ndo ocorre com a infeccdo por Leishmania major,
sugerindo uma capacidade dessa ultima de modular a atividade das enzimas em
questdo (Borovsky and Schlein 1987). Em L. longipalpis infectado com L. i. chagasi
foi observada uma reducao da atividade de tripsina nos horéarios de 12h e 48h apds
a infeccdo sugerindo uma participacdo do parasita nessa modulagcdo (Telleria, de
Araujo et al. 2010).

Uma das etapas mais importantes para o desenvolvimento do ciclo do
parasita no vetor consiste no momento de maior interagdo com o epitélio intestinal
com interagdo do flagelo com receptores das células epiteliais. Nesse sentido, uma
das moléculas mais estudadas em Leishmania e que sabidamente possui a
capacidade de aderir ao intestino é o LPG (Soares and Turco 2003).

Os primeiros trabalhos sobre o LPG em Leishmania mostraram se tratar de

um glicoconjugado majoritario formado por unidades repetitivas de
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Galp1,4Manal-4-PO, ancoradas em uma estrutura GPI (Glicosilfosfatidilinositol) e
gue recobre toda superficie celular (Pimenta, da Silva et al. 1989). Em 1992,
Pimenta et al. (Pimenta, Turco et al. 1992) demonstraram, em ensaio ex vivo, a
importancia do LPG ao inibir a adeséo de L. major a intestinos dissecados de P.
papatasi, incubando previamente esses tecidos com moléculas de LPG purificadas
de cultura. Foi mostrado também a capacidade desse glicoconjugado em ligar-se
diretamente com intestinos dissecados de P. papatasi. Posteriormente, outros
trabalhos, utilizando Leishmania mutada para o LPG, confirmaram os resultados
obtidos por Pimenta et al. (Butcher, Turco et al. 1996, Sacks, Modi et al. 2000,
Myskova, Svobodova et al. 2007). Foi demonstrado também que durante a
metaciclogénese o LPG sofre alteracfes estruturais na sua cadeia de acucares, 0
que faz com que os parasitas ja “maduros”’ (formas metaciclicas) percam a
capacidade de se manterem aderidos ao epitélio intestinal; permitindo, assim, a
migracdo dos mesmos para a regiao anterior do tubo digestivo (Mahoney, Sacks et
al. 1999).

A participacdo do LPG na adeséo, entretanto, ndo abrange todos os casos.
Ensaios com vetores permissivos mostram que, mesmo na auséncia do
glicoconjugado, a infeccéo é capaz de ser bem sucedida (Myskova, Svobodova et al.
2007). Svéarovska et al (Svarovska, Ant et al. 2010) demonstraram que flebotomineos
permissivos e especificos infectados com L. major mutante para LPG apresentavam
niveis de infeccdo diferenciados. Nas espécies permissivas P. perniciosus e P.
argentipes, a infec¢do por L. major mutada ndo perturbou o sucesso da infeccdo. Em
contrapartida, no vetor especifico P. duboscqi, houve uma reducao significativa do
namero de parasitos. Esses dados demonstram a real complexidade dos processos
de interacdo Leishmania-vetor e abre possibilidades de pesquisas de novas
moléculas que participem desse processo de adesao.

Em 2002, estudos mostraram que moléculas da familia das lectinas, que sao
conhecidas ligantes de carboidratos, recobriam quase que a totalidade da superficie
celular no intestino médio de P.duboscqi (Volf, Skarupova et al. 2002). Devido as
propriedades bioquimicas dessas moléculas, levantou-se a possibilidade das
mesmas serem possiveis ligantes de LPG. E, de fato, Kamhawai et al. (Kamhawi,
Ramalho-Ortigao et al. 2004) identificaram uma galectina, da familia das lectinas, em

P. papatasi capaz de funcionar como receptor de LPG de L. major.
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1.6.1 — Envolvimento de FLAG1/SMP1 na interacéo:

Estudos prévios utilizando anticorpo monoclonal (Ismach, Cianci et al. 1989)
gerado a partir de fracbes enriquecidas de flagelo de L. braziliensis, e que
reconhecia uma proteina de aproximadamente 13,2 kDa, mostraram um possivel
papel dessa molécula na interacdo parasita-vetor. Warburg et al. (Warburg, Tesh et
al. 1989) mostraram que fracGes enriquecidas com flagelo de L. major pré-incubadas
com o anticorpo acima descrito, tinham uma adesao 42% menor em tubos digestivos
dissecados de P. papatasi. Posteriormente, essa proteina flagelar foi identificada,
caracterizada e denominada FLAG1/SMP1 (Rojas 1997, Di-Blasi, Lobo et al. 2015)
(Anexo I).

A analise bioquimica e funcional de FLAG1/SMP1 mostrou que € uma
molécula exclusiva de flagelo, que sofre adicdo de residuos miristil e palmitil, e &
pertencente a familia das pequenas proteinas miristiladas. A adicdo desses acidos
graxos a proteina € imprescindivel para que a mesma possa ser enderecada a
membrana plasmatica (Tull, Vince et al. 2004). Na membrana, FLAG1/SMP1 exerce
um papel fundamental na manutencdo da estrutura flagelar, visto que Tull et al. (Tull,
Naderer et al. 2010) observaram que L. major nocaute para o gene de FLAG1/SMP1
apresentou um flagelo atrofiado, estruturalmente desorganizado e com pouquissima
motilidade.

Mais recentemente, o anticorpo monoclonal anti-FLAG1/SMPL1 foi utilizado em
ensaios de inibicdo de adesédo ex vivo e in vivo (Di-Blasi, Lobo et al. 2015) (Anexo ).
Nos ensaios ex vivo o anticorpo foi incubado, juntamente com L. major ou L. i.
chagasi, com intestinos dissecados de P. papatasi e L. longipalpis respectivamente.
Nos ensaios in vivo, foram utilizados os mesmos pares Leishmania-vetor para
realizacdo de infeccdo artificial também com adi¢cdo de anticorpo monoclonal anti-
FLAG1/SMP1. Esses experimentos mostraram que no par do Novo Mundo L.
longipalpis e L. i. chagasi, ndo houve inibicdo de adeséo; entretanto, no par do Velho
Mundo P. papatasi e L. major, observou-se uma inibigcdo significativa na adeséo de
parasitas, no grupo com anticorpo, em ambos 0S ensaios ex Vivo e in vivo. Esses
resultados revelaram um panorama interessante que mostra a complexidade dos
processos de interacdo, que podem variar de acordo com o par Leishmania-vetor

estudado.
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1.7 - IMUNIDADE EM INSETOS:

Assim como em outros seres Vivos, nos insetos o0 exoesqueleto é a primeira
barreira a ter contato com microorganismos potencialmente invasores. E, apesar de
bastante eficaz, esta barreira nem sempre € suficiente para impedir a entrada de
patbgenos e, consequentemente, a instalacdo de um processo infeccioso. Em
insetos a imunidade inata consiste no conjunto de respostas ativadas mediante
invasdo por algum agente externo.

Devido a complexidade no estudo de imunidade em mamiferos, as pesquisas
foram direcionadas para a utilizacdo de organismos mais simples, como a
Drosophila melanogaster, que acabou por se tornar um modelo muito importante na
area de imunidade inata. Além disso, a existéncia de certo grau de conservacao
evolutiva entre D.melanogaster e mamiferos, fortalece mais ainda a relevancia do
estudo de imunidade inata em modelos como esse, mais simples e faceis de
manipular. 1sso permitiu uma expansao consideravel no estudo de imunidade de
insetos em geral, com énfase em vetores.

Os insetos, de maneira geral, sdo organismos extremamente resistentes,
capazes de suportar as mais diversas alteragbes ambientais e climaticas, com
constante exposicado a inUmeros patdgenos. Apesar dos insetos ndo possuirem uma
resposta imune como a de mamiferos, ndo existem duvidas sobre a capacidade
desses organismos para montar uma resposta inata imediata de defesa,
fundamental para a sobrevivéncia (Lowenberger 2001).

Nos insetos, o0s principais mecanismos de defesa sdo por ativacdo de
resposta celular, mediada pelas células da hemolinfa chamadas de hemdcitos, e
uma variacdo do que se conhece por resposta humoral em mamiferos. Os
hemécitos séo células de origem mesodérmica que se diferenciam em tipos
celulares com fungfes especificas associadas, dentre as quais estdo a fagocitose e
0 encapsulamento de microorganismos (Aggarwal and Silverman 2008). Como
resposta humoral, temos a ativacdo de cascatas proteoliticas que regulam a
coagulacdo e a melanizacdo da hemolinfa, a producdo de espécies reativas de
oxigénio e de peptideos antimicrobianos (PAMs) (Wang and Ligoxygakis 2006,
Aggarwal and Silverman 2008).

A producéo de PAMs é um dos principais mecanismos de defesa nos insetos

e é regulada por duas vias de imunidade bem descritas: a via Toll e a via IMD. A
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ativacdo de ambas as vias € mediada, em geral, por receptores PGRPs
(Peptidoglycan Recognition Proteins). Na via Toll, esses receptores ativam uma
cascata de serina-proteases que culmina com a clivagem e liberagdo da citocina
Spéatzle que, por sua vez, liga-se a um dos membros da familia de receptores Toll.
Essa ligacao libera uma cascata de fosforilacdo que culmina com a translocacao de
DIF e Dorsal para o nucleo e a producdo de AMPs como Defensina, Drosomicina e
Cecropina (Figura 1.10) (Silverman 2008, Valanne, Wang et al. 2011).

A segunda via imune, IMD (“Immune Deficiency”), € bem semelhante a via de
TNF (“Tumour Necrosis Factor’) de mamiferos. O reconhecimento de patdégenos
pelos receptores PGRPs desencadeia uma cascata de sinalizacdo do complexo
IMD, levando a translocacéo do fator Relish para o nucleo e sintese de outros tipos
de PAMs (Figura 1.10) (Lemaitre 2004).
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Figura 1.10: Vias de imunidade IMD (superior) e Toll (inferior) em insetos (International

Aphid Genomics 2010).

A maior parte das moléculas relacionadas com imunidade (como os PAMS) é
produzida em um 6rgdo semelhante ao figado de mamiferos, chamado corpo
gorduroso, que é a principal estrutura de resposta efetiva contra patégenos. Apesar
disso, vém aumentando as evidéncias de que outros orgaos de invertebrados teriam

participacdo na producdo de moléculas efetoras da imunidade. Nesse contexto, o
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intestino médio parece ter papel na producdo de defensinas em Aedes aegypti e

Anopheles gambiae (Richman, Dimopoulos et al. 1997, Lowenberger 2001).

1.7.1 — Resposta imune em flebotomineos:

A pesquisa em flebotomineos € mais recente, mas vem mostrando uma alta
conservacdo em relacdo as vias de imunidade e seu papel na producdo de PAMs.
No que diz respeito a via IMD, observou-se que fémeas de L. longipalpis infectadas
com L. mexicana apresentavam uma reducdo da expressdo de caspar — repressor
da via — em tempos tardios pos-infeccao (3 e 6 dias). Além disso, o silenciamento
desse mesmo gene provocou uma reducdo da infeccdo tanto por L. mexicana
quanto por L. i. chagasi (Telleria, Sant‘/Anna et al. 2012). O estudo mostra que a
ativacao de efetores da via IMD é capaz de reduzir significativamente a infeccdo em
L. longipalpis.

Em P. duboscqgi houve aumento da expressdo de defensina apds o desafio
com bactéria e L. major (Boulanger, Lowenberger et al. 2004). E em L. longipalpis, a
infeccdo por diferentes espécies de bactérias, patogénicas e ndo patogénicas, e por
L. mexicana também foi capaz de modular a expressao de uma defensina (Telleria,
Sant'Anna et al. 2013). Esses dados sugerem uma possivel modula¢édo da resposta
imune pelos patégenos, provavelmente através da via Toll, gerando o aumento da
expressao ou inibicdo de defensina.

Em modelo de células embrionarias LL5 de L. longipalpis, foi observado o
aumento da expressao de Cecropina e Defensina 2 frente ao silencimento dos
repressores, tanto da via Toll quanto da via IMD. Além disso, desafios com
diferentes tipos de bactérias e com L. i. chagasi demonstraram a capacidade dessas
células de modularem respostas via Toll e IMD com alteracdo da expressédo de
PAMs e outros efetores das respectivas vias (Tinoco-Nunes, Telleria et al. 2016).

1.7.2 — Fator de crescimento e transformacéo-f (TGF-B):

Em vertebrados, superfamilia das TGF-B é composta por citocinas que
abrangem uma gama de fung¢des que vao desde proliferacéo, diferenciacdo e morte
celular, até regulacdo hormonal, adesao, inibicdo ou ativacdo de resposta imune,

entre outros. A despeito da variedade de respostas mediadas pelas TGF-B, os
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componentes de sua via de sinalizacdo sdo bastante conservados ao longo da
evolucéo (Kingsley 1994).

As proteinas dessa superfamilia s&o inicialmente traduzidas como proteinas
precursoras com um pré-dominio N-terminal, que € importante para a formacéao da
estrutura tridimensional (“folding”) e uma regido C-terminal biologicamente ativa e
altamente conservada, possuindo de 6 a 9 cisteinas (Kingsley 1994). A clivagem da
proteina precursora por furinas e convertases, libera o peptideo maduro que é
secretado na forma de homo ou heterodimero (Massague 1990).

As moléculas de TGF-f transmitem o sinal através de receptores
transmembrana serina/treonina kinase de tipo | ou Il. Geralmente, a cascata de
sinalizagcdo é mediada por moléculas Smads, entretanto ha também a via de
transducdo de sinal independente de Smad, que gera ativacdo por meio da via
MAPK (Weiss and Attisano 2013).

Essa superfamilia possui mais de 30 membros em mamiferos, todos eles com
estrutura dimérica e com a presenca do motivo de cisteinas. Muitos membros ja
foram identificados também em outros organismos como sapos, peixes, vermes e
moscas (Weiss and Attisano 2013). Baseado em caracteristicas estruturais
conservadas e homologia de sequencias, as TGF-Bs foram agrupadas em 3
subfamilias:

- Subfamilia DVR (“Decapentaplegic-Vg-related): com membros amplamente
distribuidos no reino animal como as BMPs (“bone morphogenic proteins”) e as
GVFs (“Growth differentiation factors”), apresentam funcbes relacionadas com
desenvolvimento de tecidos e 0Orgdos, reparo tecidual e desenvolvimentos de
resposta imune adaptativa (Herpin, Lelong et al. 2004).

- Subfamilia TGF- “strictu sensu”: presente apenas em vertebrados, que sao
proteinas multifuncionais, envolvidas no desenvolvimento, reparo tecidual,
hematopoiese, entre outros. Além disso, também desempenham papel importante
no desenvolvimento da resposta imune e apresentam atividade anti-inflamatoria
(Herpin, Lelong et al. 2004).

- Subfamilia das ativinas/inibinas: em mamiferos, seus membros estéo
envolvidos na regulacdo hormonal, por exemplo, regulando negativamente o
hormdnio FSH (Rivier, Rivier et al. 1986). Estdo também relacionados com regulacao
da resposta imune inata. Estudos recentes mostram a importancia da expressao
dessas moléculas para a homeostase do sistema imune (Aleman-Muench and

Soldevila 2012). Em Drosophila, as ativinas sdo importantes para as fungbes
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neuronais e de crescimento durante o desenvolvimento (Ellis, Parker et al. 2010,
Ageta and Tsuchida 2011) além de estarem relacionadas a processos de
diferenciacao (Brummel, Abdollah et al. 1999).

Além da producdo de PAMs, o intestino médio tem sido apontado como um
dos responséaveis pela producédo de citocinas-like, moléculas capazes de regular a
resposta imune. Em Drosophila, observou-se o efeito das moléculas dpp e daw,
pertencentes a superfamilia das TGF-B, na regulacdo da resposta imune. A citocina
dpp, produzida também no intestino, é induzida por injuria fisica e infeccéo, e regula
a resposta por PAMs (Clark, Woodcock et al. 2011).

No vetor da malaria Anopheles stephensi foi identificado o gene ASG60A,
codificante para uma TGF-B da subfamilia DVR, expressa no intestino médio desses
insetos (Crampton and Luckhart 2001a, Crampton and Luckhart 2001b). Dados do
mesmo grupo mostram também uma possivel acdo desse gene na regulacdo de
expressao de iNOS e da infeccdo pelo Plasmodium (Price, Ermentrout et al. 2013).

Anteriormente, nosso grupo identificou um cDNA de TGF-B em fémeas de L.
longipalpis. Andlises de bioinforméatica constataram que o gene de TGF-B em
guestao possui alta similaridade com a familia das ativinas.

Experimentos de “Western Blot” em fémeas alimentadas revelaram um
aumento progressivo de TGF-B no tubo digestivo até o tempo de 120h apds a
alimentacdo sanguinea (Marques 2005). Posteriormente, analises de PCR semi-
guantitativo para o gene de TGF-f constataram um aumento significativo de sua
expressdo em fémeas de L. longipalpis 72 horas apdés a infeccdo com L. i. chagasi
(resultados nao publicados).

Esses resultados prévios sugeriram um possivel envolvimento desta molécula
com imunidade inata do flebotomineo L. longipalpis.

O estudo dos aspectos moleculares que envolvem a interacdo Leishmania-
vetor é fundamental para que possamos compreender o que pode estar
influenciando o desenvolvimento da Leishmania no inseto e com isso, no futuro,
sermos capazes de desenvolver estratégias mais eficazes de combate a essa

doenca.
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I — OBJETIVOS

2.1- GERAIS:
» Identificar moléculas expressas em flebotomineos com potencial para
interagir com a proteina flagelar FLAG1/SMPL1.
» Determinar o papel da citocina LITGF-B na interagdo de L. i. chagasi

com L. longipalpis.

2.2- ESPECIFICOS:

2.2.1- Proteina FLAG1/SMP1;

» Verificar a capacidade de adesdo de L. major e L. i. chagasi a cultura

de células embrionarias LL5 e PP9;
» Determinar a capacidade da proteina FLAG recombinante em se ligar a
tubo digestivo dissecado de P. papatasi por imunofluorescéncia

indireta;

» ldentificar proteinas de P. papatasi capazes de interagir com
FLAG1/SMP1.

2.2.2- TGF-B de L. longipalpis:

> Avaliar o efeito do silenciamento de TGF-B na expressdo de genes

potencialmente regulados por essa citocina;

» Analisar o efeito do silenciamento de TGF- sobre a taxa de infeccao

por L. i. chagasi em fémeas de L. longipalpis.
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lIl - MATERIAL E METODOS

3.1- Tampdes e solucgdes:

3.1.1- PBS 10X (Phosphate-buffered Saline) (1L):

NACL..coviii e 85,09
NaHPO4.2H,0.....ccovivviv, 15,5¢
NaHoPO4.H0....ccoviiiiiiiciiian 2,39

Ajustar pH para7,2-7,4

3.1.2- TBS (Tris-buffered Saline) (1L):
Trisbase.........cocoeviiin. 249

Ajustar pH para 7,4

3.1.3- Tampao de Lise:

TrS-HCI (PH 7,4) ... 20mM
NACH .. 100mM
TWEEN-20. ... 0,2%
Coquetel de inibidores de proteases (ROCHE)........... 1X

3.1.4- Tampéao de Lavagem:

THS- HCl oot

E D T A e

N = T 200 mM
Coquetel de inibidores de proteases (ROCHE)............... 1X

Tris-HCI (pH 6,8).................. 250mM
SDS.ooiiei e 10 %
Azul de bromofenol.............. 0,5 %
Glicerol.........coovviiiiiiiiiienn. 50 %
B-mercaptoetanol................. 500 mM
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3.1.6- Tampao de Transferéncia 1X (1L):

Trisbase.......cccccvvviviiiiiinnnns 39
Glicina......cooovveeiiiiiiieei, 14,49

3.2- Meios de cultura:

3.2.1- Meio LB (Luria-Bertani)

Triptona.........ccccvveeieennnn. 10 g/L

Extrato de levedura........... 59g/L

Ajuste do pH para 7,2 — 7,4.

3.2.2- Meio LB-agar

JLILL 0] (0] g T PO RRUTURRPPR 10 g/L

Extrato de levedura........... 59g/L
................................... 59g/L
.................................. 15 g/L

3.2.3- Meio L15 suplementado

Meio comercial L-15................. 1X
Streptomicina............cceeeeeeeeen. 100 U/mi
Penicilina..........ccccoooiiiiiiiiis 100 g/ml
........................................ 10 mM
Meio Triptose fosfato................. 10 %
Soro fetal bovino inativado....... 10 %

3.2.4- Meio 199 suplementado

Meio 199 (Gibco).......ccccceeeeeeennns 1X

Hepes IM,pH 7,4.........cccvvve. 40 mM
Adenina 10mM.......cccccceeeeiiiininnn, 100 puM
Biotina (0,1% em etanol)............. 1ml
Hemina.........oooooooviiiiiiiiiei, 2,5 pug/ml
Penicilina.........ccccceceiiiiinieeeeeee 100 U/ml
Estreptomicina (10mg/ml)............ 100 pg/ml
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3.3- Cultura de parasitos:

As formas promastigotas de L. major (MHOM/IL/80/FN) e L. i. chagasi
(MHOM/BR/1974/PP75) foram cultivadas a 25°C em meio 199 (GIBCO),
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFBI).

Os parasitos promastigotas foram coletados ap6s 3 dias de cultura, na fase

exponencial de crescimento com a predominancia de formas prociclicas.

3.4- Cultura de células embrionéarias de L. longipalpis (LL5) e de P. papatasi
(PP9):

Células LL5 e PP9 foram mantidas a 30°C em meio L15 (Sigma),
suplementado com 10% SFBi, penicilina 100 pg/mL e estreptomicina 100 U/mL.

3.5- Insetos:

L. longipalpis foram obtidos a partir de colénia de insetos provenientes de
Jacobina (Bahia), ja estabelecida no laboratério.

Uma parte dos insetos da espécie L. longipalpis, utilizados nos experimentos
de incubacdo com anticorpo anti-TGF-3, e todos os P. papatasi foram obtidos nas
colénias estabelecidas no laboratério do Professor Marcelo Ramalho Ortigdo, na
Universidade Estadual do Kansas, onde parte dos experimentos foram realizados.
Essas colbnias foram estabelecidas com espécimes provenientes de Jacobina

(Bahia), no caso de L. longipalpis, e Israel no caso de P. papatasi.

3.6- Oligonucleotideos:

Os oligonucleotideos utilizados na execugéo dos ensaios (Tabela 2.1) foram

desenhados com base nas sequéncias depositadas no GenBank.
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Tabela 3.1: Quadro de oligonucleotideos utilizados no trabalho.

Sequéncia

Gene alvo

Utilizacao

baal LP1 TGG CGC CCC TAG ATG TGA TGG CAC CCT Adaptador + B- Silenciamento
9 GAT TGA galactosidade génico
boal RP1 TGG CGC CCC TAG ATG TCATTG CCC AGA Adaptador + (3- Silenciamento
9 GAC CAG A galactosidade génico
CCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT GGC Silenciamento
T7+adaptor GCC CCT AGA TG T7 + Adaptador génico
dsTGFB- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG GCT ATC LITGFB Silenciamento
AMO097567-F ATG CCT ACT TC génico
dsTGFB- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG GCA AAA LITGFB Silenciamento
AM097567-R CTTTCT GTG TG génico
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG T7 S"eggﬁ‘&emo
Subunidade - proteina | PCR tempo real -
LIRP49F GAC CGA TAT GCC AAG CTA AAG CA e Expressao
LIRP49R GGG GAG CAT GTG GCG TGT CTT Subunidade - protefna | PCR tempo real -
ribossomal Expressao
LITGFb 97567- PCR tempo real -
F CTC TTC TAC TTG GAC AGC AA LITGFB Expressio
LITGFb 97567- PCR tempo real -
R CAT ACA GCC GCATCC TTC LITGFB Expresso
Leish-Actin | =1 GTC GAT AAA GCC GAA GGT GGT T Actina PEIR (EImEE TR -
Fwd Expresséao
Leish-Actin Rev| TTG GGC CAG ACT CGT CGT ACT CGC T Actina PCR tempo real -
Expressao
: : PCR tempo real -
Defensin4-F ATC CAT CCT TTA TGC AAC CG Defensina 2 Express&o
Defensin4-R GCC TTT GAG TCG CAG TAT CC Defensina 2 RO lEe
Expresséo
Cecropina-F TGG CAG TCC TGA CCA CTG GA Cecropina HO tempoNreaI :
Expressao
: . PCR tempo real -
Cecropina-R CTT CTC CAC TGA ACG GTG AAC G Cecropina Express&o
LuloAtacina-F AGGCTGATCCTCTGGGTCCTGT Atacina OSSO
Expresséo
LuloAtacina-R ATGGGCATGGCAGCGTCTCT Atacina PCR tempo real -
Expressao
SHP-RT-F TCA GAC ACA GGA ATG GGG AC SHP-1 PCR tempo real -
Expressao
SHP-RT-R TAC GTC TCT CCT CCT TGC CA SHP-1 PCR tempo real -
Expresséo
Cactus-RT-F CTA ATC CGA ATG AAT CCC TAC CC Cactus PCR tempo real -
Expressao
Cactus-RT-R GAC CCA CGA TCA CGG CTA GA Cactus PCR tempo real -
Expressao
LLINOS-FWD TGGCTGTCGCAATTTGTGTG inducible Nitric Oxide PCR tempo~real -
Synthase Expresséo
LLINOS-REV CCGCAATGTTCACCTCAACC inducible Nitric Oxide PCR tempo~real -
Synthase Expresséo
RO GGTACCCAAGCAACATCCTG Hyaluronan FER oD e -
FWD Expressao
AAELRORYY TGCGCAAATTGTACTGTGGT Hyaluronan PO 2 2e el -
REV Expressao
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3.7- Extracdo de RNA total:

A obtencdo de RNA total foi feita utilizando o reagente TRIzol (Ambion),
seguindo protocolo do fabricante. Foram adicionados 500 pl de reagente por
amostra, seguido por ruptura dos tecidos/células com um pistilo. Foi feita uma
centrifugagédo a 12000 x g, 4°C por 10 minutos, e o sobrenadante transferido para
um novo tubo de 1,5 ml. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 5
minutos, foram adicionados 200 a 300ul de cloroférmio, e os tubos foram agitados
vigorosamente e incubados a temperatura ambiente por 3 minutos. Este material foi
centrifugado por 15 minutos a 12000 x g a 4°C. A fase aquosa foi cuidadosamente
transferida para um novo tubo, evitando assim a contaminagéao pelo DNA contido na
interfase aquosa/ organica. Ao novo tubo foi adicionado 1 pl do polimero Glycoblue
(Ambion) e isopropanol na proporcédo de 1:1, promovendo a precipitacdo do RNA por
3 minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se uma centrifuga¢do a 12000 x g por 15
minutos a 4°C e uma lavagem do pellet obtido com etanol 75%. Apds a secagem do
material a temperatura ambiente, 0 mesmo foi ressuspendido em 10 pl de agua
MilliQ. Todos os RNAs extraidos foram quantificados em um NanoDrop e

armazenados a -80°C.

3.8- Tratamento do RNA total extraido com DNAse:

Os RNAs foram tratados utilizando “DNA-free Kit” (Ambion). Foram tratados até
5 pug de RNA utilizando 2 unidades de enzima por reacdo. As amostras foram entéo
incubadas a 37°C por até 2 horas seguido pela adicdo 1 pl de “DNAse Inactivation
Reagent” para cada 10 ul de volume final. As reacdes foram incubadas a
temperatura ambiente por 2 minutos, centrifugadas a 10.000xg por 1,5 minuto e o

sobrenadante, transferido para um novo tubo.

3.9- Sintese de cDNA:

Para a sintese da fita complementar foi utilizado o kit “SuperScript Il First-

Strand Syntesis” (Invitrogen) e o protocolo adaptado do fabricante.
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O RNA tratado com DNAse foi utilizado na primeira parte da reacdo em que
foram adicionados 1 pl de oligo(dT)is € 1 pl de dNTP 10mM. Essa mistura foi
incubada a 65°C por 5 minutos e no gelo por 1 minuto. Em seguida, foram
adicionados 4 pl de tampéo 5x, 1 pl de 0,1M DTT, 1 pl de RNAse OUT e 1 pl de
SuperScript Il RT. A reacao foi incubada a 25°C por 5 minutos, 50°C por 2 horas e
70°C por 15 minutos.

3.10- PCR guantitativo:

Os RNAs extraidos e empregados na sintese de cDNA, foram utilizados nos
experimentos de PCR em tempo real realizados em duplicata experimental com
duas a trés replicatas biolégicas.

Na reagdo, foram empregados 6ul de SYBRGreen 2x Mix (Applied
Biosystems), 4l de cDNA diluido 1:20 e 2 pl de um mix com oligonucleotideos
senso e anti-senso a 2,5uM. Os pares de oligos utilizados seguem discriminados na
tabela 3.1.

O termociclador utilizado foi o Applied Biosystems 7500 e o ciclo de
amplificagéo foi de 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 42 ciclos de 95° por
15 segundos e 60°C por 30 segundos. Os calculos para quantificacdo da expressao

génica relativa foram feitos com o método AACt.

3.11- Incubacao de Leishmania sp. com células embrionarias LL5 e PP9:

No dia anterior ao experimento, células PP9 e LL5 foram plagueadas em
placa de 96 pocos (5x10” células/ poco). No dia seguinte, culturas de L. i. chagasi e
L. major foram lavadas 3 vezes com TBS 1x e os parasitas contados em camara de
Neubauer. A cada poco foram adicionados 5x 10° parasitas em meio Schneider.
Cada amostra foi feita em triplicata e cada tipo celular foi incubado com as duas
espécies de Leishmania. Os parasitas foram incubados a 27°C por 1,5h, 3h, 6h e
12h. Apoés esse tempo, as células foram cuidadosamente lavadas 2 vezes com PBS
pH7,4 e 100ul de TRIzol foram adicionados a cada poco. Foi realizada a extragcéo de

RNA total seguindo protocolo do fabricante.
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Em paralelo, foi realizado um experimento de competicdo de adesdo das
leishmanias as células embrionarias, seguindo 0s mesmos parametros especificados
acima. No mesmo momento em que as leishmanias foram adicionadas aos pocos
com as células LL5 e PP9, foram adicionadas concentragdes crescentes de 100ng,
500ng e 1000ng das proteinas recombinantes FLAG/MBP e MBP (controle). Esse
material também foi processado em TRIzol e o RNA total extraido seguindo
protocolo do fabricante.

3.12- Purificagdo das proteinas induzidas FLAG/MBP e MBP por coluna de

maltose:

As proteinas FLAG/MBP e MBP foram induzidas a partir dos clones obtidos
previamente em nosso laboratério (Lobo 2008). O vetor de expressao utilizado na
clonagem foi pMAL-c4X (Biolabs). A clonagem do gene nesse vetor promoveu a
expressao de FLAG fusionada a proteina de ligacao a maltose (MBP).

Os clones contendo o inserto correto (FLAG) e aqueles apenas com o
plasmideo foram estocados em glicerol 10% a - 80°C. Para a expressdo dessas
proteinas, 5 pl de cada plasmideo foram inoculados em 10 ml de meio LB e
incubados por 16 horas a 37°C. Dessa cultura inicial, foi coletado 1 ml para uma
nova diluicdo em um Erlenmeyer de 500 ml. A cultura foi posta em agitacdo a 200
rpm e temperatura de 37°C e a densidade Optica (ODeoo) monitorada até alcancar o
valor 6timo de 0,6 quando foram adicionados 1mM de IPTG para induzir a
expressdo. A cultura foi incubada com IPTG por 3 horas ja que, por experimentos
realizados previamente, se sabia que a proteina era mais expressa apés 2 horas de
inducdo e que se apresentava no estado soluvel.

As culturas foram centrifugadas a 15000 x g por 15 minutos, o sobrenadante
foi eliminado e o pellet de bactérias ressuspendido em 10 ml de Tampéo de Lise. As
amostras foram sonicadas no gelo por 6 ciclos de 20 segundos cada, centrifugadas
a 16.000 x g por 40 a 60 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para um novo
tubo. As fracbes do sobrenadante foram separadas e armazenadas a -80°C para
posterior purificagdo das proteinas. Os extratos de proteinas induzidas foram
guantificados pelo Método de Bradford (Bradford 1976).

As proteinas FLAG/MBP e MBP foram purificadas segundo protocolo do

fabricante do vetor “pMAL protein fusion and purification system” (Biolabs).
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Em dois tubos Falcon de 15ml foram adicionados 2ml de resina de amilose
(Biolabs) que foram lavadas com 8ml de Tampao de Lavagem por 3 vezes com
centrifugagbes a 1.000 rpm por 10 minutos. O volume correspondente a 6 mg de
cada extrato total induzido obtido no sobrenadante foi adicionado aos dois tubos
com resina seguido por 5ml do Tampao de Lavagem. O extrato foi incubado com a
resina a 4°C por 16 horas em agitacdo e as proteinas FLAG/MBP e MBP foram
eluidas das respectivas resinas pela adicdo de 1 ml de Tampdo de Lavagem
acrescido de 10 mM de maltose. Retirou-se de cada resina 5 fragcbes de 1ml de

proteina purificada, que foram devidamente quantificadas e guardadas a -80°C.

3.13- Extratos proteicos de células embrionarias PP9 e de intestinos

dissecados de P. papatasi:

Os extratos totais de PP9 foram obtidos utilizando Tamp&o de Lise. As células
foram primeiramente lavadas 3 vezes com PBS 1X com centrifugacdes a 1000 x g e
ressuspendidas com 1ml de Tamp&o de Lise por 5x10° células. As amostras foram
sonicadas com 6 pulsos de 30 segundos e o extrato total foi quantificado pelo
Método de Bradford (Bradford 1976).

“Pools” com cerca de 200 intestinos dissecados de P. papatasi, 72h apés
alimentacdo sanguinea e ja sem sangue, foram mantidos em 500 pl de Tampéo de
Lise. Essas amostras foram entdo sonicadas com 10 pulsos de 30 segundos e 0
extrato total foi quantificado por utilizando o kit “Micro BCA Protein Assay’

(ThermoScientific).

3.14- Acoplamento das proteinas recombinantes purificadas a resina de

Sepharose:

Cerca de 5mg de proteinas FLAG/MBP e MBP foram utilizadas para
acoplamento na resina de sefarose “CNBr-activated Sepharose 4B” (GE
Healthecore), utilizando o protocolo do fabricante. Apés o procedimento, as resinas

foram armazenadas a 4°C com 0,05% de azida sédica.
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3.15- Experimentos de pull down:

Nesses experimentos, foram utilizadas como “iscas” as proteinas FLAG/MBP
e MBP purificadas por resina de amilose (Biolabs) e fixadas em resina “CNBr-
activated Sepharose 4B” (GE Healthcare).

Nos experimentos com extratos de células, 200 pl a 300 pl de ambas as
resinas foram lavadas duas vezes com 1 ml de Tampéao de Lise e ~200 pg de extrato
protéico de PP9 em Tampao de Lise e 10mM de CacCl, foram adicionados. As
resinas com o extrato foram incubadas a 25°C por 2 horas sob agitacdo, o
sobrenadante foi retirado e a resina foi lavada duas vezes com 1 ml de Tampéo de
Lise com centrifugagdes de 1000 x g por 10 minutos a 4°C.

Para o “pull down” com extrato protéico de intestino dissecado de P. papatasi,
50 ul de cada resina foram lavadas duas vezes com 500 pl de Tamp&o de Lise e, em
seguida, incubadas, por 2 horas a temperatura ambiente, com 50 pg de extrato total
e 10 mM de CaCl, cada. Logo apds, o sobrenadante foi removido e as resinas
lavadas 2 vezes com Tampao de Lise.

As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida a 12 % (SDS-PAGE):
a um volume de 20 pl de cada resina, adicionou-se 4 pl de tampédo de amostra de
proteina. Essas amostras foram fervidas por 5 minutos, centrifugadas a 1000 x g por
5 minutos e aplicadas no gel de poliacrilamida. Apés a corrida a 100V por 2 horas o

gel foi corado pela prata através do “Pierce Silver Stain Kit” (ThermoScientific).

3.16- Sequenciamento das amostras de “pull down” por espectrometria de

massa.

As colunas teste (resina FLAG/MBP) e controle (resina MBP) do gel de SDS-
PAGE foram excisadas, colocadas em tubos estéreis de 1,5ml e enviadas para
seguenciamento.

O experimento com extrato de células PP9 foi enviado para a plataforma de
espectrometria de massa PDTIS/FIOCRUZ-RJ, onde foi purificado do gel,
tripsinizado e sequenciado com o aparelho LC-ESI-IONTRAP (ThermoScientific).

O experimento com extrato de intestinos dissecados de P. papatasi foi

enviado para plataforma “Biotechnology/ proteomics Core Lab” em Kansas State
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University e sequenciado no aparelho “Bruker Daltonics Ultraflex 11l MALDI TOF/TOF

Mass Spectrometer”.

3.17- Microscopia confocal para avaliacdo de interacdo de proteina

recombinante FLAG1/SMP1 com intestinos dissecados de P.papatasi:

Para avaliarmos capacidade de adesdo da proteina recombinante FLAG/MBP
a intestinos de fémeas de P. papatasi, fizemos a disseccao de aproximadamente 10
intestinos por grupo de fémeas 72h apds alimentacdo sanguinea. Os intestinos, em
tampdo PBS, foram entdo abertos de forma a expor o limen e fixados com 2%
paraformaldeido por 20 minutos a 4°C. Apds duas lavagens consecutivas com PBS
gelado, as amostras foram bloqueadas com 1% Albumina Sérica Bovina (ASB) +
100pg/ml de proteina recombinante MBP por 1 hora a temperatura ambiente.
Metade dos intestinos foram mantidos na solucdo de bloqueio (grupo controle)
enquanto a outra metade foi incubada por 30 minutos com proteina recombinante
FLAG/MBP em PBS/ASB 1% (grupo teste). Ambos os grupos foram, lavados 2
vezes com PBS-tween 0,3% e incubados por 1 hora a 4°C com anticorpo policlonal
anti-FLAG a 1:100. ApGs essa incubacéo, os intestinos foram lavados 3 vezes com
PBS-tween 0,3% e incubados por 1 hora com anticorpo secundario Alexa 594 anti-
rabbit a 1:1.000. Apés repetir o0 mesmo procedimento de lavagem, os intestinos
foram incubados por 5 minutos com DAPI (10ug/ml), lavados novamente e montados
em laminas para microscopia utilizando o ProLong® Gold Antifade Mountant

(ThermoFisher Scientific).

As laminas prontas foram mantidas a 4°C. e analisadas em microscopio
confocal Carl Zeiss 700, com aumentos de 20X e 40X, na plataforma confocal de

“College of Veterinary Medicine” em “Kansas State University”, Kansas-EUA.

3.18- Western Blotting para detec¢édo de TGF-B:

Para deteccdo da proteina TGF-B por western blot utilizamos pools de 5

insetos inteiros alimentados com acucar (Oh) ou sangue de hamster nos horarios de
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2h, 6h, 12h, 24h, 48h e 72h. Utilizamos também 5 pl de sangue de hamster e de
coelho para aplicacao direta no gel.

As amostras foram maceradas e homogeneizadas com tampé&o de amostra
para gel de acrilamida 1X. Foram entéo fervidas a 95°C por 5 minutos, centrifugadas
a velocidade maxima por 1 minuto e o sobrenadante usado para aplicacdo em gel.
de SDS-PAGE 12%.

Em seguida, as amostras separadas pela corrida do gel foram transferidas
para membrana de nitrocelulose por 2 horas a 4°C em Tamp&ao de Transferéncia 1X
padrao.

As membranas foram incubadas com anticorpo primério policlonal anti-TGFf3
a 1:500 por 1 hora a temperatura ambiente, lavadas 3 vezes com tampao TBS-
tween 0,05% e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com anticorpo
secundario anti-rabbit (SantaCruz) a 1:40000. Apés nova lavagem, as membranas
foram tratadas com o kit “SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent
Substrate” (ThermoScientific) e reveladas em camara escura com filme

fotografico com tempos de exposi¢ao que variaram de 30 segundos a 5 minutos.

3.19- Silenciamento do gene de TGF-B por interferéncia de RNA:

O silenciamento de TGF-$ foi realizado com a injecdo de RNA dupla-fita
(dsRNA) na regido do torax de L. longipalpis. A sintese de dsRNA foi realizada
através do kit T7 Megascript (Ambion) com fragmentos amplificados por PCR. A
dupla fita do cDNA do gene para B-Galactosidase (dspGal) foi utilizada como
controle (dupla-fita ndo relacionada) de silenciamento nesses experimentos. O
material utilizado na geracdo de dsTGF-B foi obtido a partir de cDNA de tubos
digestivos de fémeas apOs 24 horas da alimentacdo sanguinea gerando um
fragmento de aproximadamente 400pb.

As PCRs foram realizadas utilizando um par de primers (Tabela 3.1) com
extremidades 5 codificando para a regido promotora T7. A PCR consistiu em uma
desnaturacao inicial de 95°C por 5 minutos e 35 ciclos de 95°C por 30 segundos,
59°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Os produtos das PCRs foram
purificados e concentrados através do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega). O material foi entdo quantificado no equipamento Nanodrop e

utilizado na sintese de RNA dupla-fita.
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O volume de 32 nl de dsBGal ou dsTGF-B (4ug/ul aproximadamente) foi
introduzido no torax de flebotomineos, com 4 a 6 dias de vida previamente
anestesiados em gelo, com o auxilio de um micro-injetor (Nanoject, Drummond) e
microcapilares de vidro. ApoOs as injecdes, os insetos foram mantidos em camara
Uumida e alimentados com solugéo acucarada.

Para as extragbes de RNA, “pools’ de 5 insetos de cada grupo foram

coletados 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap6és a injecao.

3.20- Infeccéo por L. i. chagasi de insetos silenciados para o gene LITGF-B:

Fémeas de L. longipalpis com cerca de 5 a 6 dias de idade foram utilizadas
nos experimentos de silenciamento seguidos de infeccdo. Primeiramente, foi feita a
microinjecdo com dsLITGF- e dspGal como descrito no item anterior. Cerca de 24h
apos as injecdes, os insetos foram submetidos a infec¢éo por L. i. chagasi.

O dois grupos foram alimentados artificialmente no aparelho hemotek com
0,5ml de sangue de hamster contendo 1x107 L. i. chagasi/ml. O sangue, previamente
retirado através de uma puncéo cardiaca, foi centrifugado a 3.000 xg por 10 minutos,
as hemécias lavadas trés vezes com PBS e o plasma inativado a 56°C por 45
minutos. ApOs o periodo de alimentacdo de cerca de 2 horas, os insetos foram
mantidos com solucdo agucarada.

Pools de 5 fémeas foram retirados nos horarios de 24h, 48h e 72h apés a
infeccéo e colocados em solucdo de TRIzol para posterior extracdo de RNA.

3.21- Infeccéo artificial de L. longipalpis por L. i. chagasi com anticorpo
policlonal anti-TGF-B:

Inicialmente os anticorpos IgG presentes no soro do coelho foram
quantificados através do kit “Easy-Titer IgG Assay” (Thermo Scientific). Esse
protocolo baseia-se na constru¢do de uma curva padrdo com o reagente controle
para IgG, fornecido pelo kit, e preparacdo de pelo menos 2 diluicdes da amostra
alvo. Esses preparados sao incubados com esferas reativas a IgG por 5 minutos e
analisados em um espectrofotdbmetro a 405 nm ou 340 nm. A concentracéo de IgG

foi determinada pela seguinte férmula: d= d;+ (g — 91)/ (92 — 91).(d2 — d1), no qual d é
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a concentracdo de IgG da amostra alvo em ng/ml, d; é a menor concentracdo da
curva-padrdo, g € a absorbancia da amostra, g; € a menor absorbancia da curva-
padrdo, g> € o0 maior valor de absorbancia da curva-padréo, d, € a maior
concentracdo da curva-padrao.

Com a concentracdo de anticorpo no soro determinada, os experimentos de
alimentacao foram realizados da seguinte forma: dois grupos com aproximadamente
100 fémeas foram alimentadas artificialmente com 500 pl de sangue de camundongo
contendo 2,5x10° L. i. infantum. No grupo teste, foi adicionado ao sangue com
parasitos anticorpo policlonal anti-TGF na proporgao de 1:250. Apds a alimentagéo,
as fémeas engurgitadas foram separadas.

72 horas ap0s a infeccdo, 6 a 8 insetos de cada grupo foram dissecados e
analisados em Céamara de Neubauer quanto a presenca de parasitos. Esse

experimento foi realizado 2 vezes.

3.22- Construcdo de graficos e andlise estatistica:

Todos os graficos apresentados neste trabalho foram construidos pelo
programa GraphPad Prism 5 no formato de grafico de pontos ou de colunas.

As andlises estatiticas foram realizadas pelo mesmo programa utilizando a
avaliacao por “One-way Anova” aplicando o teste de multiplas comparagdes de

Bonferroni ou Teste-t com o pés-teste de Mann Whitney ou Wilcoxon.

38



IV — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Capitulo 1 - FLAG1/SMP1

4.1.1 — Andlise de protedmica e de expressdo génica a partir de pull down com

extrato de células PP9:

A adesao da Leishmania ao epitélio intestinal do flebotomineo é fundamental
para o sucesso da infeccdo. O LPG presente em toda a superficie da Leishmania é a
principal molécula responsavel por essa etapa do ciclo em vetores especificos como
P. papatasi (Pimenta, Saraiva et al. 1994, Sacks, Pimenta et al. 1995, Kamhawi,
Modi et al. 2000). A adesdo ocorre através das unidades repetidas de acucares
(galactose e arabinose) nas cadeias laterais da molécula. Ensaios com L. major
mutante para essas cadeias laterais de acgUcares, indicaram a incapacidade desses
mutantes em estabelecer infec¢cdo em P. papatasi (Butcher, Turco et al. 1996).

Além de ser responsavel pela adesdo LPG sofre alteracdes nas cadeias
laterais de acucares durante a metaciclogénese, o que promove o desligamento das
formas metaciclicas e sua migracdo para a porcdo anterior do tubo digestivo
(Pimenta, Turco et al. 1992).

Outros estudos mostram que lectinas sao possiveis ligantes para moléculas
de superficie dos parasitas. Essas proteinas estdo presentes na superficie do
epitélio intestinal de diversas espécies de flebotomineos e, em ensaios in vitro foi
observada sua capacidade de aglutinar leishmanias (Svobodova, Volf et al. 1996).
De fato mais recentemente foi visto que LPG de L. major foi capaz de se ligar a
moléculas de galectina, membro da familia das lectinas, presente no tubo digestivo
de P. papatasi (Kamhawi, Ramalho-Ortigao et al. 2004). Posteriormente, lectinas
também foram associadas a adesdo em intestinos de vetores permissivos como
Lutzomyia longipalpis (Myskova, Svobodova et al. 2007).

Infeccbes em vetores permissivos como L. longipalpis, entretanto,
demostraram que LPG nesse caso ndo € essencial para a adesdo as células
intestinais (Sacks, Modi et al. 2000, Myskova, Svobodova et al. 2007, Secundino,
Kimblin et al. 2010, Svarovska, Ant et al. 2010). Experimentos de infeccdo com L.
major knockout para LPG mostraram que em vetores permissivos a auséncia dessa

molécula ndo prejudica a evolucdo da infecgdo, ao contrario do que acontece ao
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utilizar seu vetor especifico P. papatasi, jA que a auséncia de LPG depleta a
infeccdo no inseto (Myskova, Svobodova et al. 2007, Svarovska, Ant et al. 2010).
Tendo em vista esses trabalhos mais recentes (Myskova, Svobodova et al. 2007,
Svarovska, Ant et al. 2010), foi fortalecida a hipotese de que outras moléculas, além
do LPG, possam estar participando da adesdo da Leishmania ao tubo digestivo do
vetor.

No par L. major e P. papatasi, a importancia do LPG para o sucesso da
infeccdo é indiscutivel. Entretanto, um trabalho recente do nosso grupo mostrou que
outra molécula também desempenha um papel de relevancia (Di-Blasi, Lobo et al.
2015) (Anexo |). Di-Blasi et al. mostraram que o bloqueio da proteina FLAG1/SMP1,
presente no flagelo de Leishmania, por incubagéo prévia com anticorpo monoclonal
especifico gerou uma perda significativa da capacidade de adesdo de L.major a
intestinos dissecados de P. papatasi, e também que 72h apds a alimentacéo artificial
com o anticorpo e o parasita houve uma reducdao significativa da infeccado (Anexo I).

Ainda ndo se sabemos como ocorre a participacdo de FLAG1/SMP1 no
processo de interacdo com o epitélio intestinal. Com o intuito de identificar possiveis
moléculas em P. papatasi com capacidade de ligar a proteina recombinante
FLAG1/SMP1, foram realizados experimentos de pull down. Inicialmente, foram
utilizados extratos de células embrionarias PP9 devido a auséncia dessa espécie de
flebotomineo no continente americano. Além disso, a possibilidade de encontrarmos
candidatos interessantes em um modelo cuja manipulacdo é mais facil seria muito
interessante, inclusive para aplicagcdes em estudos futuros.

Foram realizados trés experimentos de pull down independentes (Figura 4.4).
No ensaio de pull down, as proteinas recombinantes FLAG/MBP e MBP foram
acopladas a resina de Sepharose e incubadas com extrato de células embrionarias.

Comparando-se a resina FLAG com a resina controle, foram detectadas 3
regides de alto peso molecular exclusivas do grupo FLAG (Figura 4.4 — setas).
Essas regides, somadas a banda da proteina FLAG/MBP, foram excisadas dos géis
e sequenciadas na plataforma de Proteémica PDTIS/FIOCRUZ-RJ.

Com os dados obtidos foi gerada uma lista com 69 proteinas identificadas
(Anexo Il — parte 1). Dessa lista, foram excluidas as proteinas de menor intensidade
ou que pudessem ser contaminantes adquiridos durante a preparacao do gel. Ao fim
dessa selecado foi gerada uma lista de 25 proteinas que foram avaliadas quanto a
possiveis fungbes associadas (Anexo Il — parte 2), sendo que nenhuma foi

classificada como receptor classico de membrana ou envolvida direta ou
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indiretamente no desenvolvimento do ciclo da Leishmania tanto no hospedeiro

vertebrado quanto no invertebrado.

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
( A | A | :
MW "rlac  Controle FLAG Controle FLAG  Controle

116,0

66,2

45,0

35,0

25,0

18,4

Figura 4.1: Triplicata experimental de “pull down” com extrato protéico total de células
embrionéarias PP9. Na coluna FLAG de cada experimento, foi utilizada FLAG/MBP acoplada
a resina Sepharose; e, na coluna Controle, foi utilizada a proteina de fusdo MBP acoplada a
resina Sepharose. As setas no grupo FLAG indicam bandas diferentes em relagdo aos

Controles e que sdo consistentes entre as replicatas.

A partir dessas 25 proteinas, foram selecionadas inicialmente seis (Tabela

4.1) por possuirem funcdes associadas a membrana, como transporte ou estruturais.
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Tabela 4.1: Lista de proteinas selecionadas a partir do sequenciamento do “pull down” com

potencial de interagdo com a proteina flagelar FLAG1/SMP1

Proteina ID - . - .
Familia proteica Funcgao associada

(Vector base)

Proteina de transporte
transmembrana; manutencgdo da
homeostase de colesterol e
fosfolipideos de membrana.

ATP-binding cassette
subfamily E member 1 [Culex
quinquefasciatus]

Gene 1
>PPATMP000499-PA

Gene 2 Vesicle associated protein, Proteina associada a formacgdo de
>PPATMP001831-PA  putative [Aedes aegypti] vesiculas
Gene 3 Fas-associated protein [Aedes E uma proteina de ancoragem para o

receptor de fas, além de interagir

>PPATMP003116-PA aegypti] também com moléculas TNF like
Gene 4 NIPSNAP protein [Drosophila  Proteina de membrana associada ao
>PPATMP004610-PA melanogaster] transporte de vesiculas

PDGF- and VEGF- receptor
related, isoform M
[Drosophila melanogaster]

Gene 5
>PPATMP010744-PA

Receptores de membrana associados
com crescimento celular e migracao

Associada a membrana e relacionada

Gene 6 Sortin Nexin [Aedes a ti] com traficointracelulare
>PPATMP000248-PA ~° € S internalizagdo de moléculas por via
endossomal

A primeira proteina selecionada (gene 1 — Tabela 4.1) é uma molécula
transportadora pertencente a superfamilia ABC (“ATP-Binding Cassette”) que utiliza
a hidrolise de ATP para movimentar diversos sistemas biolégicos. Os sistemas ABC
sdo relativamente conservados quanto a sua estrutura primaria, dominios e
subunidades protéicas, e ja foram detectados em diversos organismos dentro de
todos os reinos. Sdo moléculas classicamente conhecidas por serem
transportadores transmembrana com duas regides hidrofébicas de membrana e dois
dominios hidrofilicos (Davidson, Dassa et al. 2008). Em bactérias, esses
transportadores tem importancia na manutencdo da viabilidade, viruléncia
(exportacdo de fatores de viruléncia para o meio extracelular) e patogenicidade
(Henderson 1994).

O gene 2 (Tabela 4.1), codificante para uma proteina associada a vesicula
(VAP), faz parte de um grupo de proteinas ligadas a membrana, conhecido como
SNAREs (“Soluble N-ethylmaleidmide-sensitive Factor Attachment Protein

Receptor”). Esse grupo € constituido por proteinas integrais de membrana
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especializadas em fusdo de membrana e trafego de vesiculas (Sollner, Whiteheart et
al. 1993). Sabe-se que essas moléculas podem estar presentes na membrana de
vesiculas de transporte, assim como na membrana para onde essas vesiculas estao
direcionadas (Isenmann, Khew-Goodall et al. 1998).

O gene codificante para proteina associada a Fas (gene 3 — Tabela 4.1),
pertence a uma superfamilia de receptores ligados a TNF (“‘tumor necrosis fator”)
intimamente envolvidos em diversos processos celulares como inflamagéo,
homeostase linfocitaria, apoptose e desenvolvimento de tecidos (Bodmer, Schneider
et al. 2002). O complexo de proteinas associadas a fas podem regular vias de
sinalizacdo associadas ou ndo a apoptose. Sendo que, a via apoptética é
dependente da internalizacdo do complexo de membrana enquanto que a via néo-
apoptoética independe da internalizacdo dessas proteinas de fas (Georgel, Naitza et
al. 2001, Schneider-Brachert, Heigl et al. 2013).

O gene 4 (tabela 4.1), codificante para a proteina NIPSNAP, pertence a uma
familia de genes associada a expressao de componentes de membranas plasmética
e vesicular (Nautiyal, Sweatt et al. 2010). Apesar dos poucos estudos acerca do
envolvimento desses genes nas diversas atividades bioldgicas, ja foi observado que
NIPSNAP 3 e 4 tém envolvimento na promog¢éo da apoptose (Verhagen, Kratina et
al. 2007); além disso, a proteina NIPSNAP 4 ao ser inibida em infeccdo por
Salmonella sp. promove a desestabilizagdo do trafego de vesiculas em modelo de
macréfagos (Lee, Zareei et al. 2002). Em C. elegans, a proteina NIPSNAP1 é
expressa em um operon que codifica também para proteinas SNAP-25 (associadas
a membranas de vesiculas), sugerindo que a familia NIPSNAP pode ser um novo
grupo de moléculas associadas a controle de trafego de membrana (Seroussi, Pan
et al. 1998).

Em mamiferos, estudos realizados com os receptores PDGF e VEGF (gene 5
— Tabela 4.1) mostram que essas moléculas regulam uma série de respostas
celulares, dentre elas proliferagdo, migracao celular, fatores para remodelamento
dos tecidos de matriz extracelular (Hoch and Soriano 2003). Um estudo com
camundongos mostrou que esses receptores tem um papel regulatorio importante no
intestino desses animais, como a agao na organizagdo dos microvilos e promocao
da diferenciacéo epitelial (Karlsson, Lindahl et al. 2000). Sabe-se também que esse
receptor esta presente ao longo do intestino de D. melanogaster.

A familia de proteinas “Sorting Nexin” (SNX) (gene 6 — Tabela 4.1) constitui

BN

um grupo de moléculas associadas a membrana e envolvidas com endocitose e
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trafego de biomoléculas. A caracteristica principal dessa familia € a presenca de um
dominio PX que parece ter um papel importante no enderecamento dessas
moléculas para regides ricas em fosfolipidios (Worby and Dixon 2002). Além disso,
as SNXs contém varios motivos de interacao proteina-proteina que podem explicar
sua capacidade em formar complexos. Um exemplo disso é a proteina SNX1 de
mamiferos (Kurten, Eddington et al. 2001).

Os genes codificantes para essas 6 proteinas foram analisados quanto a
expressdo em carcaca e tubo digestivo de P. papatasi alimentados com acucar
(Figura 4.5A) ou 72h apos alimentacédo sanguinea (Figura 4.5B). Intestino e carcaca
foram separados para as analises ja que € essencial que se saiba o tecido em que 0
gene em questdo € expresso. Tendo em vista que o intestino € o local onde ocorre a
interagcdo com a Leishmania, genes expressos exclusivamente na carcaga seriam
excluidos das analises subsequentes. Esses resultados seriam um primeiro passo
para a escolha de alvos mais especificos para experimentos de interagdo com a
proteina FLAG1/SMP1 a serem realizados posteriormente.

No perfil de expressdo génica desses seis genes (Tabela 4.1) em carcaca e
tubo digestivo de insetos alimentados com agucar (Figura 4.5A), vemos um aumento
significativo da expressédo do gene 4 ( “NIPSNAP protein”) em carcaga comparada
com o tubo digestivo. Os genes 1, 2, 3 e 5 ndo apresentaram diferenca de
expressao entre intestino e carcaca, indicando que nao seriam genes exclusivos de
intestino ou modulados pela dieta.

Posteriormente, foi realizada a quantificacéo relativa dos mesmos genes 1 a 6
(Tabela 4.1) em insetos 72h ap06s alimentacdo sanguinea e podemos ver que ha
uma tendéncia a maior expressao de todos 0S genes na carcaga em comparacao
com tubo digestivo (Figura 4.5B). Essa diferenca, entretanto, ndo € significativa.

Apesar dos genes selecionados serem expressos no intestino de P. papatasi
e serem potenciais receptores, ainda nao sabemos como € sua expressdo ao nivel

proteico ou se estao localizados na membrana das células intestinais.
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A) Alimentag¢ao com agucar

] Carcaga
Bl Tubo digestivo
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Figura 4.2: PCR quantitativo dos genes 1 (ATP-binding cassete subfamily E memberl), 2
(Vesicle associated protein), 3 (Faz-associated protein), 4(NIPSNAP protein), 5 (PDGF- e
VEGF-receptor related) e 6 (Sortin nexin) em carcaca e tubo digestivo de fémeas de P.
papatasi alimentados com acgucar (A) e 72h apds alimentacdo sanguinea (B). As barras
mostram o erro padrdo entre as replicatas biol6gicas. Para os experimentos acima, foram
realizados testes estatisticos One-way ANOVA, com teste de comparacdo mdultipla de
Bonferroni. P<0,05.
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4.1.2 — Interacédo de Leishmania sp. com células embrionarias LL5 e PP9:

A busca por modelos de culturas de células para estudo da interacdo de
insetos vetores com patdgenos visa a simplificacdo de um sistema complexo que
dificulta muito uma analise mais profunda dos mecanismos celulares envolvidos
nessa interacdo. Nesse sentido, Fampa et al. (Fampa, Correa-da-Silva et al. 2003)
observaram que diferentes espécies de tripanossomatideos monoxénicos eram
capazes de aderir e, em alguns casos, até serem endocitados por linhagens
celulares de A. gambiae (MOS-55), A. albopictus (C6/36) e L. longipalpis (LL5).

Além disso, ensaios feitos com outra linhagem de células embrionarias de L.
longipalpis (LuLo) mostraram que essas células eram capazes de interagir com
flagelo e corpo celular de L. i. chagasi e L. amazonenses por até 72h.
Estranhamente, também foram observadas a formacéo de projecdes citoplasmaticas
geradas a partir das células LuLo em direcdo aos parasitas (Cortes, Silva et al.
2011). Em outro estudo, essa interacdo de LuLo com L. i. chagasi foi observada por
um periodo mais longo e foi constatado que, a partir do sexto dia de incubacéo, os
parasitas foram internalizados pelas células de insetos havendo formacdo de
amastigotas no interior dos vacuolos (Bello, Mejia et al. 2005). Esses dados mostram
que, apesar da interacdo inicial via moléculas de membrana, 0os mecanismos
envolvidos na interacdo de células embrionarias de flebotomineos com Leishmania
sédo bem diferentes do que ocorre no inseto adulto.

Em vista destes resultados anteriores estudamos a capacidade das células
embrionarias LL5 e PP9 de L. longipalpis e P. papatasi em servir de modelo para
estudo da interacdo. Para isso foram realizados, em paralelo aos experimentos de
pull down, ensaios de interacdo dos parasitas L. i. chagasi e L. major com as células
LL5 e PP9. Além disso, para analisar a aplicabilidade desses tipos celulares para
simulacdo de interacdo Leishmania-flebotomineo, realizamos os mesmo ensaios de
interacdo, mas com adicdo de proteina recombinante FLAG/MBP para observar uma
possivel inibicdo da adesao.

A deteccdo dos parasitas aderidos as ceélulas foi feita através de PCR
guantitativo para o gene de Actina de Leishmania (Tabela 3.1), utilizando como gene
constitutivo RP49 de flebotomineo (Tabela 3.1).

Primeiramente, foi avaliada a capacidade das células embrionarias LL5 e PP9

de interagir diretamente com L. major e L. i. chagasi ao longo do tempo (Figura 4.3A
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e 4.3B). Como queriamos avaliar apenas adesao e nao internalizacdo, utilizamos
tempos de incubacéo curtos de até 12h.

Foi observada uma tendéncia ao aumento da adesdo de L. i. chagasi a
células LL5 (Figura 4.3A) ao longo das primeiras 6 horas de incubacao, seguido por
um declinio. A adeséo de L. major a LL5 manteve-se constante ao longo do tempo,
porém numa intensidade bem menor se comparada ao ensaio com L. i. chagasi. Em
relacdo as células PP9, L. major apresentou um perfil de adesédo constante ao longo
da incubacao (Figura 4.3B). J&4 L. i. chagasi apresentou uma reducao significativa na
adesao nos horarios de 6h e 12h (Figura 4.3B). Esses dados mostram que sim, as
células embrionarias LL5 e PP9 tem a capacidade de interagir com diferentes
espécies de Leishmania. As células PP9 aparentemente ndo possuem as mesmas
caracteristicas especificas do vetor P. papatasi e consequentemente interagem com
L. i. chagasi de forma distinta que o inseto adulto. Isso pode ser explicado pelo fato
de que as ceélulas embrionarias ndo sdo diferenciadas e, portanto seria dificil
comparar com um 6rgéo especializado como o tubo digestivo.

Em paralelo foi analisada a capacidade inibitoria de concentracdes crescentes
da proteina recombinante FLAG/MBP na potencial adesao dos parasitas as células.
No par L. i. chagasi a LL5 (Figura 4.3C) foi observada uma tendéncia ao aumento de
parasitas aderidos na presenca de 0,2ug FLAG/MBP somente. No grupo controle,
incubado com a proteina de fusdo MBP, houve uma tendéncia a reducéo da adeséo,
nas concentracdes de 1ug e 5ug. Todas essas analises foram realizadas em relagéo
a um grupo referéncia (linha pontilhada vermelha) constituido por células LL5
incubadas com L. i. chagasi e sem adicdo de proteina recombinante.

A figura 4.3D mostra, ao contrario do que € observado em P. papatasi adulto,
que a presenca da proteina FLAG/MBP néo teve efeito sobre a adesao de L. major a
células PP9. Um perfil similar foi observado no grupo controle com proteina MBP. O
grupo referéncia (linha pontilhada vermelha) consistiu em células PP9 incubadas
com L. major e sem adi¢cdo de proteina recombinante. Esses dados mostram que o
modelo de células PP9 ndo é adequado para o estudo da interagdo no caso da
proteina FLAG1/SMP1. Por serem uma cultura de células embrionarias,
provavelmente essas células tem um perfil de expressdo mais inespecifico e,
portanto ndo expressam todas as moléculas de superficie presentes em um tecido

especializado como o epitélio intestinal do inseto adulto.
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Figura 4.3: Ensaios de adeséao entre células embrionéarias de flebotomineos e leishmanias.
A e B: dois testes de interacdo de L. i. chagasi e L. major com, respectivamente, células LL5
e PP9 ao longo de tempos. C: L. i. chagasi foi incubada por 3h com células LL5 e
concentracdes crescentes (0,2ug, 1ug e 5ug) de proteina recombinante FLAG/MBP e MBP.
D: L. major foi incubada por 3h com células PP9 e concentragdes crescentes (0,2ug, 1ug e
5ug) de proteina recombinante FLAG/MBP e MBP. As barras mostram o erro padréo e a
andlise estatistica realizada foi One-way ANOVA, com o pés-teste de comparagdo multipla
de Bonferroni. P<0,05.

4.1.3 - Microscopia confocal para avaliacdo de interacdo de proteina
recombinante FLAG1/SMP1 com intestinos dissecados de P. papatasi:

Com o intuito de confirmar a capacidade de ligacdo da proteina FLAG1/SMP1
ao intestino de P. papatasi, e tentar identificar as regides em que essa adesao esta
ocorrendo com maior afinidade, foram realizados experimentos de interacdo das
proteinas FLAG/MBP e MBP com intestinos dissecados de P. papatasi seguido de
analise por microscopia confocal.

Foram analisados cinco intestinos tanto para o grupo teste, incubado com

proteina recombinante FLAG/MBP (Figura 4.4), quanto para 0 grupo controle,
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incubado com MBP (Figura 4.5). As imagens, com aumento de 40x, focam no
intestino médio.

Na figura 4.4 vemos que a marcacgéo para FLAG/MBP esta presente ao longo
de todo o intestino médio de forma aparentemente uniforme. Entretanto, nédo é
possivel concluir se a marcacdo esta presente apenas na superficie das células ou
também no interior das mesmas.

As imagens da figura 4.5 mostram uma fluorescéncia muito fraca ou
inexistente para a proteina MBP, demonstrando que a marcacdao observada na
Figura 4.4 pertence, majoritariamente, a adesao direta da porcdo FLAG da proteina

recombinante ao epitélio intestinal.
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Figura 4.4: Ensaio de microscopia confocal para detec¢do da proteina recombinante
FLAG/MBP potencialmente aderida a intestinos dissecados de P. papatasi. A coluna da
esquerda mostra a deteccao de FLAG/MBP com anticorpo secundario Alexa 594, a coluna
central revela coloragdo do nucleo das células intestinais com DAPI e a coluna da esquerda

€ a sobreposicao das fluorescéncias. Imagens com aumento de 40X.
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Figura 4.5: Grupo controle do ensaio de microscopia confocal para detec¢do da proteina

recombinante FLAG/MBP potencialmente aderida a intestinos dissecados de P. papatasi
(Figura 4.4). A coluna da esquerda mostra a marcacdo da a proteina de fusdo MBP
(anticorpo secundario Alexa 594), a central mostra coloracdo do nucleo das células
intestinais com DAPI e a coluna da esquerda é a sobreposicao das fluorescéncias. Imagens

com aumento de 40X.
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4.1.4 - Pull down com extrato de intestino dissecado de P. papatasi:

Durante doutorado sanduiche no laboratério do Prof. Marcelo Ramalho
Ortigdo na Universidade Estadual do Kansas — EUA, tive acesso a uma colbnia de
P. papatasi, 0 que me permitiu a realizacdo de ensaios de interacdo proteina-
proteina utilizando fémeas adultas. Os ensaios de pull down foram efetuados
utilizando extrato protéico de intestinos de P. papatasi dissecados 72h apds
alimentacdo sanguinea com o objetivo de identificar de forma precisa possiveis
ligantes de FLAG1/SMP1.

Utilizando esses extratos de intestinos de P. papatasi foram realizados dois
experimentos de pull down. Nos géis de SDS-PAGE de ambos os ensaios foi
observada a presenca de 3 a 4 regides (Figura 4.6) que apareceram exclusivamente
no pull down com a resina FLAG/MBP. A primeira regido, de baixo peso molecular,
aparece em torno dos 15 kDa, a segunda regido, em torno dos 55 kDa, a terceira
nos 75 kDa e a quarta a 130 kDa (Figura 4.6 - Exp. 2).

As colunas inteiras, tanto do grupo FLAG quanto do Controle, em ambos os
géis, foram cortadas e enviadas para sequenciamento. As proteinas do Exp.l
(Figura 4.6) foram processadas e sequenciadas pela plataforma “Biotechnology/
proteomics Core Lab” (Kansas State University) e as proteinas do Exp.2 (Figura 4.6)
foram enviadas para a plataforma de espectrometria de massa PDTIS/FIOCRUZ-PR
(Fiocruz-Curitiba).

O sequenciamento do Exp.1 (Figura 4.6) gerou uma lista de 33 proteinas
(Anexo lll), que foram, posteriormente, identificadas e avaliadas quanto a possiveis
funcdes associadas. Uma andlise inicial constatou que cerca de 40% dessas
proteinas estdo classificadas como proteinas de membrana.

A partir dessa lista de 13 proteinas associadas a membrana, a proteina
ligante de Hyaluronan ou Acido Hialurénico chamou a atencdo. Recentemente,
Sinnis et al. identificaram no vetor A. stephensi uma molécula pertencente ao grupo
dos Glicosaminoglicanos (GAGs), o mesmo do Acido Hialurdnico, que apresenta um
possivel papel no ciclo infectivo do Plasmodium (Sinnis, Coppi et al. 2007).

Os GAGs sao os heteropolissacarideos mais abundantes em mamiferos e
estdo geralmente localizados na superficie de células ou na matriz extracelular. Sao
polissacarideos de cadeia longa com unidades dissacaridicas repetidas. Essas
unidades sdo compostas por uma molécula de N-acetilgalactosamina ou N-

acetilglicosamina e uma molécula de acido urdnico (King 2016).
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Figura 4.6: Duplicata de ensaio de “pull down” com extrato total de tubos digestivos
dissecados de P. papatasi. No grupo FLAG, o extrato foi incubado com resina contendo a
proteina recombinante FLAG/MBP e no grupo Controle, com resina contendo proteina de
fusdo MBP. Os circulos representam bandas de proteinas presentes exclusivamente no
grupo FLAG.

Os GAGs podem ser distribuidos em quatro classes de acordo com a
composicdo das unidades dissacaridicas: condroitina, acido hialurdnico, heparan
sulfato e sulfato de queratina. Em todas essas moléculas, com excecdo do &cido
hialurénico, ha a adicdo de grupos sulfato em multiplas posi¢cbes (Zaia 2009). Um
estudo recente com o vetor A. stephensi mostrou, pela primeira vez, a presenca de

GAGs como heparan sulfato em mosquitos. Nesses ensaios, heparan sulfato
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purificado do mosquito é capaz de se ligar a proteina de superficie apolipoproteina E
do esporozoito, sugerindo um possivel papel de GAGs no processo infectivo do
Plasmodium no vetor (Sinnis, Coppi et al. 2007).

O hyaluronan ou &cido hialurdénico esta presente em diversos organismos,
desde bactérias até eucariotos complexos. E uma molécula envolvida em diferentes
processos bioldgicos como regulacdo da resposta imune e composicdo da matriz
extracelular. Por sua vez, as proteinas ligantes de acido hialurénico geralmente sdo
expressas na superficie das células e podem apresentar os mais variados perfis
protéicos. Dentre as proteinas ligantes mais comuns estdo receptores Toll-like,
CD44, RHAMM, TNFIP6, brevican, SHAP, LYVEL, entre outros (Jiang, Liang et al.
2011).

O gene codificante para a proteina ligante de Hyaluronan foi entdo
selecionado para andlise de expressdo génica em carcaca e tubo digestivo de
fémeas de P. papatasi. Nos ensaios com PCR quantitativo constatamos uma
tendéncia a maior expressao do gene no intestino em relacdo a carcaca de fémeas
ndo alimentadas de P. papatasi. Entretanto, esse perfil € invertido 24h apés a
alimentacdo sanguinea, havendo uma reducéo significativa da expressdo do gene
em tubo digestivo (Figura 4.7). Ser4 muito importante observar o perfil de expressao
no horario-chave de 72h apls a alimentacdo sanguinea, quando a digestao ja
estiver finalizada, para observar se o gene estd sendo expresso no intestino no
momento do contato da Leishmania com o epitélio.

Além disso, a analise dos dados de sequenciamento do Exp.2 de pull down
podera confirmar os resultados obtidos no primeiro experimento além de detectar

algum outro possivel alvo de interesse.
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Figura 4.7: PCR quantitativo para o gene de proteina ligante de Hyaluronan em carcaca e
tubo digestivo de fémeas de P. papatasi alimentadas com acucar (Oh) e 24h apds
alimentacdo sanguinea. As barras mostram erro padréo e o teste estatistico realizado foi

One-way ANOVA, com teste de comparacao multipla de Bonferroni. P<0,05.

4.2 - Capitulo 2 - TGF-B

TGF-B, muito estudada em modelos de vertebrados, € uma citocina essencial
nos processos de sinalizacdo celular e na regulacdo da resposta imune. Entretanto
em insetos vetores, até o inicio século XXI, nada se sabia sobre o efeito desta
citocina na resposta imune frente a infeccdo por um patégeno. Em 2001, Crampton
A. et al identificaram um gene de A. stephensi homélogo a TGF-B cuja expressao
era modulada pela infecgcdo por Plasmodium berghei (Crampton and Luckhart
2001b).

Em nosso laboratério estudamos a resposta imune de flebotomineos frente a
infeccdo por Leishmania e outros patégenos. Analises de biblioteca de ESTs de
fémeas de L. longipalpis infectadas com L. i. chagasi revelaram um aumento
significativo de transcritos relativos a estresse/defesa/oxidacdo em comparagdo ao
perfil transcricional de insetos alimentados apenas com sangue. Esses dados
revelam uma provavel ativacdo da imunidade frente a presenca de Leishmania
(Pitaluga, Beteille et al. 2009). Além disso, ensaios de DDRT-PCR comparando
fémeas infectadas com L. i. chagasi e ndo infectadas, nos permitiu identificar uma

série de genes diferencialmente expressos com a infeccédo e relacionados com a

55



resposta imune. Dentre eles estdo homologos a MAP-quinase, Cactus, Defensina 2
e TGF-B (Ramalho-Ortigao, Temporal et al. 2001).

Apés a identificacdo da molécula de TGF-B de L. longipalpis (LITGF-B)
(Ramalho-Ortigao, Temporal et al. 2001), estudamos a modulag&o desta citocina-like
frente a desafios. Nesse sentido, ensaios de Western Blot com células LL5
desafiadas contra diversos patdogenos mostraram um aumento da expressdo de
TGF-B com o desafio (Marques 2005).

Posteriormente foram realizados ensaios de expressao génica, nos quais foi
observada uma expresséao constitutiva do gene de LITGF-B em fases imaturas e em
adultos, machos e fémeas, alimentados com acucar. Frente a infeccdo por L. i.
chagasi, foi constatado um aumento significativo da expressdo de LITGF-B apos
72h, confirmando a suspeita de que essa citocina-like é regulada frente a infeccéo

(dados néo publicados).

4.2.1 — Possivel regulacédo de LITGF- pela via Toll:

Em mamiferos, muitos trabalhos vém mostrando a correlacdo entre
receptores da via Toll e a regulacdo da expresséo de TGF-p. Em fibroblastos
isolados, foi observado que TLR9 promove a ativacdo de respostas de fibrose
mediadas via TGF-$ endbégeno (Fang, Goncalves Marangoni et al. 2016). Wu J. et
al. observaram que a infeccdo de fibroblastos por S. aureus induz a expressao de
TGF-B através da ativagdo das TLRs 2 e 4 e das vias AP-1 e NF- kB (Wu, Ding et al.
2016).

Tendo em vista a possivel correlacdo entre LITGF-B e a via de imunidade Toll,
investigamos a expressao do gene LITGF-B em fémeas de L. longipalpis silenciadas
para cactus, um repressor da via Toll. Forrest D., observou um silenciamento do
gene cactus de aproximadamente 40%, 24h ap0s a injecdo chegando a 50% apos
48h.

Apesar do silenciamento de cactus ndo ser muito expressivo, foi possivel
observar um aumento significativo da expressdo de LITGF- em todos os horarios,
sendo que os maiores niveis foram detectados em 24h e 72h ap6s a microinjecao
(Figura 4.8). O perfil de aumento da expresséo de LITGF-f coincide com a ativacao
da via Toll promovida pelo silenciamento de cactus (Figura 4.8). Esses resultados

demonstram que LITGF-B é regulada, pelo menos em parte, pela via Toll.
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Figura 4.8: PCR quantitativo para analise de expressdo do gene LITGF-f em fémeas
silenciadas para Cactus. A quantificacao foi feita utilizando o calculo de AACt. As barras
mostram o desvio padrdo entre replicatas técnicas. Foram realizados testes estatisticos
One-way ANOVA, com o pos-teste de comparacao multipla de Bonferroni. P<0,05. No canto
superior direito, vé-se o0 PCR quantitativo para cactus em insetos injetados com dsCactus,

realizado por Forrest D., 2016 (n&o publicado).

4.2.2 — Silenciamento do gene LITGF-B em L.longipalpis e analise de expressao

de moléculas possivelmente relacionadas com a via de TGF-B:

Com o objetivo de observar o efeito do silenciamento de LITGF- sobre a
resposta imune de fémeas de L. longipalpis, foi realizada a microinjecdo de
dsLITGF-f e, como controle, foi usada dupla-fita de RNA para o0 gene nao
relacionado da B-Galactosidase (dspGal).

Foi observada uma reducdo de cerca de 70% na expressdo de LITGF-B,
guando comparado ao controle, nos tempos de 24h e 48h; chegando a 80% de

silenciamento em 72h apds a injecdo. Em 96h e 120h, vemos o inicio da
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recuperacdo da expressdo padrdao do gene, com taxa de silenciamento de,

respectivamente, 50% e 40% (Figura 4.9).
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Figura 4.9: PCR quantitativo para andlise de expressdo do gene de LITGF-B em insetos
injetados com dsTGF-B em relagdo ao controle, injetado com dspGal (linha pontilhada
vermelha). O calculo utilizado para a quantificacado foi o de AACt e a analise estatistica foi
feita com Teste t e pOs-teste ndo paramétrico de Mann Whitney, com P<0,05. As barras

mostram o erro padréao.

Constatado o silenciamento de LITGF-B, foi avaliado o perfil de expressao de
moléculas efetoras da resposta imune potencialmente reguladas por essa citocina-
like. Como observado na figura 4.8, a via Toll parece ter um efeito regulatério sobre
o gene de LITGF-B. Além disso, sabe-se que em modelo de células embrionérias
LL5 de L. longipalpis, o silenciamento de cactus gera um aumento da expressao dos
PAMs defensina 2 e cecropina (Tinoco-Nunes, Telleria et al. 2016). Com base
nesses dados, foram selecionados para analise de expressdo em insetos silenciados
para LITGF-B os genes Cecropina (Figura 4.10B) e Defensina 2 (Figura 4.10C).
Outro gene avaliado foi INOS (Figura 4.10A), ja que em modelos de vertebrados,
como cultura de macrofagos e camundongos, TGF- € uma das principais moléculas
responsaveis pela regulagdo da producdo de Oxido nitrico (Aleman-Muench and
Soldevila 2012).

Em insetos silenciados para LITGF-3, ndo foi possivel observar modulacdo da
expressdo em nenhum dos horarios analisados para o gene iINOS (Figura 4.10A) e

defensina 2 (Figura 4.10C). Entretanto, quando se analisou a expressdo de
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cecropina observamos 0 aumento progressivo até 72h apos a injecao (Figura
4.10B).
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Figura 4.10: PCR quantitativo para analise de expressao de genes ligados a resposta imune
em fémeas silenciadas para TGF- em relagao as injetadas para BGal. A expressao relativa
dos genes iNOS, Cecropina e Defensina 2, nos tempos de 24h, 48h e 72h aparecem,
respectivamente, nos graficos A, B e C. As barras mostram o erro padrdo. Foram realizadas

analises estatisticas por Teste t e pds-teste ndo paramétrico de Mann Whitney, com P<0,05.

Esses resultados indicam que a reducéo de LITGF-3 pelo silenciamento, ativa
levemente a resposta imune com aumento de cecropina, mas nao de defensina 2
nem iNOS. Muitos trabalhos vém demonstrando que a acgéo diferenciada de TGF-3
dependendo da situagdo imunolégica em que se encontra 0 modelo que estd sendo
analisado (Aleman-Muench and Soldevila 2012). Luckhart S. et al. demonstraram
que cultura de células de A. stephensi apos incubacdo com TGF-B tiveram um certo

aumento da expressao de iNOS, entretanto com adicdo de TGF-B e desafio com a
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bactéria E. coli esse aumento foi muito mais expressivo (Luckhart, Crampton et al.
2003).

4.2.3 — Infeccdo por L. i. chagasi em insetos silenciados para LITGF-B e

observacao do efeito em genes possivelmente relacionados com essa via:

Tendo sido visto o efeito de LITGF-B em diferentes moléculas das vias de
imunidade em insetos silenciados, foram analisadas as consequéncias desse
silenciamento em fémeas infectadas por L. i. chagasi.

Na figura 4.11, foi visto que a presenca do parasita ndo tem efeito sobre o
silenciamento que se mantém em torno de 70% em 24h e 72h, e 50-55% em 48h
apos a infeccao.

Com o silenciamento observado na figura 4.11, foi analisada a expressao dos
efetores da via de LITGF-B: INOS (Figura 4.12A), Cecropina (Figura 4.12B) e
Defensina 2 (Figura 4.12C). Em seguida, foi observada também a taxa de infeccéo
ao longo do tempo (Figura 13).

O silenciamento de insetos infectados promoveu um aumento de quase 3
vezes na expressdo de iNOS nos tempos de 24h e 48h apds infeccdo (Figura
4.12A). A expressao de cecropina também sofre modulacdo positiva com uma
tendéncia em 48h e um aumento significativo 72h apds a infec¢do (Figura 12B). A
expressdo do gene de defensina, que em insetos apenas silenciados ndo é
modulada, nos insetos silenciados e infectados sofre um aumento significativo 48h
apos a infeccdo (Figura 12C).

Com relagcdo a taxa de infeccdo, foi observado um efeito forte do
silenciamento sobre a sobrevivéncia dos parasitas, demonstrado pelo aumento
inicial da expresséo de actina de Leishmania sp. 24h apés a infeccéo, seguido por
uma forte queda em 48h que se intensifica 72h apos a infecgéo (Figura 4.13). Essa
reducdo drastica de L. i. chagasi pode ser explicada, pelo menos em parte, pelo
aumento consideravel da expressao dos PAMs defensina e cecropina além de iNOS

nos primeiros dias de infecgéo.
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Figura 4.11: PCR quantitativo para confirmagéo do silenciamento em fémeas injetadas com
dsLITGF-B e infectadas com L. i. chagasi. Os céalculos de AACt foram feitos em relacdo ao
controle de fémeas injetadas para ds BGal e infectadas. Para andlise estatistica, realizou-se
Teste t e pOs-teste ndo paramétrico de Mann Whitney, com P<0,05. As barras mostram o

desvio padrao.

Comparando-se os ensaios de silenciamento e silenciamento mais infecgéo,
podemos observar que INOS em insetos apenas silenciados ndo é modulado (Figura
4.10A), mas com a infec¢do tem sua expressdo aumentada em quase 3 vezes em
24h e 48h (Figura 4.12A). Os genes de cecropina e defensina 2 que tem um
aumento de 3 vezes com o silenciamento (Figuras 4.10B e C), na presenca de L. i.
chagasi esse aumento chega a 10 vezes para cecropina (Figura 4.12B) e até 8
vezes para defensina 2 (Figura 4.12C). Podemos concluir entdo que a molécula
LITGF-B possui um papel de regulador negativo dos efetores imunes analisados,
tendo em vista que o silenciamento em flebotomineos infectados com L. i. chagasi

promove uma ativacao ainda maior da expresséo desses genes.
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Figura 4.12: Analise por PCR quantitativo da expressdo dos genes iNOS (A), Cecropina (B)
e Defensina (C) nos tempos de 24h, 48h e 72h apo6s infeccdo de fémeas injetadas com
dsLITGF-B ou dsBGal. Para a analise estatistica, foi realizado Teste t e poés-teste ndo
paramétrico de Mann Whitney, com P<0,05. As barras mostram o desvio padrdo entre as
replicatas técnicas.
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Figura 4.13: PCR quantitativo para andlise da taxa de infeccdo com expresséo relativa do
gene de Actina de Leishmania em insetos silenciados. Os calculos de AACt foram feitos em

relacdo ao controle de fémeas injetadas para ds BGal e infectadas. No grafico, realizou-se
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Teste t e pos-teste de Mann Whitney, com P<0,05. As barras mostram o desvio padrdo entre

as replicatas técnicas.

4.2.4 — Analise da taxa de infeccdo em L. longipalpis alimentados com L. i.
chagasi e anticorpo policlonal anti- LITGF-B:

Experimentos com fémeas de L. longipalpis, previamente realizados pelo
NOSSO grupo mostraram um aumento da expressao de LITGF-B 72h apos a infecgao
por L. i. chagasi. Como base nesses dados, analisamos mais a fundo o possivel
papel dessa molécula na infeccao por Leishmania.

Para corroborar os dados obtidos nos experimentos de silenciamento, foram
realizados ensaios de infeccdo na presenca de anticorpo policlonal anti- LITGF-
para observar o efeito desse anticorpo na sobrevivéncia dos parasitos ao longo da
infeccdo. Para isso, foi feita contagem individual de parasitas presentes em cada
fémea de L. longipalpis nos grupos com e sem anticorpo.

Foi observado um aumento nédo significativo de parasitas no grupo alimentado
com anticorpo nos horarios de 24h, 48h e 72h apds a infec¢cdo. No tempo de 96h,
esse aumento na infeccéo persiste e € significativo quando comparado com o0 grupo

controle, sem anticorpo (Figura 4.14).
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Figura 4.14: Alimentacéo artificial de fémeas de L. longipalpis com sangue contendo L. i.

chagasi e anticorpo anti-TGF- (triangulos) ou soro pré-imune (circulos). Cada triangulo ou
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circulo representa um individuo analisado. Para comparacao entre os dois grupos dentro de
cada horario, foi realizado teste t com pos-teste de Wilcoxon, P<0,05. As barras mostram o
erro padrdo entre as replicatas bioldgicas.

Contraditoriamente, ao bloquearmos LITGF- com o anticorpo observamos o
aumento da infeccdo, um resultado oposto ao encontrado com o silenciamento do
gene. Buscando possiveis explicacdes para os dados encontrados averiguamos que
no modelo A. stephensi, moléculas de TGF-B de origens distintas tem efeitos
complementares sobre o ciclo infectivo do Plasmodium. Inicialmente, a ativacdo de
TGF-B humana (hTGF-B) presente no sangue promoveria uma regulacdo negativa
dose-dependente da expressdo de INOS (Luckhart, Crampton et al. 2003).
Concomitantemente, em horarios de maior motilidade e reproducéo do parasita, foi
visto um aumento da expressao do gene As60A, homodlogo a TGF-B, do préprio
inseto, coincidindo com um aumento de iINOS (Crampton and Luckhart 2001b).

Esses dados no modelo anofelino levantaram a possibilidade do anticorpo
utilizado no experimento da figura 4.14 estar bloqueando moléculas de TGF- de
mamifero contidas no sangue usado na alimentacgéao.

Para testar a capacidade do nosso anticorpo em reconhecer TGF-B do
sangue realizamos experimentos de Western Blot com fémeas de L. longipalpis Oh,
6h, 12h, 24h, 48h e 72h apds alimentacdo sanguinea. Além disso, utilizamos
também apenas o sangue (Figura 4.15).

Sangue  Sangue

Oh 2h 6h 12h 24h 48h 72h coelho  hamster

45kDa

Adaptado de Macedo-Couto R. & Di-Blasi T.

Figura 4.15: Western Blot para deteccédo de TGF-8 em fémeas Oh (ndo alimentada), 2h, 6h,
12h, 24h, 48h e 72h apo6s alimentacdo com sangue de hamster e 5 ul de sangue de coelho e
hamster. Como controle positivo, foi utilizada proteina recombinante His-LITGF-B (RP).

O western blot confirmou o reconhecimento do TGF- presente no sangue de
mamifero pelo anticorpo utilizado nos experimentos. Portanto acreditamos que o
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bloqueio da TGF-B do sangue e n&o do inseto € o que estda desencadeando uma
resposta diferente da observada no silenciamento.

No contexto das infec¢bes parasitarias em vertebrados, a citocina TGF-; tém
sido responsavel tanto por regular respostas iniciais pré-inflamatérias para combater
parasitas, quanto respostas tardias anti-inflamatorias para controle da resposta
(Vodovotz, Zamora et al. 2004). Os estudos recentes feitos com linhagens celulares
de A. stephensi e A. gambiae concluiram que baixas doses de TGF-B; reduzem a
infeccdo pelo P. falciparum através da indugdo de NOS (Oxido nitrico sintase).
Entretanto, doses mais altas da citocina podem estar tendo um efeito contrario,
reduzindo NOS. Essa regulagéo estaria ocorrendo via sinalizagdo por MEK/ERK
(Surachetpong, Singh et al. 2009).

Com isso, a hipotese gerada pelos dados obtidos até o momento € de que a
TGF-B proveniente do sangue pode ter um efeito inicial de ativacdo da resposta
imune com producdo de moléculas efetoras. Ao ser bloqueada pelo anticorpo, ndo
h& ativacdo precoce da resposta imune e, consequentemente, vemos um aumento
da infeccéao.

Mais tardiamente no ciclo infectivo, em torno do 3° ou 4° dia de infeccéo, o
contato da Leishmania com o epitélio intestinal pode estar gerando uma ativacdo do
gene LITGF-B e uma regulacdo negativa desses efetores imunes. Nos ensaios em
gue silenciamos especificamente a molécula pertencente ao inseto vemos uma
ativacdo da resposta imune e, em insetos infectados, uma reducdo efetiva dos

parasitas.
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V — CONCLUSAO

5.1 - Capitulo 1 - FLAG1/SMP1

Com os resultados obtidos dos experimentos de pull down com células
embrionarias PP9 determinamos que existem moléculas relacionadas com a
membrana celular que potencialmente podem interagir com FLAG1/SMP1.
Entretanto, os experimentos de interacdo entre duas espécies de Leishmania e
linhagens de células embrionarias mostraram que apesar de haver uma adeséo, a
molécula de FLAG1/SMP1 néo esta envolvida. Com isso, concluimos que as células
PP9 e o epitélio intestinal de fémeas adultas de P. papatasi sédo capazes de interagir
com L. major, entretanto por mecanismos distintos.

Dos ensaios de pull down com extratos de intestinos dissecados de P.
papatasi concluimos que a proteina ligante de acido hialurénico representa um
potencial ligante de FLAG1/SMP1 e que essa possibilidade deve ser confirmada
futuramente em ensaios de interacdo como o sistema de duplo-hibrido.

Por fim, determinamos com o0s ensaios de microscopia confocal que a
proteina recombinante FLAG/MBP € capaz de ligar-se diretamente a intestinos
dissecados de P. papatasi, apesar de ndo ter sido possivel identificar uma regiao

especifica do intestino médio onde essa interacao esta ocorrendo.

5.2 - Capitulo 2 - TGF-B

Podemos concluir que o silenciamento de TGF-B em L. longipalpis gera uma
ativacdo da resposta imune com aumento da expressdao de PAMs e de iNOS,
gerando uma reducgdo bastante significativa da infeccdo por L. i. chagasi.
Constatamos também que a regulacéo do gene de TGF-( é feita pela via Toll.

Além disso, determinamos que o bloqueio da molécula de TGF- proveniente
do sangue de mamifero utilizado nas alimentacdes artificiais gera um efeito oposto,
com aumento do nimero de parasitas 96h ap0s a infecgéo.

Esses dados nos levam a concluir que TGF-B de mamifero é capaz de
interagir com receptores de membrana de L. longipalpis e que ha uma forte

possibilidade que existam vias alternativas de resposta a TGF-f3 no inseto. Com isso,
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a molécula TGF-B pode ter um duplo papel na regulacdo do sistema imune, tanto

ativando quanto inibindo-o.
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VI — ANEXOS:
e Anexo [:
O artigo completo publicado durante o doutorado encontra-se ao final da tese: Di-

Blasi, T. et al, 2015.

e Anexo Il —parte 1:

Peptides

Fasta headers
- total:

PEP Intensity

>PPATMP000153-PA hypothetical protein|protein_coding|Scaffold101:116112-
122407:-1| gene:PPATMPO0O00153

>PPATMP000214-PA hypothetical protein|protein_coding | Scaffold103:244832-
245672:-1| gene:PPATMP000214

>PPATMP000215-PA hypothetical protein|protein_coding|Scaffold103:251457- 18 1 85E-61 3315600
261265:-1| gene:PPATMP000215 ! 0

>PPATMP000248-PA hypothetical protein|protein_coding|Scaffold1049:36499-
37105:1| gene:PPATMP000248

>PPATMP008472-PA hypothetical protein|protein_coding | Scaffold49899:1758-
3140:1|gene:PPATMP008472

>PPATMP0O00499-PA hypothetical protein | protein_coding | Scaffold1112:4335-5927:-
1|gene:PPATMP000499

4 2,77E-80 (9633000

4 1,09E-20 5302200

1 1,99E-25 (342030

6 4,3E-116 (8205000

6 3,06E-86 (5552200

>PPATMP000805-PA hypothetical protein|protein_coding | Scaffold12:1151649-

1160054:-1|gene:PPATMP0O00805 ! 0,003587 | 108820

>PPATMP001235-PA hypothetical protein | protein_coding | Scaffold1322:10748-21929:
1|gene:PPATMP001235

>PPATMP001236-PA hypothetical protein | protein_coding | Scaffold1322:25068-29387 11 4 11E-32 2073100
1|gene:PPATMP001236 ! 0

>PPATMP001425-PA hypothetical protein|protein_coding|Scaffold14:782305-
782955:1|gene:PPATMP001425

>PPATMP010746-PA hypothetical protein | protein_coding | Scaffold87:342687-
342998:1|gene:PPATMP010746

>PPATMP001831-PA hypothetical protein|protein_coding|Scaffold1559:24165-
36280:1|gene:PPATMP001831

>PPATMP002432-PA hypothetical protein|protein_coding|Scaffold181:27315-
33160:1|gene:PPATMP002432

>PPATMP002517-PA hypothetical protein | protein_coding | Scaffold1850:1392-
2779:1|gene:PPATMP002517

>PPATMP002538-PA hypothetical protein|protein_coding | Scaffold186:138387-
145381:-1| gene:PPATMP002538

>PPATMP002744-PA hypothetical protein | protein_coding|Scaffold194:100934- 18 1 1E-151 6166500
118892:-1|gene:PPATMP002744 ! 0

>PPATMP002872-PA hypothetical protein | protein_coding | Scaffold2:941566-
942493:1|gene:PPATMP002872

>PPATMP002907-PA hypothetical protein|protein_coding | Scaffold200:62509-
73421:1|gene:PPATMP002907

>PPATMP003106-PA hypothetical protein|protein_coding|Scaffold21:406165-
407740:1| gene:PPATMP003106

4 5,37E-30 (9899700

2 0,012929 | 448620

2 0,010591 |1323700

5 1,52E-21 3974800

2 5,17E-06 | 785520

3 4,4E-07 |1125500

2 1,49E-05 | 184610

2 0,000516 |1129600

6 5,24E-14 (4763500

4 4,04E-13 (9587600
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Peptides -

Fasta headers total: PEP Intensity
>PPATMPO003116-PA h\épsc;tgzegial\gp;r:::e;r;m_rrat:c\)régcloldéng|Scaf‘fo\d21:649958- 1 147610 | 346290
>PPATMP003431-PA hypothetuialIg;;;c:z;l;;;;%ggzgcyng|Scaﬁo|d227:77462-91070:- 3 0,000269 |2281000
>PPATMP003432-PA h\;%c;t:j?ial\gp;r:::e;r;ﬁ_rl\c;lt:c\)régzo;;ng| Scaffold227:91462- 5 0,000798 | 712500
>PPATMPO003520-PA hypothet;crg\:;::c::;lTphrno;ggng;;g|ng| Scaffold2310:1851-3095:- 1 0,00336 | 687940
>PPATMP003590-PA hyp;c;‘.:ze:t::-clzezr;t;;n}qﬁ\;c;t;g;g;osi|ng|Scaffo\d2349:8437- a 8,8E-115 9250200
>PPATMP003591-PA hyig’;f;?;-:la;:;c:s;ﬁl\r;;;ggg;ggmg|Scaf‘fo\d2349:9816- a 1,17€-90 |7660600
>PPATMP003831-PA hy;;'égt;t:fla\gzr:c:sgﬁl\_l?ﬁgggs_;gg|ng|Scaffo\d2410:9199- 1 3,08E-15 | 911140
>PPATMPQ03857-PA hypothe‘gtl:aglez;c?;?;_l_m%%;g;c;d|ng| Scaffold2428:227-2161:- 1 0,003747 | 114900
>PPATMPQ04223-PA hypothetm;ll:;z:;npf;:;:&_;;;;nglScaﬁo|d26:720198-721531:- 1 0,001824 | 414350
>PPATMPO04610-PA hyp;c;‘.Q?e:ticla:;r;t;;nAL?\;an’t;c\)r;_eclosi|ng|Scaffo\d2823:6256- 3 4,386-22 |6361100
>PPATMP004961-PA h\g:lc;:c;gzclZlezr‘:tpe;nA!rpI)\;c;t;c\;;_gt:sold|ng | Scaffold30:63573- 1 6,74E-06 | 219070
>PPATMP005699-PA hygg;g?f?\gzr::s:ﬂl\%:;;gggégg|ng| Scaffold354:81991- 2 0,010629 | 958880
>PPATMPQ05721-PA hypothet|c;||gper;)’::algnpl:_rrrc\nf’lc:gno_;;);inglScaf‘fold3555:11416-12843:- a 1596-33 |5490300
>PPATMP005830-PA hypothetjjtl::::;?ﬂ{;%%;g;%d|ng|Scaffo\d3646:321-5321:- 2 2,58E-09 | 582750
>PPATMP010959-PA hyg;;q:c:ﬁ\g:r:c:g;irﬂr;;gw;g;g;i|ng|Scaf‘fo\d920:15813- 1 0,007823 | 246660
>PPATMP010960-PA hypothetu::LaIIg;;;c:::?;l;ﬁ;%;a;%%mg| Scaffold920:25512-28836:- 5 101E-32 | 561950
>PPATMP0Q9073-PA hypothehieltIgzzc::?gjigaézggg;img| Scaffold543:58824-70067:- 1 0,00052 | 645240
>PPATMP009190-PA hypothetuialIgzzc::?;l‘_ﬁz_ﬁ';%ggic;%mg| Scaffold55742:2000-2927:- 1 0,011106 | 742350
>PPATMPO009479-PA hypothetmfll:;:‘;?anqu[:);:;:gna;;;!;nglScaf‘fold59:236145-237143:- 3 2,75E-07 3654700
>PPATMP009750-PA hypothetltialIgz;c:‘.:?sjlo‘?rr\;);%gg;c;ﬂng| Scaffold632:41668-48844:- 3 0,003374 |1570300
>PPATMP009771-PA hy;)loc;cgg:tj\-cligl;rztpe;np\ﬁ\;c;t;g;}zold|ng|Scaffold64:67076- 1 0,00016 |1143000
>PPATMPO009830-PA hygggq?f?\g:r:c:g;irﬂr;;ggg;g?j|ng|Scaf‘fo\d652:28805- 1 0,004672 | 126600
>PPATMP009938-PA hypothetm;ll:;z’:;npf;:;:gna;ggwsnglScaf‘foldG?:138420-144566:- 5 8,58E-19 3319900
>PPATMP010023-PA hypothetical protein | protein_coding | Scaffold69:177305-181331:- 1 0.003145 0
1| gene:PPATMP010023 '
>PPATMP010187-PA hyzg;g?fla;z;c:.:gpl;;;;gw;azgc;|ng| Scaffold720:32521- 1 2,56E-07 |3618000
>PPATMP010238-PA hypothetical protein | protein_coding|Scaffold733:14388- 1 1.74E-07 | 535020

18234:1|gene:PPATMP010238
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Peptides -

Fasta headers total: PEP Intensity
>PPATMP005922-PA hy[lozt::;iallgp;r::?;rglﬂ\ﬁ_ﬁt:égggozd;ng|Scaffold3733:11629- 2 1,51E-50 [14255000
>PPATMP005951-PA hypzc;::g:tj\-clZeir;tpe;n‘ql]_;:\;zt;ér;_g?ld\ng|Scaf‘fo\d3758:1190- 1 0,010706 | 768920
>PPATMP006011-PA hy;z'jc-};:c:\fla\gzrr]oe'c:?:pl\%::;ggs_;ﬁ\ng|Scaﬁ’o\d381:55561- 5 6,28E-42 | 1673700
>PPATMP006498-PA h\;p;)zt;:;\:clal\g[:;r::;r;LEIJ_rr\c;lt:é)ré_Giogdéng | Scaffold42:423069- 2 0,000764 | 297400
>PPATMP006816-PA hypothetu::LaI\Ig[:;;c:‘.zg;_ﬁ)_a';%gg;icgng| Scaffold43046:2588-3357:- 1 0,002337 | 654310
>PPATMP006842-PA hypotheh;al Igz;c:::?gl\!r_;z;%;g;c;d;ngl Scaffold43106:9652-9951.:- 1 0,009547 | 315790
>PPATMP006859-PA hypothetu::LaI\ Igz;c:c:?gl‘_ﬁ)_ﬁ;%gg;c;c;mgl Scaffold43155:7060-7477:- 1 0,002118 | 580730
>PPATMP006895-PA hygt:;cgggiallgp;r:::e;r;ﬁ_rhc;lt:é%_sgo;;ng|Scaf‘fold43239:8923- 10 6,17E-38 | 2999400
>PPATMP007083-PA hypothetu::LaI\ Igz;c:t:e;;’l‘_ﬁ)_lr;';%g;;c;c;ngl Scaffold43748:8132-8889:- 1 4,91E-05 | 208450
>PPATMP007088-PA hypg‘;iéit:f?Igz;c;t:igiﬁ\r:;gg;;gg|ng| Scaffold43762:4331- 4 8,33E-16 | 2354300
>PPATMP007168-PA hypothetu::Lal\Igz;c::?g’i$ﬁ';%g;ic;c;|ng|Scaffold43984:1478-2509:- 5 7,74E-08 | 1268100
>PPATMPO08096-PA hypg;t;e;;.?\Igz;c;t:?;iﬁ\r:;ggg;g:|ng| Scaffold47492:4689- 1 4,03E-11 | 3392400
>PPATMP008228-PA hyp;c;::;ticle;\;r;tpe;r;!rpln\;lc;t;g;_zczosd\ng|Scaf‘fo\d4831:5297- 3 151E-24 | 1684700
>PPATMP008254-PA hypscg:gze:tl\clZeir;tpe;nA!rifrlc;t;é;_zcsodd\ng|Scaﬁo\d4852:3394- 3 1,81E-36 | 8631300
>PPATMP008427-PA h\/?p;cg:lﬁ':zleﬁ);c;f_lw_ugg%tse:;__/codmg| Scaffold4968:1- 7 8,22E-15 (54685000
>PPATMP008563-PA hypothetwlcla;:r::?c:;rgﬁh;lo;géng;gsmg | Scaffold5004:7599-8323:- 1 0,009907 | 626310
>PPATMP008758-PA hyp;oztfse:ticla;eir:tpe;nALT\;c;t;é;;%osd\ng|Scaf‘fo\d5166:1650- 1 0,000231 | 129060
>PPATMP0O08820-PA hypothetical protein | protein_coding|Scaffold522:32000-35420:- 39 0 7,47E+08
1|gene:PPATMP008820
>PPATMP009062-PA hypothetwlcla;:r::?c:;rgﬁh;lo;géng_gggmg|Scaﬁo\d5414:4369-5592:- 1 0,000211 | 684010
>PPATMP010403-PA hyzg:;%t:\fla\gzrr]oe'c:?:pl\%::;gTazg:\ng|Scaﬁo\d770:42879- 1 0,001018 | 1045500
>PPATMP010744-PA h\;p;-c;c;;\:clal\gp;r:::e;r;LE:_rr\c;lt:érl_ot:?o‘ldﬂlng|Scaf‘fo\d87:299285- 5 8,01E-12 | 4069400
>PPATMP010775-PA h;/g;’;-q??;:;LE;?;E:;:;F?;?S;;?|ng| Scaffold88:8339- 1 0,002385 | 106630
>PPATMP010935-PA hypotheh;al Igz;c:::?gl\!r_;z;%;a;gdsmgl Scaffold912:46538-53305:- 4 7,54E-40 | 3919900
>PPATMP010943-PA hypothetical protein| protein_coding | Scaffold915:29224-35133:- 4 5E-115 128011000

1|gene:PPATMP010943
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e Anexo Il — parte 2:

IDs das proteinas:

Possiveis fungdes associadas a sequéncias homdlogas:

>PPATMPO00153-PA

Chaperonin (ref| XP_001662847.1])

>PPATMP000214-PA

ATP-citrate synthase [Culex quinquefasciatus] (ref| XP_001842482.1])

>PPATMP000215-PA

ATP-citrate synthase [Anopheles darlingi] (gb| ETN57927.1])

>PPATMPO00499-PA

ATP-binding cassette sub-family E member 1 [Culex quinquefasciatus]

>PPATMP001235-PA

ATP synthase alpha subunit mitochondrial [Aedes aegypti]

>PPATMP001236-PA

ATP synthase alpha subunit mitochondrial [Anopheles darlingi]

>PPATMP001831-PA

vesicle associated protein, putative [Aedes aegypti]

>PPATMP002432-PA

HRP65 [Aedes aegypti]

>PPATMP002517-PA

NADH-ubiquinone oxidoreductase flavoprotein 1 (ndufvl) [Anopheles darlingi]

>PPATMP002538-PA

PREDICTED: tubulin-specific chaperone D-like [Musca domestica]

>PPATMP002744-PA

PREDICTED: heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R-like isoform X11 [Ceratitis
capitata]

>PPATMP002907-PA

hydroxymethylglutaryl-CoA synthase 1 [Culex quinquefasciatus)]
(ref| XP_001843333.1])

>PPATMP003116-PA

fas-associated protein [Aedes aegypti]

>PPATMP003432-PA

isoleucyl tRNA synthetase [Culex guinquefasciatus]

>PPATMPO003590-PA

vacuolar H[+]-ATPase 55kD B subunit, isoform B [Drosophila melanogaster]

>PPATMP004610-PA

NIPSNAP protein [Drosophila melanogaster]

>PPATMPO005721-PA

PREDICTED: succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit,
mitochondrial-like [Musca domestica]

>PPATMPO05830-PA

Lamin-C [Camponotus floridanus]

>PPATMPO006895-PA

myosin heavy chain, nonmuscle or smooth muscle [Aedes aegypti]

>PPATMPO007088-PA

ribophorin [Aedes aegypti]

>PPATMPO08820-PA

tubulin beta chain [Aedes aegypti]

>PPATMP009479-PA

putative glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Lutzomyia longipalpis]

>PPATMP010744-PA

PDGF- and VEGF-receptor related, isoform M [Drosophila melanogaster]

>PPATMP010935-PA

methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [Anopheles darlingi]

>PPATMP0105943-PA

PREDICTED: GTP-binding nuclear protein Ran-like [Ceratitis capitata]
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e Anexo lll:

Protein ID for Mascot
(Drosophila database):

Homolog in insect vectors:

Possible functions:

gi| 38048359 EX474836.1 ribossomal protein
gi| 195376393 PPAIO06007-RA cell traffic
gi| 195395258 PPAIO10244-RA unknown
gi|125981807 JP540706.1 SAICAR synthetase
gi| 195432456 PPAIO10143-RA unknown

gi|924561776

AAELO05839-RA (aedes)

uridin phosporilase

gi| 195582176 PPAIO08773-RA receptor (DUF)
gi| 194874632 PPAI010848-RA kinase
gi| 25012624 JP552608.1 unknown

gi| 195487038

PPAIO02404-RA

Olfactory receptor (pheromone/odorant binding

ptn)

gi| 195579946

PPAIO08315-RA/
AAELO04090-RA

Type | periplasmic ligand-binding domain of
uncharacterized ABC (Atpase Binding Cassette)

gi| 195145990 PPAIO11058-RA unknown
gi| 195472705 PPAIO08100-RA unknown
gi| 194877486 - unknown
gi| 195331734 AAEL005404-RA unknown
gi| 281364863 AAELO07397-RB (aedes) unknown

gi|344217779

PPAIOO2741-RA

unknown (possible receptor)

gi| 25013155

PPAIO06007-RA

membrane protein traffic

gi| 16648078

PPAIOO7824-RA

unkown

gi| 195489621

AAELO03441-RA/
PPAIODO8810-RA

possible membrane protein (promonin domain)

gi| 194898618

PPAIOO1983-RA

DU

F1448 (relacionado a membrana e vesicula)-gram

protein domain

gi| 195589503 DV307992.1 unknown
gi| 194882383 PPAI010183-RA zinc finger
gi| 195133550 - unknown

gi| 195394656

JP549707.1

hydrolase family

gi|924560116

DUF1091 (lipid binding)

gi| 900901251

DV380598.1 (aedes)

hydrolase family

gi| 194753168

JP553571.1

FAD binding domain/flavoprotein subunit

gi| 195573747

IP544099.1 /LLOJO01505-PA|
/ AAELOO8073-RA

hyaluronan-binding proteins

gi| 194763997

JP540706.1

ribonucleotide sintase

gi| 195445604

DV400062.1 (aedes)

Ras-induced vulval development antagonist

gi| 195326756

PPAIO05384-RA

unknown

gi| 194896778

unknown
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Abstract

Leishmaniasis is a serious problem that affects mostly poor countries. Various species of Leishmania are the
agents of the disease, which take different clinical manifestations. The parasite is transmitted by sandflies,
predominantly from the Phlebotomus genus in the Old World and Lutzomyia in the New World. During
development in the gut, Leishmania must survive various challenges, which include avoiding being expelled
with blood remnants after digestion. It is believed that attachment to the gut epithelium is a necessary step for
vector infection, and molecules from parasites and sand flies have been implicated in this attachment. In
previous work, monoclonal antibodies were produced against Leishmania. Among these an antibody was
obtained against Leishmania braziliensis flagella, which blocked the attachment of Leishmania panamensis
flagella to Phlebotomus papatasi guts. The protein recognized by this antibody was identified and named
FLAGI, and the complete FLAG1 gene sequence was obtained. This protein was later independently identified
as a small, myristoylated protein and called SMP1, so from now on it will be denominated FLAG1/SMP1. The
FLAGI/SMPI gene is expressed in all developmental stages of the parasite, but has higher expression in
promastigotes. The anti-FLAG1/SMP1 antibody recognized the flagellum of all Leishmania species tested and
generated the expected band by western blots. This antibody was used in attachment and infection blocking
experiments. Using the New World vector Lutzomyia longipalpis and Leishmania infantum chagasi, no inhi-
bition of attachment ex vivo or infection in vivo was seen. On the other hand, when the Old World vectors P.
papatasi and Leishmania major were used, a significant decrease of both attachment and infection were seen in
the presence of the antibody. We propose that FLAGI/SMP1 is involved in the attachment/infection of
Leishmania in the strict vector P. papatasi and not the permissive vector L. longipalpis.

Key Words: Leishmania—Lutzomyia longipalpis—Phlebotomus papatasi—Flagellum—FLAG1/SMP1—
Leishmaniasis—Sand fly—Vector—parasite interaction.

Introduction Leishmania, whereas other vectors can be infected only with
the Leishmania species they carry in nature and are thus
considered restrictive (e.g., Phlebotomus papatasi) (Sacks

PHLEBOTOMINE (DIPTERA: PSYCHODIDAE) SAND FLIES are
and Kamhawi 2001, Volf and Myskova 2007). Several par-

the main vectors of leishmaniasis, a disease ranging from

self-healing skin lesions to fatal, if left untreated, visceral
disease. Different Leishmania species are associated with
distinct disease outcome, and from the hundreds of sand flies
identified to date only a limited number have been proven to
be bona fide vectors of Leishmania (Killick-Kendrick 1990).
Some sand fly species are considered permissive (e.g., Lut-
zomyia longipalpis) because they can be infected by several

asite and vector molecules allow the parasite’s infection,
survival, and multiplication within the midgut of the sand fly
and eventual transmission to a vertebrate host during a blood
meal. Leishmania can manipulate the sand fly potentially
threatening digestive proteases activity (Borovsky and Schlein
1983, Schlein et al. 1983, Dillon and Lane 1993, Schlein and
Jacobson 1998, Telleria et al. 2010) and also can cause damage
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Leishmania—SAND FLY INTERACTION

to the stomodeal valve of the fly (Schlein et al. 1992, Rogers
et al. 2008), potentiating transmission. On the other hand, sand
flies can mount an immune response to Leishmania infection
(Boulanger et al. 2004, Ramalho-Ortigao et al. 2007, 2010,
Jochim et al. 2008, Pitaluga et al. 2009, Diaz-Albiter et al.
2012, Telleria et al. 2012).

Although Leishmania do not invade the midgut cells, ad-
hesion to epithelial cells is well documented (Killick-Kendrick
and Rioux, 1991). In the case of the P. papatasi attachment of
Leishmania major can be promoted by the lipophosphoglycan
(LPG) that covers the parasite (Sacks and Kamhawi 2001), for
which the midgut galactose-binding protein PpGalec was
shown to be a receptor (Kamhawi et al. 2004). The function of
LPG in attachment was confirmed in strict vector—parasite
pairs by the use of LPG-deficient Leishmania that failed to
adhere to midguts ex vivo and in vivo after blood digestion
(Sacks et al. 1995, Sacks et al. 2000). However, in permis-
sive vectors, LPG-deficient Leishmania infected the insects
normally, indicating an alternative attachment mechanism
(Svarovska et al. 2010, Jecna et al. 2013). LPG-independent
midgut binding has been suggested in association with the
degree of glycosylation of proteins expressed by midgut ep-
ithelial cells (Myskova et al. 2007).

It is possible that other unknown molecules also have a
role in midgut attachment. We have previously shown that a
monoclonal antibody developed against Leishmania bra-
ziliensis flagella (Ismach et al. 1989) was capable of in-
hibiting attachment of Leishmania panamensis or L. major
to dissected guts of P. papatasi (Warburg et al. 1989). We
identified the 15-kD flagellar protein FLAG1/SMP1 rec-
ognized by this antibody (Cérdova-Rojas 1998). Later, this
protein was identified as a small myristoylated protein
(SMP1) by another group (Tull et al. 2004). Here we show
that the Leishmania flagellar protein FLAG1/SMP1 has a
role in parasite interaction with the vector, in the case of the
strict vector P. papatasi.

Materials and Methods
Leishmania

Leishmania infantum chagasi (MHOM/BR/1974/PP75),
L. infantum (MHOM/ES/00/UCM-1), L. pifanoi (MHOM/
VE/1975/LL1), L. amazonensis (MHOM/BR/1967/PHS), L.
major (MHOM/SU/1973-ASKH), L. donovani (MHOM/ET/
1967/HU3), and L. mexicana (MHOM/BZ/1982/BEL21) were
obtained from the Instituto Oswaldo Cruz Leishmania Culture
Collection. Promastigote-stage parasites were maintained by
weekly transfers using M199 medium (pH 7.0) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS). L. pifanoi amastigotes
were maintained at 30°C in F29 medium supplemented with
FBS (Pan 1984). To obtain a metacyclic enriched population
of parasites, a Ficoll (PM400, Sigma) gradient was used as
described (Spith and Beverley 2001, Yao et al. 2008).

Sand flies and infection with Leishmania

L. longipalpis originating from Lapinha Cave, Minas
Gerais, Brazil, F; adults or insects from a laboratory colony
maintained at the Department of Entomology, Kansas State
University for several years (LLLP strain), were used in the
experiments. Insects were sugar fed on 30% sucrose solution
ad libitum and blood fed directly on an anesthetized male
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hamster when needed. P. papatasi from colonies originating
from Israel were maintained in a similar way. Three- to five-
day-old sand flies were fed on mouse blood alone of blood
containing 5x 10° L. major promastigotes/mL or 1 x 107 L. i.
chagasi promastigotes/mL using a feeding apparatus. All
procedures involving live animals were approved by the
FIOCRUZ bioethics committee (CEUA, protocol number
P0-116-02) and by the Committee on Institutional Animal
Care and Use of the Kansas State University (KSU-IACUC)
(protocol numbers 3080 and 3081). All sand fly feedings on
animals and all bleeds were performed on animals under
anesthesia, and all efforts were made to minimize suffering.

Isolation and characterization of FLAG1

The FLAGI1 protein was purified from Leishmania flagella
preparations using previously described methods (Pereira
et al. 1977, Ismach et al. 1989). The flagellar-enriched frac-
tion was extracted using Brij-97, and nonsoluble material was
eliminated by centrifugation at 39,000 x g for 1 h at 4°C. The
supernatant was then diluted in cold 20 mM sodium phos-
phate buffer (pH 7.0) containing protease inhibitors (1 mM of
iodoacetamide, 1 ug/mL of 1,10-phenanthroline, and 5 g/
mL phenylmethylsulfonyl fluoride) purified on a F-2 mono-
clonal antibody immunoaffinity column. The FLAG-1 pro-
tein was eluted with 0.1 M glycine-HCI (pH 2.7), which was
immediately neutralized with 1 M Tris-HCI (pH 7.2). Purity
was assessed using sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE). The sample was subjected
to isoelectric focusing (first dimension) followed by SDS-
PAGE, as described by O’Farrell (1975).

The two-dimensional SDS-PAGE fractionated protein was
electrotransferred onto Immobilon-P membranes (Millipore,
Bedford, MA) as described (Towbin et al. 1979) and sent
for amino acid composition and peptide sequencing at the
Yale University School of Medicine Protein and Nucleic
Acid Chemistry Facility. Peptides were generated by chemi-
cal cleavage with cyanogen bromide (CNBr) (Jirikowski,
1985) or digested enzymatically with trypsin (Lee and For-
stner 1985), and isolated by high-performance liquid chro-
matography (HPLC) using a reverse-phase Vydac column
C18 (Nest Group Inc., Southborough, MA). Selected isolated
peptide peaks were sequenced using gas-phase Applied Bio-
systems models 470 and 477, as described (Matsudaira 1987).

FLAG1/SMP1 sequencing

L. i. chagasi FLAG1/SMP1 was amplified from parasites
DNA using primers Flag F (5-GGA TCC GGC TGC GGT
GCT TCT TCT-3’) and Flag R (5-AAG CTT CTT TTC CTT
CTC CGC CTG-3’) and sequenced in the Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) PDTIS Facility.

Bioinformatics analyses

The FLAG1/SMP1 sequences aligned were collected at the
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
genes database with the exception of L. i. chagasi, which was
obtained from Sanger sequencing in our laboratory. The
protein sequences were predicted with the ExXPASy transla-
tion tool. For the alignments, we used the program Muscle
WS with the score matrix Blossum62 through the platform
Jalview. Phylogenetic analysis was performed using the
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neighbor-joining method, with a bootstrap of 1000 and the
model p-distance, and using the MEGA 5.1 program.

Real-time PCR

Total RNA from L. i. chagasi and L. major (promastigotes)
and L. pifanoi (amastigotes and promastigotes) was extracted
using TRIzol reagent (Invitrogen), according to manufacturer’s
instructions, followed by DNase I (Promega) treatment.

First-strand ¢cDNA was synthesized from 5 pug of total
RNA using SuperScript III First-Strand Synthesis (Invitro-
gen). Real-time polymerase chain reaction (QPCR) was per-
formed using SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) and the following primers FLAG_Rtime_Fwd
(5"-AGT GGG TAG CCT CCG TGG TGG TGT A-3),
FLAG_Rtime_Rev (5-CTC CGA CAG CGG CAA GGC
GTC CAT C-3’), LeishActin_Fwd (5’-GTG GTC GAT AAA
GCC GAA GGT GGT T-3"), LeishActin_Rev (5-TTG GGC
CAG ACT CGT CGT ACT CGC T-3"). Expression levels of
FLAGI1/SMP1 were determined through AACt, normalized
using actin gene expression, yielding the relative expression
value (Pfaffl 2001).

Immunofluorescence

Leishmania were concentrated to 10® parasites in 20 uL of
phosphate-buffered saline (PBS), applied to poly-L-lysine
Poly-Prep™ slides from Sigma Diagnostics, fixed in metha-
nol at —20°C, and blocked in PBS + 3% bovine serum albu-
min (BSA) for 45-60 min. The slides were incubated with the
anti-FLAG1/SMP1 antibody (Ismach et al. 1989) in a 1:100
dilution and then with a 1:1000 dilution of an anti-mouse
rhodamine-coupled antibody (Jackson ImmunoResearch) in
blocking solution for 45—60 min. Images were obtained in the
confocal microscope LSM 510 META from the FIOCRUZ,
PDTIS Facility.

Western blot

Samples corresponding to 25 ug of Leishmania extracts
were separated on 15% SDS-PAGE gels at 120V for 2h.
Proteins were transferred to nitrocellulose membranes
(BioRad) at 100V for 1.5h at 4°C. The membranes were
blocked with 5% nonfat milk Tris-buffered saline (TBS)+
0.1% Tween 20 (TBST) for at least 1 h. The membranes were
then incubated with anti-FLAG1/SMP1 monoclonal antibody
(Ismach et al. 1989) (1:3000) for 2h in the same solution.
After three washes of 10 min in TBST, the membranes were
incubated with anti-mouse secondary antibody (Jackson
ImmunoResearch) at a 1:10,000 dilution for 1 h. Three more
washes were performed before the incubation of the mem-
brane with the detection system Pierce SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate (ThermoScientific).

Ex vivo inhibition of parasite binding
by anti-FLAG1/SMP1 antibody

Leishmania culture promastigotes (5 x 10°) were incubated
at room temperature for 1 h with anti-FLAG1/SMP1 antibody
(1:500) or PBS. Midguts from 3- to 5-day-old non-blood-fed
sand flies were dissected and washed in ice-cold PBS. Each
midgut was opened longitudinally to expose the midgut ep-
ithelium and then incubated for 1 h at room temperature with
the FLAG1/SMP1-treated parasites. Individual midguts were
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then washed three times with cold PBS, and homogenized in
30 uL. of PBS followed by parasite counting using a hemo-
cytometer.

Inhibition of infection by anti-FLAG1/SMP1 antibody

L. longipalpis and P. papatasi females were artificially fed
with blood containing 107 L. i. chagasi or 5% 10° L. major. The
same volumes of anti-FLAG1/SMP1 antibody or PBS were
added to the blood-containing parasites. After 72 h, groups of
approximately seven females were examined and dissected in
cold PBS. Individual midguts were homogenized in 30 uLL of
cold PBS, and parasites were counted using a hemocytometer.
Total number of insects used in each experiment is shown in the
figures (see below), where each dot represents one insect.

Statistical analysis

The Wilcoxon signed-rank test was used to analyze in vitro
binding and in vivo infection. Values were considered sig-
nificant at the 95% confidence interval.

Results
Sequencing of FLAG1/SMP1

FLAG1/SMP1 protein was isolated and sequence determined
(Cérdova-Rojas 1998). Briefly, the FLAG1/SMP1 protein was
isolated from detergent-solubilized flagellar preparations from
L. amazonensis promastigotes using immunoaffinity chroma-
tography and the F-2 monoclonal antibody (Ismach et al. 1989).
Peptides from CNBr-trypsin—digested FLAG1/SMP1 protein
were isolated by HPLC and sequenced. Peptide sequences are
shown in Table 1, and their location on the FLAG1/SMP1
complete sequence is shown in Figure 1.

Sequencing of the L. i. chagasi FLAG1/SMP1 gene

Degenerate PCR primers were designed and synthesized
based on these internal peptide sequences (Table 1), and partial
nucleotide sequences were obtained (Cérdoba-Rojas 1998). A
complete sequence was obtained as described above and this
was aligned with other Leishmania and one Trypanosoma cruzi
sequence (Fig. 1). FLAGI/SMP] is highly conserved among all
investigated trypanosomatids, with a higher degree of conser-
vation among the Leishmania, as expected.

Expression of FLAG1/SMPA1

Expression of the FLAG1/SMP1 gene was assessed by gPCR
in different developmental stages of L. major, L. i. chagasi, and
L. pifanoi, the only Leishmania species for which axenic
amastigotes were available. The axenic amastigote forms of

TABLE 1. PEPTIDE SEQUENCE DATA FROM CYANOGEN
BROMIDE-TRYPSIN-DIGESTED FLAG1/SMP1

Elution peak number Peptide sequence

33 FIEGR

52 a/s/gGxMDALPLSEEYxQ
55 () KMDALPLSEEYR

57 DALPLSEEY

70 xFEKDNGLLF

71 GFEKD
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L.i.chagasi
L.i.infantum VLVTFNEDCDIKALGKTKLEQQENGEWVASVVVYPCETEMFIEGRVNGFKSKMDALPLSE
L.donovani VLVTFNEDCDIKALGKTKLEQQENGEWVASVVVYPCETEMFIEGRVNGFKSKMDALPLSE
L.major VLVTFNEDCDIKALGKTKLEQQENGEWVASVVVYPCETEMFIEGRVNGFKSKMDALPLSE
L.braziliensis VLVTFNEDCD IKALGKTKLEQQENGEWV[ESVVVYPCETERFIEGRVNGFKSKMDALPLSE
L.mexicana VLVTFNEDCDIKALGRTKLEQQENGEWVASEVVYPCETEMFIEGRVNGFKSKMDALPLSE
T.cruzi VidV TFEED CD IRALGK TEILEISAEEGEEF? aldtv VElP CE TEMF IEGRVNGF KUK MD Al
L.i.chagasi 121 131
L.i.infantum 121 131
L.donovani 121 131
L.major 121 131
L.braziliensis 121 131
L.mexicana 121 131
T.cruzi 121 131
B { L.i.chagasi
91 Linfantum
A5 -
i Ldonovani
50 .
= Lmajor
Lbraziliensis
Lmexicana
Tcruzi
FIG. 1. Alignment of various Leishmania species and T. cruzi FLAG1/SMP1 sequences. (A) Alignment of L. i. chagasi,

L. infantum (XP_001465265.1), L. donovani (XP_003860476.1), L. major (AAV59017.1), L. braziliensis (XP_003723102.1),
L. mexicana (CBZ26701.1), and T. cruzi (XP_806365.1) FLAG1/SMP1-deduced protein sequences. The red lines above the
aligned sequences show the position of peptides from Table 1. (B) Phylogenetic tree of the different trypanosomatid FLAG1/

SMP1 proteins.

L. pifanoi presented a significantly lower expression when
compared to promastigote forms (Fig. 2A).

There was no significant difference in FLAG1/SMP1 mRNA
expression between promastigote and metacyclic forms of
the parasites, although L. i. chagasi and L. major metacyclics
presented a tendency toward lower expression (Fig. 2B, C).

Detection of FLAG1/SMP1 in different Leishmania
species by western blot and immunofluorescence

The presence and localization of FLAG1/SMP1 was in-
vestigated by western blot and indirect immunofluorescence
assays, using the anti-FLAG1/SMP1 monoclonal antibody.
FLAG1/SMPI1 is expressed in L. i. chagasi, L.pifanoi, L.
amazonensis, L. major, L. mexicana, and L. donovani (Fig.
3A) and is localized along the entire length of the flagellum in
all species investigated, namely L. amazonensis, L. i. chagasi,
and L. pifanoi (Fig. 3B).

Attachment/infection inhibition experiments

In both ex vivo and in vivo attachment/infection inhibition
assays using the pair L. longipalpis and L. i. chagasi, no
effect of the antibody was seen on the adhesion/infection
process (Fig. 4C, D). Similar results were obtained using F,

L. longipalpis (from the Lapinha Cave) as well as its
counterpart maintained in laboratory colonies for many
generations (LLLP).

However, ex vivo and in vivo attachment/infection inhi-
bition experiments performed with P. papatasi and L. major
showed a different outline. There was a significant decrease
in the number of parasites attached or infected insects when
they were pretreated with anti-FLAG1/SMP1 monoclonal
antibody (Fig. 4A, B).

Discussion

It is widely accepted that a close interaction of the parasite
Leishmania to the gut of the sand fly vector, as first seen by
Killick-Kendrick et al. (1974a, b), is fundamental for a suc-
cessful infection. It is also believed that the flagellum is in-
volved in such interactions with a role in the adhesion, both
through hemidesmosomes formation with the ectodermic
cuticle of the gut (Walters et al. 1989) and through the fla-
gellum insertion between microvilli of the midgut (Moly-
neux 1977, Walters et al. 1989). Interestingly, promastigotes
move anteriorly using the flagellum; thus, as parasites mi-
grate from the midgut toward the anterior gut parts of the sand
fly during metacyclogenesis, the salient hypothesis that the
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FIG. 2. FLAGI/SMPI relative expression in developmental
forms of Leishmania. The expression of FLAG1/SMP1 in
procyclic, metacyclic and amastigotes forms of L. pifanoi (A),
L. i. chagasi (B), and L. major (C) was determined by qPCR.
(***#¥) p less than sign 0.0001; (**) p<0.001.

flagellum touches, senses, and transduces signals is very ap-
pealing. These assumptions were reinforced when Cuvillier
et al. (2003) demonstrated that L. amazonensis overexpressing
the ADP-ribosylation factor-like protein 3A (LdARL-3A)
lacked a flagellum and was incapable of developing in
L. longipalpis. In contrast, more recent work indicated that a
flagellum-less L. braziliensis isolated from a patient was ca-
pable of infecting this same vector (Zauli et al. 2012). These
apparently contradicting results suggest a possibly complex
interplay of different components during the Leishmania—sand
fly interaction and need to be investigated further.

A potential alternative candidate for such interaction was
identified several years ago by some of us following the de-

DE-BLASI ET AL.

A 2
ﬂ
= - = -~
g iy =z S g
= = = [ S =
= = = g 2 & g
2 = s = § S S
= = = = = "=
2 g 3 3 - ] 3
116
66,2
45
35
25
18,4
14,4

L. i. chagasi

L. pifanoi - Pro

L. pifanoi - Ama

FIG. 3. Presence of FLAG1/SMPI in different Leishma-
nia species. (A) Western blot of parasite total protein ex-
tracts. (B) Indirect immunofluorescence using anti-FLAG1/
SMP1 antibody.

velopment of an anti-flagellum monoclonal antibody (Ismach
et al 1989) shown to block adhesion of L. panamensis flagella
to P. papatasi midguts (Warburg et al. 1989). This antibody
recognizes a protein called FLAGI (Rojas 1997) which was
independently characterized by another group and named
SMP-1. Tull et al. (2004) demonstrated that SMP-1 is myr-
istoylated and palmitoylated, and that these fatty acids are
responsible for the flagellar location of the protein. SMP-1
was also shown to stabilize the flagellar membrane, and it is
required for flagellar elongation and function. Deletion of the
genes encoding SMP-1 led to the production of short flagella
and defects in motility (Tull et al. 2009).

We were especially interested in the preliminary results in-
dicating a function of this protein in attachment of parasites to
the sand fly gut (Warburg et al. 1989). LPG has been clearly
demonstrated to be critical in Leishmania binding to the so-
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FIG. 4. Effect of anti-FLAG1/SMP1 antibody on parasite binding to the midgut and sand fly infection. Attachment of L.
major to P. papatasi midgut epithelia ex vivo (A) and infection in vivo (B) in the presence or absence of anti-FLAG1/SMP1
antibody were investigated. Attachment of L. infantum to L. longipalpis midgut epithelia ex vivo (C) and sand fly Leish-
mania infection in vivo (D) in the presence or absence of anti-FLAG1/SMP1 antibody were investigated in the presence or
absence of anti-FLAG1/SMP1 antibody. Each dot in the graphs represents one insect; the horizontal line indicates the mean,

and the whisker plots represent the standard deviation.

called restrictive vectors (Sacks and Kamhawi 2001). However,
in permissive vectors, molecules responsible for such binding
remain elusive, in spite of the indication that the level of gly-
cosylation of midgut molecules potentially is related to this
binding (Myskova et al. 2007). Hence, we initially investigated
the role of FLAG1/SMP1 in the attachment of Leishmania to L.
longipalpis. Our results, however, did not support a role for this
flagellar protein in attachment in this Leishmania—sand fly pair.
On the other hand, our results suggest that FLAG1/SMP1 is
involved in the binding of L. major to the restrictive vector P.
papatasi. The fact that L. major LPG mutants failed to infect P.
papatasi indicates that FLAG1/SMP1 per se is not sufficient to
allow survival of the parasite in this vector. LPG covers the
entire surface of the parasite whereas FLAG1/SMP1 is localized
to the flagellum. The initial interaction of the parasite with the
gut occurs by the flagellum, and classical depictions of this
interaction show this organelle is deeply embedded into the gut
microvilli (Killick-Kendrick et al. 1974a, b). We hypothesize
that this initial interaction through the flagellum, via FLAG1/

SMP1, may be essential for further and possibly stronger in-
teraction through the LPG molecules.

FLAG1/SMP1 was found to be a well-conserved pro-
tein present in all Leishmania investigated so far. By immu-
nofluorescence, the anti- FLAG1/SMP1 monoclonal antibody
reacted with the flagellum of L. braziliensis, L. i. chagasi,
L. donovani, L. guyanensis, L. major, L. mexicana, L. pana-
mensis, and L. pifanoi (Cérdova-Rojas 1998, Tull et al. 2010;
our results). Western blots of L. amazonensis, L. i. chagasi, L.
donovani, L. major, L. mexicana, and L. pifanoi using the
anti-FLAG1/SMP1 antibody produced the expected band of
approximately 15kD. Differences in intensity observed
both in the immunofluorescence and western blots may be
reflective of the abundance of protein present in different
parasites or due to differences in epitope recognition of the
different FLAG1/SMP1 proteins by the antibody. Expression
of the FLAG1/SMP1 gene was compared among different
developmental forms of some parasite species. As expected,
there was lower mRNA expression in axenic amastigotes of
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L. pifanoi and a slight but nonsignificant decreased expres-
sion in metacyclic versus procyclic forms of L. pifanoi, L. i.
chagasi, and L. major. When the FLAG1/SMP1 sequences
available in the database were compared, a high degree of
homology between the various sequences was evident, sug-
gesting a strong functional conservation. It is interesting to
speculate how such a conserved protein might have a strik-
ingly different function in vector—parasite interactions. This
might be due to the small sequence differences observed
among Leishmania species, although these do not seem to
cause big structural changes in the molecule, as can be seen in
Figure 1.

Conclusions

We have shown that FLAG1/SMP1 is involved in the at-
tachment of Leishmania to the strict vector P. papatasi and
not to the permissive vector L. longipalpis. We are currently
attempting to identify molecule(s) in the restrictive P. pa-
patasi sand fly that are able to interact with FLAG1/SMP1.
We predict that such a molecule will be present in signifi-
cantly greater concentrations in this fly in comparison to L.
longipalpis, or altogether absent in the latter.
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