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Lettura tenuta durante la Tavola Rotonda: “I Culicidi vettori di infezioni di interesse medico-veterinario: dalla bio-
logia molecolare allo sviluppo di metodologie di controllo”. Seduta pubblica dell’ Accademia, Firenze 10 novembre
2023.

Culicidae as vectors of infections of veterinary-medical interest: from molecular biology to the

development of control methodologies

I Culicidi sono ditteri ematofagi che possono fungere da vettori per molti agenti patogeni, specifici per I’uomo,
o di carattere zoonotico. Le virosi trasmesse da questi artropodi, come la febbre dengue e la febbre del Nilo occi-
dentale, insieme ad altre arbovirosi, costituiscono un importante problema di sanita pubblica. La globalizzazione,
il cambiamento climatico e la frammentazione degli habitat stanno influenzando la distribuzione e I’abbondanza di
zanzare vettrici, aumentando il rischio di trasmissione di arbovirosi. Per affrontare la crescente minaccia, ¢ essen-
ziale agire tramite un sistema di sorveglianza coordinato a livello internazionale, che possa guidare I’implementa-

zione delle strategie di controllo dei vettori.

Key Worbps: mosquitoes, arbovirosis, globalization, global warming, control methods

CuLicIpl

I Culicidi, pit comunemente noti come zanzare, sono
insetti appartenenti all’ordine dei Ditteri. Nel mondo
sono conosciute piu di 3500 specie, raggruppate in tre
sottofamiglie: Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitina
(SEVERINI ef al., 2009). Le zanzare sono insetti olometa-
boli, ovvero a metamorfosi completa, e il loro ciclo vitale
¢ composto da quattro stadi: uovo, larva, pupa e adulto,
di cui i primi tre sono acquatici. La loro ecologia ¢ quindi
strettamente connessa alla presenza di raccolte d’acqua
non corrente/stagnante e ad aree con clima caldo-umido
che favoriscono il ciclo di sviluppo e la sopravvivenza
degli adulti (Rowmt ef al., 2012). Gli adulti sono artropodi
esili e affusolati la cui lunghezza ¢ nell’ordine del centi-
metro, che si caratterizzano per il loro apparato buccale
pungente succhiante, sottoforma di lunga proboscide,
formata da labbro superiore, mandibole, mascelle e ipo-
faringe. I maschi utilizzano la proboscide per nutrirsi di
sostanze zuccherine di origine vegetale, presentando in-
fatti mandibole e mascelle ridotte o assenti. Le femmine
ematofaghe, invece, effettuano il pasto di sangue su ospiti
vertebrati per la produzione e la maturazione delle uova
(SEVERINI et al., 2022). Gli ospiti vengono individuati per
via chemiotropica, soprattutto grazie alle emissioni di
anidride carbonica, o alla temperatura corporea (DutToO,
2008). L’apparato buccale ¢ poi utilizzato per effettuare
la puntura, raggiungendo un vaso sanguigno da cui viene
prelevato il sangue (SEVERINI et al., 2022). I ritmi circa-
diani dei Culicidi sono caratterizzati da uno o due picchi
di attivita, nelle ore notturne per alcune specie di interes-
se per I’uomo, alternati a fasi di riposo. Le zanzare sono
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tra gli insetti di maggior interesse medico-veterinario in
quanto potenziali vettori di agenti eziologici come arbo-
virus, plasmodi e filarie (VERDONSCHOT € BESsE-LoTOT-
SKAYA, 2014). In Italia vengono segnalate poco piu di 60
specie, cosi ripartite nei diversi generi: Anopheles, 15;
Aedes, 28; Coquillettidia, 2; Culex, 12; Culiseta 6, Or-
thopodomyia, 1; Uranotaenia, 1 (SEVERINI et al., 2022).

Z0OONOSI: LE ARBOVIROSI

Come definito nel 1951 dall’Organizzazione Mon-
diale della Sanita (OMS), le zoonosi sono malattie e in-
fezioni trasmesse tra vertebrati animali ¢ umani (WHO,
1951). Le malattie zoonotiche possono essere trasmesse
agli umani tramite un contatto diretto con un ospite ver-
tebrato infetto o indirettamente tramite vettori biologici
o meccanici (BHATT et al., 2013; CHoMEL, 2009; GUBLER,
2007). Le malattie trasmesse da vettori costituiscono un
importante problema di sanita pubblica: ’OMS stima
che ogni anno siano responsabili di oltre un miliardo di
infezioni nell’uomo, con un milione di morti, rappre-
sentando circa il 17% dei casi totali di malattie infettive
(WHO, 2023a). In particolare, fra le malattie trasmesse
da vettori, degne di rilevanza sono le arbovirosi o arthro-
pod-borne viral diseases, ossia infezioni virali trasmesse
da artropodi, come zanzare, zecche e flebotomi, in cui la
modalita di trasmissione avviene tramite la puntura da
parte dell’artropode infetto verso un ospite vertebrato
non infetto. Il ciclo di vita di questi virus a trasmissione
vettoriale implica la sopravvivenza e la trasmissione tra
due ospiti distinti (Wu et al., 2019). Gli arbovirus com-
prendono oltre 250 specie, a distribuzione ubiquitaria, di



questi si stima che oltre 100 virus identificati siano in
grado di causare malattia nell’'uomo (MINISTERO DELLA
SALUTE, 2019). Il termine “arbovirus” ¢ in realta descrit-
tivo e non indica alcuna specie, genere o famiglia. La
maggior parte di questi agenti infettivi appartengono a
diverse famiglie e generi, tra i quali Togaviridae (4/pha-
virus), Flaviridae (Flavivirus) e Bunyaviridae (Bunyavi-
rus € Phlebovirus) (ICTV, 2024). Ogni anno, centinaia di
milioni di casi d’infezione virale nell’uomo sono causati
da virus trasmessi da zanzare (WHO, 2023a). Due spe-
cie, Aedes aegypti ¢ Aedes albopictus, sono responsabili
della trasmissione all’uomo di piu del 5% delle malattie
infettive trasmesse da zanzare (Fig. 1). Queste due specie
sono vettori di oltre 22 arbovirus di importanza globale
per la salute pubblica, tra cui i virus responsabili di ma-
lattie come dengue, chikungunya, zika, encefalite giap-
ponese, febbre della Rift Valley, febbre gialla e febbre
West Nile (MEpLOCK et al., 2015; SCHAFFNER, MEDLOCK,
BorTEL, 2013).

Fig. 1 - Fotografia in microscopia digitale di esemplare
femmina di Aedes albopictus (foto 1. Arnoldi)

ARBOVIROSI IN ITALIA: DENGUE E WEST NILE

In Italia, le arbovirosi possono essere sia di origine
autoctona, fra cui si annovera la febbre da West Nile vi-
rus (WNV), Iinfezione da virus usutu (USUV), I’infe-
zione da virus Toscana (TOSV) e I’encefalite virale da
zecche (TBEV); sia arbovirosi di importazione, come
le infezioni causate dai virus chikungunya (CHIKV),
dengue (DV) e zika (ZV). Lungo il territorio italiano gli
artropodi vettori di arbovirosi sono rappresentati, tra gli
aracnidi, da alcune “zecche dure” (famiglia Ixodidae)
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e, tra gli insetti, da alcune specie di flebotomi (famiglia
Psychodidae) e zanzare (famiglia Culicidae). Per quanto
riguarda questi ultimi, la zanzara Culex pipiens, ubiqui-
taria in Italia e particolarmente presente durante il pe-
riodo estivo, ¢ il principale vettore di WNV e USUV. La
specie A. albopictus, conosciuta come “zanzara tigre” e
introdotta in Italia nel 1990 dal Sud-Est asiatico, € vetto-
re competente di DV e di CHIKV. Altre specie invasive
e potenziali vettori di arbovirus, come Aedes koreicus e
Aedes japonicus, sono state solo ultimamente introdotte
in alcune aree del nostro paese (ISS, 2022a; MINISTERO
DELLA SALUTE, 2019).

West Nile Virus - [l WNV ¢ un virus a RNA della fa-
miglia Flaviviridae isolato per la prima volta nel 1937 in
Uganda nel distretto West Nile (SMITHBURN ef al., 1940).
In Europa ¢ stato segnalato a partire dal 1958 e tra i virus
del genere Flavivirus ¢ il piu diffuso al mondo e presente
in tutti i continenti. Gli uccelli selvatici, come le specie
presenti in Italia Pica pica, Corvus corone cornix, Gar-
rulus glandarius, rappresentano il principale serbatoio
del virus. Tuttavia, in alcuni casi il virus puo raggiun-
gere accidentalmente altri ospiti, come cavallo, roditori,
gatti ¢ uomo. E trasmesso principalmente attraverso la
puntura di zanzare ornitofile infette (piu frequentemente
del genere Culex), le quali acquisiscono il virus da uc-
celli infetti (McLEAN ef al., 2001; ISS, 2023). La febbre
West Nile si sviluppa in modo asintomatico nella mag-
gior parte dei casi. Tuttavia, nelle categorie a rischio,
come persone anziane, individui con disturbi immunitari
e coloro che soffrono di patologie croniche come tumo-
ri, diabete, ipertensione, patologie renali o che sono stati
sottoposti a trapianto, I’infezione da WNV pud manife-
starsi con sintomi neurologici, talvolta letali (Rossi, Ross
e Evans, 2010; ISS, 2022b). In Italia il primo focolaio
di febbre West Nile risale all’estate del 1998 (AuToriNo
et al., 2002) con il riscontro di alcuni casi clinicamente
accertati in cavalli presenti nell’area circostante la zona
di Padule di Fucecchio, in Toscana. L’infezione ¢ stata
da allora segnalata ogni anno nell’uomo, negli animali e
nei vettori, coinvolgendo anche nuovi territori dell’Italia
settentrionale e centro-meridionale (DELBUE et al., 2014).
Complessivamente, dal 2008 sono 14 le Regioni italiane
(Emilia-Romagna, Veneto, Lombardia, Sardegna, Sici-
lia, Friuli-Venezia Giulia, Piemonte, Molise, Toscana,
Basilicata, Lazio, Puglia, Calabria, Liguria) in cui ¢ sta-
ta rilevata la circolazione di WNV. Nel 2023, dall’inizio
di maggio i casi di infezione da WNYV segnalati in Italia
sono stati 332 nell’uomo, di questi, 190 si sono mani-
festati nella forma neuro-invasiva, 71 casi asintomatici
identificati in donatori di sangue ¢ 1 caso asintomatico
in Lombardia. Tra i casi confermati, sono stati notificati
27 decessi (6 Piemonte, 11 Lombardia, 1 Friuli-Venezia
Giulia, 9 Emilia- Romagna) (ISS, 2023)

Dengue - 11 virus responsabile della dengue € un virus
a RNA della famiglia Flaviviridae, genere Flavivirus. La
malattia virale dengue ¢ causata da quattro differenti siero-
tipi (DEN-1, DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-4) ed ¢ trasmessa agli



esseri umani dalle punture di zanzare infette del genere
Aedes. Nell’emisfero occidentale il vettore principale ¢ la
zanzara A. aegypti, anche se si sono registrati casi trasmes-
si da A. albopictus. 11 virus circola nel sangue della per-
sona infetta per 2-7 giorni e in questo periodo la zanzara
puo prelevarlo e trasmetterlo ad altri individui. Non si ha
contagio diretto tra esseri umani, anche se I’'uomo ¢ il prin-
cipale ospite del virus (MINISTERO DELLA SALUTE, 2019).
Secondo I’OMS circa meta della popolazione mondiale ¢
oggi a rischio d’infezione da virus dengue, con una stima
di 100-400 milioni di infezioni all’anno (WHO, 2023b). 4.
albopictus ¢ ritenuta il vettore potenzialmente principale
per questa tipologia di arbovirosi. La prima segnalazione
della presenza di questa zanzara in Italia risale al 1990.
Attualmente ¢ presente stabilmente in tutto il Paese, dalle
pianure fino a quote collinari, soprattutto nei centri abi-
tati, dove stagionalmente puo raggiungere densita molto
elevate. La dengue ¢ particolarmente diffusa, durante e
dopo la stagione delle piogge, in molte zone tropicali e
subtropicali (Sud-Est Asiatico, Africa, Cina, India, Me-
dio Oriente, America latina e centrale, Australia e diverse
zone del Pacifico). Tuttavia, negli ultimi anni si ¢ registrata
un’espansione di febbre dengue anche verso i paesi dell’e-
misfero nord, in particolare in Europa, in associazione con
I’incremento di spostamenti di merci e persone. Sebbene
nella maggior parte dei casi I’infezione si presenti in for-
ma asintomatica oppure come malattia febbrile, sono state
descritte anche forme gravi, talora con esito fatale (RucHE
et al. 2010; MINISTERO DELLA SALUTE, 2023). Il sistema di
sorveglianza nazionale ha registrato dall’1 gennaio al 4 di-
cembre 2023, 362 casi confermati di dengue, tra cui 280
casi importati e 82 casi autoctoni. Questi ultimi casi sono
riferiti a quattro episodi di trasmissione non collegati tra
loro in provincia di Lodi (41 casi confermati), in provincia
di Latina (2 casi) e in provincia di Roma (38 casi con espo-
sizioni in diverse parti della citta metropolitana di Roma
e 1 caso ad Anzio). Distintivi sono i casi considerati “au-
toctoni” emersi a Castiglione d’Adda in provincia di Lodi
(Cassaniti et al., 2023; ISS, 2024 ).

LA GLOBALIZZAZIONE

Nell’ultimo secolo, il fenomeno della globalizzazio-
ne, 1 viaggi, il commercio, I’urbanizzazione ¢ i cambia-
menti climatici stanno avendo un impatto significativo
sulla diffusione di malattie virali. Sono diversi i fattori
legati a questi processi che contribuiscono tutt’oggi alla
diffusione dei vettori e dei patogeni trasmessi. Alcune
patologie, come la febbre dengue, la chikungunya e la
febbre West Nile, stanno emergendo in paesi in cui erano
precedentemente sconosciute (GEZAIRY, 2003).

1 viaggi e il commercio internazionale

Nel corso della storia, I’apertura delle rotte di viaggio
e commerciali ¢ stata accompagnata dalla diffusione di
malattie infettive, dalla ben nota morte nera diffusasi dal
Sud-Est asiatico in Europa nel XIV secolo, passando alle
pandemie di colera nel XIX e XX secolo, originatesi nel
subcontinente indiano. Attualmente, gli oltre 700 milioni
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di viaggiatori che si spostano ogni anno sul nostro piane-
ta hanno un rischio significativo di infettarsi e diventare
veicolo di infezione, trasferendo agenti infettivi tra Paesi
geograficamente distanti ma ormai temporalmente vicini
(GEzAIRY, 2003). Oltre a cio, le principali vie di diffu-
sione dei vettori e delle relative malattie vettoriali virali
emergenti sono anche da ritrovare nel trasporto acciden-
tale degli stessi vettori tramite merci, come il commercio
di copertoni usati (le zanzare depongono infatti le uova
appena sopra il pelo dell’acqua ristagnante nelle gomme)
e anche tramite le piante ornamentali che vengono tra-
sportate in acqua, tra cui arbusti come il “lucky bamboo”
(IBANEZ-JusTICiA ef al., 2020; REITER P. 1998).

Cambiamento climatico

Si stima che le attivita umane abbiano portato all’au-
mento della temperatura superficiale media globale di
circa 1°C rispetto ai livelli preindustriali ed ¢ probabile
che si raggiunga un aumento di 1,5°C tra il 2030 e i1 2052
(IPCC, 2018). 11 riscaldamento globale gioca un ruolo
fondamentale nella diffusione delle zanzare. La tempera-
tura ¢ un fattore che influenza moltissimo la progressione
delle generazioni e la dimensione della popolazione di
questi vettori. All’aumentare della temperatura, infatti,
subiscono un’accelerazione non solo la riproduzione e il
ciclo vitale, ma anche la frequenza dei pasti di sangue,
con conseguente aumento della possibilita di trasmis-
sione di agenti patogeni (BECKER, 2008). Inoltre, i cam-
biamenti delle temperature sono spesso accompagnati
da mutamenti a livello di precipitazioni e umidita, altri
importanti aspetti nella dinamica delle popolazioni delle
zanzare. Sia in caso di siccita che di inondazioni questi
vettori andranno incontro a un aumento di abbondanza e
a una maggiore diffusione (KHEzzANI et al., 2023). SIN-
GH ¢ PuroHIT, nel 2014, hanno stimato uno spostamen-
to latitudinale di circa 200 km per ogni grado Celsius di
aumento della temperatura globale. II riscaldamento cli-
matico puo ripercuotersi anche sul patogeno che puo po-
tenzialmente essere trasmesso dalla zanzara, aumentan-
done la velocita di moltiplicazione o riducendone i tempi
di incubazione (KHEzzaNI ef al., 2023). Infine, anche la
popolazione ospite (i.e. uomo) puo risentire degli effetti
di questo aumento di temperatura andando incontro a un
aumento della percentuale di persone che scendono al di
sotto delle soglie immunitarie critiche che proteggono da
infezioni e malattie (SWAMINATHAN ef al., 2014).

Frammentazione degli habitat

Tra le cause del cambiamento climatico ¢ annoverato
il mutamento nell’uso del territorio, che a sua volta vie-
ne intensificato dal riscaldamento globale stesso. Questo
circolo vizioso si riflette ulteriormente sull’idoneita am-
bientale per lo sviluppo dei vettori e dei patogeni. Inol-
tre, I’urbanizzazione e la frammentazione degli habitat
creano non solo nuove aree disponibili alla crescita e allo
sviluppo di popolazioni di zanzare, ma aumentano anche
le opportunita di incontro tra vettori e ospiti (KHEzzANI et
al., 2023). In uno studio del 2019, Gao e colleghi ripor-
tano che dal punto di vista biologico, la frammentazione



e I’irregolarita dell’habitat promuovono 1’insorgenza di
malattie e ne intensificano la persistenza. Una distribu-
zione proporzionale tra esseri umani e zanzare sembra
ridurre al minimo il rischio di infezione.
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Drosophila, a toolkit for biomedicine and biotechnology

Glioblastoma (GBM), a highly aggressive and incurable tumor, often stems from constitutive activation of the
epidermal growth factor receptor (EGFR) and phosphoinositide 3-kinase (PI3K). To understand the role of autoph-
agy in glioma pathogenesis in vivo, we utilized an established Drosophila melanogaster model of glioma based on
overexpression in larval glial cells of an active human EGFR and the PI3K homolog Pi3K92E/Dp110. Such glia
exhibits hyperplastic cell growth and high cellular levels of a key component of the lysosomal-autophagic com-
partment, ref(2)P (refractory to Sigma P), the Drosophila homolog of SQSTM1/p62. However, autophagic cargo
degradation appears inhibited. Surprisingly, depletion via RNA interference of vacuolar H+-ATPase (V-ATPase)
subunits, of Pdk1, or of the TORC1 complex component raptor prevents overgrowth and normalizes ref(2)P levels.
Additionally, depletion of the V-ATPase subunit VhaPPA1-1 reduces AKT and mTOR-dependent signaling and
restores autophagic degradation. Consistent with fly experiments, patient neurospheres with high expression of the
V-ATPase G1 subunit show autophagy inhibition. Overall, our data suggest that autophagy is suppressed during
glioma tumorigenesis due to excessive anabolic oncogenic signaling and that V-ATPase and mTORC1 components

acting on lysosomes could represent therapeutic targets against GBM.

Key Worbs: Drosophila melanogaster, genetica, metabolismo dei nutrienti, glioma

INTRODUZIONE

Drosophila melanogaster, comunemente nota come
moscerino della frutta, ¢ un organismo modello cruciale
nella ricerca biomedica. La sua breve durata di vita, facile
manipolazione genetica, e la condivisione di molti proces-
si biologici con i mammiferi ne fanno un sistema speri-
mentale altamente pratico e rilevante per la salute umana.

Drosophila ¢ stata fondamentale nella comprensione
di processi biologici determinanti come lo sviluppo em-
brionale o del sistema nervoso. Inoltre, il moscerino della
frutta ¢ ampiamente utilizzato per lo studio delle malattie
rare o neurodegenerative, come la malattia di Alzheimer
e il morbo di Parkinson. I modelli di Drosophila possono
riprodurre fedelmente molte caratteristiche delle malattie
umane, fornendo cosi insight preziosi per lo sviluppo di
terapie e farmaci.

Drosophila ha assunto un ruolo centrale anche nella
modellizzazione genetica dei tumori, offrendo un siste-
ma sperimentale efficiente per comprendere i meccani-
smi molecolari coinvolti nella carcinogenesi. I modelli
di Drosophila sono stati particolarmente utili nello studio
dei geni coinvolti nella formazione dei tumori, nella re-
golazione della crescita cellulare e perfino nella metasta-
si. Cio ha indubbiamente accelerato la comprensione dei
processi regolati da potenziali oncogeni e soppressori tu-
morali e ha contribuito a identificare vie di segnalazione
cruciali coinvolte nella progressione tumorale.

Molti degli studi in Drosophila si sono avvalsi di ap-
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procci di genetica diretta, nei quali tramite mutagenesi
vengono isolati mutanti in geni che controllano i processi
biologici oggetto dell’osservazione. Tali approcci han-
no portato alla comprensione del funzionamento di geni
come il proto oncogene Notch, che sono mutati in diversi
tumori e malattie genetiche rare. Alti esempi includo-
no i geni soppressori tumorali che costituiscono la via
di segnalazione di Hippo che limita la crescita di tessu-
ti e organi. Approcci di genetica inversa invece tendono
inattivare o sovraesprimere geni frequentemente mutati
nelle malattie umane. Tale ricreazione della genetica dei
pazienti rende il sistema un valido avatar per esplorare i
processi patogenici in vivo.

I gliomi sono un gruppo di tumori cerebrali rari con
prognosi e decorso variabile. Tra i gliomi, il glioblasto-
ma (GBM) ha esiti particolarmente infausti e limitatissime
opzioni terapeutiche. Un modello di sviluppo dei gliomi in
Drosophila ¢ stato descritto da READ ef al 2013. Tale mo-
dello prevede la co-espressione ectopica nelle cellule gliali
della larva di una forma oncogenica del recettore del fatto-
re di crescita epidermico (EGFR) umano ¢ della fosfoino-
sitide 3-chinasi (PI3K). L’espressione ectopica ¢ regolata
da RepoGal4, un attivatore trascrizionale esclusivamente
espresso nelle cellule gliali, che vengono marcate anche
dall’espressione di GFP regolata dallo stesso elemento.
In animali coesprimenti EGFR e PI3K ¢ stato osservato
lo sviluppo massiccio di tessuto GFP positivo che rappre-
senta I’eccesso di crescita cellulare. Tale crescita eccessiva
mima il processo di gliomagenesi e porta alla formazione



di larve dotate di complessi cefalici molto ingrossati che
soccombono prima di trasformarsi in pupe.

Nonostante le segnalazioni di EGFR e PI3K funzioni-
no a monte di sistemi che regolano i sistemi di nutrimento
delle cellule, come i gliomi regolino 1’utilizzo di nutrienti
per la loro crescita non ¢ del tutto noto. In particolare, non
¢ chiaro il ruolo dell’autofagia, il processo cellulare cata-
bolico che ricicla porzioni del citoplasma, veicolandone i
componenti al lisosoma, dove, grazie alla degradazione, la
cellula recupera nutrimenti per nuovi processi anabolici.

In uno studio recente (Formica et al., 2021), abbiamo
utilizzato Drosophila melanogaster come modello in
vivo per definire il ruolo dell’autofagia durante la glioma-
genesi. | nostri dati indicano che 1’autofagia ¢ repressa
sia nell’animale che nelle neurosfere derivate da pazienti
GBM e che i componenti della via AKT-mTOR, cosi
come il complesso della H + -ATPasi di tipo vacuolare
(V-ATPasi) sono probabilmente fattori limitanti per la
crescita e I’inibizione dell’autofagia.

LA CRESCITA DEL GLIOMA DIPENDE
DALLA SEGNALAZIONE AL LISOSOMA

Per determinare se la via di segnalazione di TORCI,
operante al lisosoma, ¢ richiesta per la gliomagenesi in
Drosophila abbiamo depletato nelle cellule gliali sovrae-
sprimenti EGFR e PI3K il gene raptor che codifica per
un componente necessario per la funzionalita di TORCI.
Abbiamo anche depletato Pdk! che codifica per un tra-
sduttore che opera a valle di EGFR e PI3K, ma a monte di
AKT, una kinasi che a sua volta attiva TORC1. Entrambe
le deplezioni in condizioni di controllo non impattano lo
sviluppo delle larve, indicando che la deplezione riduce
solo parzialmente 1’espressione genica. In contrasto a cio,
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1 e VhaPPAI-1, tre geni che codificano per componenti
della V-ATPasi, riduce la gliomagenesi in vivo senza che
le stesse deplezioni blocchino la crescita delle cellule glia-
li in animali di controllo. In aggiunta a cio, troviamo che
laddove I’attivazione di AKT ¢ fortemente aumentata nei
complessi cefalici di larve sovraesprimenti EGFR e PI3K,
questa ¢ parzialmente ridotta dalla deplezione di VhaP-
PAI-1. Questi dati suggeriscono che la crescita eccessiva
delle cellule gliali in condizioni genetiche che mimano la
gliomagenesi dipende da una forte attivazione lisosomale
di AKT, mTOR e V-ATPase in senso anabolico. Tali fattori
appaiono particolarmente limitanti perche la loro riduzio-
ne a livelli che non impattano cellule gliali normali, ne li-
mitano la crescita in condizioni di gliomagenesi.

L’ AUTOFAGIA E BLOCCATA NELLE CELLULE CHE SVILUPPANO
IL GLIOMA E PUO ESSERE RIATTIVATA RIDUCENDO
L’ESPRESSIONE DI GENI DELLA V-ATPaAsI

Per comprendere il ruolo dell’autofagia nella glio-
magenesi abbiamo valutato la quantita di foci cellulari di
ref(2)P (refrattario a Sigma P), ’omologo in Drosophila
di SQSTM1/p62. I foci di ref(2)P rappresentano i compo-
nenti cellulari che verranno degradati dalla via autofagi-
ca-lisosomale. L’analisi a immunofluorescenza delle cel-
lule gliali GFP positive dei complessi cefalici delle larve
di Drosophila ha mostrato che le cellule sovraesprimenti
EGFR e PI3K contengono molta accumulazione di ref(2)
P. Anche in condizioni di alto flusso autofagico, se la de-
gradazione lisosomale funziona correttamente ¢ impro-
babile che ref(2)P si accumuli. Quindi ¢ possibile che in
condizioni di segnalazione in senso fortemente anabolico,
le cellule del glioma inattivino la via autofagica. Cio in re-
alta ¢ atteso perché in condizioni normali la via anabolica
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Fig. 1 - Un modello di alterazione metabolica dei nutrienti cellulari durante la gliomagenesi in vivo in Drosophila

melanogaster.

a seguito della coespressione di EGFR e PI3K e in condi-
zioni di deplezione di raptor o di Pdkl, osserviamo che la
crescita eccessiva dei complessi cefalici larvali viene quasi
interamente recuperata, portando alla formazione di pupe
che riescono a completare la metamorfosi. In modo simile,
abbiamo osservato che la deplezione di Vhal4-1, Vhal6-

di mTOR e quella autofagica sono alternative (SETTEMBRE
et al., 2012). Sorprendentemente le cellule sovraesprimen-
ti EGFR e PI3K in cui VhaPPAlI-1 ¢ stato depletato non
mostrano perd ’accumulo di ref(2)P come nel caso delle
cellule gliali di controllo. In un esperimento di microscopia
elettronica su neurosfere in coltura derivate da cellule di



pazienti affetti da GBM, abbiamo anche osservato che in
sfere con alti livelli di espressione della subunita G1 della
V-ATPasi, il flusso autofagico ¢ bloccato mentre in neuros-
fere che esprimo poca V-ATPasi Gl il flusso autofagico ¢
presente. In una serie di studi precedenti abbiamo descritto
i due tipi di neurosfere e dimostrato che quelle alto-espri-
menti derivano da pazienti affetti da GBM con un decorso
piu infausto di pazienti con bassi livelli di V-ATPasi G1
(D1 CrisToFoRrI ef al., 2015; TErrASI et al., 2019; BERTOLINI
et al., 2019). Queste evidenze sperimentali suggeriscono
che nei gliomi la via autofagica sia bloccata dalla segna-
lazione anabolica e che la riduzione dell’anabolismo con-
trollato dalla V-ATPasi riattivi la via catabolica lisosomale.

CONCLUSIONI

Questo studio ci ha permesso di elaborare un modello
per la funzione lisosomale e della V-ATPasi nello svi-
luppo gliomi larvali in Drosophila (Fig. 1). L’equilibrio
fisiologico tra i processi anabolici e catabolici che gover-
nano la normale crescita cellulare (physiologic growth)
viene fortemente compromesso nei gliomi a causa della
segnalazione oncogenica di EGFR e PI3K che portano
a una forte attivazione di AKT e dei processi anabolici
associati a mTOR e al lisosoma. In queste condizioni,
durante la gliomagenesi, la crescita ¢ favorita mentre il
catabolismo, che potrebbe agire come soppressore tumo-
rale, ¢ inibito (fumor growth). La deplezione di VhaP-
PAI-1, Pdkl o raptor ripristina I’equilibrio che controlla
il metabolismo dei nutrienti, riattivando 1’autofagia e di-
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minuendo la crescita del tumore (limited growth). Tali os-
servazioni, se confermate nei pazienti GBM potrebbero
portare all’uso di farmaci che blocchino mTOR e/o che
attivino la via autofagica.
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Investigating the invasive success of Aedes albopictus

Understanding phenotypic traits, their intraspecific variation, and their genetic basis are a major goal of evo-
lutionary studies. For invasive species of public health significance, such as the arboviral vector Aedes albopictus,
these studies are essential to understand the potential for expansion, to implement new vector control strategies,
such as those based on mass production of genetically or biologically manipulated mosquitoes, and to design math-
ematical models of mosquito populations or control programs.

Key Worbps: invasion, arboviral vectors, Aedes

INTRODUZIONE ALLA TEMATICA

La comprensione dei tratti fenotipici, della loro varia-
zione intraspecifica e della loro base genetica sono trai i
principali obiettivi degli studi evolutivi, tradizionalmente
perseguiti utilizzando organismi modello come Dro-
sophila melanogaster (STERN and OrRG0OGOz0, 2008; Fon-
SECA et al., 2013). La fitness di Dr. melanogaster ¢ ben
compresa e, in diversi casi, sono state identificate le basi
genetiche della variazione fenotipica dei tratti di fitness
(PooL e Aquabro, 2007). Negli organismi non modello,
questo tipo di studi € limitato (SHAPIRO ef al., 2017). La
zanzara tigre asiatica Aedes albopictus ¢ un esempio di
organismo per il quale la comprensione della variazione

origine. Negli ultimi 40-50 anni, questa specie ha conqui-
stato tutti i continenti, a parte 1’Antartide, dal Sud-Est
asiatico e dalle vecchie isole colonizzate dell’Oceano In-
diano e del Pacifico (Bonizzoni et al., 2013). Questa rapi-
da diffusione ¢ stata sostenuta dalla propensione delle
zanzare Ae. albopictus a riprodursi in contenitori costru-
iti dall’uomo e dalla capacita di svernare attraverso la
diapausa fotoperiodica (ARMBRUSTER, 2016). Le popola-
zioni di Ae. albopictus differiscono per la loro capacita di
diapausa e la comprensione delle basi molecolari di que-
sto fenotipo dovrebbe aiutare a sfidare le potenzialita di
adattamento delle zanzare a nuovi ambienti (ARMBRU-
STER, 2016). Oltre a una prospettiva ecologica, lo studio
dei tratti di fitness di Ae. albopictus ¢ rilevante anche
perché questa specie € un vettore di numerosi

arbovirus, tra cui i virus dengue, zika e chikun-
gunya. L’incidenza e I’impatto sulla salute uma-
na di questi virus trasmessi da artropodi (arbo-
virus) sono aumentati negli ultimi 30 anni,

Fitfricis traits

‘Wariability e Geratic baniu

soprattutto in seguito alla dispersione dei loro
vettori (BENELLI ¢ MEHLHORN, 2016). Ad esem-
pio, sono stati rilevati casi di trasmissione au-

toctona di dengue nella Francia meridionale e in
Croazia, mentre I’Italia ¢ stata colpita da due
focolai di chikungunya e uno di dengue dopo
I’insediamento di popolazioni di Ae. albopictus

in tutte le regioni del bacino del Mediterraneo
nei primi anni 2000 (Rosst et al., 2023). L’im-
portanza di quantificare i tratti di fitness delle
zanzare, come la longevita degli adulti, per pre-

Fig. 1 - Importanza dello studio dei tratti di fitness in Aedes albopictus

fenotipica nei tratti di fitness e delle componenti geneti-
che di questi tratti ha motivazioni sia biologiche che ap-
plicative (Fig. 1). Aedes albopictus ¢ classificata come
una delle 100 specie piu invasive al mondo a causa della
sua aggressiva e rapida dispersione fuori dall’areale di

— Pubblicato marzo 2024

vedere le epidemie di malattie trasmesse dalle
zanzare e organizzare programmi di controllo
efficaci ¢ stata osservata fin dalla formulazione originale
della teoria della trasmissione di agenti patogeni trasmes-
si dalle zanzare da parte di Ross e Macdonald piu di un
secolo fa (MAcDONALD, 1956). Tuttavia, nonostante i pro-
gressi nella modellazione matematica delle malattie tra-



-102 -

smesse dalle zanzare verso 1’inclusione di parametri di
eterogeneita (ad esempio, tasso di puntura variabile delle
zanzare, variazione spaziale e temporale nella distribu-
zione delle zanzare) e di adattamento locale, i modellato-
ri si trovano spesso ad affrontare incertezze dovute alla
scarsita di dati biologici con cui valutare le prestazioni
dei loro modelli (RoBERT et al., 2012). Pertanto, una com-
prensione piu approfondita dei tratti di fitness di Ae. al-
bopictus, della loro variabilita tra le popolazioni e della
loro regolazione genetica aiuterebbe la progettazione di
modelli matematici, che sono spesso richiesti dai respon-
sabili politici prima di allocare le risorse per i programmi
di controllo dei vettori.

METODOLOGIE

Ceppi di zanzare e dichiarazione etica

In questo studio sono stati utilizzati cinque ceppi di
Ae. albopictus: Foshan (Fo), Rimini (Ri), La Reunion
(LaR), Tapachula (Ta) e Crema (Cr). Fo ¢ il ceppo di ri-
ferimento per il genoma: il suo DNA ¢ stato utilizzato per
ricavare I’attuale assemblaggio del genoma (PALATINI ef
al., 2020). Fo ¢ stato creato negli anni *80 da zanzare rac-
colte a Foshan (Cina). Il ceppo Ri, chiamato anche Felli-
ni, ¢ stato creato nel 2004 a partire da 500 uova raccolte
in un ambiente urbano intorno alla citta di Rimini (Drit-
sou et al., 2015). I ceppi Cr, Ta e LaR sono stati costituiti
a partire da uova raccolte nell’estate-autunno del 2016
rispettivamente a Crema (Italia), Tapachula (Messico) e
St. Pierre (Isola di La Reunion). I parametri di fitness di
questi tre ceppi sono stati misurati nelle prime otto gene-
razioni in laboratorio.

Le zanzare dei ceppi sopraindicati sono state allevate
in parallelo a un’umidita relativa del 70-80%, a 28°C ¢
con un fotoperiodo luce-buio di 12-12 ore. Le larve sono
alimentate con un mangime per pesci finemente macinato
(Tetramin, Tetra Werke, Germania). Per le femmine che

si nutrono di sangue viene utilizzato un apparato di ali-
mentazione a membrana e sangue di montone disponibile
in commercio. Non sono necessari permessi specifici per
eseguire esperimenti di laboratorio sulle zanzare ai sensi
della direttiva 2010/63/UE del Parlamento europeo e del
Consiglio sulla protezione degli animali utilizzati a fini
scientifici.

Valutazione della fitness all’interno di ciascun ceppo
Sono stati quantificati i seguenti parametri: tempo di
sviluppo da larva a pupa, vitalita larvale, apertura alare
degli adulti, longevita degli adulti e fecondita (numero
di uova deposte per femmina) e fertilita (percentuale di
uova schiuse per femmina). Ogni parametro di fitness ¢
stato analizzato contemporaneamente per tutti i ceppi se-
guendo procedure standard e costanti, per massimizzare
la fiducia che le differenze nei tratti di fitness non deri-
vino dalle condizioni ambientali o dalla manipolazione.

RisuLTaTI

Complessivamente, il tempo medio di sviluppo da
larva a pupa ¢ stato di 6,738 giorni = 0,793. Lo svilup-
po delle zanzare Fo e Ri ¢ stato generalmente ritardato
di un giorno rispetto a quello delle zanzare dei tre ceppi
di recente derivazione; le differenze sono risultate stati-
sticamente significative tra le zanzare Fo e Cr (H=4,48,
p=0,0034) e tra Ri e le zanzare Ta (H=6,48, p=0,011) e Cr
(H=7,406, p=0,0065). La vitalita larvale era > 0,9 in tutti
i ceppi e gli adulti emergenti mostravano una percentuale
significativamente piu alta di maschi o femmine nei ceppi
Fo e Ta, rispettivamente (Tab. 1). L’apertura alare media
era di 1,924+0,274 mm per i maschi e di 2,441+0,254 per
le femmine. Le zanzare Fo e Ri hanno mostrato rispetti-
vamente 1’apertura alare piu piccola e piu grande tra tutti
i ceppi analizzati. In tutti i ceppi, le femmine erano signi-
ficativamente piu grandi dei maschi (Tab. 1). Le differen-

Tabella 1 - Riepilogo dei parametri analizzati. Per ogni parametro si riporta la media con la loro relativa deviazione standard.

(1

i2

(3} Numero di repliche utilizzato

Media +/- deviaziene standard, in parentesi 1 numeri minimo € massimo 3i larve schivse,

Parametri litness Ceppi di riferimento Ceppi di recente colonizeazione
Foshan Rimini La Reunion Tapachula Crema
4, 26k | 4,06 0.0, 33 I8, T31T7.53 582042141 5693234, 33
Feconditi i 1) a h )
(30, 19-63) {30, 11-500) (30, 1-81) {30, 9- 1060 {30, 7-115)
. 3R51% I5.55% 20.17% 241K E JL49%
Fertilita (.2)
1 2=421 {(1=35) (=520 [1=44) (D=42)
sviluppo larva-pupae T.15 234 T840, 17 G40, 23 61940, 24 6. 290, 7%
|;-;1|.r||1|||§| [ L0 {1} i 11y (g L] {141}
Sopravvivenza larvale 097620020 092840037 0,520,042 049580037 0. 54520,010
Sopravvivenza Femmine (giomi) 52984267 55.2442.57 505622 43 AH62ED 65 8. 162308
Sopravvivenza maschi (giorni) 3940214 470422 30) 51.32£3.07 490242 42 38 1623.08
Dhmensione ali femmine (mm) 2.074+0.066 2. 78420, 064 2.54.240.0m0 220440, 100 251240075
Dimensione ali maschi (mm) 15470074 2. 26420063 2. (M), (M 1 GROE0.0TS 2.05440.054

Media +/- deviazione standard, in parentesi sono il numero di femmine usate, od | numert minimo ¢ massimo di uwova deposte.




ze nell’apertura alare erano statisticamente significative
anche tra i ceppi, con I’eccezione delle zanzare dei ceppi
LaR e Cr. In tutti i ceppi, le femmine hanno avuto una
vita media piu lunga (50,0996 giorni + 1,1356) rispetto
ai maschi (45,0197 giorni + 1,2095). Le curve di soprav-
vivenza delle femmine hanno mostrato che la maggior
parte delle zanzare ha iniziato a morire dopo 40 giorni,
mentre le curve di sopravvivenza dei maschi hanno mo-
strato una mortalita piu graduale nel tempo. Differenze
significative tra i sessi sono state osservate nei due ceppi
a lungo adattamento, Foshan e Rimini, e nel ceppo LaR.
Le curve di sopravvivenza delle femmine del ceppo di
Rimini erano statisticamente significative rispetto a quel-
le di tutti i ceppi di recente derivazione, con le femmine
di Rimini che avevano un tempo medio di sopravvivenza
piu lungo. Il numero medio di uova deposto da femmina
singola per ceppo ¢ 46.13 + 11.56 considerando global-
mente i 5 ceppi. La media di uova deposte per femmina
singola ¢ piu alta in Crema e Tapachula. Il ceppo Rimini
invece presenta la media piu bassa. Tuttavia, la percen-
tuale di fertilita non ¢ diversa tra i ceppi.

CONCLUSIONI

I risultati ottenuti mostrano che mentre alcuni para-
metri, come la sopravvivenza larvale e la fertilita, non
differiscono tra i ceppi, altri parametri hanno mostrato
differenze. Tali differenze non seguono un’unica ten-
denza, ma rivelano un quadro articolato che rispecchia
la complessita biologica della fitness. I cinque ceppi stu-
diati hanno un’origine geografica diversa e tempi diversi
di colonizzazione. Per esempio, Foshan e Rimini sono
ceppi di riferimento, da lungo tempo (>15 anni) adattati a
condizioni di laboratorio, mentre Tapachula, Crema e La
Reunion sono stati recentemente derivati da uova cattu-
rare in natura. L’analisi dei dati di fitness mostra che non
c¢’¢ un ceppo che performa meglio di altri in tutti i para-
metri studiati, ma differenze significative sono distribuite
in diversi parametri e ceppi. Da notare sono il tempo di
sviluppo dallo stadio larvale a quello pupale, la longevita
delle femmine e la fecondita. Anche se la differenza non
¢ statisticamente significativa, il tempo di sviluppo dallo
stadio larvale a quello pupale dei ceppi di riferimento ¢
piu lungo di circa un giorno rispetto a quello delle zanza-
re dei ceppi di recente colonizzazione. Statisticamente si-
gnificativa risulta la differenza tra la sopravvivenza delle
femmine nei ceppi di riferimento rispetto ai ceppi di re-
cente colonizzazione (one-tailed t test=3,09 con p<0.05),
con le femmine di Rimini e Foshan che vivono una media
di 54,11 giorni rispetto ai 47,64 giorni delle femmine dei
ceppi La Reunion, Tapachula e Crema. Verrebbe da spe-
culare che queste differenze sono legate al tempo di co-
lonizzazione in laboratorio. Le condizioni di laboratorio
sono piu controllate e meno ostili rispetto agli ambienti
naturali. Altra differenza significativa riguarda il numero
delle uova deposte da ciascuna femmina (fecondita) che
¢ statisticamente diverso in comparazioni che riguardano
due ceppi di recente colonizzazione (Crema e Tapachula)
e sia Rimini sia La Reunion. I ceppi Crema e Tapachula
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depongono un numero di uova statisticamente superiore
a quello deposto dagli altri ceppi sopra citati, suggerendo
che la capacita riproduttiva correla con la capacita inva-
siva di Ae. albopictus.
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Ultrastructural recontruction of the biting apparatus in mosquitoes and bio-molecular mech-
anisms of blood feeding

The evolutionary success of insects is due to their extraordinary morphological variability, with highly spe-
cialized mouthparts reflecting the dietary needs of each species. This diversity allows insects to occupy different
ecological niches. In the case of mosquitoes, the proboscis plays a key role in the blood meal. During metamor-
phosis, larvae develop in water with chewing mouthparts, while adults have a biting-sucking proboscis to feed on
nectar and blood. Mosquitoes can transmit pathogens during blood feeding, making the study of the morphology
and function of the mouthparts crucial for the development of control strategies.

X-ray microcomputed tomography is a useful tool for studying the anatomy of the mouthparts of mosquitoes.
This technique allows the visualization of the internal tissues and the three-dimensional reconstruction of the struc-
tures, providing detailed information on the development of the mouthparts.

To understand how the blood meal works, the knowledge of the structure of the proboscis is not sufficient, but
we need to comprehend the role of the substances injected by the insect during the process. Mosquito saliva, a com-
plex mixture of proteins, plays a crucial role in facilitating blood feeding. Biomolecular interactions during feeding
include modulation of the host immune system and facilitation of blood vessel localization.

Specifically, a salivary protein called LIPS-2 from the tiger mosquito Aedes albopictus affects blood feeding
behavior. Inhibition of this protein showed a slowdown in the skin perforation process, highlighting its role in
enhancing the efficacy of the blood meal. The interaction of LIPS-2 with the labrum, a part of the mouthparts,
morphologically modifies this structure. This modification is mediated by the interaction of LIPS-2 with a cuticular
protein (Cp19).

Understanding the process of stylet development and the molecular interactions between salivary proteins and
the cuticle can provide further insight into the biochemical and physiological mechanisms involved in mosquito
blood feeding.

KEey Worbps: Mosquito, X-ray tomography, saliva, blood feeding

L’ APPARATO BOCCALE DEGLI INSETTI VETTORI

L’eccezionale variabilita morfologica degli insetti
rappresenta la chiave del loro straordinario successo
evolutivo, che ha permesso loro di colonizzare ¢ adat-
tarsi a moltissimi ambienti e risorse alimentari. Tale
diversita ¢ particolarmente evidente negli apparati boc-
cali, strutture altamente specializzate che riflettono le
esigenze alimentari caratteristiche di ogni insetto. A
titolo di esempio, gli insetti masticatori, come gli ortot-
teri, possiedono mandibole robuste adatte per cibarsi di
materiale vegetale, mentre insetti pungenti ¢ succhian-
ti, come le zanzare, sviluppano durante la metamorfosi
proboscidi lunghe e sottili per perforare tessuti e nutrirsi
di liquidi. La diversita degli apparati boccali ha con-
sentito loro di sfruttare nicchie ecologiche diverse, con-
sentendo la coesistenza di numerose specie nello stesso
ambiente (ScorTECcl, 1960).

Inoltre, all’interno della stessa specie, gli organismi
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possono occupare habitat diversi durante il loro sviluppo,
sfruttando conseguentemente risorse trofiche differenti.
Questo fenomeno ¢ particolarmente evidente negli in-
setti olometaboli. Per esempio, nei Lepidotteri, durante
la fase larvale, I’insetto sfrutta I’apparato boccale ma-
sticatore per alimentarsi di materiale vegetale. Nell’eta
adulta, dopo la metamorfosi, I’insetto ¢ in grado di volare
nell’ambiente e si nutre di nettare mediante la spiritrom-
ba. Questa strategia evolutiva minimizza la competizione
diretta tra gli individui della stessa specie, consentendo
loro di sfruttare ambienti e risorse trofiche differenti du-
rante le diverse fasi di sviluppo (Scortecci, 1960).
L’analisi dell’apparato boccale risulta quindi fonda-
mentale nello studio della biologia degli insetti, soprat-
tutto quando questi sono vettori di malattie. Ad esempio,
insetti come le zanzare utilizzano il loro apparato boccale
per nutrirsi di sangue, trasmettendo cosi patogeni e pa-
rassiti agli ospiti. Di conseguenza, la comprensione della
morfologia e della funzione dell’apparato boccale di tali



insetti ¢ anche essenziale per sviluppare strategie di con-
trollo mirate e prevenire la diffusione di zoonosi (FOoSTER
¢ WALKER, 2019; MULLER ¢ DURDEN, 2019).

CULICIDAE: PROBOSCIDE E RUOLO VETTORIALE

Appartenenti alla famiglia Culicidae, le zanzare costitu-
iscono un ampio gruppo di insetti ematofagi che conta circa
3600 specie. Le zanzare sono insetti olometaboli, il che si-
gnifica che la larva si sviluppa in adulto attraverso un pro-
cesso di metamorfosi completa. Inoltre, nel caso di questi
insetti, I’ambiente che viene occupato dalla larva ¢ diverso
da quello dell’adulto. La larva si sviluppa solitamente in ac-
qua, alimentandosi di particolato di origine vegetale o ani-
male grazie all’apparato boccale masticatore. L’adulto inve-
ce ¢ glicifago, ossia si nutre di nettare e altri fluidi zuccherini
mediante 1’apparato boccale di tipo pungente-succhiante.
La femmina di molte specie di zanzara effettua il pasto di
sangue per permettere lo sviluppo delle uova. A questo pro-
posito, I’apparato boccale delle femmine ¢ generalmente piu
sviluppato di quello dei maschi (Scortecct, 1960; FOSTER €
WALKER, 2019; MULLER ¢ DURDEN, 2019).

L’apparato boccale pungente-succhiante delle zanzare
adulte ¢ rappresentato dalla proboscide. Questa ¢ costituita
dal labium che raccoglie sei stiletti, ovvero due mandibo-
le, due mascelle, I’ipofaringe e il labrum. Gli stiletti sono
costituiti da materiale cuticolare e per la maggior parte non
contengono cellule. Durante la metamorfosi tutte le com-
ponenti devono essere sintetizzate nuovamente (CHAPMAN
et al., 2013). A differenza di altri insetti come gli afidi, il
labium delle zanzare non viene inserito durante I’alimen-
tazione, ma piuttosto, dato che all’estremita presenta due
lobi ricchi di terminazioni sensoriali, viene piegato all’in-
dietro e guida gli stiletti nella cute. Durante il pasto di
sangue gli stiletti mascellari e mandibolari penetrano nella
cute dell’ospite. Successivamente la saliva viene secreta
attraverso |’ipofaringe, e, una volta create le condizioni ne-
cessarie, il sangue viene assorbito attraverso il canale ali-
mentare presente all’interno del labrum (Scortecci, 1960;
FosTER € WALKER, 2019; MULLER € DURDEN, 2019).

Durante il pasto di sangue, diversi agenti infettivi
possono essere trasmessi all’ospite attraverso la saliva,
dando origine a zoonosi. Le zanzare sono in grado di
trasmettere diversi arbovirus (come zika, chikungunya e
dengue), nematodi (filarie) e protozoi (Plasmodium). 11
successo dell’infezione dipende in gran parte dalla sali-
va, la cui azione, oltre a facilitare il pasto di sangue, crea
le condizioni necessarie per favorire la trasmissione di
patogeni e parassiti. Oltre alla loro notevole versatilita
come vettori, le zanzare, essendo diffuse a livello globa-
le, costituiscono il gruppo di insetti di maggiore rilevan-
za in ambito medico-sanitario (FOSTER e WALKER, 2019;
MUuLLER e DURDEN, 2019).

STUDIARE L’ ANATOMIA DELLA PROBOSCIDE
CON LA MICROTOMOGRAFIA COMPUTERIZZATA A RAGGI X

Le dimensioni dell’apparato boccale delle zanzare
impongono 1’utilizzo di strumenti per poter osservare
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le strutture col dovuto ingrandimento e definizione. Per
poter osservare lo sviluppo delle strutture all’interno del
corpo dell’insetto, diventa utile utilizzare approcci diffe-
renti da tecniche classiche di microscopia. A questo pro-
posito, 1’utilizzo della microtomografia computerizzata a
raggi X permette 1’osservazione dei tessuti interni, for-
nendo dati per la successiva ricostruzione 3D delle strut-
ture (HaLL € MARTIN-VEGA, 2019). 1l principio di questa
tecnica ¢ la rilevazione dell’assorbimento differente che
i diversi tessuti hanno per i raggi X. Il campione viene
esposto alla radiazione e ne viene rilevato I’assorbimento
con strumenti quali gli scintillatori, creando un’immagi-
ne bidimensionale. L’esposizione e la rilevazione ripetu-
ta mentre il campione ruota, permette 1’acquisizione di
numerose immagini da angoli diversi, le quali possono
essere utilizzate da opportuni software per ricostruire
un’immagine tridimensionale (BARD e TavLor, 2017).
Per ottenere immagini ad alta risoluzione, ¢ possibile uti-
lizzare la radiazione prodotta da un sincrotrone. Questa
struttura accelera degli elettroni in modo da far emette-
re raggi X, i quali possono essere deviati e utilizzati da
strumentazioni per la rilevazione tomografica. L’utilizzo
della radiazione da sincrotrone ha i vantaggi di fornire un
fascio monocromatico, grazie a opportuni filtri, parallelo
e ad alta intensita. Queste caratteristiche permettono di
ottenere tomografie ad alta definizione (MizuTani e Su-
ZUK1, 2012).

L’utilizzo della microtomografia a raggi X si ¢ dimo-
strata in diversi casi utile per lo studio del funzionamento
dell’apparato boccale delle zanzare. Uno studio del 2012,
per esempio, ha permesso di visualizzare tridimensional-
mente il sistema di muscoli che permettono I’aspirazione
del sangue in Aedes togoi (Theobald, 1907). E stato pos-
sibile visualizzarne la disposizione nel capo e la capa-
cita volumetrica delle camere di pompaggio del sangue
(Kmm et al., 2012). Con lo stesso approccio ¢ stata studiata
la differenza di queste strutture tra le specie de. fogoi e
Anopheles sinensis (Wiedemann, 1828), evidenziando
differenze morfologiche importanti tra queste due specie
(Ha et al., 2015).

La sostituzione dell’apparato boccale nelle zanzare
avviene a ogni muta, ma in particolare tra il passaggio
da larva ad adulto si assiste a un cambiamento completo
della tipologia di apparato. Questa trasformazione avvie-
ne grazie alla presenza di cellule in grado di secernere e
modellare le nuove strutture in ogni processo dello svi-
luppo. La microtomografia a raggi X offre 1’opportunita
di seguire le fasi dello sviluppo dell’apparato boccale. La
sintesi delle nuove strutture avviene tra una muta e 1’altra
al di sotto della cuticola, per cui ’utilizzo della tomogra-
fia permette di osservarne la loro disposizione spaziale
senza danneggiare i campioni. L’osservazione a diversi
di campioni presi a tempi successivi permette di seguire
lo sviluppo delle strutture e comprenderne la genesi (Wi-
PFLER ef al., 2016).

Con questi presupposti, € stato svolto uno studio sulla
struttura della proboscide della zanzara tigre (dedes al-
bopictus, Skuse 1894) (Fig. 1). Si ¢ osservato lo sviluppo
della proboscide durante lo stadio di pupa. In questa fase,



I’insetto non si alimenta e non ha un apparato boccale
funzionante, ma presenta le componenti della proboscide
in via di formazione, localizzate ventralmente sul cefalo-
torace (BECKER et al., 2020). La microtomografia a raggi
X ¢ stata eseguita allo SLS Synchrotron Radiation Facili-
ty del Paul Scherrer Institute (Villingen PSI, Svizzera),
utilizzando la beamline TOMCAT, specializzata in que-
sto tipo di analisi. Sono state analizzate pupe a diverse
ore dalla metamorfosi, in particolare dopo 0, 1, 2, 3,4, 5,

Maxilla

Ipofaringe \

TL.'ahrurn

Fig. 1 - La proboscide di Aedes albopictus (immagini da
microscopio digitale Keyence VHX-7000, Osaka, Japan).
» A. Testa e proboscide di Ae. albopictus. Lo stiletto ¢
nascosto dal labium, la struttura che termina con due
labella dalla funzione tattile e chemorecettiva.

B. Stiletto di Ae. albopictus dopo la rimozione della
proboscide. Si pud notare il labrum, che forma il ca-
nale alimentare, le strutture seghettate delle maxillae
e la punta dell’ipofaringe che porta il canale salivare.
Le mandibole non sono visibili in questa immagine in
quanto coperte dalle maxillae e dall’ipofaringe. Si noti
che lo stiletto viene visualizzato dalla sua porzione
ventrale.

6,7,8,20, 30,40 ¢ 47 ore, in modo da seguirne comple-
tamente lo sviluppo. Si € potuto osservare che lo sviluppo
delle componenti boccali adulte inizia durante lo stadio
L4, in prossimita della muta a pupa. Le strutture germi-
nali sono infatti gia presenti e involuti nella testa della
larva, per poi estrudersi durante lo sviluppo pupale. Tra-
mite la tomografia, ¢ possibile riconoscere gia nella larva
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le strutture che daranno origine alle strutture del labium e
del labrum. II primo si localizza sotto la placca del men-
to, mentre il secondo si origina sotto la cuticola della pa-
rete anteriore dorsale. Le gemme delle mascelle e delle
mandibole prendono forma dall’epidermide alla base
delle strutture larvali. L’ipofaringe, invece, non ¢ stata
osservata all’inizio dello sviluppo della pupa, ma inizia a
modellarsi dopo 20 ore, probabilmente a partire dal la-
bium. Le osservazioni in tomografia hanno permesso di
evidenziare la formazione di sacche cuticolari che servo-
no da scaffold per la sintesi degli stiletti. Questi scaffold
vengono rivestiti da un monostrato di cellule epiteliali
nelle prime 5 ore dalla formazione della pupa. Successi-
vamente, lo strato di cellule si restringe, originando una
struttura tubolare chitinosa, ben distinguibile entro le 7
ore. Da questa struttura si origineranno le appendici
dell’apparato boccale, con il collasso e appiattimento
della struttura tubolare, a 20 ore per mandibole e mascel-
le e a 40 ore per labium e labrum. Lo sviluppo dei palpi
mascellari segue lo stesso processo, in sacche cuticolari
separati, assumendo la forma definitiva entro 20 ore. Alla
conclusione del processo le cellule che hanno sintetizzato
gli stiletti regrediscono fino a scomparire, con la sola per-
manenza dei neuroni lungo il labrum, i quali hanno fun-
zione sensoriale. L’osservazione in tomografia dello svi-
luppo della proboscide ha permesso di confermare
I’origine delle regioni germinali dei componenti degli
stiletti, evidenziando inoltre come le cellule interagisca-
no con la cuticola, sintetizzando i nuovi elementi, per poi
scomparire.

RUOLO DELLA SALIVA NEL PASTO DI SANGUE DELLE ZANZARE

Per comprendere il funzionamento del pasto del san-
gue non basta conoscere la struttura della proboscide, ma
anche le sostanze iniettate dall’insetto durante il proces-
so. La saliva delle zanzare ¢ una miscela complessa di
proteine che consente loro di effettuare il pasto di sangue
su ospiti vertebrati. Le proteine salivari consentono alla
zanzara di contrastare diversi processi fisiologici dell’o-
spite, come la vasocostrizione e 1’emostasi. Nonostante si
possano riconoscere proteine dalla funzione comune, la
composizione molecolare della saliva varia tra le diverse
specie di zanzara (GUERRERO ef al., 2020). Inoltre, I’e-
spressione dei geni coinvolti nella produzione di queste
proteine ¢ spesso associata al raggiungimento della ma-
turita sessuale dell’organismo, come dimostrato in Aedes
aegypti (KING et al., 2011).

La presenza delle ghiandole salivari si ¢ dimostrata
cruciale nel ridurre il tempo che le zanzare impiegano
nel perforare la cute dell’ospite e nell’inserire gli stiletti
(intradermal probing), rispetto agli organismi a cui sono
state rimosse (YAMAMOTO et al., 2016). Inoltre, ¢ stato
dimostrato che 1’azione anticoagulante ¢ immunomodu-
latoria della saliva favorisca indirettamente la rilevazio-
ne dei vasi sanguigni al di sotto della pelle. A titolo di
esempio, 1’apirasi presente nella saliva idrolizza ATP e
ADP. I’ATP normalmente induce vasocostrizione ¢ ag-
gregazione delle piastrine. Pertanto 1’apirasi non solo



impedisce la coagulazione agevolando la localizzazione
dei capillari, ma suggerisce anche la possibilita che la sa-
liva favorisca la formazione di ematomi attorno ai vasi
sanguigni. Tale processo potrebbe agevolare la localizza-
zione dei vasi, poiché la formazione di un ematoma nel
tessuto sondato aumenterebbe al suo interno il volume di
sangue, rendendo quest’ultimo piu facile da individuare
(RiBERIO et al., 1984). Oltre a cio, la risposta allergica a
specifici allergeni presenti nella saliva potrebbe stimolare
la degranulazione dei mastociti che risiedono nella cute
dell’ospite, provocando vasodilatazione (Conway ef al.,
2021). D’altro canto, alcune proteine salivari potrebbe-
ro interagire direttamente con ’apparato boccale della
zanzara, rendendo piu efficace 1’individuazione dei vasi
sanguigni (ARNOLDI et al., 2022).

Come gia accennato in precedenza, nel momento in
cui la saliva delle zanzare modula il sistema immunitario
dell’ospite per facilitare 1’assorbimento di sangue, pro-
muove allo stesso tempo la replicazione e la trasmissione
di patogeni e parassiti. Pertanto, una migliore compren-
sione della composizione della saliva e delle interazioni
molecolari che si verificano durante il pasto di sangue
non solo arricchirebbe le nostre conoscenze riguardo la
biologia dell’insetto, ma potrebbe fornire informazioni
cruciali sulla competenza vettoriale e per la progetta-
zione di strategie di controllo efficaci per questo vettore
(ArNoOLDI et al., 2022).

INTERAZIONI BIOMOLECOLARI NEL PASTO DI SANGUE

L’osservazione del ruolo della saliva nel successo
del pasto di sangue della femmina di zanzara ha portato
a interrogarsi se fosse possibile individuare dei fattori,
presenti nella saliva, che abbiano un effetto diretto sulla
zanzara e che modulino il comportamento durante il pa-
sto ematico (ARNOLDI ef al., 2022). La zanzara modello
utilizzata ¢ stata Ae. albopictus. Grazie a precedenti ana-
lisi di trascrittomica, ¢ stato possibile individuare delle
proteine candidate tra quelle espresse dalle ghiandole
salivari (ARrca et al., 2007). Cercando una proteina che
corrispondesse a criteri quali 1I’espressione durante la ma-
turita sessuale, la somiglianza con proteine individuate in
Aedes aegypti, I’esclusione di fattori gia noti per il ruo-
lo nella coagulazione del sangue, lo studio ha trovato un
buon candidato in una proteina del gruppo 34-k, presente
solo nella sottofamiglia dei Culicinae. La proteina ¢ stata
denominata quindi LIPS-2, Labrum Interaction Protein
of the Saliva-2.

Per verificare 1’effettivo coinvolgimento di LIPS-2
durante il pasto di sangue, sono stati eseguiti esperimenti
volti a verificare il comportamento delle zanzare in as-
senza della sua espressione. Usando la tecnica del RNA
interference, ¢ stato iniettato in femmine adulte RNA
sintetico, generando zanzare knock-down per LIPS-2.
Queste zanzare impiegano piu tempo nell’attuare I’intra-
dermal probing rispetto al controllo, mentre non si ha un
aumento del tempo utilizzato per ingerire sangue. Appli-
cando LIPS-2 ricombinante alla proboscide di femmine
non trattate, si osserva che 1’apparato boccale attua dei
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movimenti tipici dell’intradermal probing, in particolare
muovendo il labrum e le mascelle e aumentando la sali-
vazione. Appare evidente come LIPS-2 abbia un ruolo
nel controllare la fase iniziale del pasto di sangue.

Una volta chiarito ’effetto di LIPS-2 sull’efficacia
del pasto di sangue, si ¢ cercato di capire il meccanismo
di interazione con gli stiletti. Per fare cio, ¢ stato eseguito
un esperimento di interazione con LIPS-2 ricombinante
legata a GFP, per visualizzare eventuali siti di legame con
elementi della proboscide. Si ¢ cosi notato che LIPS-2
interagisce a livello della estremita del labrum. Inoltre, la
struttura del labrum subisce delle modificazioni morfolo-
giche interagendo con la proteina: le “creste a V”’ presenti
sulla punta del labrum aumentano di profondita se tratta-
te con LIPS-2. Il labrum, dunque, non ¢ semplicemente
un pezzo rigido cuticolare, ma ¢ in grado di modificarsi
interagendo con la saliva durante il pasto di sangue. Nel
labrum sono presenti inoltre cellule nervose sensoriali,
che potrebbero percepire LPS-2 e attivare i comporta-
menti e i cambiamenti osservati.

Per comprendere appieno il meccanismo di azione di
LIPS-2, si ¢ cercato di individuare 1’eventuale recettore
presente sulla cuticola, in grado di interagire con la pro-
teina salivare. Si ¢ individuata una proteina cuticolare,
Cp19, localizzata sulla punta del labrum, in corrispon-
denza dei siti dove ¢ localizzata LIPS-2. Studiando 1’e-
spressione di Cp19 durante lo sviluppo, si nota come essa
raggiunge un picco intorno alle 24 ore dalla metamorfosi
in pupa, per poi scomparire. L’espressione corrisponde-
rebbe quindi al periodo in cui si sviluppano gli stiletti.

Comprendere il processo di sviluppo degli stiletti puo
aiutare quindi a comprendere i processi biochimici che
accadono durante il pasto di sangue delle zanzare.

RiassuNTO

Il successo evolutivo degli insetti ¢ attribuibile alla
loro straordinaria variabilita morfologica, con gli appa-
rati boccali altamente specializzati che riflettono le esi-
genze alimentari di ciascuna specie. Questa diversita
consente agli insetti di occupare diverse nicchie ecologi-
che. Nel caso delle zanzare la proboscide svolge un ruo-
lo chiave nel pasto di sangue. Durante la metamorfosi,
le larve si sviluppano in acqua con un apparato bocca-
le masticatore, mentre gli adulti hanno una proboscide
pungente-succhiante per nutrirsi di nettare e sangue. Le
zanzare possono trasmettere patogeni durante il pasto di
sangue, rendendo cruciale lo studio della morfologia e
della funzione dell’apparato boccale per lo sviluppo di
strategie di controllo.

La microtomografia computerizzata a raggi X ¢ uno
strumento utile per studiare 1’anatomia dell’apparato
boccale delle zanzare. Questa tecnica consente la visua-
lizzazione dei tessuti interni e la ricostruzione tridimen-
sionale delle strutture, fornendo informazioni dettagliate
sullo sviluppo dell’apparato boccale.

Per comprendere il funzionamento del pasto del
sangue non basta conoscere la struttura della probosci-
de, ma anche le sostanze iniettate dall’insetto durante il



processo. La saliva delle zanzare, una miscela comples-
sa di proteine, svolge un ruolo cruciale nel facilitare il
pasto di sangue. Le interazioni biomolecolari durante il
pasto includono la modulazione del sistema immunitario
dell’ospite ¢ la facilitazione della localizzazione dei vasi
sanguigni.

In modo specifico, una proteina salivare chiamata
LIPS-2 della zanzara tigre Aedes albopictus influisce sul
comportamento durante il pasto di sangue. L’inibizio-
ne di questa proteina ha mostrato un rallentamento nel
processo di perforazione della cute, evidenziando il suo
ruolo nell’efficacia del pasto di sangue. L’interazione di
LIPS-2 con il labrum, una parte dell’apparato boccale,
modifica morfologicamente questa struttura. Questa mo-
dificazione ¢ mediata dall’interazione di LIPS-2 con una
proteina cuticolare (Cp19).

Comprendere il processo di sviluppo degli stiletti e le
interazioni molecolari tra proteine salivari e cuticola puo
fornire ulteriori informazioni sui meccanismi biochimici
e fisiologici coinvolti nel pasto di sangue delle zanzare.
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Sex determination in Nematoceran vector species. state of the art and study perspectives

The insect sex determination pathway is governed by a regulatory cascade activated by primary signals, mainly
of genetic nature, which are extremely variable among species. This genetic pathway in Nematoceran Dipterans,
although still poorly characterized, exhibits conservation of genes at th