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O ser humano se diferencia dos outros
animais por um cérebro altamente
desenvolvido, um polegar opositor e por ser
livre. Livre € o estado daquele que tem
liberdade. Liberdade é uma palavra que o
sonho humano alimenta que ndo ha ninguém
gue explique e ninguém que nao entenda.
llha das Flores, 1989.



RESUMO

Dada a importancia da espécie Lutzomyia longipalpis na transmisséo da
Leishmaniose visceral, investigacdes a respeito de sua biologia e, em especial, da
glandula salivar tém se mostrado de grande importancia. Nesse sentido, o0 objetivo
deste trabalho foi avaliar fatores relacionados a biologia de Lu. longipalpis e ao perfil
histologico da glandula salivar de fémeas. Para a observacédo da quiescéncia, 20 ovos,
em triplicata, foram individualizados em recipientes adaptados para criagdo de
flebotomineos e, mantidos nas condicbes: 1) trés recipientes a 25°C e 80% de
umidade relativa (UR) (N=60) (controle); 2) trés recipientes a 12°C por 6 dias (N=60),
3) trés recipientes a 12°C por 30 dias (N=60). Foram feitas observac0es diarias até a
emergéncia dos adultos. As médias do tempo de desenvolvimento foram comparadas
pelo teste ANOVA (R Studio versao 4.0.1). Para analise histologica das glandulas, as
fémeas foram alimentadas com sangue, agucar e agua. O abdémen foi retirado e,
posteriormente, foram fixados em dois fixadores diferentes, para fins de comparacéao:
1) paraformaldeido (PFA) a 4% (12 horas) e, 2) ALFAC (16 horas). Em seguida, as
amostras fixadas foram lavadas em concentracdes crescentes de etanol, clarificadas
em xilol e emblocadas em resina Paraplast®. As amostras fixadas em PFA foram
cortadas em micrétomo (4um), coradas com Hematoxilina e Eosina (HE), Alcian Blue
(AB) pH 1.0 e pH 2.5 e Acido Periddico de Schiff (PAS). Ja as amostras fixadas em
ALFAC, foram coradas somente com HE. Como resultado, ndo foi observada
diferenca significativa entre os ovos mantidos nas condigdes 1 e 2. Os ovos mantidos
na condicdo 3, ndo se desenvolveram. A retomada do desenvolvimento indica que a
guiescéncia pode ocorrer somente por um periodo curto de exposicdo a temperaturas
adversas. A morfologia da glandula consiste em dois lobos envoltos por epitélio cubico
simples, que apresentou variagdo na espessura ao longo do desenvolvimento,
embora nado tenha sido mensurada. O contetudo das glandulas apresentou mucinas
neutras. A fixacdo com ALFAC permitiu a observacéo de detalhes do epitélio que ndo
foram possiveis com PFA. Contudo, o uso do PFA possibilitou a visualizacdo de
estruturas presentes no lumen da glandula que ndo foram observadas com ALFAC.
Tratam-se de investigacdes inéditas na literatura e podem nortear estudos futuros nas
linhas de pesquisa do laboratorio.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis. Glandula salivar. Biologia. Histologia.



ABSTRACT

Given the importance of the species Lutzomyia longipalpis in the transmission
of visceral leishmaniasis, investigations of its biology and, in particular, of the salivary
gland have been of great importance. The objective of this study was to evaluate
factors related to the biology of Lu. longipalpis and the histological profile of the salivary
gland of females. For the observation of quiescence, 20 eggs, in triplicate, were placed
in containers adapted for sand fly rearing and kept in the following conditions: 1) three
containers at 25°C and 80% relative humidity (RH) (N=60) (control); 2) three containers
at 12°C for 6 days (N=60), 3) three containers at 12°C for 30 days (N=60). Daily
observations were made until emergence of adults. Development time means were
compared by ANOVA test (R Studio version 4.0.1). For histological analysis of the
glands, the females were fed blood, sugar and water. The abdomen was removed and
then they were fixed in two different fixatives for comparison purposes: 1) 4%
paraformaldehyde (PFA) (12 hours) and, 2) ALFAC (16 hours). The fixed samples were
then washed in increasing concentrations of ethanol, clarified in xylene and embedded
in Paraplast® resin. The samples fixed in PFA were cut in microtome (4um), stained
with Hematoxylin and Eosin (HE), Alcian Blue (AB) pH 1.0 and pH 2.5 and Periodic
Schiff Acid (PAS). The ALFAC-fixed samples were stained only with HE. As a result,
no significant difference was observed between eggs kept in conditions 1 and 2. The
eggs kept in condition 3 did not develop. The resumption of development indicates that
guiescence may occur only for a short period of exposure to adverse temperatures.
The gland morphology consists of two lobes surrounded by simple cubic epithelium,
which showed variation in thickness throughout development, although this was not
measured. The content of the glands showed neutral mucins. Fixation with ALFAC
allowed the observation of details of the epithelium that were not possible with PFA.
However, the use of PFA allowed the visualization of structures present in the lumen
of the gland that were not observed with ALFAC. These investigations are
unprecedented in the literature and may guide future studies in the research lines of
the laboratory.

Key words: Lutzomyia longipalpis. Salivary gland. Biology. Histology.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por
protozoarios do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (ANVERSA
et al., 2018). Esse género compreende parasitos digenéticos, que durante seu ciclo
evolutivo necessitam de hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrados,
insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae,
responsaveis pela transmissdo dos parasitos para os hospedeiros vertebrados. A
transmissdo se da através da picada da fémea de flebotomineo positiva para
Leishmania spp infectada (ESPIRITO SANTO, 2015). Existem mais de 20 espécies
de Leishmania capazes de provocar a patologia (WHO,2020; DNDi América Latina,
2020), transmitidas por mais de 90 espécies de flebotomineos em todo o mundo
(WHO, 2020).

A Organizacdo Mundial da Saude — OMS — considera as leishmanioses como
uma das sete doencas infecciosas mais importantes, devido ao alto coeficiente de
deteccao e capacidade de produzir deformidades e levar a 6bito (ARENAS et al., 2017;
BRASIL, 2021). As leishmanioses podem apresentar caracteristicas -clinicas
epidemiolégicas diversas, de acordo com a regido geografica em que ocorre. Suas
manifestacbes variam de lesbGes ulceradas simples na pele, a visceral, com
manifestacdes graves (DNDi América Latina, 2020), que se nao tratadas podem levar
a Obito em até 90% dos casos (Portal FIOCRUZ, 2018; BRASIL, 2021).

Se tratando da forma visceral da doenca na América, Lutzomyia longipalpis
(Diptera, Psychodidae) € a principal espécie de flebotomineo responséavel pela
transmissao do agente etiologico Leishmania infantum chagasi (SOARES; TURCO,
2003). E uma espécie que se desenvolve bem em laboratorio e sob temperaturas mais
altas (até 32°C) apresenta o ciclo de vida mais rapido (FREIRE et al., 2006), com
maior atividade noturna (RIVAS et al.,, 2014). No entanto, quando se trata de
resisténcia térmica a baixas temperaturas, 0s estudos para essa espécie Sao
€scassos.

A transmisséo da Leishmania do inseto para o hospedeiro ocorre durante o
repasto sanguineo, quando a fémea do flebotomineo regurgita promastigotas
metaciclicas. Nesse momento, séo secretados também proteofosfoglicanos e diversos
componentes salivares da glandula do vetor (KAYE; SCOTT, 2011). Os componentes

da saliva séo responsaveis por garantir o sucesso na alimentacao atraves da atividade
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anti-hemostatica, vasodilatadora e anti-inflamatoria, entre outras. Além disso, a saliva
tem mostrado um importante efeito imunomodulador, essencial para determinar o
curso da infeccéo no hospedeiro (SOARES; TURCO, 2003).

Para alguns insetos, sabe-se que a dieta consumida influencia na composicao
da saliva: em Aedes aegypti, por exemplo, o fator de expresséao salivar pode variar de
acordo com a realizacdo da alimentacdo sanguinea do inseto (GUERRERO et al.,
2020). Em larvas de Spodoptera exigua (Lepidoptera) a atividade da enzima Salivary
Glucose Oxidase (GOX), que catalisa uma reagcdo quimica que leva a formacao de
um carboidrato indisponivel na dieta, varia de acordo com a nutrigédo fornecida (BABIC
et al., 2008). Em flebotomineos, a fonte de sangue fornecida pode alterar o tempo de
desenvolvimento e eclosédo dos ovos. Nao foram encontrados estudos a respeito da
influéncia das diferentes fontes de alimentacdo possiveis para as fémeas de

flebotomineo ao longo da vida, quando se trata de suas glandulas salivares.

1.1 JUSTIFICATIVA

No que diz respeito a biologia e ao desenvolvimento do vetor, quando se trata
do combate as leishmanioses, a¢des voltadas ao controle do inseto sdo fundamentais.
As mudancas climéticas e fatores como desmatamento, tém contribuido para a
expansdo de Lutzomyia longipalpis para ambientes antropogénicos (PETERSON,
2017). Dessa maneira, conhecer a influéncia da temperatura na sobrevivéncia e
manutencdo da populacdo desses insetos é de extrema importancia.

Adicionalmente, a saliva apresenta um importante papel na transmissdo da
Leishmania spp e, consequentemente na epidemiologia da leishmaniose visceral (LV).
Além disso, sabe-se que a dieta afeta o conteddo presente na glandula salivar de
outros insetos. Porém, até o momento, ndo ha na literatura estudos acerca do
desenvolvimento e morfologia de sua glandula salivar, frente a diferentes fontes de

alimentacéo para Lutzomyia longipalpis.

1.2 OBJETIVOS

Investigar a influéncia da temperatura no ciclo de vida de Lutzomyia longipalpis

e caracterizar morfologicamente sua glandula salivar.



1.2.1 Objetivos especificos
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1) Avaliar o desenvolvimento de ovo a adulto de espécimens de Lu. longipalpis

sob temperatura de 12°C;

)] Avaliar a morfologia da glandula salivar de fémeas de Lu. longipalpis expostas

ao acucar 30% e repasto sanguineo em camundongos Balb/C, apds 24h, 48h e 72h.

) Avaliar aspectos histoquimicos da do contetudo da salivar de fémeas de Lu.

longipalpis expostas ao acucar 30% e repasto sanguineo em camundongos Balb/C,

apos 24h, 48h e 72h.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VETOR

No Brasil, Lu. longipalpis € um complexo de espécies intimamente
relacionadas morfologicamente, que diferem em caracteristicas quimicas,
comportamentais, reprodutivas e moleculares. A existéncia desse complexo,
auxilia a entender a variagcado da composicao salivar, plasticidade térmica e, como
relatado por LAINSON e RANGEL (2005), a existéncia dos diferentes tipos de
manifestacdo clinica da leishmaniose visceral (LV) na América Latina. Lutzomyia
longipalpis € a principal espécie envolvida na transmissdo do agente etiolégico
Leishmania infantum responsavel pela LV, e se distribui amplamente na América
do Sul (PINTO, 2003). No Brasil, essa espécie é amplamente distribuida e
apresenta alta capacidade vetorial, com altas taxas de infec¢ao natural e antropofilia
(LAINSON et al., 2005).

Entre os anos 1950 e 1980, a LV era prevalente em areas rurais da regiao
nordeste do pais. No entanto, a partir dai a doenca se apresentou em franca
expansao, inclusive para areas urbanas (SOCCOL et al.,, 2017). Na regiado sul,
apesar de recente, a expansao € significativa. Em 2009, a presenca do vetor foi
registrada no Rio Grande do sul. Em 2010 foi reportado o primeiro caso de LV
canina em Santa Catarina e, em 2017, o primeiro caso de LV humana (CALDART
et al., 2018). No Paran4, o primeiro registro do vetor foi no ano de 2012, na cidade
de Foz do Iguacu (SANTOS et al., 2012; PARANA, 2020), e o primeiro caso da



doenca em humanos foi registrado em 2015. Concomitantemente, a doenca se
expande na Argentina e no Paraguai (SOCCOL et al., 2017). Nesse sentido, dada
a evidente expansdo da doenca, € essencial investigar fatores relacionados a
expansdo do vetor, principalmente no que concerne aos limites térmicos que
restrinjam ou favorecam a sua disperséao.

Lutzomyia longipalpis € extremamente adaptada as areas urbanas e €
facilmente encontrada em ambientes domiciliares. No peridomicilio, essa espécie
€ encontrada principalmente em proximidade das fontes de alimento, que podem
ser diversificadas e incluem animais silvestres e domésticos (NASCIMENTO,
2013). Essa espécie se alimenta de carboidratos obtidos em seiva de plantas,
néctar e secrecdes de afideos (SALES, 2015), e o tipo de acUcar esta associado a
longevidade e sobrevivéncia do vetor (NWEZE et al., 2020).

As fémeas apresentam habito hematéfago, em geral se alimentando de
mamiferos (ARENAS et al., 2017). A exclusividade deste habito em fémeas esta
relacionada a necessidade do sangue para a maturacdo dos ovos (CABRERA,
1999; SILVA, 2009). Os flebotomineos apresentam desenvolvimento
holometdbolo, passando pelas fases de ovo, larva (quatro estddios), pupa e
adultos, com um ciclo de duracdo média de 30 a 45 dias, de acordo com a espécie
e condicGes ambientais (NASCIMENTO, 2013).

FIGURA 1: CICLO DE VIDA DOS FLEBOTOMINEOS
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Legenda: Partindo do adulto para a direita, se encontram os estagios de ovo, larva (L1, L2,L3 e L4) e

pupa. Fonte: http://pcwww.liv.ac.uk/leishmania/life_cycle habitats.htm (2021).


http://pcwww.liv.ac.uk/leishmania/life_cycle__habitats.htm
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Fatores ambientais como temperatura, umidade relativa e precipitacao,
afetam de maneira direta ou indireta diversos aspectos das espécies ectotérmicas.
Os insetos vetores sao altamente sensiveis a temperatura, mas possuem uma
plasticidade na resposta térmica que permite a sobrevivéncia fora do alcance de
sua suposta curva climatica (STERNBERG; THOMAS, 2014). Alguns fatores
influenciados pela temperatura sdo reproducdo, desenvolvimento, frequéncia de
repasto sanguineo, resposta imune, susceptibilidade a infeccdo e crescimento,
dentre outros (HORTA et al., 2014; STERNBERG; THOMAS, 2014).

Diversas populacdes de insetos apresentam variacdo na resposta térmica,
gue pode estar associada, dentre outros fatores, as condicdes ambientais nas quais
essas espécies vivem. Essa plasticidade na resposta ja foi relatada em populacdes
de Drosophila melanogaster, mosquitos Anopheles, Glossina sp (mosca tsé-tsé),
Anaphes victus (Hymenoptera), Papilio canadenses (Lepidoptera) e Aedes spp,
dentre outras. Quando existe uma variagdo espacial na selecéo, devido fatores
ambientais, como a temperatura, observa-se a adaptacdo local (HORTA et al.,
2014; STERNBERG; THOMAS, 2014).

Sabe-se que as flutuacgdes climéticas sazonais produzem um efeito na dindmica
das doencas vetoriais, como a maior incidéncia de determinadas doencas durante um
periodo especifico do ano. Por exemplo, a maior incidéncia da dengue é no verdo e
da malaria na Amazoénia, se da em periodos de estiagem.

O aquecimento global, provocado principalmente pelo aumento da emisséo de
gases de efeito estufa, por acdo humana, resultara em mudancgas climéticas globais a
médio e longo prazo (BARCELLOS et al.,, 2009). De acordo com o relatorio mais
recente publicado pelo Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC,
2021), a influéncia humana provocou o aumento da temperatura atmosférica,
oceanica e terrestre. A temperatura da superficie global é 1.09°C maior no periodo de
2011-2020 do que era no periodo de 1850-1900. Além de alteracdes na temperatura
global, observa-se e projeta-se um aumento no nivel do mar e alteragdes importantes
nos indices de precipitacédo (IPCC, 2021).

A tendéncia climética para o Estado do Parana € de maior aumento da
temperatura minima em relagdo a temperatura maxima. ISso sugere uma
diminuicdo na amplitude térmica. As temperaturas minimas sdo mais intensas, mas
menos frequentes (MINUZZI et al., 2011). Curitiba € um municipio que ao longo

dos anos registra um importante nimero de ondas de frio rigorosas, ainda que



venha apresentando uma diminuicdo nos registros (SILVEIRA et al., 2017). De
acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2021), as médias de
temperatura nos meses iniciais do inverno ficaram em torno de 15°C nos ultimos
trés anos, na regiao de Curitiba.

A resposta dos insetos as mudangas de temperatura varia também com
relacdo a precipitacdo e cobertura vegetal. Vetores e parasitos que habitam
microclimas estaveis apresentam, em geral, faixas operativas reduzidas em
comparacdo com as populacdes que habitam ambientes térmicos altamente
variaveis (STERNBERG; THOMAS, 2014). Para a espécie Lu. longipalpis, estudos
apontam que sob temperaturas mais altas, o inseto se desenvolve mais rapidamente
e é mais ativo (FREIRE et al., 2006; RIVAS et al., 2014).

Para a espécie do Velho Mundo, P papatasii, os limites térmicos foram
definidos por Theodor (1936). A temperatura méaxima, letal apés uma hora de
exposicdo das fémeas adultas e de larvas foi de 41°C. O limite minimo de
temperatura foi de -5°C por duas horas para adultos e de 30 minutos a -10°C para
as larvas. De acordo com Benkova e Volf (2007), para a mesma espécie,
temperaturas mais baixas tornam os processos metabdlicos mais lentos, além de
fazer com que a defecacdo, a oviposicdo e a eclosdo dos ovos inicie mais
tardiamente leve mais tempo para ser concluida. Contudo, inexistem estudos que

avaliem o efeito da temperatura com espécies do Novo Mundo.

2.2 GLANDULA SALIVAR

A glandula salivar dos flebotomineos € descrita por Nacif-Pimenta e
colaboradores (2020) como um 6rgdo pareado composto por duas estruturas
saculares (lobos), unidas por um ducto salivar. Em relagdo a composicao da saliva,
muito tem-se estudado sobre o papel dos componentes da saliva dos flebotomineos
na determinacdo da reacdo local apos a picada (ARENAS et al., 2017; SILVA,
2009). No momento do repasto sanguineo, a fémea deposita 0 conteudo da
glandula salivar no local da picada. Os componentes da saliva possuem acéo
vasodilatadora, anticoagulante e anti-agregacao plaquetaria,que desempenham um
importante papel contra a hemostasia do hospedeiro e favorece a alimentacédo do

inseto.
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Além disso, as proteinas salivares tém capacidade dealterar a resposta
inflamatéria e imunoldgica do hospedeiro, 0 que pode exacerbarou proteger da
infeccao pelo patdogeno (TEIXEIRA et al., 2005; CARREGARO et al., 2015; SILVA,
2009). A saliva desses insetos € composta principalmente por nucleosideos e
proteinas que sdo, em sua maioria, solluveis e injetadas em baixas concentracées
na pele do hospedeiro (ABDELADHIM et al., 2014). A quantidade e composi¢cao
salivar varia de acordo com a idade do vetor, a sazonalidade ambiental e a
presenca do patégeno (COUTINHO-ABREU et al., 2015).

Sabe-se ainda que a alimentacdo do inseto (com agucar ou sangue)
influencia no conjunto de enzimas que estardo presentes na saliva (PRATES et al.,
2008). O uso da saliva como biomarcador para exposicdo do vetor € uma
abordagem recente e promissora, que se baseia nos anticorpos produzidos no
hospedeiro, decorrentes da exposi¢édo as proteinas salivares (COUTINHO-ABREU
et al., 2015). O estudo da composicéo e atividade dos componentes salivares das
glandulasdos flebotomineos é uma area de crescente interesse e, recentemente,
muito se tem descoberto a respeito de novos compostos e fungdes (ABDELADHIM
et al., 2014; LESTINOVA et al., 2017; ARCA ; RIBEIRO, 2018; MONDRAGON-
SHEM et al., 2020).

Até o momento, ndo ha na literatura, estudos sobre os efeitos das
diferentes alimentacBes sobre as caracteristicas morfolégicas e histoldgicas da
glandula salivar de Lu. longipalpis. Dada a importancia epidemioldgica deste vetor,
conhecer a influéncia da temperatura na sobrevivéncia e manutengéo da populagéo
desses insetos, bem como as caracteristicas relativas as glandulas salivares é de
grande importancia para o desenvolvimento de estudos e estratégias para o
controle da LV.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E CRIACAO DOS FLEBOTOMINEOS

22

Fémeas e machos de insetos da espécie Lu. longipalpis provenientes da

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) foram mantidos no insetario do

Departamento de Patologia Bésica da Universidade Federal do Parand, Setor de

Ciéncias Biologicas. Os adultos foram mantidos em recipientes de polietileno com
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altura de 5 centimetros e diametro de 7,5 centimetros, com gesso Umido na parte
inferior, tampados com um pedaco de tecido (voil), preso a tampa do préprio
recipiente.

Como fonte de carboidratos, foi disponibilizado para os adultos (macho e
fémea) solucdo acucarada (30% melado de cana de acucar, diluido em &gua
destilada). Os recipientes foram mantidos em organizadores com papel toalha
umedecido (Figura 2A) em estufa incubadora BOD (SL-224, SOLAB Cientifica) a 25°C
e com aproximadamente 80% de UR.

Para a realizac&o do repasto, foram utilizados camundongo Balb/C . Para este
procedimento, o protocolo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do
Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO —
UFPR), sob o certificado de nimero 1334, Processo Sei n°23075.062623/2019-16,
aprovado em 22/10/2019.

Para o repasto sanguineo, foram utilizadas fémeas de mesma idade fisiol6gica
provenientes de diferentes posturas, a fim de garantir maior variabilidade genética nas
geracdes seguintes. As fémeas ficavam em jejum por aproximadamente 48 horas e,
depois disso, eram transferidas para uma gaiola de voil de dimensdes de 25 cm x 25
cm x 25 cm (Figura 2B). O repasto sanguineo das fémeas foi realizado no interiordas
gaiolas de voil, pelo tempo aproximado de 20 a 30 minutos, em camundongos
provenientes do biotério da UFPR. Em seguida,as fémeas eram transferidas para o
recipiente de gesso e mantidas com solucao acucarada até a oviposicao.

Ap6s a oviposicdo, que leva em torno de 3 a 5 dias depois do repasto
sanguineo, a medida em que os adultos morriam, eram retirados dos recipientes,
restando somente os ovos. Para os estadios larvais de L1 a L4, utilizou- se racao
(Figura 2C), composta de racao para peixe, racdo para coelho, fezes de coelho e terra
(na proporcédo de 1:1:1:1). Essa racao foi seca em estufa e passada em peneira tamis,
conforme a metodologia descrita por Goulart e colaboradores (2015). Ao atingirem o

estadio de pupa, a racdo era suspensa.
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FIGURA 2: MATERIAIS UTILIZADOS PARA A COLONIA DE FLEBOTOMINEOS

Legenda: Materiais utilizados para a criagéo dos flebotomineos. A) Organizador com os recipientes para criagdo.
B) Gaiola para realizagéo do repasto. C) Racao fornecida as larvas. Fonte: A autora (2021).

3.2 AVALIACAO DO CICLO DE VIDA.

Para a observacgao do desenvolvimento do ciclo de vida de Lu. longipalpis, 20
ovos foram individualizados em trés recipientes adaptados para a criacdo de
flebotomieos, em triplicata, para cada grupo experimental. Os bioensaios foram
conduzidos sob as condi¢des:

1) trés recipientes com 20 ovos, sob temperatura constante de 25°C e UR 80%,
durante todo o periodo de desenvolvimento do inseto, de ovo a adulto. Essa condi¢éo
foi o grupo controle (N=60 ovos);
2) trés recipientes com 20 ovos, sob temperatura constante de 12°C e UR de
aproximadamente 70% durante cerca de 6 dias. A permanéncia dos ovos nessa
condigéo decorreu até o momento da eclosdo dos ovos do grupo controle. Depois
desse periodo, os recipientes foram transferidos para a temperatura constante de
25°C e UR 80% (N=60 ovos);
3) trés recipientes com 20 ovos, sob temperatura constante de 12°C e UR de
aproximadamente 70%. A permanéncia dos ovos nessa condi¢édo foi de 30 dias. Apds
esse periodo, eles foram transferidos para a condicao experimental do controle
(25°C/UR 80%) pelo periodo de 30 dias. (N=60 ovos).

A respeito do periodo larval, vale ressaltar que existe divergéncia na literatura
a respeito dos caracteres que marcam a diferenca entre os estégios larvais, visto que
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0 aspecto geral dos demais estagios sdo bastante similares (SECUNDINO et al.,
1999). Apesar de Kendrick e colaboradores (1977) descreverem a duracdo e
caracteristicas morfologicas dos diferentes estadios larvais de Lu. longipalpis em
condicdes de laboratorio, essas nédo foram as caracteristicas mais evidentes
observadas. Deste modo, foi elaborado um quadro (Quadro 1) com as caracteristicas

relevantes utilizadas nessa diferenciacéo.

QUADRO 1: Estadios larvais segundo Kendrick et al. (1977) comparadas a caracterizacao
considerada neste trabalho.

Estadio Duracado | Morfologia (Kendrick et al., | Morfologia considerada

larval (dias) 1997)

L1 3a6 Unico par de cerdas caudais Unico par de cerdas caudais

L2 2a4 Duplo par de cerdas caudais Duplo par de cerdas caudais

L3 labs Aumento do tamanho da cépsula | Pigmentacdo posterior do 9°
cefalica tergito

L4 3a9 Pigmentacdo posterior do 9° | Esvaziamento do tubo digestivo
tergito e aumento da massa corporal

FONTE: A autora (2021).

Foram realizadas observacoes diarias para a temperatura, UR e estagios imaturos
(Larvas 1, 2, 3 e 4) até a emergéncia dos adultos. A distingdo entre os estagios L3 e L4
foi baseada na maior espessura do corpo e esvaziamento do tubo digestivo em L4.
Para a analise dos dados foram feitos os testes de Shapiro-Wilk, para verificar a
normalidade da distribuicio dos dados e teste de Bartlett, para avaliar a
homogeneidade das variancias. As médias foram comparadas pelo teste de Andlise
de Variancia de uma via (One-Way ANOVA), (R Studio versédo 4.0.1). Os niveis de

significancia considerados para todos os testes foram de 5% (p<0,05).

3.3 HISTOLOGIA

Para realizacdo dos estudos morfologicos e histolégicos, foi necessaria a
padronizacdo da metodologia para Lu. longipalpis. O processo de padronizacéo
envolveu testes com diferentes tipos e concentracdes de fixadores, tempos para
desidratacdo e demais etapas do processamento, e treinamento para a orientacéo e
corte adequados. Para a obtencao das glandulas, as fémeas foram anestesiadas em

freezer (-20°C) por aproximadamente cinco minutos e submetidas a dissec¢ao do
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abdbémen sob um microscopio estereoscépio, com o auxilio de estiletes entomoldgicos
de espessura 0,25 mm, sob lamina escavada contendo uma gota de solucéao fixadora
(PFA) ou de solucéo tampéao (PBS).

) Fixacdo
Ao longo do desenvolvimento do trabalho, os insetos foram submetidos a dois
tipos de fixadores: ALFAC (etanol, formaldeido e acido acético) e PFA

(paraformaldeido).

Fixacdo em ALFAC

Para a observacdo de aspectos relacionados a morfologia e ao
desenvolvimento da glandula salivar, fémeas foram alimentadas com 24h de nascidas,
e dissecadas 24h,48h e 72h depois do fornecimento da alimentac&o. A utilizac&o
destes tempos de alimentacdo com as amostras fixadas em ALFAC foi possivel devido
ao numero suficiente de fémeas nascidas com a mesma idade fisioldgica, que
possibilitou que um maior nimero de fémeas se alimentasse depois de 24h do
nascimento. O abdémen foi retirado com auxilio de estiletes entomoldgicos sob
microscopio, em uma lamina contendo PBS 1X. Os insetos dissecados foram fixados
em ALFAC durante 16 horas e mantidos em geladeira. A composicao deste fixador
seguiu as proporcoes:

I- 85% de etanol absoluto
- 10% de formalina

- 5% de &cido acético glacial

Em seguida, as amostras foram mantidas em etanol 70% pelo periodo minimo

de 24h e maximo de sete dias.

Fixacdo em paraformaldeido (PFA)

Para a caracterizacdo histoquimica das glandulas salivares, fémeas com idade
fisiolégica de 48h, foram alimentadas com solugdo agucarada, sangue ou agua
(controle), e dissecadas apés 24h, 48h e 72h, apds a alimentacdo. O tempo de

alimentacédo das fémeas (48h apds o nascimento) utilizado com este fixador se deu
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pelo baixo nimero de fémeas de mesma idade fisioldgica obtidas. Isso fez com que
um numero insuficiente de fémeas se alimentasse com 24h de nascimento, e como
consequéncia, a alimentacao foi adiada para 48h apds 0 nascimento dos insetos.
Diferentes tempos e concentragdes da solucédo fixadora (PFA) foram testados,
para determinacédo da metodologia a ser empregada (Quadro 2). Os testes indicaram
gue, pela melhor preservacao do tecido, o melhor resultado seria obtido com o tempo
de fixacdo de 12h, na concentracdo de 4%. Entéo, para a observacédo da glandula
salivar, fémeas sem o abddmen foram fixadas em PFA 4%, durante 12 horas, em
temperatura ambiente. Em seguida, foram mantidos em etanol 70% pelo periodo

minimo de 24h e maximo de sete dias.

QUADRO 2: TESTES COM SOLUGAO FIXADORA (PFA)

Tempo de fixagao 12h 24h

Concentracdo da solucéo 2% 4%

Legenda: Diferentes tempos e concentra¢fes de solucéo fixadora de paraformaldeido testados com
amostras do inseto dissecado. Fonte: A autora (2021).

1)) Desidratacao e infiltracéo

Depois do periodo de imersado nos fixadores, as amostras foram desidratadas
em série crescente de etanol, nas concentracdes 80, 90, 95 e duas vezes em 100%
por dez minutos em cada. As amostras foram clarificadas duas vezes em xilol durante
cinco minutos, e passadas para inclusdo em trés banhos de Paraplast®, por

aproximadamente 15 minutos cada, em estufa a 60°C.

) Orientacao, inclusdo e microtomia

Apoés a retirada da estufa, as amostras foram orientadas com o auxilio de pincas
e estiletes, sob microscopio estereoscopio (Tecnival, SQF-F). Os insetos foram
orientados de modo que os cortes fossem transversais, e se iniciassem da parte dorsal

para a parte ventral, conforme demonstrado na Figura 2.
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FIGURA 3: ORIENTACAO DO INSETO PARA O CORTE

Corte transversal

Cabega com glandula

Legenda: Posicionamento para o corte da glandula de Lutzomyia longipalpis. A: recorte da regido da
cabeca do inseto, em orientacdo adequada para o corte. B: Inseto sem abdémen. O tracado indica o
sentido dos cortes. Fonte: A autora (2021).

O processo de emblocagem foi realizado com o auxilio de cassetes histologicos
e placa aquecida e o bloco com a amostra foi preenchido com Paraplast®. Apos a
polimerizacdo do bloco, foram realizados cortes de 4um em microtomo (Leica®
RM2145), retirados com uma pinca e colocados sobre gotas de agua destilada em
laminas contendo albumina. Os cortes foram distendidos sobre placa aquecida (50-

60°C) e as laminas foram secas em estufa por aproximadamente 40 minutos a 60°C.

IV)  Coloragéo

Para o processo de coloracdo, todas as laminas foram imersas duas vezes
durante trés minutos em xilol. Em seguida, foram hidratadas em série decrescente de
etanol (100%, 95%, 90%, 80% e 70%) por um minuto em cada concentracdo. As
laminas foram hidratadas em agua destilada por um minuto, e coradas de acordo com
0 protocolo:

Para as amostras fixadas em ALFAC, foi realizada coloragdo com Hematoxilina
e Eosina (HE). Ja as fixadas em paraformaldeido, foram corados com HE, Alcian Blue
(AB) pH 1.0, AB pH 2.5 e PAS.

o Hematoxilina e Eosina: As laminas foram submersas por 10 segundos
(ALFAC) ou um minuto (PFA) em Hematoxilina de Harris, lavadas em agua corrente

e agua destilada (para amostras fixadas com PFA foi adicionada a &gua uma pequena
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guantidade de hidroxido de amdnia -10%). Em seguida, foram lavadas em agua
destilada e, entdo, imersas por 5 segundos (ALFAC) ou 30 segundos (PFA) em
Eosina Floxina e lavadas novamente em agua destilada. Na sequéncia passaram por
etanol 95%, duas vezes em etanol 100% durante 30 segundos em cada imersao, em
etanol+ xilol (1:1) por um minuto e, duas vezes em xilol durante trés minutos.

o Alcian Blue (AB): As laminas foram imersas por trinta minutos em AB
(pH1.0 ou 2.5), lavadas em agua corrente e coradas por um minuto e vinte segundos
em Hematoxilina de Harris (contra coloracao). Posteriormente, foram lavadas por dez
minutos em agua corrente. As laminas foram secas em estufa e passadas duas vezes
em xilol por trés minutos cada banho.

o Acido Peri6dico de Schiff (PAS): As laminas foram imersas por quinze
minutos emécido periddico, lavadas em &gua corrente e, no escuro, imersas por
guinze minutos em reativo de Schiff. Apds a coloracéo foram lavadas em &gua corrente
e contra coradas por dez segundos em Hematoxilina de Harris, lavadas novamente e
desidratadas rapidamente em banhos crescentes de etanol 95%,duas vezes em

etanol 100%, etanol com xilol (1:1) e diafanizadas por trés minutos em xilol | e II.

V) Montagem das laminas e analise

As laminas foram montadas com meio de montagem (Entellan®) e laminula.
Inicialmente foi realizada a pré-selecdo dos cortes integros em microscopio
(Olympus® B202). As laminas selecionadas foram fotografadas em camera DP74
(Olympus®) acoplada ao microscopio (Olympus® DP72), utilizando software Cell-F,
no Centro de Tecnologias Avancadas em Fluorescéncia (CTAF) da UFPR. As
imagens foram analisadas com o software Fiji (NIH — National Institutes of Health). Foi
realizada andlise qualitativa das estruturas, formato e conteido das glandulas

salivares.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXIGENCIA TERMICA
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A duracdo média do ciclo de vida de Lu. longipalpis foi de 37 dias para a
temperatura controle, 43 dias para os insetos que alternaram de 12°C para 25°C, e
para o grupo que permaneceu a 12°C, ndo houve desenvolvimento (Tabela 1). A
diferenca na duracdo do ciclo entre o grupo controle (1) e grupo (2) néo foi
significativa. De fato, a diferenca observada na fase de pupa e de larva foi menor e,
maior para a eclosédo das larvas . O tempo de desenvolvimento do ciclo de ovo a adulto

dos insetos expostos a diferentes temperaturas é mostrado na Tabela 1.

Tabela 1: Duragéo dos estadios de desenvolvimento de Lutzomyia longipalpis sob as temperaturas
de 25°C e 12°C.

Desenvolvimento (dias)

Grupo Bioensaio Ovo L1 L2 L3 L4 Pupa Total
Experimental
1 (N=180) 25°C 5 54 71 73 12 112 37.3
2 (N=180) 12°C para 25°C 112 48 71 6.7 19 121 437
3 (N=180) 12°C 30 - - -

Legenda: L1 a L4: Estadios das larvas. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).
Fonte: A autora (2021).

De acordo com a literatura, o tempo de desenvolvimento completo de Lu.
longipalpis é variavel, contudo, em temperatura ideal (aproximadamente 25°C), ocorre
entre 28 e 45 dias (NASCIMENTO, 2013; RANGEL et al., 1986; SOARES; TURCO,
2003). Em flebotomineos, o tempo para a eclosdo dos ovos é dependente da
temperatura e varia de seis a treze dias, em temperatura ideal (MARTINS et al., 2021,
RANGEL et al., 1986). Neste trabalho, a média do tempo de eclos&o variou de cinco
dias (temperatura ideal) a onze dias (baixa temperatura).

Jeffries e colaboradores (2018) constataram um periodo menor, de trés a quatro
dias, provavelmente devido a fonte de sangue utilizada (coelhos ou humanos) e,
temperatura (26 a 28°C). E relatado que o substrato fornecido as larvas e a fonte de
sangue para as fémeas influencia na duracdo do ciclo de vida dos flebotomineos
(JEFFRIES et al., 2018; MARTINS et al., 2021; SOARES ; TURCO, 2003).

A duracado do periodo larval ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos 1 e 2. A duracado dos quatro estadios larvais de L1 a L4 foi de 21 dias para o
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grupo controle, e 20 dias para o grupo 2. A duragdo do periodo de pupa também néo
apresentou diferenca significativa, sendo de 11 dias para o grupo controle e 12 dias
para o grupo 2, o que parece estar dentro de uma variagdo normal no tempo de
duracéo dos estagios de vida observados em condi¢c8es de rotina na manutencao da
coldnia do insetario do laboratério onde o presente trabalho foi desenvolvido. O fato
de haver ecloséo e desenvolvimento dos ovos do grupo 2 demonstra capacidade de
dorméncia quando submetidos a um curto periodo em temperatura estressante, ainda
nao relatada para essa espécie.

O termo dorméncia define um estado de adaptacdes para a interrupcdo do
desenvolvimento, e em geral é acompanhada por supressdo metabdlica (GILL et al.,
2017). A dorméncia pode ser classificada em diapausa ou quiescéncia. A diapausa &
definida como um periodo de desenvolvimento suspenso em insetos e outros
invertebrados durante condigcbes ambientais desfavoraveis, que envolve controle
hormonal e genético para sua programac&o. E uma resposta sazonal do organismo a
mudancas previsiveis de condicdes ambientais, e geralmente ocorre na fase do ciclo
de vida que é mais adaptado a resistir a severidade do clima.

A quiescéncia, por sua vez, € uma resposta direta a mudancas imprevisiveis,
ndo sazonais. Ndo €é um evento antecipadamente programado, controlado
geneticamente, ou por hormbnios, e acontece em condicdes desfavoraveis para o
crescimento e desenvolvimento do inseto. Além disso, diferente da diapausa, nao
apresenta um tempo definido para sua duracdo, e uma vez que ha o cessamento do
estimulo que a induz, as atividades fisiol6gicas tendem a ser retomadas (DINIZ, 2018;
GILL, 2017).

Ambos os processos de dorméncia séo controlados e influenciados por fatores
como fotoperiodo, temperatura, umidade, alimentacdo e localizacdo geografica. A
temperatura pode desempenhar um papel importante, tanto na indugdo quanto no
retorno da diapausa (GILL et al.2017). No presente trabalho,foi observado que os ovos
submetidos por 30 dias a temperatura mais baixa (12°C) ndo se desenvolveram de
ovo a adulto, mesmo sendo conduzidos apés 30 dias atemperatura de 25°C. Isso
indica que, nessas circunstancias, 0s ovosS n&o sao capazes de retomar o
desenvolvimento e, tornam-se inviaveis.

Em contrapartida, os ovos submetidos a um periodo mais curto, em média seis
dias a 12°C, foram capazes de retomar o desenvolvimento quando fornecido um

ambiente ideal para seu desenvolvimento. Tendo em vista o fato de que as fémeas que
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deram origem aos ovos utilizados neste experimento ndo passaram por condi¢des adversas
de temperatura, umidade ou fotoperiodo, pode-se dizer que o evento de dorméncia
observado nos ovos do grupo 2 € de quiescéncia embrionaria.

Além disso, pode-se constatar que a condi¢éo que levou ao processo de dorméncia
e de retomada do desenvolvimento foi a mudanca de temperatura, visto que todos os
recipientes receberam as mesmas condi¢des relacionadas a umidade e fotoperiodo. Assim,
pode-se sugerir que a temperatura mais baixa, por um curto periodo, é capaz de induzir
a quiescéncia dos ovos competentes, que a retomada do desenvolvimento ocorre
apos a exposicado a temperatura controle e que a viabilidade dos ovos € restrita a um
curto periodo de exposicao a temperatura adversa, ja que a exposi¢cao prolongada
inviabilizou o desenvolvimento dos ovos.

Quando se trata de flebotomineos, trabalhos acerca da capacidade de
permanecer em dorméncia durante qualquer estadio do ciclo de desenvolvimento séo
escassos. Diapausa reprodutiva e embrionaria, assim como dorméncia larval e
embrionaria sdo registradas em regides com sazonalidade marcada, e sdo mais
frequentes no ultimo instar larval (READY, 2013). O trabalho de Tesh (1992) com
Phlebotomus perniciosus demonstrou que a 15°C, esses insetos apresentam
desenvolvimento lento, que cessa ao atingir o quarto instar larval, quando entra em
diapausa. Ao fornecer o aumento de temperatura nos niveis de criacdo da colbénia
(25°C), a diapausa pode ser terminada.

Phlebotomus papatasi também apresenta diapausa registrada no quarto instar
larval, assim como P. ariasi, P. perniciosus (READY ; CROSET, 1980) e Phlebotomus
occidentalis (CHANIOTIS, 1967). Para essas espécies, a diapausa foi estimulada pela
mudanca de temperatura e fotoperiodo, e o desenvolvimento apos a diapausa se
apresentou de maneira mais lenta do que o usual. Para flebotomineos tropicais, de
acordo com Ready (2013), a diapausa n&o ocorreu.

Diniz (2018) em seu trabalho relata a ocorréncia da quiescéncia em trés
géneros de mosquitos: Aedes, Anopheles e Culex. Diferente do que foi observado no
presente trabalho, Diniz (2018) traz exemplos de longos periodos de quiescéncia em
Ae. Aegypti, e Ae. (finlaya) notoscriptus, que permaneceram viaveis por mais de um
ano com taxa de eclosdo de aproximadamente 9-13%. Apesar de né&o ter sido
mensurado estatisticamente, a taxa de eclosdo observada para Lu. longipalpis neste
trabalho foi grande, visto que a maioria dos ovos eclodiu e se desenvolveu sem

atrasos. Em culicideos, o processo de quiescéncia se da quando o embrido recebe a
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influéncia de um estimulo externo, como por exemplo, a diminuicdo brusca da
umidade no meio ou variacdo na temperatura, 0s quais sinalizam condicfes
desfavoraveis no ambiente, impedindo o processo de ecloséo larvaria (DINIZ, 2018).
O processo de diapausa, por sua vez, é relatado para um nimero maior de
espécies, e ocorre em diferentes fases do ciclo de vida (DINIZ, 2018). Thomas et al.
(2012) relataram que ovos de Aedes albopictus foram expostos a um tratamento em
temperaturas de 0 a -15°C durante 1h a 24h. A temperatura minima de sobrevivéncia
tolerada pelos ovos de Ae. albopictus na Europa ap6s uma diapausa foi de -10°C para
exposicdes de longo prazo (12h e 24h). As linhagens tropicais resistiram a
temperaturas menos extremas (-2°C) e os ovos diapausados tiveram maior taxa de
sucesso na incubacéo depois do tratamento, em relacdo aos ovos néo diapausados.
Neste trabalho, as temperaturas analisadas foram compativeis com o clima do
Parana, e o tempo de exposi¢éo dos ovos ao frio foi consideravelmente maior (seis dias
em média), o que pode fornecer um prospecto do padrdo de resposta a longos prazos
de exposicdo, demonstrando maior adaptacdo do inseto ao clima local. Isso porque
as variacdes no tempo de quiescéncia dos ovos, bem como de suas taxas de ecloséo,
podem ser mecanismos que auxiliam na manutengdo da populagdo do inseto na
natureza, mesmo frente a condi¢cdes desfavoraveis (DINIZ, 2018). Os achados do
presente trabalho, dentro do contexto de expansao e mudancas na distribuicdo do

vetor e da LV sao necessarios e de extrema importancia para a epidemiologia da LV.

4.2 HISTOLOGIA

4.2.1 Anatomia e morfologia

Para outros fins, n&o utilizados neste trabalho, as glandulas das fémeas de Lu.
longipalpis, foram dissecadas para posterior analise do conteudo proteico. No
momento de disseccao foi possivel observar a anatomia geral da glandula salivar. Ela
se encontra entre a cabeca e o térax (Figura 4A) e é constituida por um par de lobos
gue se une formando um ducto salivar Unico (Figura 4B) que e, se estende até a

probdéscide.
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FIGURA 4: MORFOLOGIA GERAL DA GLANDULA SALIVAR

Legenda: Glandula salivar dissecada. A) No centro do circulo, um par de glandula integra ainda
anexada a cabecade Lu. longipalpis. B) Par de lobos unidos por um ducto soltos da regido da cabeca.
Seta: Ducto salivar. Fonte: A autora (2021).

A andlise da morfologia geral da glandula, possibilitada pela coloragdo com HE,
revelou a presenca de um par de lobos de tamanho diferentes, de formato alveolar,
localizados entre a cabeca e a parte inicial do torax (protorax). Como referéncia
principal para localizar a glandula, foram utilizados os olhos compostos do inseto, visto
gue ficam bastante evidentes depois do processo de coloragdo.. Foi possivel observar
gue o par de glandulas fica em contato direto, ou muito préximas de parte do intestino
anterior do inseto (Figura 5). Nas laminas histologicas, nao foi possivel observar o

ducto salivar.

FIGURA 5 : VISAO PANORAMICA DA GLANDULA SALIVAR DAS FEMEAS DE Lu. longipalpis

Legenda: Visdo geral do corte transversal de Lu. longipalpis. C: Cabeca; O: Olho composto; GS:
Glandula salivar; Seta: intestino. Aumento: 20x; Coloragdo: HE. Fixacdo: ALFAC.

A presenga de ductos conectando o epitélio secretor a superficie € uma

caracteristica de células exdcrinas, e auxilia na condugédo ou modificagéo da secrecdo
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liberada, segundo Ovalle (2014). A observacao da morfologia da glandula salivar por
meio da coloracdo Hematoxilina e Eosina (HE), configura respectivamente a
identificacdo de regides celulares e teciduais de carater acido e basico. Uma coloracéo
de areas basodfilas na célula corresponde a regides ricas em acidos nucleicos e,
portanto, € de se esperar a coloracao do nucleo celular e de regides citoplasméticas
ricas em reticulo endoplasmatico granular.

Foi possivel distinguir o [limen e o epitélio pelo carater baséfilo do primeiro em
relacéo ao segundo. Os lobos sédo envoltos por células contiguas e altamente coesas,
gue constituem um epitélio simples. As células desse epitélio apresentam altura
semelhante a largura, e nucleo esférico e central, caracteristicas de células cubicas
(Figura 6B’ e F’; Figura 7C) (Ovalle, 2014). Ainda, no limen glandular foi observada a
presenca projecdes de algumas células e estruturas semelhantes a vesiculas (Figura
6D), independente do tempo e tipo de alimentacdo ministrada (Figura 7). Essas

caracteristicas foram observadas tanto em insetos fixados em PFA quanto em ALFAC.

FIGURA 6: MORFOLOGIA DAS GLANDULAS SALIVARES SUBMETIDAS AO SANGUE E
ACUCAR.

40x ) ) 100x 40x ) 100x

Controle |

Sangue

Agucar

Legenda: Cortes histologicos das glandulas de fémeas de Lu. longipalpis submetidas a alimentacéo apés
24h: A e B) 4gua (controle),C e D) sangue, E e F) solugdo agucarada. *: Lumen. Setas pretas: epitélio.
D) Presenca de granulos no lumen. Setas brancas: estruturas vesiculares. Quadrado: Célula cubica
com nucleo e nucléolo visiveis. Colora¢do HE. Fonte: A autora (2021).
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FIGURA 7: PROJECOES CELULARES DO EPITELIO DAS GLANDULAS

Legenda: Vesiculas e projec@es observadas no limen. A: Sangue (48h apés alimentagdo); B: Aclcar
(48h apds alimentacdo); C: Acucar *24h apdés alimentacdo); D: Controle (24h apds alimentagdo). Seta
preta: vesiculas e proje¢8es de células epiteliais. Fixacdo em ALFAC. Coloracao: HE. Fonte: A autora
(2021).

Tanto durante a dissec¢ao, quanto durante a observagao das laminas para o
estudo da histologia percebeu-se que h& diferenca entre os lobos (Figura 8). Contudo,
essa diferenca ndo foi mensurada. Nieves e colaboradores (2010), observaram
diferencas significativas no tamanho dos lobos da glandula de Lu. ovallesi e de Lu.
migonei. Para algumas espéciesdo género Phlebotomus, vetor da LV no Velho Mundo,
lobos de tamanho heterogéneotambém foram descritos por Nacif-Pimenta et al.
(2020). A espécie Anopheles stephensi possui trés lobos, os quais apresentam clara

distingdo entre as regides e tamanho do lobo (WRIGHT, 1969).

FIGURA 8: LOBOS DA GLANDULA SALIVAR

Legenda: Viséo geral do par de lobos das glandulas salivares em objetiva de 20x. A) Inseto alimentado

com sangue;B e C) insetos alimentados com agua (controle). Coloracdo: HE. Fonte: A autora (2021).

No presente estudo, ndo se pode confirmar que as diferencas observadas entre
o lobo esquerdo e direito sejam significativas, dado que a variacdo de tamanho pode
ter relacdo com possiveis variagdes na altura e angulacdo dos cortes realizados, ou

diferencas na orientacdo dos insetos no momento de emblocar. Além disso, a
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guantidade de laminas com o posicionamento desejado foi pequena, fato que impede
analises quantitativas mais robustas. Porém, esses dados fornecem informacdes para
estudos futuros. Nacif-Pimenta e colaboradores (2020), em contraponto, descreveram
a presenca de lobos de tamanho igual para Lu. longipalpis, utilizando técnicas de
microscopia eletrénica de varredura e de transmissdo. Apesar de essas técnicas
fornecerem maior detalhamento de estruturas, apresentam custos mais elevados para
sua execucao.

A utilizagdo dos diferentes fixadores possibilitou a marcagéo de diferentes
aspectos da glandula salivar. O tipo de fixador pode afetar significativamente o
resultado do trabalho, e para histologia de rotina, fixadores a base de formalina e 4cido
fornecem excelentes resultados para morfologia (BARBOSA et al., 2015). No presente
estudo, os fixadores utilizados foram PFA e ALFAC. O numero de amostras que
permitiu uma visualizacao clara do formato das células epiteliais foi baixo, mas deve-
se salientar que a posicao do corte pode ter contribuido para esse resultado.

De acordo com Hopwood (1969), a fixacdo com etanol e acido acético resulta na
preservacao de acidos nucleicos. A adicdo de uma parte de acido acético glacial ao
volume total da solucéo fixadora evita que o etanol provoque contragao do tecido. As
vantagens da utilizacdo do ALFAC sé&o a penetracao rapida e completa do formaldeido
no tecido, possibilidade de armazenar a longo prazo e equilibrio da retracéo do tecido,
provocada pelo balanco entre etanol e acido acético. A desvantagem principal € a
toxicidade do formaldeido (PENNSTATE, 2021).

J& a utilizacdo de formaldeido no processo de fixagdo, pode levar a retracdo do
tecido em até 33% de seu volume inicial, dependendo da concentracéo utilizada (DEY,
2018). O formaldeido é capaz de inativar 80% das enzimas ribonucleases e reage
com acidos nucleicos, mais especificamente com o grupo amino dos nucleotideos. A
reacdo deste composto com as proteinas envolve a formagéo de uma ligacao cruzada
entre essas moléculas (HOPWOOD, 1969). Por isso, é considerado um bom fixador
para manutencdo da morfologia do tecido, manutencdo da estrutura secundaria e
terciaria das proteinas. (HOPWOOD, 1969; DEY, 2018).

Entre as vantagens de se utilizar o formaldeido como fixador estdo a rapida taxa
de penetracéo, a boa preservacéo da morfologia celular, o baixo custo, a estabilidade,
a facilidade de fazer a solucéo fixadora, e a efetividade da fixacdo ara coloracfes de
rotina (DEY, 2018). As desvantagens estdo no fato de apresentar fixacdo lenta,

provocar artefatos em tecidos ricamente vascularizados, e alta toxicidade para a pele
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e mucosas. Com relagdo ao uso para histoquimica, o formaldeido ndo é adequado
para marcacdo de mucopolissacarideos acidos (DEY, 2018).

As amostras fixadas em ALFAC apresentaram melhor resultado em relacdo a
fixacdo em PFA. Em uma visdo geral, os musculos e tecido conjuntivo apresentaram
mais nitidez. Foi possivel observar granulos de carater baséfilo e vesiculas no limen
da glandula, o formato e delimitacdo das células epiteliais, incluindo nucleo e nucléolo
(Figura 6F’ e 7C), em algumas amostras. Além disso, foi possivel observar a presenca
de secrecdo em glandulas cheias e em glandulas com o lumen parcialmente vazio
(Figura 9). O epitélio integro dessas glandulas, evidente nas figuras 9B’ e 9D’ sugere
gue a presenca de secrecdo em somente parte da glandula ndo seja um artefato de
técnica.

Em relacdo as observacbes de desenvolvimento e alimentacéo,
independentemente do tempo (24h e 48h), foi observado que o grupo controle
apresentou uma coloracao basdfila bastante acentuada das células do epitélio (Figura
6B’), 0 que caracteriza células em intensa atividade metabdlica. Essa parte da
glandula apresenta-se estreita no grupo experimental alimentado com sangue (Figura
6D’).

Quando observado os individuos expostos a uma dieta de acucar, 24 horas
depois ha um aparente espessamento da camada epitelial. Em um aumento maior,
observa-se que 0 nucleo torna-se nitidamente mais claro pelo aumento de
eucromatina e o nucléolo é evidente, enquanto o citoplasma continua corado
intensamente pela eosina. Essas caracteristicas morfoldgicas das células sdo uma
evidéncia tipica de células com alta atividade metabdlica na sintese de proteinas. Tais
informacdes podem ser relacionadas a um estimulo da dieta de agucar na ativagdo da
secrecdo dessas células. No entanto, curiosamente esse tipo de resposta celular ndo
€ mais observado nas glandulas apos 48 horas de exposicdo a essa dieta exclusiva
de acucar. Observa-se nitidamente que a espessura da camada de células secretoras

da glandula volta a presentar aspectos morfolégicos similares ao grupo controle.

Somente o lumen das glandulas de insetos alimentados com acgucar foram
observados completamente cheios. Os insetos alimentados com agua e sangue
apresentaram o lumen parcialmente vazio com maior frequéncia (Figura 9). Com 24
horas, os insetos submetidos aos diferentes tipos de alimentacdo apresentaram um

limen com aspecto mais granuloso (Figura 6), em relacdo aos insetos dissecados 48
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horas depois da alimentacdo. Isso pode indicar que, antes de 48h a glandula ndo
secretou quantidade suficiente de conteddo para sua distensdo completa. A maior
frequéncia de glandulas parcialmente vazias 48h ap6s a alimentacado reforca essa
possibilidade (Figura 9B’).

FIGURA 8: CONTEUDO DAS GLANDULAS SALIVARES

48h

Controle Sangue
40x 100x 40x 100x

PFA

ALFAC

Legenda:*: Glandula parcialmente cheia. Seta preta: Aglomerado de células em aparente atividade
secretora. Seta preta: granulos corados observados no limen. Seta branca: estruturas semelhantes a
vesiculas. Coloracao: HE.

Os insetos provenientes do grupo alimentado com sangue ndo apresentaram
alteracdo se comparados ao grupo controle, exceto pelo aparente estreitamento do
epitélio glandular (Figura 6D’ e 9). As células mantiveram as caracteristicas basofilas
como observado anteriormente. Em ambos os tempos, 24h e 48h, o formato das
células epiteliais permaneceu o mesmo, e ndo foram observadas diferengas na
morfologia da glandula. Vale ressaltar que, por ter sido empregada posteriormente, a
fixacdo com ALFAC veio acompanhada de maior experiéncia em lidar com o material.

A fixacdo com PFA permitiu observacdes semelhantes as obtidas com o ALFAC.

A secrecdo contida na saliva é rica em proteinas, e com as laminas obtidas foi possivel

observar a presenca de granulos basofilos (Figura 9D e 10J) no lumen da glandula.

Também foi possivel observar a presenca de vesiculas (Figura 6D e 10H), nao

coradas pela técnica utilizada. A presenca de vesiculas em glandulas salivares é
relatada para outros insetos, como os triatomineos (REIS et al., 2003).

Em uma observacdo de menor aumento, os tecidos musculares presentes no

inseto ficaram pouco nitidos com a fixacdo em PFA. Se manteve a observacédo de
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estruturas semelhantes a vesiculas, com menor frequéncia, e de granulos de carater
basdfilo (Figura 10H e 10J).

FIGURA 9: DESENVOLVIMENTO DAS GLANDULAS SALIVARES - FIXADAS EM PFA

Controle Sangue
40x 100x 40x 100x

24h

48h

72h

Legenda: Cortes histolégicos das glandulas mediante alimentacédo: A-F) &gua (controle), G-L) sangue.
Seta branca: estruturas vesiculares, mais evidentes 24 horas apo6s alimentagdo. *: porcdo ndo
preenchida no limen da glandula. Seta preta: aglomerado de células secretoras. Ponta de seta:
granulos mais evidentes. Coloragéo: HE. Fonte: A autora (2021).

As diferencas morfolégicas e histolégicas observadas em amostras fixadas em
PFA, frente as diferentes fontes de alimentacdo consistem no estreitamento epitelial
do grupo alimentado com sangue. Manteve-se a observacdo de insetos do grupo
sangue e controle com a glandula parcialmente vazia, e epitélio integro (Figura 10D e
J). Sugere-se a realizacdo de um estudo histomorfométrico para verificar se existe
diferenca na espessura do epitélio mediante diferentes alimentacgfes, visto que com o
namero de amostras obtido néo foi possivel aferir com certeza a existéncia de alguma
diferenca. De acordo com Borella et al., (2021), a alimentagdo sanguinea néo
modificou a histologia e histoquimica da glandula de triatomineos.

Com relacdo ao desenvolvimento, poucas diferencas foram observadas ao
longo do tempo. As glandulas analisadas 24h apds a alimentacdo apresentaram
epitélio com células com nucleo mais claro e presenca de estruturas semelhantes a
vesiculas (Figura 10B e 10H). As caracteristicas observadas no ndcleo dessas células

indica um ndcleo metabolicamente mais ativo, no qual a cromatina se encontra menos
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condensada para facilitar a transcricdo do DNA. A presenc¢a de granulos € mais
evidente na imagem J, no entanto foi observada em todos os grupos, independente
da alimentacao e tempo de desenvolvimento.

Na figura 10D observa-se a presenca de um aglomerado de célulascom
citoplasma e nucleo mais claros que parecem estar se desintegrando do epitélio para
o limen, o que caracterizaria secrecdo apocrina (OVALLE, 2014). Na figura 10J, o
epitélio da porcédo ndo preenchida estéa integro, reforcando a ideia de que apés 48h
de alimentacdo, a glandula ainda esta repondo ou produzindo o conteddo a ser
secretado. Com 72h,0 epitélio parece estar menos espesso em relacdo aos tempos
anteriores e o tamanho dos lobos parece maior.

De acordo com Pinto (2003), os tipos de secrecdo podem ser classificados
como merdcrina, quando ha liberacdo de produtos através da membrana celular e, a
célula permanecendo intacta; apdcrina, quando envolve perda de parte do citoplasma
apical juntamente com o material secretado; e holdcrina, quando a secrecao consiste
na liberacdo da célula inteira dentro do duto excretor ou descarga total do contetudo
da célula levando a sua completa destruigéo.

Em seu trabalho mais recente, Pinto e colaboradores (2020) explicitam a
existéncia dos trés tipos de células secretoras na glandula salivar de flebotomineos,
através do estudo da ultraestrutura deste 6rgdo. A técnica utilizada neste trabalho
possibilitou apenas a visualizacao das estruturas semelhantes a vesiculas e projecdes
celulares que caracterizam a secrecao apodcrina. Para a visualizacdo de outros
mecanismos de secrecao, é necesséria a utilizacdo de outros métodos.

Em An. gambie, a secrecdo em insetos adultos se da pela liberacdo de um
compartimento subapical para a superficie apical das células que constituem a
magquinaria de secre¢do da interface da célula com o limen. Um ducto salivar passa
ao longo de cada lobo, e se combinam para formar um ducto secundario que se une
para formacdo do ducto salivar comum. Em triatomineos do género Rhodnius, a
secrecao das glandulas é controlada pela presenca de um hilo (valvula) ou através de
diminutos poros do epitélio para o hilo (LACOMBE, 1999). Para Lu. longipalpis, ndo
foi observada, dentro da metodologia utilizada, nenhuma estrutura associada ao
controle da secrecéo.

A respeito do desenvolvimento da glandula ao longo do tempo, no presente
estudo, foi observado que com 24h, em ambos os fixadores, existe uma maior

atividade nuclear do epitélio das glandulas. Com 48h, a frequéncia de glandulas com
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limen parcialmente vazio foi maior. Nao foi observado aumento aparente no tamanho
celular conforme o desenvolvimento da glandula salivar, bem como no volume
citoplasmatico. Borella e colaboradores (2021) relatam que o aumento do tamanho da
glandula salivar nos insetos acontece sem o aumento do numero celular, e é
decorrente do aumento do volume do citoplasma (BORELLA ET AL., 2021). Para C.
pipens, no momento da emergéncia, as glandulas salivares ndo estdo completamente
desenvolvidas, e o desenvolvimento completo da glandula acontece do primeiro ao
quinto dia da vida adulta (BARROW, 1975).

Em An. gambie, insetos adultos apresentam crescimento celular uniforme, em
relacdo ao crescimento desigual das células glandulares das larvas. O citoplasma das
células secretoras varia de um tamanho minimo, que ndo se estende muito além do
nucleo, ao tamanho de 6 a 8 células tipicas (CHIU et al., 2021). Ainda para An.
gambie, é relatada a mudanca da forma das células de cubos para “cup-shaped”
durante os primeiros 4 dias, e durante a alimentacao sanguinea, o contetudo €é expelido
e resposto dentro de 24 horas. Para Lu. longipalpis, foi descrita uma variacdo no
diametro dos lobos e a espessura do epitélio de acordo com a idade e a alimentagao
do inseto (PINTO, 2003). Além disso, foi observado que a glandula sé se encontrou
completamente distendida e cheia de saliva ap6s 48h da emergéncia do inseto. Abdel-
Badej et al., (2012) descreveram um aumento do tamanho do lobo em P. papatasii e
P. langeroni conforme o envelhecimento dos insetos alimentados com sangue.

Quanto a alimentacdo administrada, pouca diferenca foi observada,
destacando-se a aparente maior atividade celular mediante alimentagdo agucarada e
0 estreitamento do epitélio com alimentacdo sanguinea. Esse resultado ndo era
esperado, visto que, conforme citado anteriormente neste trabalho, para diversos
insetos a alimentacdo se relaciona com aspectos relativos a saliva. Além disso,
pensando na espécie estudada, sabe-se que a composicao € intimamente relacionada
com a habilidade do inseto de realizar uma alimentacdo sanguinea (NACIF-PIMENTA,
2020). Ainda, segundo os resultados de Nacif-Pimenta (2020), machos de
flebotomineos apresentam concentracdo 30 vezes menor de proteina em sua saliva.

De acordo com Lacombe (1999), em triatomineos famintos, as glandulas estao
repletas de secrecdo, ocasionando a distensdo da parede celular e
consequentemente uma modificagdo morfolégica. A maioria de suas células é
binucleada, o que indica um acréscimo de massa nuclear em relacéo ao citoplasma.

Para Ae. aegypti, as diferencas relacionadas a alimentacdo sanguinea se limitam a
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presenca ou falta de material elétron-denso na parte apical do [limen, mas mudancas
no conteudo dessa area nao foram observadas (BARROW, 1975).

Ao longo do desenvolvimento das glandulas de An. gambie, observou-se a
presenca de mucinas e enriquecimento lipidico, visivel em vesiculas perto da borda
das células. A presenca de mucinas e proteinas salivares adicionais com funcdes
identificadas para a alimentacdo sanguinea foi observada em adultos. Além disso,
observou-se variacdo em tamanho e formato celular, tamanho e formato do ndcleo e
porcdo ocupada pelo citoplasma (CHIU et al., 2021). Para C. pipens, nenhuma
mudanca na aparéncia da glandula das fémeas foi observada no que diz respeito a
alimentacéo sanguinea (BARROW, 1975).

4.2.2 Histoquimica

As coloracGes adicionais, feitas somente com insetos fixados em PFA,
possibilitaram uma caracterizacdo histoquimica da glandula. Foi observada a auséncia
de mucinas acidas no lumen da glandula salivar, visto que as coloragcdes com Alcian
Blue pH 1.0 e 2.5 foram negativas (Figura 11A-C). As mucinas séo glicoproteinas que
protegem e lubrificam superficies epiteliais (OVALLE, 2014). Shem e colaboradores
(2020) trazem em seu trabalho a importancia do estudo da glicosilacdo nos
componentes da saliva dos flebotomineos, cuja natureza e o papel biolégico s&o pouco
estudados. Em insetos, assim como em humanos, as mucinas podem ser secretadas
ou associadas a membrana. Sabe-se, ainda, que as mucinas desempenham
importante papel na mediacdo da interacdo entre as células e 0 ambiente externo
(ZHAO et al., 2020; OVALLE, 2014).
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FIGURA 10: GLANDULAS SALIVARES DE Lutzomyia longipalpis CORADAS COM AB E PAS

Legenda: A e B) agua (controle), C e D) sangue. Observa-se que o limen das glandulas (*) contém
mucinas neutras. Coloracdo: Alcian Blue pH2.5 (A-C) e Periodic Acid Schiff (PAS) (B-D). Fonte: A autora
(2021).

Foram identificadas mucinas neutras com a coloracdo PAS, uma vez queessa
coloracao foi positiva nos insetos, independentemente do tempo de desenvolvimento
e alimentacédo (Figura 11B-D). Resultados semelhantes, indicando a composi¢céo da
saliva com substancias neutras, foi encontrado por Anhé e colaboradores (2021) em
triatomineos. Para Ae. aegypti, o contetdo da glandula salivar foi PAS positivo e Alcian
Blue negativo, quando os dois corantes foram conjugados (ORR et al., 1961). Isso foi
importante para a identificacdo de elaboracdo diferenciada da secre¢ao salivar na
glandula desse inseto. Além disso, as mucinas neutras e polissacarideos tem funcao
de lubrificar e facilitar o movimento do aparato bucal, de acordo com Orr e
colaboradores (1961). No presente estudo, ndo foram observadas alteracbes na
composicdo do contetdo da glandula salivar mediante as diferentes alimentacdes.

As mucinas mais estudadas em insetos sdo as intestinais, no entanto elas
também podem estar presentes nas glandulas salivares (ZHAO et al., 2020). No inseto
Nilaparvata lugens, foi identificada a presenca de uma mucina na glandula salivar
relacionada a respostas imunes em plantas (ZHAO et al., 2020) e em Drosophila
melanogaster foi encontrada uma mucina expressa tanto na glandula salivar quanto

em tecidos imunes, sugerindo uma funcéo relacionada ao sistema de defesa contra
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bactérias nesse inseto (KORAYEM et al., 2004). Os pHs utilizados no AB (1.0 e 2.5)
marcam especialmente, sulfomucinas e sialomucinas, respectivamente. Neste
trabalho, € demonstrada a auséncia ou quantidades indetectaveis dessas
substéancias por essa metodologia.

Estudos acerca da histologia da glandula salivar de flebotomineos sé&o
escassos, fato que dificulta a comparacéo dos resultados obtidos. A presenca de uma
glandula pareada, encontrada em Lu. longipalpis, parece ser comum em insetos
(PINTO, 2003). Borella e colaboradores (2021) descreveram a glandula salivar do
vetor Rhodnius prolixus, vetor de Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de
Chagas. Essa espécie apresenta um par de lobos que incluem dois I6bulos (principal
e acessorio). Em Ae. aegypti, a glandula € uma estrutura trilobada pareada (ORR et
al., 1961).

Com relacdo ao conteudo secretado, ndo foi observada distingdo entre os
lobos. Diferente da espécie estudada, em R. prolixus existe diferenca na secrec¢ao,
sendo ela destinada a dois locais diferentes: bomba salivar e trato digestivo
(BORELLA, 2021). Em Ae.aegypti também é encontrada diferenciagdo regional da
secrecao salivar das fémeas. Em Anopheles gambie, cada regido da glandula salivar
parece contribuir com diferentes moléculas (CHIU et al, 2021).

Por se tratar de uma espécie com literatura muito escassa em relacdo a
histologia da glandula salivar, grande parte do trabalho envolveu o desenvolvimento
de protocolos desde o processamento do material até a coloracdo. Sabe-se que a
utilizacdo de resinas de metacrilato (historesina) para infiltracdo do material, permite
uma analise mais detalhada das células e tecidos, além de cortes mais finos. No
entanto, pelo custo elevado deste material, optou-se pela utilizacdo do Paraplast como
resina, um material que apresenta mais restricoes. A dificuldade em lidar com as
dimensdes do inseto estudado também se fez presente em diversos momentos,
principalmente durante o processo de orientacdo e corte em microtomo. Este fato
levou a perda de parte do material, o que resultou em um N amostral menor do que o
inicialmente proposto. Contudo, pode-se perceber uma melhora na producdo do
material histolégico ao longo do trabalho, principalmente no que diz respeito a
orientagcao dos insetos.

A fixacdo com ALFAC para o material estudado resultou em observag¢des mais
detalhadas sobre a morfologia da glandula salivar, permitindo a identificacdo da

estrutura do epitélio com mais clareza. Contudo, mais aperfeicoamento é necessario.
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Ainda assim, as observacbes realizadas neste trabalho permitiram uma
caracterizacdo das células mediante diferentes alimentacbes e tempos de

desenvolvimento dentro da metodologia desenvolvida.

5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 CONCLUSOES

A avaliacdo do desenvolvimento de ovo a adulto de Lu. longipalpis sob
temperatura de 12°C revelou quiescéncia embrionaria pelo periodo de até
aproximadamente 6 dias. Ao analisar os resultados obtidos no presente trabalho, sdo
vélidas algumas considera¢fes importantes. A avaliacdo da quiescéncia dos ovos em
resposta a queda de temperatura é um achado inédito para o vetor L. longipalpis. E
importante considerar que os insetos analisados pertencem a uma linhagem de
laboratorio estabelecida ao longo de varias geracdes, o que pode influenciar na
resposta a temperatura. Ainda assim, o desenvolvimento dos ovos evidenciou que
essa espécie é competente para o processo de quiescéncia e que isso ndo afeta de
maneira drastica o desenvolvimento do ciclo de vida da espécie. Considerando o
cenario de mudancas climaticas, que culminam em condi¢cdes ambientais extremas, é
essencial aprofundar estudos acerca da resisténcia térmica deste importante vetor e
considerar a possibilidade de mudangcas na distribuicAo dessa espécie e,
consequentemente, da epidemiologia da LV.

) A morfologia da glandula salivar das fémeas de Lu. longipalpis consiste em dois
lobos de formato alveolar, unidos por um ducto salivar, envoltos por epitélio simples
cubico, com lumen basdfilo. A exposicdo a dieta de sangue provocou o estreitamento
do epitélio da glandula, enquanto a exposicdo a agua e solugcdo agucarada esta
associada a maior atividade celular no epitélio. Em especial, a alimentac&o acucarada
parece promover maior atividade de secrecdo das células da glandula. Com relacdo
ao desenvolvimento, as glandulas dissecadas 24h ap6s a alimentacdo estdo
associadas a maior atividade, enquanto as dissecadas 48h apods a alimentagéo
apresentam atividade menos intensa. Mudangas de formato celular, aumento do

tamanho dos lobos e alteracbes em seu formato ndo foram observadas. As amostras
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dissecadas 72h apoés a alimentacdo representam um namero muito baixo para inferir
gualquer alteracéo.

1)) Os aspectos histoquimicos do contetdo da glandula salivar das fémeas de Lu.
longipalpis ndo sofreram alteragdo mediante a exposicdo a diferentes fontes
alimentares, bem como a dissec¢do em diferentes tempos apds a alimentacdo. As
analises histoguimicas revelam a presenca de um contetdo rico em mucinas neutras

(PAS positivo) e com auséncia de mucinas acidas (AB pH 1.0 e pH 2.5).

5.2 PERSPECTIVAS

Considerando a importancia da descoberta de de quiescenciaem Lu.
longipalpis sugere-se o estudo também da ocorréncia do fendmeno da diapausa, em
gualquer um dos estagios de desenvolvimento do inseto. Assim, como repeticdo dos
bioensaios com a UR mais controlada. A respeito da histologia, recomenda-se a
repeticdo das analises utilizando a historesina para infiltrar e emblocar o material.
Incluir insetos machos nas analises também € interessante, considerando que
inexistem trabalhos sobre a morfologia destes, e sobre possiveis dimorfismos. Além
disso, a repeticdo com maior nimero de amostras é recomendada para que se possa
inferir com mais certeza as modificacGes existentes ao longo do desenvolvimento da
glandula salivar. Ainda, para compreender as mudangas com mais detalhes e maior
robustez, seria interessante utilizar técnicas de microscopia eletrénica de transmisséo
e varredura, além de microscopia confocal para marcacdo de compostos especificos.
No campo da microscopia de luz, sugere-se a coloragdo com compostos que

identifiguem diferentes elementos da composicéo e do epitélio da glandula salivar.
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