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RESUMO

BRETAS, Jorge Antonio Casagrande. CORPO GORDUROSO DE Lutzomyia longipalpis
(DIPTERA: PSYCHODIDAE: PHLEBOTOMINAE). 2016. P 55 p. Tese (Doutorado em
Biologia Animal). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2016.

O corpo gorduroso dos insetos esta envolvido em funcdes de grande importancia. Assim, o
corpo gorduroso, além de atuar como sitio de reserva e sintese de proteinas, carboidratos e
lipidios participa da producdo de substancias com acdo no sistema imune, detoxificacao,
producdo dos Ovulos, espermatozoides e de feroménios. Contudo, a principal funcdo do
corpo gorduroso é a reserva de lipidios. O corpo gorduroso dos insetos normalmente é
dividido em duas regides, o corpo gorduroso visceral, localizado préximo do tubo digestivo, e
0 corpo gorduroso parietal, localizado proximo da cuticula. Os tipos celulares encontrados no
corpo gorduroso dos insetos variam, sendo encontrado apenas um tipo em alguns e mais de
dez tipos em outros. Os principais tipos celulares encontrados no corpo gorduroso dos insetos
sdo os trofdcitos, urdcitos e os oendcitos. A morfologia e a bioquimica do corpo gorduroso de
Lutzomyia longipalpis, o principal vetor da leishmaniose visceral nas Ameéricas, foi analisado
por microscopia de luz, microscopia eletronica e cromatografia em camada fina de alta
performance. Assim, cortes através do abdémen de machos e fémeas adultas mostraram que
o0 corpo gorduroso € dividido em dois componentes principais, de acordo com a distribuicdo
espacial no corpo do inseto: uma parte parietal que esta localizada logo abaixo da cuticula, e
outra visceral que esta distribuida em I6bulos suspensos e frequentemente associado a
traqueias na hemocele. O corpo gorduroso de L. longipalpis contém somente um tipo celular,
o trofécito, o qual possui grande quantidade de goticulas de lipidios, granulos de proteina e
rosetas de glicogénio em seu citoplasma. A composicdo lipidica varia de acordo com a
condicdo fisioldgica e espécie do inseto. O lipidio neutro estocado mais encontrado no corpo
gorduroso de insetos € o triacilglicerol. Além disso, pequenas quantidades de diacilglicerol,
esteroides, acidos graxos livres, carotenoides e monoacilglicerois sdo transportadas por
lipoforina (maior lipoproteina dos insetos). O diacilglicerol é derivado de triacilglicerois
estocados no corpo gorduroso e constitui a principal forma de acido graxo que sao
mobilizadas para os sitios de utilizacdo tal como os musculos de voo, por exemplo. A analise
bioquimica dos tergitos abdominais de machos de L. longipalpis, através de Cromatografia
em camada fina de alta performance, mostrou a presenca de diferentes classes de lipidios
neutros (mono-, di- e triacilglicerois, acidos graxos, colesterol e colesterol esterificado) e
fosfolipidios (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, lisofosfatidilcolina) no
corpo gorduroso. Além disso, a composicdo lipidica entre os tergitos abdominais variou,
sendo a maior quantidade de lipidios extraidos do quarto tergito, o qual possui glandulas
produtoras de feromdnio. Finalmente, o principal lipidio neutro extraido do corpo gorduroso
de L. longipalpis foi o triacilglicerol e o principal fosfolipidio foi a fosfatidiletanolamina.

Palavras-chave: corpo gorduroso; composi¢do lipidica; Lutzomyia longipalpis;

flebotomineos; ultraestrutura.



ABSTRACT

BRETAS, Jorge Antonio Casagrande. FAT BODY OF Lutzomyia longipalpis SANDFLIES
(DIPTERA: PSYCHODIDAE: PHLEBOTOMINAE). 2016. 55 p. Tese (Doctor’s Degree
in Animal Biology). Institute of Biology, Rio de Janeiro Federal Rural University,
Seropédica, RJ. 2016.

The fat body of insects is involved in very important functions. Thus, the fat body, besides
acting as a reserve site and synthesis of proteins, carbohydrates and lipids participates in the
production of substances with action on the immune system, detoxification, production of
eggs, sperm and pheromone. However, the main function of the fat body is the reserve of
lipids. The fat body of insects is usually divided into two regions, the visceral fat body,
located near the digestive tract, and the parietal fat body, located near the cuticle. The cell
types found in the fat body of insects vary, being found only one type in some and more than
ten kinds in others. The main cell types found in the fat body of insects are trophocytes,
urocytes and oenocytes. The morphology and biochemistry of fat body Lutzomyia longipalpis,
the main vector of visceral leishmaniasis in the Americas, was examined by light microscopy,
electron microscopy and high-performance thin layer chromatography. Thus, cuts through the
abdomen of adult males and females showed that the fatty body is divided into two main
components, in accordance with the spatial distribution in the insect's body: one parietal part
which is located just under the cuticle and other visceral which is distributed suspended lobes
and often associated with tracheas in hemocele. The fat body of L. longipalpis contains only
one cell type, trophocyte, which has a large amount of lipid droplets, protein and glycogen
granules in their cytoplasm rosettes. The lipid composition varies according to the
physiological and insect species. The neutral lipid stored in fat body found more insects is the
triacylglycerol. In addition, small amounts of diacylglycerol, steroids, free fatty acids,
carotenoids and monoglycerides are carried by lipoforina (major lipoprotein of the insects).
The diacylglycerol is derived from triglycerides stored in fat body and is the main form of
fatty acid which are recruited to sites of utilization such as flight muscles, for example.
Biochemical analysis of the abdominal tergites L. longipalpis males, by high-performance
thin layer chromatography, showed the presence of different classes of neutral lipid (mono-,
di- and triacylglycerols, fatty acids, cholesterol and esterified cholesterol) and phospholipids
(phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine, phosphatidylinositol,
lysophosphatidylcholine) in the fat body. Furthermore, the lipid composition of the abdominal
tergites varied, with the highest amount of lipids extracted from the fourth tergite, which has
pheromone producing gland. Finally, the main neutral lipid extracted from the fat body of L.
longipalpis was the triacylglycerol and the main phospholipid was phosphatidylethanolamine.

Key Words: fat body; lipid composition; Lutzomyia longipalpis; sandflies; ultrastructure.
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1. INTRODUCAO

1.1 Flebotomineos

A subfamilia Phlebotominae pertence a familia Psychodidae, a qual € encontrada tanto
em regides tropicais como subtropicais. Assim, no Velho Mundo s&o encontrados 0s
géneros Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius, ja no Novo Mundo, sdo encontrados 0s

géneros Brumptomyia, Warileya e Lutzomyia (Shimabukuro et al., 2011) (figura 1).

DISTRIBUICAO DOS FLEBOTOMINEOS

VELHO MUNDO

Figura 1: Distribuicio dos Géneros de Flebotomineos

Os Flebotomineos sdo considerados de grande importancia a satde publica em pelo
menos 80 paises (Desjeux, 1996), pois além de atuarem como vetores das leishmanioses,
cutanea e visceral, também podem transmitir outras doengas para 0 homem e outros animais

como arboviroses e bartonelose (Alexander et al, 1995, Tehs, 1988). Neste contexto, 0 género



Phlebotomus se destaca na transmisséo das leishmanioses no Velho Mundo e no Novo Mundo
este papel é desempenhado pelo género Lutzomyia (Killick-Kendrick, 1990).

Os flebotomineos sdo extremamente pequenos e medem de 1,5 a 2 milimetros de
comprimento, sendo conhecidos vulgarmente como “mosquito-palha”, “cangalhinha” ou “asa

dura”. Apresentam o corpo revestido por cerdas e escamas (Dostalova e Volf, 2012) e quando

em repouso suas as asas permanecem em posicao eretas e afastadas do corpo (Figura 2).

Figura 2: Aspecto geral de macho adulto de Lutzomyia longipalpis (Bretas, 2016).

Os flebotomineos apresentam metamorfose completa, portanto sdo insetos
holometabolos (ovo, larva, pupa e adulto), com formas larvais completamente diferentes das
formas adultas (Forattini, 1973). O ciclo de vida dos membros desta subfamilia compreende
0s estagios de ovo, larva (quatro instares), pupa e adulto. O ciclo de vida destes insetos em
geral dura de 30 a 90 dias, dependendo da espécie e das condi¢cBes ambientais (Morales et al,
2005; Alexander, 2000). A postura ocorre diretamente no solo, em locais Umidos, sombreados
e com bastante matéria organica em decomposicdo. Em condi¢gdes ambientais favoraveis, a
eclosdo dos ovos ocorre entre 7 e 17 dias ap6s a postura (Monteiro, 2012). As larvas

apresentam aspecto vermiforme, alongado e achatado no sentido dorso-ventral.



As larvas desenvolvem-se em ambientes Umidos e antes de se transformarem em
pupas, param de se alimentar e procuram locais menos umidos, onde se fixam a um substrato.
A emergéncia dos adultos ocorre em media em 15 dias, contudo, os machos geralmente
emergem antes das fémeas (Ferro et al., 1998).

A maioria dos flebotomineos apresenta habitos noturnos, no entanto, algumas espécies
podem ser ativas durante o dia quando geralmente buscam por parceiros sexuais e alimento.
Assim, os insetos adultos alimentam-se de substancias agucaradas como seivas vegetais e de
frutas. Além disso, a hematofagia é uma caracteristica exclusiva das fémeas em periodo
reprodutivo com objetivo de maturacdo dos ovos (Alexander, 2000). Estas fémeas podem se
alimentar do sangue de diferentes ordens de vertebrados, inclusive répteis (Dantas-Torres e

Brandao-Filho, 2006; Alves, 2008).

1.2 Lutzomyia longipalpis

L. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) (figura 3)
é o principal vetor da Leishmania (Leishmania) infantum chagasi no Novo Mundo, agente
causador da Leishmaniose Visceral Americana (LVA) (Young & Ducan, 1994). Este
protozoario pode ser encontrado infectando o homem (Homo sapiens) e o cdo (Canis
familiaris), embora também tenha sido isolado de animais silvestres como raposas
(Cerdocyon thous e Lycalopex vetulus) e gambas (Didelphis albiventris e Didelphis
marsupialis) (Deane & Deane 1962; Lainson et al., 1990). Apesar de sua importancia médica,

pouco é conhecido sobre a morfologia e bioquimica de seu corpo gorduroso.



Figura 3: Lutzomyia longipalpis. Fémea (A) e macho (B). Fonte: http://www.parasitesandvectors.com

O macho de L. longipalpis, além da genitalia externa, semelhante a uma méao, a qual é
utilizada para segurar a fémea durante a copula, possui glandulas de feroménio de agregacéo e

sexual no quarto tergito abdominal (Spiegel et al, 2011) (figura 4).



Figura 4: Glandulas produtoras de feroménios de macho de L. longipalpis. Estereomicroscopia (Spiegel et al,
2011). Barra 200 pm.

1.3 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenga parasitaria causada por um protozoario do género
Leishmania. Essa doenca € manifestada sob duas formas: a leishmaniose visceral (calazar) e a
leishmaniose tegumentar (Diniz et al., 2010). A forma visceral tem como principais alvos os
orgéos internos como figado, medula 6ssea e bago. Ja a forma cutanea é conhecida por causar
feridas na pele (Young & Ducan, 1994).

As leishmanioses como protozooses humanas sdo consideradas graves problemas de
salde publica mundial, pois acometem indistintamente homens, mulheres e criangas,
determinando diferentes manifestacGes clinicas. Sua distribuicdo envolve as regides tropical e
subtropical da América, Africa, Asia, Europa e Oceania. Segundo a Organizacio Mundial de

Saude, sendo consideradas como umas das seis mais importantes doengas infecciosas, pelo
5



seu alto coeficiente de deteccdo, registro de oObitos e capacidade de produzir deformidades,
sendo constatada a ocorréncia destes agravos em 88 paises, dos quais 16 sdo desenvolvidos.
Os dados epidemioldgicos mostram que cerca de 399 milhdes de pessoas vivem em areas de
risco de leishmaniose cutanea e cerca de 556 milhdes estdo expostos a leishmaniose visceral
(WHO, 2016). A leishmaniose é considerada a segunda protozoose em importancia publica,
com prevaléncia de cerca de 1,3 milhdes de casos anualmente e mortalidade de
aproximadamente 30 mil pessoas (WHO, 2016). No Brasil, 0 Ministério da Saude estima que
quase 3 mil pessoas sdo contaminadas pela doenca anualmente.

Os reservatorios de leishmanias sao, principalmente, mamiferos silvestres pertencentes
a diversas ordens tais como: Carnivora, Rodentia, Marsupialia, Edentata, Primata e
Artiodactyla, que representam um dos elos da cadeia priméria de transmissdo, servindo como
fonte de infeccdo para flebotomineos, e assim mantendo o ciclo silvestre (Lainson & Shaw,

1990) (figura 5).

MAMIFERO
SILVESTRE

Figura 5: Ciclo de transmissdo das Leishmanioses (Bretas, 2016).



A leishmaniose, antes uma doenca restrita as areas de floresta e rurais, vem avangando
sobre as areas urbanas em virtude, principalmente, da urbanizacdo das areas de floresta onde
ha os reservatdrios, mamiferos, como gambas e tatus, e o vetor, inseto do género Lutzomyia,
um flebotomineo. Os flebotomineos representam um grupo com cerca de 900 especies
conhecidas no mundo, das quais cerca de 500 foram descritas da America (Young & Duncan,

1994).

1.4 Corpo Gorduroso

O corpo gorduroso € o maior 6rgdo do metabolismo intermediario (biotransformacéo do
alimento ingerido em estruturas celulares) dos insetos (Slocinska, 2015; Chapman, 1998),
além de atuar como centro do metabolismo em geral, mantendo o equilibrio entre as reservas

e requerimento durante as diversas fases da vida do inseto.

1.4.1 Funcdes desempenhadas pelo corpo gorduroso

O corpo gorduroso atua na biossintese e acimulo de reservas, ndo apenas lipidicas, mas
também de carboidratos, proteinas e outros metabolicos (Chapman, 1998). Essas substancias
sintetizadas e estocadas por este 6rgdo participam, por exemplo, de processos como:
detoxificacdo, apoptose, composi¢do de feromoénios, composicdo da lipoforina, estoque de
excretas, composicdo dos espermatozoides, composicdo de Ovulos, resposta imune e
composigdo de parasitos (Raikhel e Lea, 1983; Hoffmann, 2003; McGettigan et al., 2005;
Ziegler e Antwerpen, 2006).

O corpo gorduroso também atua em processos de detoxificacdo (Hu et al., 2016),
participando assim, de processos de resisténcia a inseticidas e outras substancias letais aos
insetos.

Além disso, os processos de apoptose também podem envolver a participacdo do corpo

gorduroso e assim influenciar na resisténcia a infecgdo pelo virus dengue em Aedes aegypti.
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Deste modo, insetos refratarios, resistente a infeccdo, apresentam mais células induzidas a
apoptose (Eng et al, 2016).

Muitos feromdnios tém como precursores lipidios oriundos do corpo gorduroso dos
insetos (Jurenka et al., 2003; Spiegel et al, 2011). Em L. longipalpis, por exemplo, é
observada a presenca, nas células produtoras de feroménios (agregacdo e sexual), de varias
inclus6es lipidicas (Spiegel et al, 2011).

Também € conhecida a participacdo do corpo gorduroso na sintese da lipoforina, maior
lipoproteina transportadora de lipidios nos insetos (Majerowicz et al., 2013; Van Heusden e
Law, 1989; Weers et al., 1992; Van Hoof et al., apoptosis2003). Assim, além atuar
diretamente no estoque de lipidios, este 6rgdo também é responsavel pela producdo das
lipoproteinas transportadoras de lipidios no inseto.

O corpo gorduroso também pode agir como sitio de estoque de excretas. Assim,
substancias oriundas do metabolismo de proteinas, em especial das células do préoprio corpo
gorduroso, como o acido Urico, sdo armazenadas no corpo gorduroso sob a forma de cristais
de acido urico (Tojo et al., 1978).

Os lipidios sdo componentes de destaque na composicdo do sémen ao contribuirem para
com a constituicdo das membranas dos espermatozoides e com seu metabolismo em geral
(DUMSER, 1980). Além disso, o corpo gorduroso se mostra desenvolvido proximo dos
testiculos de muitos insetos, tal como em L. longipalpis (Spiegel et al, 2013) confirmando sua
participacdo na composicdo dos espermatozoides (Kasinathan et al, 1979).

O corpo gorduroso é responsavel pela sintese da principal proteina que constitui o
vitelo dos insetos, a vitelogenina (Kunkel e Nordin, 1985).
Os insetos possuem sistema imune inato o qual compreende resposta humoral e

celular. Assim, o sistema imune dos insetos tem como base o corpo gorduroso, que produz


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Majerowicz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23361613

moléculas efetoras na hemolinfa e vérias classes de células, que sdo encontradas tanto na
hemolinfa como no epitélio (Yakovlev et al, 2016).

O corpo gorduroso também pode atuar fornecendo lipidios, transportados por
lipoproteinas, e assim, ambos serem utilizados na constituicdo de novos parasitos como fontes

de proteinas e lipidios (Ximenes et al, 2015).

ESTOQUE
ESPERMATOZOIDES

FUNCOES DO
CORPO
GORDUROSO

Figura 6 Esquema simplificado das principais funcdes do corpo gorduroso (Bretas, 2016).

1.4.2 Divisdo do corpo gorduroso

A morfologia do corpo gorduroso varia entre os diferentes grupos de insetos, contudo,
este frequentemente se mostra organizado em I6bulos ao redor do canal alimentar,
constituindo assim o corpo gorduroso visceral e abaixo da cuticula, constituindo o corpo

gorduroso parietal (Roma et al., 2006) (figura 7).



- CORPO GORDUROSO PARIETAL

CORPO GORDUROSO VISCERAL

ABDOMEN TORAX CABECA

CUTICULA ———

INTESTINO POSTERIOR INTESTINO MEDIO INTESTINO ANTERIOR

Figura7: Desenho esquematico da organizacao dos dois tipos de corpos gordurosos (Bretas, 2016).

Em alguns insetos, cada tipo de corpo gorduroso pode se especializar no estoque e
sintese de lipidios, proteinas ou carboidratos. Desta maneira, € comum encontrar maior
quantidade de determinado elemento de reserva em um tipo de corpo gorduroso (Dean et al.,

1985).

10



1.4.3 Tipos celulares encontrados no corpo gorduroso

Na maioria dos insetos, o corpo gorduroso contém poucos tipos celulares, embora em
alguns casos possa ser encontrado mais de dez tipos celulares (Jensen e Borgesen, 2000). No
entanto, os tipos celulares mais encontrados no corpo gorduroso dos insetos sao:

e Trofocitos
e Urocitos

e QOendcitos

1.4.3.1 Trofocitos

Sem duavida, o principal tipo celular encontrado no corpo gorduroso é o trofocito,
também conhecido como adip6cito por apresentam varias inclusdes lipidicas em seu
citoplasma. Além de inclusdes lipidicas, no citoplasma dos trofocitos, também séo
encontrados em grande quantidade granulos de proteinas e rosetas de glicogénio (figura 8A).
Aos trofocitos sdo atribuidas funcBes como sintese e estoque de proteinas, lipidios e
glicogénio (Locke, 2003).

Os trofocitos de alguns insetos, tal como, Diptera, possuem diferencas ultraestruturais
e funcionais quando comparado regides do corpo gorduroso parietal com o visceral. Neste
contexto, os trofécitos do corpo gorduroso parietal estariam, sobretudo, relacionados com a
sintese e 0 armazenamento de lipidios, enquanto os do visceral estariam mais voltados para o

armazenamento de proteinas (Dean et al., 1985).

1.4.3.2 Urécitos

Outro tipo celular do corpo gorduroso é o urocito o qual exerce a fungéo de estoque de
excretas ao armazenar em seu citoplasma cristais de acido urico (Costa-Leonardo et al.,
2013).
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O urdcito exerce tem origem da diferenciacdo do trofocito (Chapman, 1998; Roma et
al, 2010). Este tipo celular ja foi descrito em insetos como barata, gafanhoto e abelhas. No
entanto, em alguns insetos, 0s urocitos estdo presentes somente nos estagios larvares, e sua
funcdo fisioldgica é substituida pelos tabulos de Malpighi (Furtado et al, 2013; Snodgrass,
1935).

O urdcito apresenta inumeros cristais de acido urico em seu citoplasma (figura 8B). O
acido urico estocado pelos urdcitos é oriundo principalmente do metabolismo proteico dos
trofdcitos e da degradacdo de acidos nucléicos resultantes de processos de autofagia (Tojo et
al., 1978; Roma et al, 2010).

O excesso de acido urico dos urécitos ou da hemolinfa também pode ser excretado por

meio dos tibulos de malpighi (Snodgrass, 1935; Costa-Leonardo et al., 2013).

1.4.3.3 Oendcitos

Frequentemente associado ao corpo gorduroso, é encontrado o oendcito, o qual tem
origem ectodérmica enquanto as células do corpo gorduroso tém origem mesodérmica
(Gillott, 1995).

O oendcito geralmente se apresenta com forma esférica. Além disso, seu citoplasma
guando comparado com o do trofocito ndo apresenta: inclus@es lipidicas, granulos de proteina
nem rosetas de glicogénio. Além disso, o citoplasma do oendcito é acidofilo (Furtado et al,
2013; Richardi et al. 2015) (figura 8C).

Os oendcitos apresentam importantes funges, tais como contribuir para a formacgéo da
cuticula (Fan et al., 2003; Locke, 2003), detoxificacdo, processamento de lipidios (Martins e
Ramalho-Ortigdo, 2012) e, em alguns casos, contribuir para a producdo de feromonio e

suplementacéo de precursores transportadores lipoproteicos (Jurenka et al., 2003).
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Os trofécitos atuam na producéo de lipoproteinas (Weers et al., 1992) e sua associacao
com 0s oendcitos, no corpo gorduroso, tem sido descrita como crucial para a producéo de
vitelogenina pelas fémeas (Jensen e Borgesen, 2000), alem de atuar na formacéo da cuticula

(Fan et al., 2003) e producéo de feroménio (Jurenka et al., 2003).

Trofécitos Urdcitos Oendcitos
o £ ¥
.‘. ?’-\
3 \
%"  um |
Costa-Leonardo er al. 2015 Richardi er al, 2015

Figura 8: Principais tipos celulares do corpo gorduroso. A) Citoplasma de trofocito de cupim com vérias
vesiculas de lipidios (1), granulos de proteina (p) e rosetas de glicogénio (seta) (Costa-Leonardo et al., 2013). B)
Citoplasma de urdcito de cupim com cristais esféricos de &cido Urico (seta) (Costa-Leonardo et al., 2013). C)
Oendcitos de Chironomus sancticaroli, Diptera, Chironomidae com Citoplasma perinuclear baséfilo (cabeca de
seta).

1.4.4 Composicéo lipidica do corpo gorduroso dos insetos
Nos insetos, a maior parte dos lipidios encontrados sdo os lipidios neutros e os
fosfolipidios (figura 9). Os lipidios neutros sdo utilizados principalmente como reserva

enquanto que os fosfolipidios sdo utilizados na constituicdo das membranas celulares.
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PRINCIPAIS LIPIDIOS
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LIPIDIOS NEUTROS FOSFOLIPIDIOS
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DIACILGLICEROL
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i I
COLESTEROL FOSFATIDILSERINA

Figura 9: Principais lipidios encontrados no corpo gorduroso dos insetos (Bretas, 2016).

Em alguns insetos, mais de 90% do estoque de lipidios do corpo gorduroso é
triacilglicerol, o qual é resultado principalmente da transferéncia da dieta de gorduras do
intestino medio para o corpo gorduroso durante o periodo de alimentacdo (Canavoso et al,
2001). Contudo, esta quantidade de triacilglicerol é influenciada principalmente pela condicéao

alimentar do inseto.
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Os fosfolipidios podem se apresentar em diferentes quantidades dependendo da
espécie do animal. Assim, em vertebrados o principal fosfolipidio encontrado é a
fosfatidilcolina seguido da fosfatidiletanolamina. Ja em dipteros, ocorre o contrario, a

fosfatidiletanolamina aparece em maior quantidade seguida da fosfatidilcolina (Fast, 1966).

1.4.5 Transporte de lipidios nos insetos

Ap0s a alimentacdo, lipidios complexos como os triacilglicerois sdo hidrolisados no
[limen do intestino médio e o produto dessa digestdo, principalmente &cidos graxos,
diacilglicerol e fosfolipidios, s@o absorvidos pelo epitélio do intestino médio. Posteriormente,
esses lipidios, em especial os diacilglicerois e os fosfolipidios, sdo transportados pela
lipoforina (lipoproteina), até o corpo gorduroso (local de sintese e estoque) ou a sitios de
utilizacdo como musculos de voo ou testiculos (Figura 10).

Esses acidos graxos transportados pela lipoforina podem ser utilizados para a sintese
de lipidios mais complexos, tal como triacilglicerol, diacilglicerol e fosfolipidios no corpo
gorduroso (Tsuchida e Wells, 1988; Turunen, 1993; Canavoso e Wells, 2000; Canavoso et al.,

2004).
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Figura 10: Esquema simplificado do transporte de lipidios pela lipoforina nos insetos. DAG (diacilglicerol),
TAG (triacilglicerol) e FL (fosfolipidio) (Bretas, 2016).

Além disso, o estoque de lipidios pode ser resultado da sintese de novos lipidios no

préprio corpo gorduroso (Canavoso et al., 2001).
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1.5 Justificativa

As varias fungBes desempenhadas pelo corpo gorduroso o qualificam como um
excelente alvo para o controle do vetor, L. longipalpis. Assim, a participacdo do corpo
gorduroso na producdo de feromonios, por exemplo, pode ser explorada para o
desenvolvimento de armadilhas tal como j& ocorre no controle de pragas agricolas.

O envolvimento do corpo gorduroso na producdo de peptideos de agdo no sistema
imune (Hoffmann, 2003), ativando vias de sinalizacdo celular como a Toll e a Imd
(imunodeficiéncia), podem se mostrar bastante efetivas no controle deste inseto (Zhang et al,
2016).

A acdo direta do corpo gorduroso na producdo de vitelogenina, principal proteina que
constitui o vitelo dos insetos, também poderia ser utilizada para redugdo do sucesso
reprodutivo das fémeas.

A participagdo do corpo gorduroso na detoxificagdo de substancias, tal como
inseticidas (Daborn et al, 2007) também pode ser alvo de controle populacional de L.

longipalpis.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v' Fornecer dados morfoldgicos e citoquimicos sobre a morfologia e composi¢do

do corpo gorduroso do flebotomineo Lutzomyia longipalpis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Descrever a organizacdo do corpo gorduroso através de microscopia de luz e
eletronica.

v Descrever os principais tipos celulares encontrados no corpo gorduroso através
de microscopia de luz e eletronica.

v" Analisar a composicdo lipidica, proteica e de glicogénio do corpo gorduroso
por microscopia e citoquimica.

v" Analisar a composicdo lipidica dos tergitos abdominais através de HPTLC.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Insetos

Os flebotomineos, L. longipalpis, foram obtidos da col6nia mantida em laboratério e
estabelecidos a partir de coletas realizadas em cavernas da gruta da Lapinha (Estado Minas
Gerais, Brasil, 19°37°S - 43°53°W) (figura 11). Os insetos, adultos de diferentes idades, foram
mantidos a 25°C e 80% * 10% de umidade relativa, tal como a metodologia descrita
previamente por Modi e Tesh, 1983. Foram utilizados nos experimentos machos e fémeas

alimentadas, contudo, sem controlar os tempos decorridos apos a alimentacao.

¢ CZ
Dores do ITI
bia ndaia i Sete Lagoas =
bi 3 . u o
= Ipatinga )
52| ®Lapinha Habira e
(sea] Bom Despacho [120) Ak [ara)
. 13%2) o R e -aratinga -
f3sg). 202] Q J — o¥oB0 s e
vNova Serrana Belo ‘O rizonte 221)  “Monlevade Ipanema
262 - v [262]
Bambul Lagon da Prata > o — s
Y gon da Pra! ] -
e C ABetim - Nhyatima ls)
Dwvindpolis ¢
ran € o
Naciona 2008 Matipt \1anr;uac.; |_|
da & 194 A 7 2}
Cana g ) Ouro f—‘w!-..‘ Ple. Nova
Plumbi Formiga b 387 40 a
apitdlio &= 6h 48 min (120]
| 154 km ~—
P e = 8h27 min '@ Vicosa (2e2] Carangola .
522 km &= 323 ot 4 % i [4a2]
o 1 P | -
2605 363/ Col@nd 116
Carmo do o " (385
oo Claro Boa Ez‘?d”"a Uba  Muriaé Bom
y ~ — Itaperuna “j-p
— Lavras 0 : 4 2 205 o 004
ipé {209 4 (3] Del Rei \?’_‘?.I y
- Santos l;a:»:qsmses
4| eAlfenas 10 Dummon
. — Varginha 3 Leopaldina 356
130 s 2N —

r . 120) 540 Fidéls
0gos de [z67]  Mactado Trés Coracoes . o . () =
Caldas “das Letras L

o (381 e ——
Ha 5 [as4) [z67] Além Parala 132) ]
9 L) -' 3
o sCavambu e Iches
50) (351l — o) O
e %) 3 (6 432) Lo
49 Santa Rita SS0 Lo BRGD
Pouso Alegre e ) Nova Friburgo
ftajubd 3 P.L-.O(:ﬂé
o o3
Resendes  Volta Redonda L 101] Rio das Ostras
[11¢) 116 7 3
Campos @ e (e Armacio
[Fas) [321) do Jord3o Lorena 2, dos Buzios
3 - — Nova Iguague uque U
Aparecsda |(-l| >
s = [o1) e Caxias Cabo Frio
3a1) e [11¢] " [ess) > Rio de Janeiro  scacinoma
a“c‘,’a"’ Angrados Reiso . o7 Arraad
" — 0 Cabo
Séo José Google 9.5
dos C'a'mpos 123) 359) Dados do mapa 02016 Google  Tenr

Figura 11: Localizacdo da gruta da Lapinha em Lagoa Santa, Estado de Minas Gerais, Brasil (figura retirada do

Google Mapas)

19




Microscopia de luz 50
Microscopia Eletrénica de transmisséo 10
Microscopia Eletronica de transmissédo (método de Thiéry) 2

Microscopia Eletronica de varredura 30
Anélises lipidicas 200
Total 292

Tabela 1: Quantidade de insetos utilizados por técnica.

3.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Os insetos foram sedados por 2 minutos em CO,, 0 abdomen foi dissecado e fixado
por imersdo por, no minimo, duas horas em glutaraldeido 2.5% diluido em tampéo cacodilato
0.1 M, pH 7.2. Apos a fixagdo, os abdomens foram lavados em tampéo cacodilato 0.1 M, pds-
fixados por 1 hora em tetrdxido de 6smiol% diluido em tampéo cacodilato 0.1 M, lavado por
10 minutos no mesmo tampao, desidratado em séries crescentes de acetona (70%, 80%, 90% e
100%), submetidos ao método de secagem pelo ponto critico utilizando CO; superseco, e
montados em suportes metalicos para microscopia eletrdnica de varredura com ajuda de fita
adesiva dupla face. Em seguida, foram cobertos com uma fina camada de ouro. Os espécimes
foram observados no microscopio eletrdnico de varredura. As imagens digitais foram

adquiridas e armazenadas em computador.
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Figura 12: Fluxograma do processamento das amostras pra a microscopia eletrénica de varredura (Bretas,
2016).

3.3 Microscopia de luz e eletrénica de transmisséo

Os insetos foram sedados por 2 minutos em CO,, e em partes ou inteiros foram fixados
por imersdo por 2 horas, em glutaraldeido 2.5% diluido em tampdo cacodilato 0.1 (pH 7.2).
Posteriormente foram lavados duas vezes no mesmo tampao e pos-fixados por 1 hora em
Tetroxido de 6smiol%/ Ferricianeto de potassio 0.8%/ CaCl, 5 mM, diluidos em tampédo
Cacodilato 0.1 M. Os mesmos foram, entdo, lavados em tampdo, desidratados em séries
crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e 100%) e embebidos por 48 horas a 60°C em resina
PolyBed 812 (PolySciences, Warrington, PA, USA).

Para a microscopia de luz, cortes semifinos foram coletados em laminas de vidro e
entdo marcados com fucsina por 30 segundos e/ou cristal violeta por 2 minutos. Os cortes

tambeém foram corados com azul de bromofenol por 2 minutos o qual é utilizado para marcar
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proteinas. Para marcar lipidios foi utilizado o oilred por 25 minutos. As laminas foram
observadas em um microscopio de luz.

Para a microscopia eletrénica de transmissdo, cortes ultrafinos foram coletados em
grades de cobre e marcados com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo 1% para posterior

observacao no microscopio eletrénico de transmissao.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO E DE LUZ

Figura 13: Fluxograma do processamento das amostras para microscopia de luz e eletrénica de transmisséo
(Bretas, 2016).

3.4 Marcacdo Citoquimica de Glicogénio

Para a marcacdo de glicogénio foi utilizado o método de Thiéry (Winston and
Personne, 1970). Cortes ultrafinos foram coletados em grades de ouro, incubados por 30
minutos em 4&cido periddico 1%, lavados com &gua destilada e entdo incubados em

tiosemicarbazida 2%. Posteriormente, as grades foram incubadas por 1 hora em acido acético
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20%, lavados com concentracdes decrescentes de acido acetico (20%, 10%, 5%, 3% e 1%) e
incubados por 20 minutos no escuro com proteinato de prata 1%. As grades foram, entdo,

lavadas em agua destilada e observadas no microscépio eletronico de transmisséo.

IVIARCACAO CITOQUIMICA DE GLICOGENIO
(método de Thiéry )

Cortes ultrafinos incubados por 30
foram coletados N minutos em acido | "N lavados com
em grades de ’ periodico1% | 4gua destilada

Lo incubados em

tiosemicarbazida
2%

Microscépio
Eletronico

i incubadas por 1
Transmissao

hora em acido
acético 20%

lavados com
incubados por 20 concentracoes

As grades foram,
entdo, lavadasem
agua destilada

minutos no escuro £ =i decrescentes de acido
com proteinatode | acético (20%, 10%, 5%,
prata 1% 3% e 1%)

Figura 14: Fluxograma do processamento das amostras para citoquimica de glicogénio (Bretas, 2016).

3.5 Analise Lipidica
Os tergitos abdominais de nimero 3, 4 e 5 (T3, T4 e T5) (figura 15) de machos de
diferentes idades foram dissecados e seus intestinos foram removidos. Estes tergitos foram

selecionados para analise em virtude de suas localizagdes e dissecgdes.
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TERMINALIA ABDOMEN TORAX CABECA

Figura 15: Tergitos abdominais de macho de L. longipalpis.

Os tergitos foram agrupados de acordo com suas posigdes e cada tergito foi, entéo,
submetido a extracdo lipidica por 2 horas em 5 ml de uma solugcdo de
cloroférmio/metanol/agua (1:2:0.8 v/v), sob condicdo de agitacdo (Blight e Dyer, 1959). Em
seguida, a extracdo foi centrifugada a 700g, o sobrenadante foi coletado e o precipitado foi
submetido a uma segunda extracdo lipidica por 1 hora. Ambas as fases organicas foram
coletadas e secas sob atmosfera de nitrogénio. Os lipidios neutros e os fosfolipidios foram
analisados através de cromatografia em camada fina de alta performance (HPTLC) usando
placas de silica (Horwitz e Perlman, 1987; Kawooya e Law, 1988), e entdo identificados pela
comparacdo dos valores de retengdo com padrbes (Sigma Chemical Co, Saint Louis, MO,
USA). As placas da HPTLC foram marcadas tal como descrito por Ruiz e Ochoa (1997) e
submetidas a anélise de densitometria. Os experimentos foram conduzidos em duplicatas, com

um total de 100 tergitos abdominais dissecados por experimento.
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ANALISE LIPIDICA
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Figura 16: Fluxograma do processamento das amostras para as analises lipidicas (Bretas, 2016).
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4. RESULTADOS

4.1 Microscopia de Luz

O corpo gorduroso de L. longipalpis estd distribuido ao longo da cabeca, torax e
principalmente, abdémen. O corpo gorduroso abdominal, tanto em machos como em fémeas,
é encontrado em duas regides distintas, formando assim o corpo gorduroso visceral e parietal

(figuras 17, 18A e 18B).

- CORPO GORDUROSO PARIETAL

INTESTINO MEDIO - CAMADA MUSCULAR

CORPO GORDUROSO VISCERAL

- GLANDULA PRODUTORA DE FEROMONIO

INTESTINO ANTERIOR INTESTINO POSTERIOR

Figura 17: Desenho esquemético com a localizacao dos dois tipos de corpos gordurosos de L. longipalpis.

A anélise por microscopia de luz, no corpo gorduroso abdominal, revelou diferentes
padrdes de marcacdo entre o corpo gorduroso visceral e parietal. O corpo gorduroso visceral

apresenta maior afinidade por fucsina basica, apresentando coloragdo rosa, enquanto que o
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parietal marca melhor com cristal violeta mostrando-se assim coloragdo azulada (figura 18C).

Também foi observada a presenca de corpo gorduroso na cabeca e torax (figura 18D).

Figura 18: Microscopia de luz do corpo gorduroso de L. longipalpis.

A) Secgdo Longitudinal dos segmentos abdominais de macho, marcado com cristal violeta e fucsina basica,
mostrando a distribuicdo interna do corpo gorduroso. O corpo gorduroso parietal (PF) estd marcado
principalmente em azul, enquanto o corpo gorduroso visceral (VF) marcado principalmente em vermelho. Note a
proximidade entre o intestino médio (Mg), intestino posterior (Hg), testiculo (Te) e o corpo gorduroso visceral.
B) Seccéo longitudinal dos segmentos abdominais de uma fémea matura, marcada com fucsina bésica,
mostrando a distribuicéo interna do corpo gorduroso. Ambas as regifes do corpo gorduroso, parietal (PF) e
visceral (VF), bem desenvolvidos. Note a associagdo entre ovario (Ov) e corpo gorduroso visceral. Uma camada
muscular (*) separa as duas regibes do corpo gorduroso.

C) Seccdo Longitudinal do tergito 4, fucsina basica mostrando o corpo gorduroso parietal (PF) e o visceral (VF).
Note a interagdo entre os tibulos de Malpighi (Mt) e o intestino posterior (Hg) com as células do corpo
gorduroso, as quais apresentam grande quantidade de goticulas de lipidios (Li).

D) Seccéo longitudinal da cabeca (H) e térax (Th), marcados com cristal violeta, mostrando a distribuicdo
interna do corpo gorduroso (FB). Note que o corpo gorduroso esté bastante desenvolvido e préximo das
glandulas salivares (Sg), as quais estdo localizadas no intestino anterior (Ag).
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A utilizacdo do corante oilred que tem afinidade por lipidios marcou em marrom

grandes regides tanto do corpo gorduroso visceral como do parietal (figura 19).

Figura 19: Microscopia de luz de tergitos abdominais de macho marcado com oilred e cristal violeta. Lipidios
marcados em marrom (oilred) e proteinas marcadas em azul principalmente (cristal violeta). Corpo gorduroso
visceral (circulo) e corpo gorduroso parietal (retangulos).

A presenca de glandulas produtoras de feromdnio no quarto tergito abdominal deslocou o
corpo gorduroso parietal para uma posicao mais interna (figura 20A).

Apenas um tipo celular foi encontrado no corpo gorduroso: o trofdcito. Este tipo
celular contém grande quantidade de granulos de proteinas (marcados com azul de

bromofenol) e goticulas de lipidio espalhadas pelo citoplasma (figura 20B).
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Figura 20: Microscopia de luz do corpo gorduroso de L. longipalpis.
A) Seccdo transversal do quarto seguimento abdominal, marcado com cristal violeta. Glandulas de feroménio
(Pg), corpo gorduroso parietal (PF). M, camada muscular; Mg, intestino médio; Li, goticulas de lipidios.
B) Corte transversal do segmento abdominal, marcado com azul de bromofenol, mostrando granulos de proteina
nos trofécitos (T) tanto no corpo gorduroso parietal (PF) como no visceral (VF). Trofécitos das duas regifes do
corpo gorduroso separados por camadas musculares (M). n, nicleo.

4.2 Microscopia eletronica de varredura

Nas andlises de microscopia eletronica de varredura, frequentemente observamos a
presenca de traqueias associadas ao corpo gorduroso, em especial a I6bulos (figuras 21A, 21B

e 22A), estruturas semelhantes a sacos.
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Figura 21: Microscopia eletronica de varredura de associacdo entre traqueia e corpo gorduroso.
Traqueia (seta) e Lo (I6bulo do corpo gorduroso).

Estes l6bulos do corpo gorduroso sdo delimitados por uma lamina basal que agrupa os
trofécitos de diferentes tamanhos, assim, resultando em uma superficie irregular do lébulo
(figura 22B e 22C). Os lébulos estdo suspensos na hemolinfa e rodeando o canal alimentar e

préximo as génadas. Os trofécitos localizados dentro destes I6bulos apresentam superficie lisa
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e irregular (figura 21B). Nos lobulos do corpo gorduroso visceral de fémeas foi observada

grande quantidade de matriz extracelular em especial entre os trofdcitos (figura 22C e 23).

Figura 22: Microscopia eletrénica de varredura do corpo gorduroso de L. longipalpis.

A) Vista da regido interior do segmento abdominal de macho abaixo da cuticula (C). Note o grande volume
ocupado pelo corpo gorduroso, assim como sua organizagdo em I6bulos (Lo), frequentemente associados a
traqueias (Tc).

B) Um Idbulo aberto do corpo gorduroso visceral mostrando a lamina basal (BL) e trofécitos (T) na parte
interna. Trofdcitos de diferentes tamanhos e superficie lisa.

C) Corte de um I6bulo (Lo) do corpo gorduroso de fémea. Note a presenca de proteinas entre os trofocitos (T) e
a lamina basal (BL) que agrupa os trofécitos.

31



Figura 23: Microscopia eletronica de varredura de trofécitos. Trofdcitos (T) e traqueias (seta).

A microscopia de varredura também mostrou grande quantidade de inclusdes lipidicas

nas células produtoras de feroménio do quarto tergito abdominal (figura 24A e 24B).
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Figura 24: Microscopia eletrénica de varredura das glandulas produtoras de feroménio (4° tergito abdominal).
Repare as inimeras inclusdes lipidicas (seta) e a abertura da glandula de feroménio (circulo).

4.3 Microscopia eletronica de transmissao

A analise das células do corpo gorduroso por microscopia eletrénica de transmissdo
mostrou a presenca de grande quantidade de inclusGes lipidicas com diferentes
eletrondensidades (figura 25A). Nos machos, é observada uma estreita associagdo entre as
células do corpo gorduroso com a glandula produtora de feroménio as quais também

apresentaram inumeras inclusoes lipidicas (figura 25B).
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No entanto, a presenca de inclusdes lipidicas no citoplasma dessas células das
glandulas produtoras de feromonio foi encontrada em menor nimero que no citoplasma dos
trofocitos (Figura 25B). Além disso, grande quantidade de rosetas de glicogénio foi observada
nos trofdcitos apds o processo para marcacao de glicogénio pelo método de Thiéry (figuras
25C e 25D). Esses trofocitos continham varios vacuolos citoplasmaticos com homogénea e
fraca eletrondensidade, tipicamente de goticulas de lipidios (figuras 25C e 25D). Esses

elementos de reserva aparecem em diferentes propor¢oes nos diferentes trofocitos.

Figura 25: Microscopia eletronica de transmissao do corpo gorduroso de L. longipalpis. A) Vista geral do corpo
gorduroso mostrando inclusdes lipidicas (Li) com diferentes eletrondensidades, assim como rosetas de
glicogénio (seta) espalhadas pelo citoplasma das células. B) Associacao entre as células da glandula de

feromdnio (Pg) com o corpo gorduroso. Goticulas de lipidio (Li) que podem ser observadas nas células da

glandula de feromdnio, as quais apresentam microvilosidades (Mv) na porgao apical, e varios peroxissomos (P),

mitocdndria (Mi) e inclusdes lipidicas. Trofdcitos com goticulas de lipidios grandes e rosetas de glicogénio
(seta). Proximidade entre as células da glandula de feromdnio e o corpo gorduroso e proximo as fibras
musculares (asterisco). C) Método de Thiéry do citoplasma de trofécitos. Rosetas de glicogénio (seta). Note a
forma poligonal dos trofécitos e as inclusdes lipidicas (Li). D) Interagdo entre trofécito e traqueia (Tc). Inclusdes
lipidicas (Li) e rosetas de glicogénio (seta).
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4.4 Analise lipidica

A cromatografia em camada fina de alta performance (HPTLC) para lipidios neutros
mostrou que os tergitos de numeros 3, 4 e 5 (T3, T4 e T5) contém monoacilglicerol (MAG),
diacilglicerol (DAG), triacilglicerol (TAG), acidos graxos (FFA), colesterol (CHO) e
colesterol esterificado (CHOE), mas a quantidade variou entre estes tergitos. O tergito 4, em
exceto pelo colesterol, contétm maior quantidade de todos os lipidios neutros, quando
comparado com os tergitos adjacentes (figuras 26A e 26B). Quando comparados os tergitos 4
com os tergitos 3 e 5, foram observadas grandes diferencas no perfil lipidico, em especial aos
MAG (T3: 25%; T4: 61%; T5 14%), DAG (T3: 26%; T4: 46%; T5: 28%) e CHOE (T3: 24%;

T4: 44%; T5: 32%).
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Figura 26: Composic¢do de lipidios neutros dos tergitos abdominais de machos de L. longipalpis. A) Analise de
uma placa de HPTLC. T3: 3" tergito; T4: 4 tergito; T5: 5 tergito. CHOE: colesterol esterificado; TAG:
triacilglicerol; FFA: &cidos graxos livres; CHO: colesterol; DAG: diacilglicerol; ND: lipidio ndo determinado;
MAG: monoacilglicerol. Cada ponto lipidico foi identificado pela comparagdo com um padréo que correu
paralelamente. B) Uma placa de HPTLC analisada e submetida a analise de densitometria. As barras apresentam
a porcentagem de cada classe de lipidio nos tergitos. Barra preta: 3° tergito; barra hachurada: 4" tergito; barra
branca, 5 tergito.
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O tergito 4 (T4), o qual possui glandulas produtoras de feroménio, apresentou maior
quantidade de lipidios extraidos, contribuindo com 43% dos lipidios neutros, enquanto o

tergito 3 (T3) contribuiu com 35% e o tergito 5 (T5) com apenas 22% (figura 26A, 26B e 27)

Porcentagem do tatal de lipidios
neutros

Figura 27: Porcentagem do total de lipidios neutros extraidos nos tergitos (T3, T4 e T5) de L. longipalpis.

Os lipidios neutros extraidos em maior quantidade, em todos os tergitos, foram os

TAG (31% total de lipidios), seguido de FFA (25%) e DAG (17%) (figura 26A, 26B e 28).
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Figura 28: Principais lipidios neutros encontrados no total de lipidios extraidos dos tergitos (T3, T4 e T5) de L.
longipalpis.
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HPTLC dos fosfolipidios mostrou que o tergito 4 contribui com a maior parte dos
fosfolipidios analisados (figura 29A e 29B). A maior diferenca ocorreu com a
lisofosfatidilcolina (LPC), quando o tergito 4 contribuiu com 69%, enquanto que os tergitos 3

e 5 contribuiram com apenas 15% e 16%, respectivamente.
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Figura 29: Composicao fosfolipidica dos tergitos abdominais de machos de L. longipalpis. A) Andlise da placa
de HPTLC. T3: 3 tergito; T4: 4 tergito; T5: 5° tergito. PE, fosfatidiletanolamina; PC, fosfatidilcolina; PI,
fosfatidilinositol; LPC, lisofosfatidilcolina. Cada ponto de fosfolipidio foi identificado através da comparacéo
com um padréo fosfolipidico que correu paralelo. B) Uma placa de HPTLC foi escaneada e submetida a analise
de densitometria. As barras representam a porcentagem de cada classe lipidica de cada tergito. Barra preta: 3°
tergito; barra hachurada: 4° tergito; barra branca, 5 tergito.
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O HPTLC também mostrou que o fosfolipidio mais encontrado nos tergitos

abdominais analisados foi a fosfatidiletanolamina seguida pela fosfatidilcolina (figura 30).
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Figura 30: Porcentagem dos principais fosfolipidios extraidos dos tergitos (T3, T4 e T5) de L. longipalpis. PE,
fosfatidiletanolamina; PC, fosfatidilcolina; Pl, fosfatidilinositol; LPC, lisofosfatidilcolina.
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5. DISCUSSAO

Nossos dados morfolégicos mostram que o corpo gorduroso de L. longipalpis esta
localizado na cabega, térax e principalmente no abddémen, tanto ao redor de 6rgdo como o
trato digestorio e gbnadas, ou préximo da cuticula. Este padrdo de localizacdo €
frequentemente encontrado nos insetos (Jensen e Borgesen, 2000). O corpo gorduroso
também foi usualmente observado associado a traqueias, as quais sugerem alta atividade
metabdlica deste 6rgdo (Fontanetti et al., 2004).

Em trabalho de 2014, Assis et al., descreveram a presenca trofécitos e oendcitos no
corpo gorduroso de fémeas de L. longipalpis e Phlebotomus papatasi, sendo os oendcitos
encontrados no corpo gorduroso parietal. Contudo, em nossas analises, somente trofocitos
foram observados no corpo gorduroso de L. longipalpis.

Os trofdcitos sdo frequentemente encontrados no corpo gorduroso de Varios insetos
(Zara and Caetano, 2004). Alguns insetos podem apresentar somente trofocitos enquanto
outros podem apresentar mais de dez diferentes tipos celulares no corpo gorduroso (Jensen e
Borgesen, 2000; Yin et al., 2001; Roma et al., 2006).

Trofdcitos de L. longipalpis apresentam varios tamanhos no mesmo corpo gorduroso e
mostram diferentes quantidades de rosetas de glicogénio e goticulas de lipidios em seus
citoplasmas, assim indicando que eles ndo tém um sincronismo metabdlico, tal como ja
observado em trofécitos de outros insetos (Roma et al., 2006). As goticulas de lipidios estdo
presentes em grande nimero no citoplasma dos trofdcitos, assim confirmando a sua funcéo
primordial no estoque de lipidios do corpo gorduroso (Chapman, 1998).

Granulos de proteina foram detectados no citoplasma de trofocitos de ambas as regides
do corpo gorduroso, tanto na visceral como na parietal. E possivel que parte deste material
tenha sido originada de fases imaturas do inseto (Dutkowski, 1974), uma vez que é conhecido

que, durante o desenvolvimento larval dos insetos algumas proteinas sintetizadas pelos
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trofocitos sdo liberadas na hemolinfa, e quando o inseto empulpa estas proteinas podem ser
reabsorvidas pelas mesmas células para serem utilizadas como fonte de aminoacidos durante a
formacéo de novos tecidos no adulto (Mintzas et al., 1983, Gudderra et al., 2002).

A presenca de proteinas no corpo gorduroso é bastante conhecida, tal como a presenca
de proteinas precursoras da vitelogenina do ovo, da lipoforina e de peptideos com funcao
antimicrobiana (Yin et al., 2001; Gilbert e Chino, 1974; Bao et al.,, 2007). A grande
quantidade de granulos de proteina no corpo gorduroso das fémeas deste flebotomineo sugere
gue este Orgao seja sitio de producéo de vitelogenina, a principal proteina dos ovos.

As analises citoquimicas das células do corpo gorduroso também demostraram a
existéncia de grande quantidade de glicogénio no citoplasma dos trofdcitos, assim indicando
sua producdo neste tipo celular, como visto em Locusta migratoria (Auerswald e Gade,
2006). O glicogénio nos insetos tem importante funcdo no metabolismo, haja vista que é
considerado como uma fonte de energia rapida. Em muitos insetos, € o glicogénio que fornece
energia para 0s voos curtos, enquanto os lipidios sdo utilizados somente para o voo de grandes
distancias (Auerswald e Gade, 2006). Os flebotomineos, em geral, voam em saltos curtos,
assim o glicogénio pode contribuir como fonte de energia para este fim.

O corpo gorduroso é frequentemente descrito como um tecido uniformemente
distribuido ao longo dos tergitos abdominais. As analises da composicéo lipidica por HPTLC
mostraram diferentes quantidades de lipidios neutros e fosfolipidios entre os tergitos
abdominais (T3, T4 e T5). Nossos dados bioquimicos sugerem que 0 corpo gorduroso
apresenta distintos metabolismos nestes tergitos abdominais. As células do corpo gorduroso
frequentemente cercam 6rgdos dos insetos, incluindo 6rgéos reprodutivos, canal alimentar,
musculos toracicos e elementos do sistema nervoso central. Esta associacdo do corpo
gorduroso com outros tecidos facilita a troca de moléculas. Deste modo, as diferencas no

perfil lipidico podem ser préprias da proximidade com outros 6rgéos, tal como as génadas
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localizadas no quinto tergito abdominal, do intestino médio no terceiro tergito e das glandulas
produtoras de feromoénio do quarto tergito abdominal. As células produtoras de feroménio
podem contribuir com alguns lipidios analisados, haja vista que estas possuem Varias
goticulas em seu citoplasma (Spiegel et al., 2004).

Tal como ocorre na maioria dos insetos, o principal lipidio neutro encontrado no corpo
gorduroso de L. longipalpis é o triacilglicerol (Canavoso et al., 2001). Este lipidio
normalmente assume funcédo de reserve energética, embora seja conhecida sua capacidade de
atuar como precursor na biossintese de feroménios (Percy-Cunningham e MacDonald, 1987;
Hoskovec et al., 2002). Triacilglicerois foram encontrados em grande quantidade no tergito
produtor de feromonio, sugerindo assim que possam estar atuando como fonte de acidos
graxos para a producdo de feromdnio em machos de L. longipalpis.

Contudo, nossos dados referentes a acidos graxos livres e diacilglicerois foram acima
do esperado quando comparados com estudos realizados em outros insetos (Canavoso et al.,
2001; Arrese e Soulages, 2010). Fato este, possivelmente ocasionado pela condicdo
nutricional dos insetos a qual ndo foi controlada. Para experimentos futuros, seria interessante
quantificar as diferentes classes lipidicas em diferentes condi¢fes de jejum. Além disso, em
virtude do tamanho das amostras é possivel que parte do corpo gorduroso visceral (o qual
contém principalmente triacilglicerol) e da hemolinfa (a qual contém cerca de 90% dos
lipidios diacilglicerol sendo transportados por lipoforina) (Atella et al, 2012; Canavoso et al.,
2001; Arrese e Soulages, 2010) tenha sido perdida.

Os fosfolipidios sdo fontes energéticas pobres, no entanto, constituem a maior parte
dos componentes de membrana celular além de atuarem como precursores de moléculas
sinalizadoras celulares (Payrastre et al., 2001). Nossos dados também mostram que, tal como
ocorre em outros Dipteros, o fosfolipidio encontrado em maior quantidade no corpo

gorduroso de L. longipalpis é a fosfatidiletanolamina (Fast, 1966). A grande quantidade de
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fosfolipidios no quarto tergito abdominal pode ser prdpria das microvilosidades encontradas
na membrana apical das células glandulares, a qual amplifica a superficie envolvida na
secrecdo de feromoénio. O grande numero de mitocondrias, peroxissomos e reticulos
endoplasmaticos fornecem evidéncias que estas celulas glandulares também possam
contribuir para estas diferencas em relacdo aos fosfolipidios (Horie e Suga, 1989).

A grande quantidade de lisofosfatidilcolina no quarto tergito pode indicar a utilizacao
de acidos graxos da fosfatidilcolina. A analise do papel dos lipidios glandulares na broca do
milho europeu, Ostrinia nubilalis (Hlbner) suporta esta ideia, tal como verificado que trés
fracdes de fosfolipidios, continham &cidos graxos analogos a feromonio, com fosfatidilcolina
sendo a mais abundante (Foster, 2004).

O corpo gorduroso dos insetos apresenta maltiplas fungdes; funcBes estas envolvidas
em especial com aspectos de estoque e sintese de lipidios, proteinas e carboidratos. Apesar
disso, O corpo gorduroso tem sido tratado como um simples tecido nos insetos, contudo,
diferencas morfoldgicas e funcionais tém se sobressaido e destacado nos trabalhos recentes
destacando as especificidades das diferentes regides deste 6rgdo (Jensen e Borgessen, 2000;
Haunerland e Shirk, 1995). Nossos dados mostram diferengas morfoldgicas e bioquimicas no
corpo gorduroso de L. longipalpis. Essas diferencas sao especialmente observadas através de
diferencas no perfil lipidico entre os tergitos abdominais, sugerindo assim que este importante
Orgdo possa apresentar especificacdes metabolicas, embora mais experimentos sejam
necessarios para confirmacédo destes dados.

Mais estudos bioquimicos e fisioldgicos, acerca do corpo gorduroso deste importante
vetor sdo necessarios para o melhor entendimento das fungdes deste 6rgdo, o qual exerce
funcbGes chaves em importantes vias reprodutivas, tal como na formacdo de ovos e na

biossintese de feromonio.
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6. CONCLUSAO

1. O corpo gorduroso de L. longipalpis esta distribuido em todas as regides do corpo deste
inseto (cabeca, torax e abdémen) dividido em dois tipos: parietal e visceral.

2. Apresenta apenas um tipo celular (trofdcito).

3. Tanto no corpo gorduroso parietal quanto no visceral ha uma grande quantidade de
glicogénio, proteinas e lipidios.

4. O principal lipidio neutro encontrado no corpo gorduroso foi o triacilglicerol enquanto que
a fosfatidiletanolamina foi o principal fosfolipidio.

5. No quarto tergito abdominal, ha maior quantidade de lipidios neutros e dos fosfolipidios

em comparagdo com os tergitos adjacentes.
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