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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Débora Passos de Mattos

A susceptibilidade de Rhodnius prolixus ao T. rangeli depende da cepa do
parasita e das interagcbes moleculares no intestino e na hemocele do vetor. T.
rangeli pode modular a resposta imune do vetor, preparando o hospedeiro a invaséo
e a sobrevivéncia dos parasitas na hemocele, superando assim as adversidades
encontradas nos diferentes 6rgdos do inseto. Neste trabalho, sdo discutidos os
mecanismos destas interagdes, destacando também o papel da microbiota intestinal
e outros mecanismos importantes para o desenvolvimento do parasita.

Inicialmente nossas investigagbes foram realizadas para comparar aspectos
da imunidade celular e humoral de ninfas de 4° e 5 ° estadio de R. prolixus em
resposta a uma infecgédo oral com a cepa Macias de T. rangeli.

Na infecgdo oral em 4° estadio (acompanhamento em longo prazo), ndo foi
observada diferenga na mortalidade e muda ao comparar com os insetos controle
nao infectados. Constatou-se um numero aumentado de flagelados no intestino das
ninfas de 5° estadio durante o curso da infecgdo. Também, ndo houve alteragéo
significativa na contagem de microagregados hemocitarios (nédulos) em infecgoes
de 4° estadio, enquanto em ninfas infectadas em 5° estadio houve um aumento no
nuamero de nodulos. Por outro lado, ndo houve diferenga no numero de hemdcitos
em ambas as infecgdes.

Demonstramos nos dois tipos de infecgédo oral com T. rangeli em R. prolixus,
em comparagdo com os insetos controle ndo infectados, que o intestino médio
atenuou a atividade de fenoloxidase, aumentou as atividades antibacterianas
testadas in vitro contra Serratia marcescens, e alterou a expressao relativa de genes
que codificam para defensinas (DefA, DefB, DefC), prolixicina e lisozimas (LisA e
LisB). Isto sugere a influéncia destas atividades sobre a contagem de unidades
formadoras de colbnias, encontradas diminuidas no trato digestivo do inseto.

Em uma segunda etapa do estudo, foram comparadas as respostas de
defesa em ninfas de 5° estadio de R. prolixus inoculadas com T. rangeli, cepas
Macias e H14. A cepa Macias de T. rangelindo aumentou a mortalidade desses
insetos, apresentou capacidade de sobreviver e se multiplicar na hemolinfa,
aumentou o numero de hemdacitos, e induziu alta atividade de fenoloxidase. Em
contraste, estes mesmos parametros medidos em insetos inoculados com a cepa



H14 de T. rangeli foram diferentes daqueles encontrados com inoculagdo de insetos
usando a cepa Macias.

Conclui-se que R. prolixus responde de forma distinta frente a vias de
infecgao oral ou por inoculagdo com T. rangeli, sugerindo que a capacidade infectiva
deste protozoario, pode ser alterada por modulagéo do sistema imune do vetor.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA

Débora Passos de Mattos

The Rhodnius prolixus permissiveness to T. rangeli depends on the parasite
strain and the molecular interactions in the gut, and in the hemocoel of the insect. T.
rangeli may modulate the vector's immune response, preparing the host for
hemocoelic invasion and the survival of the parasites, overcoming the adversity
found in different organs of the insect. In this work, the mechanisms of these
interactions are discussed, also highlighting the role of the intestinal microbiota and
other important mechanisms for the development of the parasite.

Initially our investigations were carried out to compare aspects of the cellular
and humoral immunity of 4th and 5th-instar larvae of R. prolixus in response to oral
infection with T. rangeli Macias strain.

In oral infection in 4th instar (long-term accompaniment), there was no
difference in mortality and moult in comparison with uninfected control insects. We
noticed the enhanced number of flagellates in the gut of 5th-instar larvae during the
infection course. Also, there was no significant change in microaggregation reactions
(called nodules) on infection in 4th instar, while in 5th instar nymphs we showed that
nodules were also increased. In the other hand, there was no difference in hemocyte
number on either infections.

We demonstrate in both oral infection with T. rangeli in R. prolixus, in
comparison with uninfected control insects, that the midgut attenuated the
phenoloxidase activitie, increased in vitro antibacterial activities against Serratia
marcescens, and showed alterations in the relative expression of genes encoding
defensins (DefA, DefB, DefC), prolixicin and lysozymes (LisA e LisB). Suggesting the
influence of these activities on the count of colony forming units, decreased in the
midgut of the insect.

In a second stage of the study, we compared the responses of cellular and
humoral defense in 5th-instar larvae of R. prolixus inoculated with T. rangeli, strains
Macias and H14. T. rangeli strain Macias don’t increased mortality of these insects,
haves ability to survive and multiply in the hemolymph, enhanced number of
hemocytes, and stimulated high levels of prophenoloxidase activity. In contrast, all
results about inoculation of T. rangeli strain H14 was different from that showed in
the infection with Macias strain.

We conclude that R. prolixus haves differently responses to oral infection and
inoculation with T. rangeli, suggesting that the infectivity of this protozoan, can be
modified by interference on the vector’s immune system.
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1 INTRODUGAO

1.1 Triatomineos vetores de tripanosomatideos

A classificagdo atual dos insetos pertencentes a ordem Hemiptera, familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae reconhece 140 espécies agrupadas em seis
tribos e 18 géneros. Destas, duas tribos — Rhodniini e Triatomini — tém maior
importancia epidemiolégica como vetores de tripanosomatideos (Vallejo et al. 2009).
Atualmente assume-se que todas as espécies de Triatominae tém a capacidade
potencial de transmitir o Trypanosoma cruzi, o agente etioldogico da doenga de
Chagas (Garcia & Azambuja 1991; Kollien & Schaub 2000), e que varias,
especialmente do género Rhodnius, também podem transmitir o Trypanosoma
rangeli (Watkins 1971; D’ Alessandro-Bacigalupo & Saraiva 1992) que, em geral, é
inofensivo para os seres humanos, mas pode ser patogénico para o inseto vetor
(Watkins 1971; Hecker et al. 1990). Na natureza, os triatomineos séo
frequentemente encontrados infectados com T. cruzi e T. rangeli podendo assim
transmitir ambos parasitas e provocar infecgdes mistas aos homens (Sousa &
Johnson 1971) e outros mamiferos (Jansen & Roque 2010).

Mamiferos de 100 diferentes ordens ja foram descritos como reservatorios
potenciais de T. cruzi sugerindo que esta zoonose ndo pode ser erradicada ( Jansen
& Roque 2010). Outros estudos demonstraram o0 sucesso da transmissdo da
infecgao de T. rangeli em morcegos e confirmaram a observagao prévia de que eles
podem ser hospedeiros deste tripanossoma (Marinkelle 1966; D’Alessandro 1976).

Embora a presenca de T. cruzi no intestino do triatomineo indique risco de
transmissdo ao vertebrado, a presenca de T. rangeli neste 6rgdo nado indica sua
capacidade infectiva (Guhl & Vallejo 2003). Enquanto a forma infectante de T. cruzi
predomina no reto, podendo ser transmitida pelas fezes do inseto vetor, a prova
definitiva da capacidade infectiva de T. rangeli € a presenga de tripomastigotas
metaciclicos nas glandulas salivares, por onde podem ser transmitidos aos
vertebrados durante a ingestdo de sangue em ato de salivagdo (Guhl & Vallejo
2003). Até o momento, apenas espécies do género Rhodnius demonstraram ter
formas infectantes do parasita em suas glandulas salivares, e 12 espécies de
Rhodnius foram notificadas com a infecgao natural ou experimental de T. rangeli em
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suas glandulas salivares: R. brethesi, R. colombiensis, R. dalessandroi, R.
domesticus, R. ecuadoriensis, R. nasutus, R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R.
pictipes, R. prolixus e R. robustus (Guhl & Vallejo 2003). Porém, pesquisas atuais
indicam associagdes mais especificas entre espécies particulares de Triatominae e
genotipos definidos ndo s6 de T. cruzi como também de T. rangeli (Vallejo et al.
2009).

Assim, uma nova abordagem para o controle da transmissdo de parasitas
seria interromper o seu ciclo biolégico no inseto vetor, visando mecanismos
fundamentais para o desenvolvimento da infecgdo parasitaria. Neste sentido, torna-
se importante uma investigagcdo detalhada das interagées entre parasitas e seus
insetos-vetores, tais como R. prolixus, especialmente, identificando e caracterizando
mecanismos cruciais para o bom desenvolvimento do T. rangeli. Os dados poderao
também servir de modelo de estudo de interagdo com o T. cruzi, o agente etiologico

da doencga de Chagas.

1.2 Rhodnius prolixus

R. prolixus € um hemiptero exclusivamente hematofago, pertencente a familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae (Lent 1948). O mapa de distribuicdo do R.
prolixus é abrangente, incluindo as Américas do Sul e Central. Na Venezuela, esta
espéecie é encontrada em cerca de 90% da populagéo de triatomineos capturados
dentro das casas, principalmente em tetos de palha, em regiées de até 2000 metros
acima do nivel do mar (Rey 1991).

O ciclo de vida deste inseto hemimetabolo consiste em passagens por ovo,
cinco estadios ninfais e fase adulta, macho ou fémea, cujo desenvolvimento
depende de uma metamorfose incompleta. A cada estadio, durante a muda apés a
alimentacdo sanguinea, o exoesqueleto antigo € lentamente substituido por um novo
(Carcavallo et al. 1997) culminando o processo de muda em um evento denominado
ecdise, quando o inseto libera a cuticula velha (Wigglesworth 1972). Assim, a
alimentacao é essencial para que ocorra a muda de todos os cinco estadios ninfais
bem como esta associada a reproducdo (Buxton 1930; Garcia et al. 1975).
Normalmente para R. prolixus, assim como outros triatomineos de maneira geral, um
unico repasto sanguineo saturante é suficiente para induzir a ecdise em cada

estadio ninfal ou estimular a ovipostura em adultos (Garcia et al. 1975).
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O desenvolvimento adequado deste inseto esta diretamente relacionado a
temperatura ideal (de 27 a 30°C). Alteragbes na temperatura ambiental podem
acarretar anormalidades morfologicas e até mesmo a morte do inseto (Azambuja &
Garcia 1991). As condigbes controladas de temperatura e umidade constantes de
28°C e 75% HR, respectivamente, tem facilitado a manutencdo de col6nias de R.
prolixus em laboratérios de pesquisa, também pelo uso de aparatos artificiais de
alimentagao dos insetos como o descrito por Garcia et al. (1984b).

1.3 Trypanosoma rangeli

T. rangeli € um hemoflagelado dixénico que por possuir caracteristicas
bioldgicas e distribuicdo geografica em muitas regiées coincidentes com a do T.
cruzi, tem sido estudado também no contexto epidemioldgico da doenga de Chagas
(Guhl & Vallejo 2003). Este hemoflagelado € amplamente encontrado infectando
mamiferos, incluindo o homem (Steindel et al. 1991; Coura et al. 1996). Apesar de a
parasitemia poder persistir por meses ou anos, este, em geral, ndo é patogénico
para o homem e outros mamiferos (Herbig-Sandreuter 1957). A infeccdo no homem
estimula uma resposta imune capaz de produzir anticorpos contra T. rangeli, com os
quais pode ocorrer uma reagao cruzada com T. cruzi (Grogl & Kuhn 1984; Guhl et al.
1987; Hudson et al. 1988). Algumas evidéncias sugerem que a proliferacdo de T.
rangeli no hospedeiro vertebrado ocorra no interior dos mondécitos (Osorio et al.
1995), e mais raramente em outros tipos celulares de vertebrados (Eger-Mangrich et
al. 2001).

Enquanto, aparentemente o T. cruzi afeta apenas o inseto vetor sob condigédo
de jejum prolongado (Schaub 1989), T. rangeli pode causar danos no triatomineo
(Watkins 1971). No hospedeiro invertebrado o ciclo do T. rangeli comega com a
ingestdo de tripomastigotas do sangue do vertebrado. No interior do intestino do
inseto vetor, os parasitas se diferenciam em epimastigotas, sofrem multiplicagao, se
aderem e penetram nas células epiteliais do intestino médio (Hecker et al. 1990). Um
dos aspectos da interagédo de T. rangeli com o R. prolixus ocorre quando o parasita
entra em contato com as células epiteliais do intestino do inseto vetor. A adeséo do
parasita através do flagelo, a superficie de algumas células epiteliais do intestino
médio, é sucedida de penetragdo, em geral, nas células que apresentam organelas

citoplasmaticas menos densas (Oliveira & Souza 2001). Trabalhos realizados com
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microscopia eletrénica mostram que T. rangeli induz a desorganizagao ultra-
estrutural das células intestinais epiteliais, especialmente das microvilosidades bem
como das membranas perimicrovilares, facilitando o processo de invasdo a
hemocele (Gomes et al. 2002). Os flagelados atravessam o epitélio intestinal por
uma via intracelular (Hecker et al. 1990). Depois de danificar a superficie, o parasita
se move dentro do citoplasma da célula epitelial, atinge a regido basal, atravessa a
ldmina basal, e entra na hemocele (Oliveira & Souza 2001). No entanto, a taxa de
penetracdo do intestino € de menos de 10% dos parasitas (Hecker et al. 1990).

Na hemolinfa, as formas curtas livres de epimastigotas entram em intensa
multiplicacdo (Tobie 1970; Mello et al. 1995; Garcia et al. 2004,a,b) e se diferenciam
em epimastigotas longas (Mello et al. 1995). O parasita € reconhecido como
particula estranha e posteriormente pode ser visualizado no interior de vacuolos
parasitoforos dos plasmatdcitos, ndo estando claro se esta invasdao & mediada
somente pela fagocitose ou ativamente poelo flagelo (Oliveira & De Souza 2003).
Durante o curso da infecgdo, alguns plasmatocitos aparecem rompidos, liberando
parasitas (Oliveira & De Souza 2003).

T. rangeli, na hemolinfa do inseto vetor capta a lipoforina, a principal proteina
transportadora lipidica, podendo estoca-la perto da bolsa flagelar, em vesiculas
(Folly et al. 2003). Curiosamente, os parasitas ndo absorvem nenhuma outra
proteina da hemolinfa (Folly et al. 2003).

Na hemocele, T. rangeli migra para as glandulas salivares. Bassery et al.
(2002) demonstraram que alguns agucares sdo capazes de bloquear os receptores
das superficies das glandulas salivares de triatomineo em ensaios de inibicdo da
adeséo in vitro utilizando epimastigotas longos de T. rangeli . Entre os acgucares
testados, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina, e galactose apresentaram o
maior efeito inibitério nos testes de adesédo (Basseri et al. 2002). Os mesmos autores
sugeriram que os carboidratos e as lectinas sdo importantes para as interagbes
parasita- vetor, principalmente para facilitar a invasao do parasita nas glandulas
salivares do hospedeiro invertebrado. Apds a ligagdo a superficie, os flagelados
penetram nas membranas externas das glandulas salivares, rompendo a camada
interna para passar entre as células musculares e atingir a membrana basal da
glandula. O parasita alcanga o lumen central da glandula através de um vacuolo
(Ellis et al. 1980).



Nas gléndulas salivares ocorre a metaciclogénese, em que se produzem as
formas tripomastigotas infectantes (D’ Alessandro & Mandel 1969; Hecker et al.
1990; D’ Alessandro-Bacigalupo & Saraiva 1992). Neste sentido, T. rangeli completa
0 seu ciclo sendo transmitido para novos hospedeiros vertebrados através da
secrec¢ao salivar durante a alimentacgéo (Garcia et al. 1994).

T. rangeli aparentemente modifica a habilidade do vetor de localizar vasos
sanguineos através das alteragées dos componentes antihemostaticos da saliva,
aumentando assim, a possibilidade da inoculagdo intradérmica do parasita no
hospedeiro vertebrado (Garcia et al. 1994). Insetos com infecgdes nas glandulas
salivares perfuram a pele do hospedeiro mais vezes, ingerem menos sangue € mais
lentamente que insetos controles ndo infectados (Garcia et al. 1994). Neste sentido,
glandulas salivares de insetos infectados tem reducgédo significativa da atividade de
apirase (enzima anticoagulante) e dos grupos reativos de nitrogénio (com
propriedade de vaso dilatagdo) (Garcia et al. 1994), dois processos associados a
dificuldade do inseto de ingerir o sangue do hospedeiro vertebrado.

Quanto aos efeitos patogénicos de T. rangeli sobre R. prolixus, tem sido
sugerido que as lesdes mecanicas levam a uma perda de citoplasma das células
epiteliais do intestino e musculares das glandulas salivares durante a penetracao
dos parasitas (Tobie 1961; Hecker et al. 1990; Garcia et al. 1994).

Quanto a variabilidade dos isolados, T. rangeli pode ser classificado de
acordo com as diferengas na organizagdo do DNA do cinetoplasto (kDNA) em dois
grupos: T.rangeli KP1 + e KP1- (Vallejo et al. 2009). O primeiro grupo de estirpes (T.
rangeli KP1 +) apresenta trés tipos de minicirculos de DNA do cinetoplasto
denominados KP1, KP2 e KP3, enquanto o outro grupo (7. rangeli KP1-) apresenta
apenas os minicirculos KP2 e KP3. Os dois grupos de T. rangeli foram confirmados
pela amplificagdo de kDNA com os primers S35/S36/KP1L (Vallejo et al. 2002, 2003,
2007; Urrea et al. 2005).

Outros polimorfismos moleculares, como diferengas no intergene mini-exon e
na subunidade menor de RNA rimossémico (rRNA) confirmam a existéncia de cinco
subpopulagdes denominadas T. rangeli A, B, C, D e E (Maia da Silva et al. 2004,a,b,
2007,2009; Vallejo et al. 2009). O gendtipo A é predominante na regido noroeste da
Ameérica do Sul (Colémbia e Venezuela), América Central (Guatemala e Honduras) e
Brasil (regides ocidental e oriental da Amazénia) e o gendtipo B foi encontrado na
Amazénia brasileira. O gendtipo C foi encontrado na Coldmbia e no Panama. O
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gendtipo D foi representado por um unico isolado, SC58, que foi obtido a partir de
hemoculturas do roedor Echimys dasythrix de Santa Catarina (Sul do Brasil) (Maia
da Silva et al. 2004,a,b, 2007). E o gendtipo E foi obtido apartir do isolado Tra643,
do morcego Platyrrhinus lineatus, proveniente do estado do Mato Grosso do Sul na
zona central do Brasil (Maia da Silva et al. 2009)).

A anadlise comparativa dos sistemas de genotipagem indicou que a linhagem
A corresponde as estirpes de T. rangeli KP1 + e a linhagem C ao T. rangeli KP1-. A
cepa brasileira SC58 pertencente a linhagem D tem o perfil de T. rangeli KP1-.
Porém perfil de kKDNA de cepas da linhagem B, isoladas na regido amazénica, é
desconhecido (Maia da Silva et al. 2004,a,b, 2007).

1.4 Interagao parasita — vetor

Alguns mecanismos facilitam ou impedem a transmissdo dos parasitas em
diferentes espécies de vetores (Garcia & Azambuja 1991; Kollien & Schaub 2000;
Vallejo et al. 2009). Dentre estes, estdo envolvidas as bactérias intestinais,
especialmente os simbiontes que s&o necessarios para que 0s insetos vetores
completem seu desenvolvimento ninfal e produzam ovos (Vallejo et al. 2009). Ha
sugestoes de que T. rangeli é patogénico para Rhodnius, em parte, devido a
redugdo do numero de simbiontes (Tobie 1961; Vallejo et al. 2009).

A caracterizagdo das cepas de T. rangeli isoladas a partir de espécies
Rhodnius do grupo Pallescens (R. pallescens, R. colombiensis, R. ecuadoriensis),
mostra que todos apresentam o perfil de T. rangeli KP1-, enquanto que as estirpes
isoladas a partir do Grupo Prolixus (R. prolixus, R. neglectus) apresentam o perfil de
T. rangeli KP1 + (D’Alessandro 1976; Urrea et al. 2005; Vallejo et al. 2007). Em
outras analises de T. rangeli, o gendtipo A foi associado com infeccbes de R.
prolixus e R. robustus; o genétipo B exclusivamente com R. brethesi, e em algumas
regides, também com R. pictipes, enquanto o gendtipo C foi associado com R.
pallescens (Maia da Silva et al. 2007).

Estes resultados sugerem que, em seu estado natural, as espécies de
Rhodnius séao filtros biologicos para certas populagcdes de parasitas. A hipotese
sobre o papel de vetores como filtros bioldgicos na transmissédo de subpopulagdes
de T. rangeli geneticamente definidas foi consolidada por Vallejo et al. (2004). Os

autores mostram que R. colombiensis pode ser infectado em condigbes naturais por
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T. rangeli KP1- e por KP1 +, mas transmite pela picada apenas KP1- (Vallejo et al.
2004). Da mesma forma, R. prolixus também pode ser infectado com os dois grupos
de T. rangeli mas transmite apenas subpopulagdes de KP1 + pelo ato de salivagao
no hospedeiro vertebrado (Vallejo et al. 2002, 2003).

1.5 Imunidade dos insetos

Os insetos possuem muitas formas de defesa que ndo envolvem apenas as
acbes diretas, como as mecdanicas associadas ao rigido exoesqueleto, mas que
indiretamente, também servem para impedir o estabelecimento das infecgdes
(Armstrong et al. 1996). A cuticula externa dos insetos € a primeira linha de protecao
que fornece uma barreira fisica efetiva contra os patdgenos e previne a perda de
hemolinfa a partir de uma lesdo (Armstrong et al. 1996; Muta & lwanaga 1996;
Jiravanichpaisal et al. 2006). Outra forma de protecdo natural ocorre quando os
microorganismos ingeridos na alimentagdo sdo mortos no trato digestivo pelo pH,
condi¢ao redox ou por enzimas, como por exemplo, amilases, tripsinas, nos dipteros
e no caso de triatomineos, carboxipeptases, aminopeptidases, catepsinas e outras
hidrolases (Garcia & Azambuja 1987; Armstrong et al. 1996).

Uma vez que o intestino de R. prolixus € o primeiro ambiente para o
estabelecimento da infecgcdo por T. rangeli, ha a possibilidade de influéncia das
enzimas digestivas e do fator hemolitico do estbmago (Azambuja et al. 1983, 1989,
2004). Mas ainda ndo esta claro se as enzimas proteoliticas estdo implicadas no
desenvolvimento do tripanosoma no hospedeiro invertebrado, pois a alimentagéo de
R. prolixus com pepstatina, um inibidor de proteinase, n&o resultou em qualquer
efeito nas taxas de infecgao por T. cruzi (Garcia & Gilliam 1980; Borges et al. 2006).

Os insetos e outros invertebrados carecem das caracteristicas do sistema
imune adaptativo que conferem aos vertebrados a memaria imunoldgica. Ao invés
disso, em sua defesa contra microorganismos invasores, os invertebrados possuem
uma resposta imune do tipo inata (Ratcliffe 1985; Iwanga & Lee, 2005; Ferrandon et
al. 2007). Assim, apds romper estas barreiras passivas, 0s microorganismos e
parasitas, em insetos, ainda se deparam com as reagbes de defesa celular e
humoral (Armstrong et al. 1996).

A imunidade inata dos insetos € classificada em duas categorias que atuam

de maneira integrada tornando o sistema mais eficiente: a imunidade humoral e a
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celular (Azambuja et al. 1999; Stanley 2006). A primeira é baseada no efeito de
fatores humorais que podem destruir completamente ou suprimir o desenvolvimento
de qualquer invasor (Bettencourt et al. 1997; Hoffmann & Reichhard 2002). Esta
inclui a ativag&o transcricional de um conjunto de genes que lideram a producéo de
peptideos e de moléculas efetoras com propriedades antimicrobianas (Hetru et al.
2003; Brennan & Anderson 2004). Em geral as reagbes de defesa humoral em
insetos podem estar associadas as atividades de lisozimas e em alguns casos
tripanoliticas (Mello et al. 1995, 1999; Gomes et al. 1999), ativacdo da L- DOPA
(Dihidroxifenilalanina ) oxigénio redutase ou ao sistema profenoloxidase (PPO)
(Mello et al. 1995; Gomes et al. 1999, 2003; Garcia et al 2004,a) bem como a
aglutinagdo do organismo invasor por lectinas presentes na hemolinfa (Mello et al.
1996). Entre as respostas imunes inatas ha implicagdes também na producao de
reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio (Strand 2008,a), como a geragao de
superodxido e oxido nitrico (NO) (Conte & Ottaviani 1995; Whitten et al. 2001, 2007).
A segunda é baseada na defesa celular onde os hemdcitos, especialmente os
plasmatdcitos e as células granulares, participam ativamente no processo (Ho et al.
1982; Chikilian et al. 1994; Pech & Strand 1996; Brehélin & Duvic 1999; Levine &
Strand 2002). Organismos muito grandes para a fagocitose, como ovos de
parasitdides, sdo encapsulados por agées coordenadas dos hemdcitos (Stanley
2006). Assim, a fagocitose, encapsulagdo e a microagregagao de hemdcitos,
também denominada de formagdo de nodulos, sdo as principais linhas de defesa
celular do inseto (Mello et al. 1995; Garcia et al. 2004,a,b).

1.5.1 Defesa celular

Hemdcitos sdo células presentes na hemolinfa de invertebrados que se
desenvolvem durante a embriogénese (Ratcliffe et al. 1985). Durante a fase larval ou
estadios ninfais, os insetos continuam a produzir hemdcitos, ou por divisdo
continuada de hemacitos circulantes ou através da divisdo de prohemdacitos oriundos
de o6rgaos hematopoiéticos (Ratcliffe et al. 1985). Gardiner e Strand (2000),
utilizando anticorpos especificos marcados com bromodeoxiuridina, observaram que
prohemdcitos presentes nos 6rgaos hematopoiéticos diferenciam-se inicialmente em
plasmatdcitos, enquanto outros tipos de hemdcitos formam-se apds a liberagao dos

plasmatdécitos na hemolinfa. Também observaram que a manutengéo da populagéo



de hemdcitos na hemolinfa esta diretamente relacionada a divisdo continuada das
células ja diferenciadas presentes na hemolinfa (Gardiner & Strand 2000).

Jones (1965) e Azambuja et al. (1991,c), utilizando a técnica de microscopia
de contraste de fase, descreveram detalhadamente diferentes tipos de hemécitos na
hemolinfa de R. prolixus, dentre eles: prohemdécitos, plasmatdocitos, células
granulares, oendcitos, adipohemdacitos e células gigantes.

Prohemdcitos, adipécitos, plasmatocitos células oenocitéides e células
granulares podem ser identificados pela microscopia 6tica e eletronica. As células
encontradas em maior quantidade na hemolinfa de R. prolixus sdo os prohemacitos,
plasmatécitos e células granulares. E as encontradas em menor quantidade séo os
adipécitos e os oenocitoides (Oliveira & de Souza, 2003).

Oliveira e de Souza (2003) demonstraram que apos a infecgdo oral e
inoculacdo de R. prolixus com a cepa de T. rangeli Choachi o numero de
plasmatdcitos e oenocitdides aumenta e o de prohemdcitos, adipécitos e células
granulares diminui. Além disso, quando ha a presencga de T. rangeli na hemolinfa,
muitos plasmatdcitos apresentam o parasita em forma esferomastigota em seu
interior, porém este ndo se apresenta em divisdo. Algumas evidéncias indicam que
ha a fusdo de lisossomos com vacuolos contendo o parasita no plasmatécito,
degradando entdo o protozoario S&o elas: a presenca de debris de parasitas dentro
dos vacuolos de plasmatdocitos, a observacédo de estruturas semelhantes a
lisossomos perto dos vacuolos e a presengca de material amorfo com eletro
densidade similar a lisossomos. O numero de parasitas livres na hemolinfa diminui
gradativamente durante o curso da infecgdo de T. rangeli cepa Choachi (Oliveira &
de Souza 2003).

1.5.1.1 Fagocitose

A fagocitose € um processo de defesa celular altamente conservado,
constituindo a primeira resposta dos hemdcitos a invasdo do organismo por
particulas estranhas (Lavine & Strand 2002).

A fagocitose de uma particula estranha envolve diferentes passos tais como:
adesao, reconhecimento, transdugdo de sinal, formagédo de pseuddpodos, ingestao,
fusédo de lisossomos e eliminacdo da particula fagocitada. Este processo tem inicio
com a ligagado da particula invasora a receptores presentes na superficie de células
fagociticas. A ligagdo desencadeia uma série de eventos de sinalizagdo em cascata
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que regulam a formacgéo de fagossomos, ingestao e digestdo da particula estranha
(Gillespie et al. 1997).

1.5.1.2 Formacgéo de nddulos

A formacdo de nddulos, também denominada de microagregacdo de
hemécitos, demanda uma mudanga nos hemdcitos circulantes, que passam de
células livres circulantes para células aderentes aptas a se ligarem ao alvo (Levine &
Strand 2002). A formagdo de nddulos pode ser induzida por lipopolissacarideos
(LPS), zimosan, laminarina e algumas glicoproteinas presentes na superficie externa
da parede celular de bactérias e outros microrganismos (Lackie 1988,a; Brookman et
al. 1988).

1.5.1.3 Encapsulagéo

A encapsulagdo € um processo de defesa celular formado por camadas de
hemdcitos sobrepostas ao redor do organismo invasor. O processo de encapsulagéo
ocorre quando o organismo invasor é excessivamente grande para ser fagocitado,
como por exemplo, protozoarios, nematdides, ovos ou larvas de parasitos (Ratcliffe
& Gotz 1990; Vilmos & Kurucz 1998). O processo de encapsulagdo esta também
associado a ativagdo da PPO resultando, em alguns casos, na melanizagéo e
consequente morte do organismo invasor (Vilmos & Kurucz 1998).

1.5.2 Defesa humoral

Os fatores humorais podem ser secretados diretamente na hemocele ou
dentro do lumen do intestino, sendo assim considerados componentes da resposta
imunitaria para eliminar patégenos potenciais adquiridos pelos insetos (Garcia et al.
2010,a,b; Genta et al. 2010).

Gregorio e Ratcliffe (1991) estudaram a aglutinagdo e a atividade litica de
tecidos de R. prolixus e Triatoma infestans contra eritrécitos e epimastigotas de T.
rangeli. A atividade de aglutinagdo contra hemacias foi encontrada no intestino
meédio de T. infestans e na hemolinfa de R. prolixus. Além disso, os extratos de
gléandulas salivares de T. infestans, mas ndo os de R. prolixus, mostraram uma
atividade litica contra T. rangeli (Gregorio & Ratcliffe 1991). Amino et al. (2002)
caracterizaram uma proteina litica com propriedade de formagéo de poros a partir de

amostras de saliva de T. infestans. Esta proteina, denominada trialisina, lisou
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protozoarios e bactérias, indicando que ela desempenha um papel no controle do
crescimento de microorganismos nas glandulas salivares (Amino et al. 2002).

1.5.2.1 Lectinas

Um composto importante envolvido na interagdo parasito- vetor é a lectina,
proteina classicamente associada ao reconhecimento de carboidratos (Bradley et al.
1989). Tanto em insetos como em outros invertebrados, as lectinas podem funcionar
de modo semelhante as opsoninas (Bradley et al. 1989). Algumas lectinas, em
ensaios in vitro, ndo bloqueiam somente carboidratos expostos na superficie do
parasita, mas também inibem a adeséo de T. rangeli em glandulas salivares (Basseri
et al. 2002) e no intestino (Oliveira & de Souza 1997) de R. prolixus.

Uma lectina purificada ligante a galactose, em ensaio in vitro, foi capaz de
aumentar a formacdo do agregado celular na monocamada de hemdcitos de R.
prolixus na presencga de T. rangeli (Azambuja et al. 1999; Mello et al. 1999). Mello et
al. (1995) observaram que a lectina purificada da hemolinfa reduz significativamente
a mobilidade e aumenta a morte de formas curtas de epimastigotas obtidos de

cultura de T. rangeli, mas ndo obteve o mesmo efeito em formas longas.

1.5.2.2 Oxido nitrico (NO)

As pesquisas sobre as fungées do (NO) em vertebrados tém demonstrado
que o NO é uma molécula efetora chave no sistema imune inato e de sinalizagdo em
muitos organismos (Bogdan et al. 2000; Atkan 2004; Pryor et al. 2006). A evidéncia
também sugere que ambos os papéis de NO foram conservados na imunidade inata
de invertebrados (Radomski et al. 1991; Luckhart et al. 1998; Nappi et al. 2004). Em
moluscos e insetos o NO, como um ativador imunitario, esta fortemente associado
com respostas antimicrobiana, anti-viral e antiparasitaria, atuando como uma
molécula citotoxica diretamente contra o organismo invasor, e também
indiretamente, por producgao de diferentes radicais livres (Torreilles & Guerin 1999;
Weiske & Wiesner 1999,a,b ; Nappi et al. 2000; Beck et al. 2001; Novoa et al. 2002;
Jiang et al. 2006). A atividade de oxido nitrico sintase (NOS), € induzida por
infecgbes por parasitas em invertebrados, tais como mosquitos e caramujos, e tem
sido implicada no controle de parasitas ou correlacionada com a capacidade vetorial
de algumas espécies (Luckhart et al. 1998; Dimopoulos et al. 1998; Bayne et al.
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2001; Hahn et al. 2001; Ascenzi & Gradoni 2002; Kumar et al. 2004; Ratcliffe &
Whitten 2004).

NO também desempenha um papel essencial na sinalizagdo da resposta
imune do inseto (Stefano & Ottaviani 2002). Em Drosophila, o NO gerado por
hemdcitos em resposta a uma infecgdo bacteriana, ativa a diptericina pela via de
sinalizagéo do IMD (imunodeficiéncia) (Nappi et al. 2000; Foley & O’Farrell 2003).

Foi demonstrado que NO modula as respostas de R. prolixus a infecgao por
T.rangeli na hemolinfa e observado que o NO também regula a infeccéo por T. cruzi
na mesma espécie de inseto (Whitten et al. 2007). Whitten et al. (2007) reportaram
que a expressdo do gene da NO sintase e a produgcdo de NO sdo moduladas de
formas diferentes por infecgées pelo T. rangeli e T. cruzi em varios tecidos de R.
prolixus. Seus resultados mostraram que R. prolixus infectados com o T. cruzi e T.
rangeli apresentam alta concentracdo de nitrito apés 1-2 dias da alimentacdo
sanguinea, mas diminuem apoés 2 semanas de infeccdo parasitaria.

A NADPH oxidase e a NOS estdo envolvidas na resposta imune de R.
prolixus contra a infecgdo por T. rangeli (Whitten et al. 2001). Whitten et al. (2001)
mostrou que quando o inibidor da NADPH oxidase, N-etilmaleimida, e o inibidor da
NOS induzivel, S-metil isotiourea sulfamida, sédo injetados em R. prolixus, causam
uma alta mortalidade nos insetos apds a inoculagao das cepas H14 e Choachi de T.
rangeli se comparados com os insetos do grupo controle, ndo infectados. Neste
inseto a expressdo do gene da NOS e os niveis de nitrito sdo modulados no
estdmago, intestino e corpo gorduroso quando ha o desafio com T. cruzi e T. rangeli.
O aumento de nitrito na parede do trato digestério ocorreu durante a resposta a
infecgao por T. cruzi e T. rangeli, mas foi particularmente maior com a infec¢do do
primeiro parasita. Este aumento pode explicar porque o T. cruzi ndo consegue
atravessar a parede intestinal e invadir a hemocele (observagdes pessoais de N. A.
Ratcliffe).

1.5.2.3 Eicosandides

Prostaglandinas e outros eicosandides sao metabdlitos oxigenados do acido
araquidénico e outros dois acidos graxos poliinsaturados com 20 carbonos. Séo
conhecidos trés grandes grupos de eicosandides: prostaglandinas, acido

epoxieicosatrienoico e os metabdlitos da lipoxigenase (Von Euler 1936).
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A Dbiossintese dos eicosanoides se inicia com a hidrélise do acido
araquidonico de fosfolipidios de biomembranas celulares e intracelulares,
geralmente pela acdo da fosfolipase A2 (PLA2) (Six & Dennis 2000). Séao
conhecidos muitos grupos de PLA,, as quais geralmente ocorrem em duas formas: a
secretada e a citosdlica (Six & Dennis 2000). As prostaglandinas sao produtos da via
da ciclooxigenase enquanto que a lipoxigenase é responsavel pela produgdo dos
acidos hidroperoxieicosatetrandico e hidroxieicosatetraendico, além de outros
produtos biologicamente ativos (Stanley 2000, 2004).

Os eicosandides aparentemente agem em varios aspectos da biologia do
inseto como o transporte de ions, o trafego de proteinas, a reproducdo e a
imunidade (Six & Dennis 2000). Em relagéo a este ultimo aspecto em insetos, estas
moléculas modulam a fagocitose, nodulagdo, e encapsulagdo em reagdes contra
bactérias, fungos (Armstrong et al. 1996) ou parasitdides (Buyukguzel et al. 2002).
Também agem na sinalizagdo pela via do IMD e na expressao de certos genes de
proteinas antibacterianas (Stanley 2006).

A biossintese dos eicosandides foi caracterizada em dois tecidos da
mariposa, Manduca sexta: no corpo gorduroso € nos hemdcitos (Stanley-Samuelson
& Ogg 1994; Gadelhak et al. 1995) e somente no corpo gorduroso na lagarta de
pastagem, Pseudaletia unipuncta, e no besouro, Zophobas atratus (Tunaz et al.
2001,2002). Além do corpo gorduroso, a biossintese de prostaglandinas foi
detectada também no epitélio do trato digestoério da mariposa, M. sexta (Buyukguzel
et al. 2002).

Stanley- Samuelson et al. (1991) observaram que M. sexta tratada com
inibidores da biossintese dos eicosandides € incapaz de combater infecgbes
bacterianas na circulagdo. A partir de algumas observagdes, Miller et al. (1994)
sugeriram que os eicosanoides coordenam e medeiam as agbes celulares que
resultam na formagdo do nodulo. Na mariposa da cera, Galleria mellonella, foi
observado que os eicosandides atuam na fagocitose, na extensao da célula e na
ativagdo da PPO (Mandato et al. 1997). Garcia et al. (2004,a) observou a redugao da
microagregacao e da ativagéo do sistema de PPO na hemolinfa e o0 aumento da
parasitemia e mortalidade apds a inoculagéo de T. rangeli em R. prolixus alimentado
previamente com sangue contendo o inibidor da PLA;, dexametasona, um inibidor
especifico da via da ciclooxigenase, indometacina, e um inibidor ndo seletivo da

lipoxigenase, NDGA. O mesmo grupo mostrou que todos os efeitos obtidos pela
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dexametasona administrada por via oral foram neutralizados pela inoculagdo de
acido araquidénico sugerindo que os eicosandides modulam as respostas imunes de
R. prolixus contra a infecgcdo com T. rangeli (Garcia et al 2004,a). Porém, alguns
outros trabalhos mostram que os eicosandides nao influenciam na via da PPO em
outros insetos como, por exemplo, no gafanhoto Locusta migratéria (Goldsworthy et
al. 2003).

Os eicosandides também estdo relacionados a outras vias da imunidade.
Morishima et al. (1997), relataram que os eicosandides estdo envolvidos na
expressao de dois genes que codificam proteinas antibacterianas (cecropina e
lisozima) no corpo gorduroso do bicho da seda Bombyx mori. Da mesma maneira,
Yajima et al. (2003) descobriram uma ligagdo funcional entre a via do IMD e a

sintese de eicosandides em Drosophila melanogaster.

1.5.2.4 Profenoloxidase (PPO)

Outro ramo da imunidade de insetos € a melanogenese (Asada et al. 1999;
Amparyup et al. 2009; Eleftherianos & Revenis 2011), que envolve a rapida sintese e
resulta no depésito de um pigmento marrom escuro, a melanina, no local da infecgao
e dano. A melanizagdo comega quando um alvo estranho é identificado por
proteinas de reconhecimento e entdo uma cascata de proteolitica é disparada
(revisado por Strand 2008,b). Em insetos esta resposta € rapida e independe da
expressdao de genes (Cerenius et al. 2010). Como reagdo, alguns hemdcitos
envolvem o corpo estranho e liberam proteinas que promovem a quimiotaxia,
atraindo plasmatécitos (Levine & Strand 2002) e formando uma parede multicelular
de plasmatocitos e células granulares (encapsulagado) (Wood et al. 2006). A
melanina é depositada na direcdo do corpo estranho (WOOQOD, et al., 2006). A
capsula de melanina previne o crescimento e a reprodugcdo do patdogeno e
eventualmente leva este a morte principalmente pela falta de nutrientes ou oxigénio
(Gillespie et al. 1997).

A enzima chave na sintese da melanina é a fenoloxidase (PO), que produz
grupos do tipo indol os quais, subsequentemente sdo polimerizados em melanina
(Soderhall & Cerenius 1998; Christensen et al. 2005; Gonzalez-Santoyo & Aguilar
2012). As reagbes enzimaticas por sua vez produzem um conjunto de produtos
intermediarios como quinona, difenol, superoxido, peroxido de hidrogénio e reativos
intermediarios de nitrogénio, que sédo importantes na defesa contra bactérias Gram
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positivas e Gram negativas, fungos e agente virais (Gonzalez-Santoyo & Aguilar
2012) durante o processo de reparo de lesdes (Jiravanichpaisal et al. 2006; Nappi &
Chistensen 2005).

Estudos prévios em muitos insetos mostraram que em condigdes fisiologicas
normais a PO é expressa como zimogénio inativo chamado de PPO (Kanost et al.
2004). PPO séo polipeptideos que contém dois atomos de cobre por molécula de
proteina com um peso molecular de 70-80 KDa, em sua forma inativa, e de 50-60
em sua forma enzimaticamente ativa (Ashida & Brey 1997). A sintese de PPO ocorre
em sua maioria nos hemaocitos com variagbes espécie — especificas em relagdo ao
tipo de hemdcito (Cerenius & Soderhall 2004). Como exemplo, Hillyer e Christensen
(2002) detectaram a PO em células oenocitdides de Aedes aegypti. Com uma injuria
fisica ou desafio por microorganismos a PPO ¢é ativada por uma protedlise limitada
através da agao da cascata de serino proteases (Ashida et al. 1974; Ashida & Dohke
1980; Kanost et al. 2004).

Serino proteases sao hidrolases com o aminoacido serina em seu centro
ativo, as quais estdo incluidas a tripsina, quimiotripsina e subtilisina (Hedstrom
2002). Sabe-se que estas proteases quebram a cadeia polipeptidica no lado carboxil
de aminoacidos especificos, resultando na quebra da ligagéo peptidica (Hedstrom
2002). Estudos em laboratério geralmente usam a quimiotripsina como ativador da
PPO. Esse ativador se tornou uma ferramenta experimental para o ensaio da PO em
insetos (Sugumaran et al. 1985; Saul & Sugumaran 1987; Adamo 2004).

A primeira enzima ativadora da PPO, chamada de protease ativadora da PPO
(PAP), foi purificada e extraida da cuticula de M. sexta (Aso et al. 1985). Em alguns
casos as PAPs requerem a presenga de cofatores protéicos ou homdlogos da
serinoprotease para sua ativagao (Jiang et al. 1998; Kwon et al. 2000).

Mecanismos regulatérios da atividade de PO sado necessarios para produzir a
resposta (Cerenius & Soderhall 2004; Nappi & Christensen 2005; Kanost & Gorman
2008). Neste sentido, ocorre a transcricao de certos genes incluindo aqueles que
codificam inibidores de serino proteases (Kanost & Jiang 1996; Kanost 1999), como
as serpinas, as quais previnem a ativagdo prematura e excessiva por regulagao
negativa (Silverman et al. 2001; Gettins 2002; Cerenius et al. 2008, 2010; Zou et al.
2010). A pacifastina, uma molécula inibidora de serino proteases, foi isolada da
lagosta Pacifastacus leniusculus (Hergenhahn et al. 1987; Liang et al. 1997).
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Outro regulador da PO é a dopacromo isomerase. Estudos em M. sexta
mostraram que esta enzima é ativada pelo inseto na presencga de PO, atuando como
uma regulagao negativa da melanizagao (Sugumaran et al. 2000).

A via de melanizagdo mais comumente estudada tem sido relacionada aos
processos de reagdo contra ovos de parasitéides em D. melanogaster (revisado por
Nappi & Vass 1993). A formagdo de melanina ocorre a partir do aminoacido
fenilalanina, que é, primeiramente, hidroxilado a tirosina pela fenilalanina hidroxilase.
A tirosina é entdo hidroxilada pela PO para produzir DOPA. DOPA é posteriormente
oxidado em dopaquinona sendo convertido imediatamente em dopacromo por uma
reagdo espontdnea e nao enzimatica. O rearranjo estrutural ndo enzimatico do
dopacromo, seguido da decarboxilagdo gera o 5-6 dihidroxiindol. O dihidroxiindol &
oxidado pela PO para formar o indol- 5-6-quinona. Finalmente, as indolquinonas séo
polimerizadas em eumelanina ou, na presenga de compostos tiol, feomelaninas
(Nappi & Christensen 2005). Além disso, o dihidroxiindol também pode ser produzido
por uma via alternativa, onde a DOPA descarboxilase remove CO, do DOPA para
formar a dopamina (Nappi & Christensen 2005). A melanina mais comum é a
eumelanina que é formada pelo polimero do dihidroxiindol que vem da dopaquinona
(dopacromo), e produz uma cor marrom escura (Napolitano et al. 2000). Figura 1
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Figura 1: Via da fenoloxidase na sintese de melanina.
Adaptado de Gonzalez-Santoyo e Aguilar (2012)
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1.5.2.5 Peptideos antimicrobianos (AMPs)

As respostas humorais envolvem principalmente a sintese e a liberagédo de
diferentes tipos de peptideos antimicrobianos (AMP) na hemolinfa de insetos apds
uma infecgdo microbiana (Bulet et al. 1999). AMPs apresentam baixo peso
molecular, resistem ao aquecimento, sdo tipicamente catibnicos e muitas vezes
compostos de menos de 100 residuos de aminoacidos (Wang & Lai 2010). Os AMPs
sdo altamente conservados numa ampla variedade de taxons incluindo bactérias,
plantas, invertebrados e vertebrados (Yeaman & Yount 2003; Ravi et al. 2011).

De uma maneira geral, os AMPs sédo derivados de precursores maiores,
incluindo uma sequéncia sinal. Modificagdes pos-traducionais incluem o
processamento proteolitico, e, em alguns casos a glicosilagdo (Bulet et al. 1993),
amidacao do terminal carboxila e isomerizacdo de aminoacido (Simmaco et al.
1998), e halogenacgédo (Shinnar e Al 1996). AMPs tém como alvo as membranas de
microorganismos, sendo hoje bem compreendidos os mecanismos de agao contra
bactérias.

A diferenga mais marcante em membranas citoplasmaticas entre células
procariéticas e eucarioticas € a composicdo € o arranjo topoldgico de lipideos
(Graham & Higgins 1997). A superficie (monocamada externa) das membranas
celulares de mamiferos € composta exclusivamente por fosfolipidios eletricamente
neutros, zwitteridnicos, principalmente a fosfatidilcolina e esfingomielina, ao passo
que as membranas bacterianas contém grandes quantidades de fosfolipidios de
carga negativa, como o fosfatidilglicerol e a cardiolipina (Matsuzaki 1999). As
membranas exteriores de bactérias gram-negativas sdo cobertas com LPS
polianiénicos (Matsuzaki 1999).

AMPs, em sua maioria, podem ser classificados em um numero limitado de
familias (Bulet & Stocklin 2005) nomeadas como: cecropinas (Hultmark et al. 1980;
Boman & Hultmark 1987; Kaaya et al. 1987; Dickenson et al. 1988; Kylsten et al.
1990; Samkovlis et al. 1990, 1991), defensinas (Lambert et al. 1989; Dimarcq et al.
1990), atacinas (Hultmark et al. 1983; Kockum et al. 1984; Casteels et al. 1990; Sun
et al. 1991), lisozimas (Mohrig & Messner 1968; Powning & Davidson 1976; Jolles et
al. 1979; Hultmark et al. 1980; Engstrom et al. 1985), e diptericinas (Wicker et al.
1990; Dimarcq et al. 1990).

Embora as cecropinas tenham sido isoladas de varias espécies de insetos

lepidépteros e dipteros, elas ndo tém sido encontradas em outras ordens de insetos
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(Cociancich et al. 1994). Estas tém estrutura em alfa- hélices e atuam nas bactérias
Gram-negativas com mais eficiéncia (Yamano et al. 1998; Yang et al. 1999).

As defensinas de insetos sdo altamente eficazes contra as bactérias gram
positivas (Hetru et al. 2003), incluindo algumas bactérias patogénicas ao homem,
tais como Staphylococcus aureus, mas nao apresentam uma atividade eficaz contra
bactérias Gram-negativas (Okada & Natori 1984, 1985; Matsuyama & Natori 1990;
Cociancich et al. 1993; Yamada & Natori 1994). Ao contrario das cecropinas,
primeiramente isolada de Hyalophora cecropia, uma espécie Lepidoptera, e restrita
também a Diptera, as defensinas tem sido caracterizadas em varias ordens de
insetos (Hoffmann & Hetru 1992; Cociancich et al. 1994). Lowenberger et al. (1995)
foi o primeiro trabalho em que se purificou e descreveu trés isoformas da familia de
defensinas de insetos encontradas na hemolinfa de Aedes aegypti. Neste trabalho,
as defensinas foram potencialmente ativas contra bactérias Gram-positivas e contra
uma das bactérias Gram-negativas testadas. Waniek et al. (2011), demonstraram um
aumento significativo de um transcrito de defensina em Triatoma brasiliensis em
resposta a infecgéo por T. cruzi e sugeriram uma fungdo potencial da defensina no
controle da populagéo deste parasita.

A atacina é ativa contra as bactérias Gram-negativas, inibindo a sintese de
proteinas da membrana externa, enquanto a moricina (um AMP da mesma familia),
aumenta a permeabilidade da membrana, matando entdo, as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (Hara & Yamakawa 1995).

Lizosimas sdo muramidases que hidrolizam a ligagao glicosidica B- 1,4 na N-
acetil- glucosamina e residuos de acido N- acetil muramico na camada de
peptidoglicano da célula bacteriana provocando a sua lise (Lee & Brey 1995; Jain et
al. 2001). A lisozima do tipo A e C foram caracterizadas a partir dos bichos da seda
domésticos e selvagens, B. mori e Antheraea mylitta, respectivamente (Lee & Brey
1995; Jain et al. 2001).

Diptericinas sado peptidos antibacterianos de 9kDa descritos em Phormia
terranovae (Dimarcq et al. 1988), D. melanogaster (Wicker et al. 1990), e
Sarcophaga peregrine (Ishikawa et al. 1992). Diptericinas possuem agao contra uma
gama limitada de bactérias Gram - negativas (Dimarcq et al. 1988).

Ursic-Bedoya et al. (2011) descreveram recentemente um novo peptideo

antimicrobiano, a prolixicina, isolada de R. prolixus com atividade contra ambas as
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bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, mas com nenhuma toxicidade para T.
cruzi.

O corpo gorduroso dos insetos € o principal responsavel pela produgdo de
AMPs (Brey & Hultmark 1998; Hoffmann et al. 1999; Schmid-Hempel 2005). Em
Drosophila (Kylsten et al. 1990) e H. cecropia (Steiner et al. 1981) os genes
codificadores de AMPs sdo expressos em hemdcitos, células do epitélio e corpo
gorduroso. A iniciagdo do sinal da via Toll ocorre através da geragao proteolitica da
proteina Spaetzle a partir do seu precursor; a interagdo presumida do Spaetzle com
um receptor chamado Toll; a comunicagdo subsequente através de uma série de
proteinas intracelulares que resultam na modificagdo quimica da Cactus
citoplasmatica, que €, em seguida, desvinculada da proteina Dif. Ha a translocacao
da Dif para o nucleo, onde esta ativa a transcricdo dos genes relacionados aos
AMPs. A drosomicina, um importante peptideo antifUngico em Drosophila, parece
ser regulada por esta via (Imler & Hoffmann 2001).

Insetos mutantes com defeitos na via Toll ainda podem expressar AMPs como
a cecropina e a diptericina (Imler & Hoffmann 2001). O circuito residual € chamado
da via IMD, regulada por uma proteina relacionada com a Dif chamada relish
(Stoven et al. 2000). O receptor atual que se transforma na via intracelular IMD ainda
nao foi identificado (Zasloff 2002).

A via Toll parece ter um papel importante também na defesa contra fungos,
enquanto a via IMD envolve um conjunto diferente de estratégias antimicrobianas
para combater especialmente as bactérias, o que sugere que essas duas vias sdo
intrinsecamente projetadas para responder a diferentes injurias fisioldgicas (Zasloff
2002).

Um trabalho aponta uma proteina de ligagdo a proteoglicano circulando na
hemolinfa de Drosophila (seml) como o receptor proximal que inicia os sinais da via
Toll quando o inseto é invadido por bactérias Gram-positivas (mas nao fungos)
(Michel et al. 2001). Ainda ndo esta claro como a ligacdo deste receptor de
reconhecimento ativa a cascata proteolitica que resulta na geragdo de Spaetzle

madura e processada a partir da sua proteina precursora (Zasloff 2002).

19



VIA TOLL
e

| Celuis bacteriana zram- positha |

Via IMD

| Protesse | == Timasinic |it-.ll Bacteriand graT- negEva

i—:ic!:-rlo e .f ¥ 3

ks Fionsica 5 ]
! e b ey | | Supasts receptor !

Figura 2: Cascatas de sinalizagdo que ativam genes de peptideos
antimicrobianos no corpo gorduroso de Drosophila. Fonte: adaptado de
Zasloff (2002)

Recentemente, a incubagédo de T. rangeli em amostras de hemolinfa de R.

prolixus indicou a existéncia de uma proteina tripanolitica que age contra o T. rangeli
KP1- isolado de R. colombiensis da Colémbia, mas ndo contra a cepa de T. rangeli
KP1 + de R. prolixus da Colémbia (Pulido et al. 2008). A presenca de um fator
tripanolitico na hemolinfa de R. prolixus indica uma adaptagdo especifica das
subpopulagdes confirmando o papel dos vetores como filtros biolégicos para a
transmissao dos parasitas (Vallejo et al. 2009).

Mello et al. (1995) demonstraram que apos a inoculacdo de T. rangeli na
hemocele de R. prolixus, o parasita sofre divisbes sucessivas durante o
desenvolvimento extracelular, e os niveis da atividade de lisozima na hemolinfa
aumentam. Eles também mostraram que a infecgdo por T. rangeli ndo induziu as
atividades tripanoliticas e nem uma atividade antibacteriana ensaiadas na presenca
de hemolinfa.

1.5.3 Coagulagédo da hemolinfa em insetos

A coagulacdo € um processo que sobrepde as defesas humoral e celular e
envolve a combinagédo de fatores soluveis e derivados celulares (Theopold et al.
2002; Jiravanichpaisal et al. 2006). Os mecanismos de coagulagdo variam entre
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espécies de insetos, e apenas algumas similaridades sdo encontradas entre
estagios de vida diferentes dentro da mesma espécie (Bidla et al. 2005). A
coagulacdo da hemolinfa € um mecanismo eficiente que atua vedando lesbes e
bloqueando a entrada de microorganismos na cavidade do corpo do inseto (Bidla et
al. 2005). Em processo de coagulagdo, os agentes invasores podem ser também
imobilizados e mortos por lectinas e AMPs (Muta & lwanaga 1996).

Estdo sendo descritos diferentes padrdes de coagulagdo baseados no
aspecto microscopico dos hemdcitos e sua interagdo com fatores do plasma, os
quais sao muito importantes para a formagéo do coagulo nos insetos (Dushay 2009).
Em algumas espécies de insetos, as células granulares e plasmatécitos estdo
envolvidas no processo de formacdo do coagulo que consiste em quatro estagios
consecutivos. Primeiro uma subpopulagdo de células granulares se desintegra e a
matriz extracelular é sintetizada, a qual forma o primeiro coagulo que é responsavel
por selar a lesdo. Depois, a via da PPO, juntamente com a transglutaminase, é
ativada e o coagulo denso é formado. No terceiro estagio os plasmatdcitos cobrem
bem o coagulo, isolando-o da hemocele, e, por ultimo, a epiderme se regenera sobre
a lesdo, substituindo eventualmente a cicatriz (Lavine & Strand 2002; Theopold et al.
2004, Jiravanichpaisal et al. 2006; Strand 2008,a).

Scherfer et al. (2004) confirmaram que a hemolectina é a proteina mais
abundante no coagulo da hemolinfa de larvas de D. melanogaster. O mesmo grupo
mostrou também que o coagulo aprisiona as bactérias e pode formar-se na auséncia
da atividade de PO (Scherfer et al. 2004). Em vez disso a PO de D. melanogaster
pode contribuir para a morte dos microorganismos por meio da produgao de reativos
intermediarios durante a formagdo do coagulo e sua subsequente melanizagao
(Scherfer et al. 2004; Theopold et al. 2004).

1.6 Microbiota bacteriana intestinal em insetos

Sabe-se que comunidades de diversos microorganismos residem em insetos
em uma grande concentragdo no intestino (Dillon & Dillon 2004). De forma
semelhante aos seres humanos, o intestino dos insetos abriga uma microbiota
natural, que é necessaria para manter as fungdes fisiologicas normais, incluindo o
metabolismo e a homeostase imune do hospedeiro (Dillon & Dillon 2004).
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A primeira indicagdo de colonizagdo bacteriana do intestino de triatomineos
foi indicada por Duncan, em 1926. Ele analisou R. prolixus e encontrou um bacilo
Gram-positivo no intestino (Duncan 1926). Dias (1934) confirmou este dado em
Panstrongylus megistus e sugeriu uma fungdo simbidtica. Dois anos depois, um
bacilo difteréide foi encontrado no intestino de R. prolixus, Triatoma rubrofasciata, T.
infestans e T. flavida (Wigglesworth 1936). Posteriormente, esta bactéria foi
classificada como género Nocardia e, finalmente, reclassificada como Rhodococcus
(Tsukamura 1974; Zakrzewska-Czerwinska et al. 1988).

Para avaliar a importancia destes simbiontes, Brecher e Wigglesworth (1944)
produziram ninfas de R. prolixus aposimbiéticas a partir da desinfecgdo da superficie
de ovos. Estas ninfas desenvolveram uma sindrome aposimbiotica grave,
especialmente durante o 4° e 5° estadios, os quais em raros casos atingiram a fase
adulta (Brecher & Wigglesworth 1944). As ninfas aposimbidticas apresentaram
muitas vezes uma cuticula menos melanizada, anomalias durante a muda, e
perturbagbes da digestdo e excregdo (Geigy et al. 1953; Bewig & Schwartz 1954;
Baines 1956; Harington 1960; Gumpert & Schwartz 1962; Auden 1974; Ben-Yakir
1987). Um efeito muito critico é a redugdo do sistema traqueal (Eichler & Schaub
1998).

1.6.1 Interag&o da microbiota bacteriana com parasita

Sabe-se que a microbiota modula a competéncia vetorial do inseto
hospedeiro por meio de interagdo direta com parasitas ou por competicdo por
recursos no intestino (Azambuja et al. 1983; Mello et al. 1996; Garcia et al. 2007,
2010,a,b). Além disso, a microbiota pode restringir o desenvolvimento de um
patégeno indiretamente, por uma atividade antiparasitaria da propria bactéria ou
fungo ou através da inducdo de fatores de defesa imunologica humoral do vetor
(Eichler & Schaub 2002; Azambuja et al. 2005; Boulanger et al. 2006; Garcia et al.
2010,b; Mcgwire & Kulkarni 2010; Weiss & Aksoy 2011).

Em algumas espécies de mosquito, a microbiota bacteriana natural esta
envolvida na supressao de certos organismos patogénicos (Dong et al. 2009).
Alguns estudos sugerem que a flora microbiana estimula a atividade imunoldgica
basal como, por exemplo, no mosquito Anopheles gambiae, em que 0S mesmos
fatores do sistema imunoldgico que sdo necessarios para controlar a microbiota do
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mosquito sdo também a defesa contra o parasita da malaria Plasmodium (Dong et
al. 2009). Neste sentido, o tratamento com tetraciclina em Culex bitaeniorhynchus
tornou este mosquito mais suscetivel ao virus da encefalite japonesa (Mourya &
Soman 1985). Esta interagdo complexa entre a microbiota do mosquito, o sistema
imune inato e o desenvolvimento do parasita Plasmodium pode ter implicagbes
significativas para a epidemiologia da malaria (Dong et al. 2009).

Em moscas tsé-tsé, a infeccao bacteriana reforga a imunidade e bloqueia a
capacidade do tripanosoma de estabelecer infecgdes, indicando que as bactérias,
por regulagdo de genes de resposta imune do inseto, podem agir de forma a
bloquear a transmissao do parasita (Hao et al. 2001).

Castro et al. (2012,a), demonstraram que insetos infectados com o clone
Dm28c de T. cruzi e tratados com antibidticos, apds a alimentagdo, apresentam mais
parasitas do que insetos infectados e ndo tratados com antibioticos.

Investigacdes de bactérias intestinais em insetos vetores, mais recentemente,
focam em Serratia marcescens, uma espécie Gram negativa que € comumente
encontrada colonizando o trato digestivo. Isolada do intestino médio de R. prolixus
(Azambuja et al. 2004), em experimentos in vitro na presenga de T. cruzi, foi
identificada como um interferente ao desenvolvimento parasitario de algumas cepas
de T. cruzi, por sua atividade litica contra o parasita (Azambuja et al. 2004, 2005;
Castro et al. 2007,a,b; Garcia et al. 2010,a). Azambuja et al. (2004) concluiu que as
atividades tripanoliticas de S. marcescens, linhagens SM365 e RPH séo distintas da
atividade hemolitica e que somente as bactérias produtoras de prodigiosina
possuem agao tripanolitica. Além disso, S. marcescens isolada de R. prolixus, foi
capaz de matar epimastigotas de T. cruzi cepa Y, se mostrando menos ativa contra
a cepa Dm28c (Azambuja et al. 2004, 2005). A atividade litica de S. marcescens
contra T. cruzi cepa Y é inibida por D mannose (Castro et al. 2007, a,b). Este efeito
se da ao fato de S. marcescens possuir fimbrias manose-sensivel que medeiam a
adesao e, consequentemente, por algum outro fator, a lise de tripanosoma (Castro et
al. 2007, a,b).

Por outro lado, a infecgao por tripanosomatideo pode afetar a microbiota. Por
exemplo, a sindrome da patologia do triatomineo infectado com T. rangeli € muito
semelhante ao de uma aposimbiose (Schaub 1992, 1994). Um efeito direto foi
postulado por Watkins (1969) uma vez que os sobrenadantes de meios de cultura de

T. rangeli inibiram o crescimento dos simbiontes naturais de triatomineos sobre meio
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de cultura contendo agar. Eichler e Schaub (2002) mostraram que R. prolixus
infectado com T. rangeli cepa Choachi, mas ndo com a cepa de T. cruzi 'Chile &',
reduziu a concentragdo do simbionte Rhodococcus rhodnii em 50%. Além disso, em
R. prolixus, T. cruzi clone Dm28c estabelece uma infecgdo, com aumento da
populagdo de parasitas e redugcdo da microbiota bacteriana no intestino médio ,
enquanto a cepa Y de T. cruzi ndo consegue infectar o mesmo inseto sendo que a
microbiota permanece em niveis significativamente mais elevados (Castro et al.
2012,a). Foi demonstrado também que com esta mudaga na populagdo microbiana
do trato digestivo, ha aumento da atividade antibacteriana das amostras de conteudo
intestinal do R. prolixus infectados com o clone DM28c, contribuindo assim para o
desenvolvimento do parasita no hospedeiro (Castro et al. 2012,a).

Essa interagcdo intima de microorganismos intestinais com o inseto vetor
destaca a complexidade do ambiente intestinal e a importancia da manutencdo da
homeostase ja que muitas bactérias, fungos e parasitas, tais como o T. cruzi,
sobrevivem e desenvolvem-se no trato digestivo sem matar o hospedeiro (Eichler &
Schaub 2002; Vallejo et al. 2009; Garcia et al. 2010,a,b).
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1.7 Justificativa

Como o conhecimento da modulagdo do sistema imunoldgico por parasitas
naturais de triatomineos, tal como o T. rangeli, € ainda escasso e fragmentado, este
trabalho serve de ferramenta para esclarecer aspectos de como determinadas cepas
sdo consideradas bem adaptadas se desenvolvendo bem no trato digestivo e
invadindo a hemocele do inseto, e como outras, apds serem ingeridas juntamente
com o sangue do hospedeiro vertebrado, sdo rapidamente destruidas. O inseto
modelo de estudo é o R. prolixus, por sua facilitade de manipulagdo e manutengéo
em laboratorio.

A utilizacdo de metodologias modernas de bioquimica e biologia molecular,
associadas aos aspectos fisiolégicos dos triatomineos, buscando o reconhecimento
de componentes envolvidos no processo evolutivo da interagdo T. rangeli com 0 seu
vetor, elucida alguns pontos até entdo obscuros desta interagéo. Neste sentido,
torna-se fundamental acoplar o estudo do desenvolvimento do T. rangeli, analisar as
reacdes de defesa e da microbiota intestinal do inseto-vetor.

Finalmente, os resultados gerados neste estudo poderédo ser aplicados ou
utilizados em investigagdes voltadas a outras interagdes parasitas — insetos vetores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos da infecgdo com T. rangeli sobre a resposta imunoldgica e

microbiota intestinal de R. prolixus.

2.2 Objetivos especificos

A partir de ninfas de 4 ° e 5° estadio de R. prolixus infectadas oralmente com

cepa Macias de T. rangeli, em diferentes dias apos a alimentagdo avaliar:

O efeito bioldégico da infecgdo verificando alteracées de ecdise e a
mortalidade do inseto;

O desenvolvimento do epimastigota no trato digestivo e a capacidade
invasiva do parasita a hemocele do inseto;

O sistema humoral (ativacdo do sistema PPO e expressdo de AMPs do
inseto).

A imunidade celular (numero de hemécitos e formagdo de nddulos do
inseto);

A alteragédo da microbiota bacteriana do trato digestivo.

A partir de ninfas de 5° estadio de R. prolixus infectadas por inoculagdo com

cepa Macias ou H14 de T. rangeli, em diferentes dias apds a infecgdo avaliar:

O efeito biolégico da infecgdo verificando alteragbes de mortalidade do
inseto;

O desenvolvimento do epimastigota na hemocele do inseto;

O sistema humoral (ativagao do sistema PPO).

A imunidade celular (numero de hemdcitos e formacdo de nddulos do
inseto);

A alteragao da microbiota bacteriana do trato digestivo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho experimental:

O presente estudo analisou a infecgdo oral de R. prolixus por T. rangeli cepa
Macias em dois parametros diferentes. Inicialmente foi realizada uma infeccéo e
acompanhamento em longo prazo, na qual os insetos foram infectados no 4° estadio
e acompanhados até completarem sua muda para 5° estadio. Estes mesmos insetos
apo6s um periodo de jejum de 38 dias, foram realimentados com sangue livre de
parasitas. Este periodo de jejum foi necessario para que ocorresse a ecdise dos
insetos, e seus aparelhos bucais endurecessem para que pudessem se nutrir
novamente. Alguns ensaios, portanto foram realizados com observacdes até a
metamorfose para adultos. Concomitantemente, a infeccdo para avaliagdo dos
efeitos em curto prazo foi efetuada também. Neste caso, os insetos foram infectados
no 5° estadio e alguns aspectos fisiol6gicos foram acompanhados em diferentes dias
apo6s a infecgdo. Em ambos os modelos, as analises foram feitas em ninfas de 5°
estadio.

As analises se agruparam em quatro naturezas: o efeito bioldgico da infeccéo,
alteragdes na imunidade celular e humoral, e alteragées na microbiota. Como efeito
biolégico as observagdes foram: muda, mortalidade e a contagem de parasitas nos
diferentes 6rgaos. Nas investigacdes das respostas de defesa celular, foram feitas
contagens de numero de hemdcitos e de nddulos na hemolinfa. Quanto as
avaliagdes relacionadas a imunidade humoral foram analisadas a ativagao da PPO,
as expressdoes génicas de AMPs bem como as atividades antibacterianas por
ensaios de turbidimetria. Neste trabalho, a analise de alteragdo de microbiota foi
realizada por contagem de CFU do trato digestivo em todos os grupos de insetos
infectados ou ndo (controle) (Tabela 1).

Como nao foi observada a invasao de T. rangeli cepa Macias na hemolinfa do
vetor, observamos o desenvolvimento do parasita na hemocele em ensaios de
infecgao por inoculagdo em ninfas de 5° estadio. O intuito destes testes foi analisar
as diferengas nas respostas imunoldgicas do inseto, em infecgées com as cepas de
T. rangeli Macias e a cepa H14. Também, foram analisados os efeitos sobre a

biologia, mortalidade e contagem de parasitas, hemacitos e nédulos na hemolinfa. E,
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por fim, a imunidade humoral foi avaliada pela analise da ativagéo do sistema PPO.
A Tabela 2 mostra um esquema das abordagens metodoldgicas das infec¢des oral e
por inoculagdo de T. rangeli em R. prolixus, bem como dos métodos empregados

para as avaliagGes dos diferentes efeitos fisiolégicos e imunolégicos.

Tabela 1: Esquema experimental de infeccdo por via oral de ninfas de
Rhodnius prolixus com epimastigotas de cultura de Trypanosoma rangeli.
Infeccao oral com cepa Macias de Trypanosoma rangeli e avaliacao dos

efeitos em Rhodnius prolixus

Em longo prazo: Infec¢do em 4° Em curto prazo: Infeccdo em 5° estadio
estadio e realimentagao sem parasitas
em 5°,

Efeito Biologico: Mortalidade e muda (apenas em infecgao em longo prazo)
Efeito Biologico: Contagem de parasitas nos diferentes 6rgaos
Imunidade Celular: Contagem de hemécitos e nédulos na hemolinfa
Imunidade Humoral: Atividade da fenoloxidase (PO)

Imunidade Humoral: Expressao de AMPs e atividade antibacteriana
(turbidimetria)

Alteragcao na Microbiota: Contagem de CFU

Tabela 2: Esquema experimental de infecgdo por inoculagido em ninfas de
Rhodnius prolixus com epimastigotas de cultura de Trypanosoma rangeli.
Infecgdo via inoculacdo na hemocele com cepas Macias ou H14 de

Trypanosoma rangeli e avaliacao dos efeitos em Rhodnius prolixus

Efeito Biologico: Mortalidade e contagem de parasitas na hemolinfa
Imunidade Celular: Contagem de hemécitos e nédulos na hemolinfa
Imunidade Humoral: Atividade da fenoloxidase (PO)

3.2 Manutencao da coldénia de Rhodnius prolixus:

No presente trabalho, foram empregados R. prolixus, provenientes da col6nia
do Laboratdrio de Bioquimica e Fisiologia de Insetos, IOC/FIOCRUZ os quais eram
mantidos em temperatura de 28°C de acordo com Garcia et al. (1975), Garcia et al.

(1984,a,b). A alimentagdo da col6nia € normalmente efetuada com sangue
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desfibrinado de coelho, fornecido pelo Centro de Criagdo de Animais de Laboratdrio
(CECAL). Os procedimentos adotados no presente trabalho, como de alimentagéo e
infecgdes, seguiram os principios éticos na experimentacdo animal tendo sido
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEUA/FIOCRUZ), sob a licenga numero de protocolo L-0061/08.

3.3 Manutengao das culturas de epimastigotas:

Foram utilizadas duas cepas de T. rangeli caracterizadas com o genotipo
KP1+. T. rangeli cepa Macias, originalmente isolada do homem (hospedeiro) na
Venezuela (Steindel et al. 1994) e T. rangeli cepa H14 (CT-IOC 038), isolada do
homem (hospedeiro) em Honduras (Acosta et al. 1991) foram gentilmente cedidas
pela Dra. Suzete Araujo Oliveira Gomes (UFF) e pela Dr. M.A. Souza, IOC/Fiocruz,
respectivamente.

T. rangeli foi mantido a 28°C em meio de cultura de infusdo de cérebro e
coracdo (BHI, DIFCO) suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado pelo
calor, de acordo com Azambuja e Garcia (1997). O repique da cultura de parasitas
foi feito duas vezes por semana ao longo da pesquisa. Nestas condi¢des, a cultura
obtida trés dias apds o repique, em fase log do crescimento, mantinha
predominancia da formas curtas de epimastigotas (99% de pureza) (Whitten et al.
2001). A concentracdo de células por mililitro (mL) era calculada pela contagem de

parasitas em camara de Neubauer.

3.4 Métodos de infeccdo de Rhodnius prolixus: Infecgdo via oral e

acompanhamento de infec¢gao em curto e longo prazo

A alimentacédo dos insetos foi conduzida utilizando um aparato artificial de
acordo com Azambuja & Garcia (1997). Foi calculado em média 200 yL e 300 pL de
sangue desfibrinado de coelho, fornecido pelo Cecal, para o consumo de cada ninfa
de 4° e 5° estadios de R. prolixus, respectivamente. Para lavagem das hemacias, o
sangue foi centrifugado a 1.890 xg por 10 minutos em 4° C, o sobrenadante
descartado e o volume completado com a solugao ringer (0.2 M Na2CO3, 0.2 M
NaHCO3, pH 9.4) descrita por Castro (2012 b). A centrifugagédo para lavagem das
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hemacias foi repetida trés vezes em solugao ringer. Ao final da ultima centrifugagao,
o volume inicial do sangue foi restituido com meio de cultura BHI modificado,
adicionado de epimastigotas de T. rangeli, para obtengdo de uma concentragéao final
de 10° parasitas por mL.

Para os experimentos de avaliagdo dos efeitos da infeccdo oral em longo
prazo, ninfas de 4° estadio, receberam a dieta sanguinea contendo 1x 10°
epimastigotas/mL (grupo infectado oralmente) ou livre de parasitas (grupo controle).
Estes insetos, apds sofrerem muda para 5° estadio, foram entdo realimentados com
sangue livre de parasitas, precisamente, 38 dias apds a primeira alimentagdo em 4°
estadio.

Em outros experimentos de avaliagdo dos efeitos infecgdo em curto prazo,
ninfas de 5° estadio foram alimentadas com dieta sanguinea contendo 1x 10°
epimastigotas/mL (grupo infectado oralmente) ou livre de parasitas (grupo controle).

Apés as alimentagdes, os insetos eram pesados e armazenados em frascos
de vidro e mantidos em incubadora a 27°C. Insetos que ndo se alimentavam
devidamente eram descartados (menos de 20% em todos os grupos).

3.5 Métodos de infecgao de Rhodnius prolixus: Infec¢ao por inoculagao

Para infecgao por inoculagdo na hemocele, cada ninfa de 5° estadio de R.
prolixus, no quinto dia apos a alimentagdo com sague desfibrinado de coelho, foi
inoculada com 1 pl de uma suspensao de T. rangeli (cepa Macias ou H14) contendo
10 epimastigotas de forma curta, ou somente BHI (controle) na regido do
mesotorax, logo abaixo da coxa mediana direita. Para este fim, foi utilizado uma
agulha de insulina ultra fina, com medidas de 13 x 4,5 milimetros (mm) adaptada a
uma seringa de Hamilton sendo o procedimento executado em microscopio
estereoscopio (marca: Quimis, modelo 9714zt1). Alguns insetos foram selecionados

para compor um segundo grupo controle, os quais nao foram perfurados.
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3.6 Ensaios:

3.6.1 Ecdise e Mortalidade.

Para observagdo da percentagem de ecdise e mortalidade, foi feito um
acompanhamento dos insetos que foram alimentados com T. rangeli cepa Macias
em 4° estadio. Estes insetos foram acompanhados até a muda para 5° estadio, e,
posteriormente, apos a realimentagdo em dieta sanguinea livre de parasitas (p6 36
dias alternados) para avaliacdo dos efeitos em longo prazo de infecgdo. Cinco
grupos com quinze ninfas de 5° estadio infectadas em 4° estadio foram usadas para
este ensaio totalizando 75 insetos por grupo. Paralelamente, foram acompanhados
0s grupos de insetos controle.

Nos insetos inoculados com cepa Macias ou H14 de T. rangeli foram feitas
observagdes de mortalidade durante sete dias apds a infecgdo. Para cada cepa de
T. rangeli, grupos de 10 insetos foram injetados com parasitas, em quatro repeticoes

totalizando 40 insetos por grupo.

3.6.2 Contagem de parasitas no trato digestivo do inseto vetor:

As analises de infecgao por via oral de ninfas 4° ou 5° estadios de R. prolixus,
foram feitas, em curto prazo ou em longo prazo, por contagens de parasitas em
amostras de estdmago (intestino médio anterior) e, separadamente, de intestino
(intestino médio posterior) juntamente com o reto. Estas analises foram feitas em
diferentes dias apos a alimentagao infectiva ou ndo ( dias 2, 7 e 12 em curto prazo e
dias 2 e 7 em longo prazo). Em cada dia de analise, foram utilizados 5 insetos de
cada grupo.

Ninfas de 4° ou 5° estadios foram dissecadas para a retirada do trato
digestivo. Primeiramente, o estémago foi transferido para um tubo de
microcentrifuga. A membrana estomacal foi rompida e o material homogeneizado.
Para contar o numero de parasitas, foi feita uma diluicdo de 10 vezes com solugéo
ringer sendo o conteudo estomacal avaliado na cdmara de Neubauer. O resultado foi
calculado por ml de conteudo estomacal. Ja o intestino e o reto foram depositados
na parede do tubo de microcentrifuga juntamente com 10 pL de solugéo ringer. Este
conteudo foi macerado com uma agulha ou pinga bem fina para que a parede do

orgao se rompesse. Entao, aliquotas de 40 pL de solugdo ringer foram adicionadas
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as amostras e feitas as contagens dos parasitas em camara de Neubauer
considerando o resultado por mL da suspens&o do intestino e reto em 50 yL de

ringer.

3.6.3 Contagem de epimastigotas, hemoécitos e nédulos na hemolinfa do

inseto vetor:

Todos os grupos de insetos infectados com T. rangeli, por via oral e por
inoculagdo, foram avaliados neste pardmetro. Nos ensaios de infec¢do por via oral
por cepa Macias, foram utilizados 5 insetos de cada grupo em cada dia de analise.
Este parametro foi avaliado nos dias 7 e 12 ap6s a alimentagéo.

No ensaio de inoculagédo, a contagem do numero de hemocitos e nodulos
seguiu o0 mesmo perfil das analises por infeccdo oral, sendo os seguintes grupos
ensaiados: controle ndo inoculado, controle inoculado com BHI, inoculado com T.
rangeli cepa Macias e inoculado com T. rangeli cepa H14. Porém, na contagem de
parasitas, somente o sétimo dia apos a infecgdo foi avaliado. Nesta analise, foram
utilizados 6 insetos de cada grupo em cada dia de analise.

Para analise da hemolinfa, primeiramente, uma das coxas anteriores do
inseto era cortada e, com a ajuda de um microcapilar calibrado (Sigma Chemical,
USA), recolhia-se 10 uL de hemolinfa. Este conteudo era adicionado a 10uL da
solugdo anticoagulante (0,01M acido etileno diamino tetra-acético, 0,1M glicose,
0,062M cloreto de sodio, 0,03M citrato trisédico, 0,026M acido citrico, pH 4,6)
descrita por Azambuja et al. (1991a) e observado em camara de Neubauer ao
microscopio de contraste de fases (modelo: Nikon- Eclipse 50i) para avaliacdo da
presenga ou ndo de parasitas, bem como para a contagem de parasita, hemdcitos e
nédulos. Como formagado de nddulos, tomou-se como definigdo microagregados
contendo cinco ou mais hemocitos. Posteriormente, o inseto era dissecado para

outras analises da hemolinfa e para retirada dos érgaos.

3.6.4 Avaliagéo da ativagado da profenoloxidase (PPO):

A atividade de fenoloxidase foi avaliada em insetos infectados oralmente, em
observagao em curto e em longo prazo, bem como por inoculagdo. Em cada dia de
analise, foram utilizados 5 insetos de cada grupo. Estas andlises foram feitas em
diferentes dias apds a alimentagéo infectiva ou ndo, ou inoculagdo ( dia 7 e 12). Nos

experimentos de infecgao por inoculagéo, foram analisados quatro grupos: controle,
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nao inoculado; controle inoculado com BHI; inoculado com T. rangeli cepa Macias e
inoculado com T. rangeli cepa H14.

A atividade fenoloxidasica foi analisada em hemolinfa (em infecgdo por
inoculagdo) e no conteudo do estdbmago (em infecgdo oral) seguindo uma
metodologia descrita por Genta et al. (2010). Resumidamente, as amostras de
hemolinfa (10uL) obtidas a partir do corte da coxa anterior do triatomineo e as de
conteudo estomacal obtidas a partir de disseccdo e remogdo da parede do
estdbmago foram acondicionadas em tubos de polipropileno contendo 200 pl de agua
deionizada (Milli-Q), sendo o conteudo estomacal diluido 10 vezes para o ensaio
PO.

Dois ensaios de atividade PO foram efetuados em cada amostra. O primeiro &
referente a medi¢ao da atividade fenoloxidasica esponténea, em que o material ndo
€ exposto a nenhum tratamento antes da adicdo do substrato dihidroxifenilalanina
(DOPA) e durante a medi¢cdo da curva enzimatica. Ja o segundo é referente a
medicdo da atividade fenoloxidasica total, em que PPO é ativada a PO por
tratamento da amostra do inseto com tripsina. Neste ensaio as amostras foram
tratadas por vinte minutos na presenga de tripsina (Sigma T1426), em concentragédo
de 0,17 mg/mL para as de hemolinfa e 1,7x 10 mg/mL para as de contetdo do
estbmago em tampéo cacodilato (10 mM de cacodilato de sédio, pH 7,4, contendo
10 mM CaCl2). A reacdo é desenvolvida no mesmo tamp&o com as amostras
previamente expostas a acgao da tripsina (PO Total) ou ndo (PO espontanea) e
iniciada pela adigdo de uma solugéo saturada de 4 mg de DOPA (Sigma Chemical,
USA)/ mL. Para os ensaios de atividade PO as amostras provenientes dos testes de
infecgdo oral, em contelido estomacal, foram incubadas a 37° C, e amostras de
obtidas dos ensaios de inoculagdo, em hemolinfa, foram incubadas a 28° C
conforme descrito por Genta et al. (2010) e Gomes et al. (2003), respectivamente. A
absorbancia foi entdo medida a 490 nm no leitor de microplacas Spectra Max 190
(Molecular Devices, California, USA) em diferentes intervalos de tempo por até duas
horas (Genta et al. 2010).

Resumidamente, em cada po¢o da microplaca, foi adicionado 25uL de
amostra, 10uL de tampao cacodilato (no caso de avaliacdo da atividade de PO
espontanea) ou 10uL da diluigdo de tripsina (na avaliagao da atividade da PO total),
foi feita a encubagao para a agao da tripsina, e entdo adicionado 25uL da solugao
saturada de DOPA. Apods o preparo a leitura foi efetuada no leitor de microplacas.
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3.6.5 Expresséo de peptideos antimicrobianos:

Este ensaio foi feito com os dois tipos de analise de infec¢do por via oral, em
curto e longo prazo. Os niveis de RNA mensageiro (MRNA) que codificam peptideos
envolvidos na imunidade inata de R. prolixus foram testados por transcrigdo reversa
(RT) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Antes da dissecgéo, os insetos
foram imersos em agua a 55 ° C por 15 segundos para liberar os hemdcitos dos
tecidos (Whitten et al. 2007). O epitélio do estdbmago e intestino de ninfas de 5°
estadio (n = 10), 1 e 7 dias apos a alimentagéao infectiva, ou ndo (grupo controle), foi
dissecado e armazenado a -70 ° C. O RNA total foi extraido usando o kit NucleoSpin
® RNA Il (Macherey-Nagel, Diren, Alemanha), seguindo as instrugdes do fabricante,
e posteriormente medido pelo espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA). A sintese da fita de DNA complementar (cDNA) foi realizada
com o kit First-Strand cDNA Synthesis (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK),
seguindo o protocolo do fabricante usando 1,25 ou 2,5 ug de RNA total. Os primers
de R. prolixus utilizados foram desenhados segundo as sequéncias codificantes de
defensina A, B e C, lisozima A e B, prolixicina e [3-actina, sendo todos baseados em
publicagcbes de outros autores, como listado na Tabela 3 (Lopez et al. 2003; Ursic-
Bedoya et al. 2008, 2011; Paim et al. 2012). Todos os genes que codificam
defensinas e prolixicina possuem um intron e puderam, portanto, também serem
usados como controle interno de contaminagdo com DNA gendmico.

Os PCRs foram realizados usando a Taq DNA polimerase lllustra (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) nas seguintes condigbes: desnaturacao inicial a
94 ° C por 5 minutos; etapa do anelamento a 94 ° C por 25 segundos, 54 ° C durante
25 segundos, 72 ° C durante 30 segundos e a etapa final de alongamento a 72 ° C,
por 7 minutos. A amplificagdo da prolixicina foi conduzida a uma temperatura de
anelamento de 48 ° C. O numero de ciclos (25 e 30) foi experimentalmente
otimizado com a expressdo do gene da actina para eliminar a saturagado do sinal
(Waniek et al. 2012). Para verificar a especificidade do primer, fragmentos
amplificados de todos os genes foram retirados do gel de agarose, purificados e
seqlienciados em ambas as diregdes pela Plataforma Gendémica - Sequenciamento
de DNA / PDTIS-FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil. As PCRs foram realizadas trés
vezes sob as mesmas condigbes, usando replicatas. Como controles negativos
reagGes de PCR foram realizadas sem a fita molde. Todos os experimentos foram

realizados no termociclador Veriti 96 - Well Fast (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
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EUA). Os produtos da amplificagéo (5 uL) foram separados em eletroforese em gel
de agarose e corados com brometo de etidio a 2%. A documentacéo foi realizada
com o programa Gel Doc ™ XR + System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e medida a
intensidade das bandas com o programa ImageJ (versdo 1.47q). Médias e desvios

padrdo das diferentes amostras foram calculados.

Tabela 3: Lista de primers usados

Gene/nome Sequencia 5’-3’ Tm Tamanho do
(°C) amplicon
RPDEFAF GAATACTCCACTCAACCGCAAC 62,7
RPDEFAR TAGTTCCTTTACATCGGCCA 58,4 295bp
RPDEFBF CAGTACCTAGGATATTCCACTCAAC 62,9
RPDEFBR TAGTTCCTTTACAATGGCCG 58,4 304bp
RPDEFCF CAGTACAGTCCTAATACCTAGCC 62,8
RPDEFCR CAGTTCCTACGCAACGGCCT 64,5 300bp
RPLYS1F TTCTTACTGGCTATTTTCGCC 58,7
RPLYS1R CGACCTCTGCAATGGTACTG 62,4 377bp
RPLYS2F CTAGTTTTAACACTATTGCTGCTG 59,4
RPLYS2R GCCCTTACATTTCTTGATCC 58,4 378bp
RPPROLF CTATAACGAGTGAACTATAAGACAA 50,0
RPPROLR GTGTTTAATGGCGGTAACAAATTAC 53,2 406bp
RPACTF CACGAGGCTGTATACAATTCCA 60,8
RPACTR GTAGCTGTTTAGAAGCATTTGCG 61,0 314bp

OBS: Temperatura de Melting (Tm)

3.6.6 Atividade antimicrobiana (ensaio por turbidimetria):

A partir da infecgao oral de ninfas de 4° estadio de R. prolixus, apds a muda e
realimentacdo com sangue livre de parasitas, foram testadas as atividades
antibacterianas em amostras de conteudo estomacal de 5° estadio 7 dias apds a
alimentagéo (analise de infeccdo em longo prazo). Grupos controles, ndo infectados
receberam todas as dietas constituidas somente de sangue livre de parasita. Em um
outro experimento, utilizou-se ninfas de 5° estadio, sete dias apds a alimentacao

infectiva do mesmo estadio (infecgdo em curto prazo). Cada amostra correspondeu
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a um pool de conteudo estomacal de 3 insetos. Foram utilizadas 3 amostras de cada
grupo.

Para a preparagdo das amostras de conteudo estomacal, os insetos foram
dissecados, retirado o estdbmago (por¢do anterior do intestino médio), rompido a
parede do érgao para obtengdo somente do conteudo o qual foi disposto em tubo de
polipropileno. Apd6s diluicdo com 200uL de &agua Milli-Q, o material foi
homogeneizado, centrifugado (10000g por 10 minutos a 4°C), e submetido a filtragdo
em membrana 0,22 ym de fluoreto de polivinilideno (PVDF -Millipore). As amostras
foram mantidas congeladas a -20°C até o uso.

Para medicdo das atividades antibacterianas do conteudo estomacal das
ninfas de 5° estadio infectadas ou ndo com T. rangeli, uma colbénia de S. marcescens
previamente isoladas de R. prolixus, mantidas em Agar Nutriente ou criopreservada,
foi semeada em 20 ml do meio de cultura caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a
30° C com agitacao de 90 rotagbes por minuto por aproximadamente 18 horas. Apos
este periodo 100 pl desta cultura foi semeada em 10 ml de meio TSB e incubada
nas mesmas condig¢bes por 4 horas. Ao fim deste procedimento, a cultura bacteriana
se encontrava em uma concentragdo na ordem de 10® bactérias por mL. As
bactérias foram lavadas duas vezes em tampao fosfato salina (PBS) (0.01 M fosfato
de sddio, 2.7 mM cloreto de potassio e 0.137 M cloreto de sbédio, pH 7.4) por
centrifugagdo a 10.000g por 10 minutos, descartando o sobrenadante em cada
lavagem. Na ultima centrifugagdo o pellet foi ressuspenso em TSB e diluido no
mesmo meio para correcdo da concentracdo de bactéria em 10% mL e mantida &
4°C até o uso.

O ensaio turbidimétrico para medicao da atividade antibacteriana foi adaptado
previamente por Castro et al. (2012 a), a partir dos trabalhos de Thomas et al. (1999)
e Bexfield et al. (2004). O teste foi desenvolvido em placa 96 pocos de fundo chato
estéril (Nunc, Fisher Scientific, Leicestershire, UK), onde era adicionado a cada pogo
45 pl da amostra estomacal do inseto, mais 5 yl de peptona a 10%. Aos pogos das
extremidades da placa de 96 pocgos adicionou-se agua milli-Q estéril para que as
amostras ndo perdessem agua durante o ensaio. Em todos os pocos de ensaio a
concentracgao final de peptona foi de 1% em PBS (p/v). Finalmente, a cada poco foi
entdo adicionado 10 pl da suspensdo de 10* bactérias/ ml, ou 10 pl de PBS nos
controles, sem bactéria. Cada amostra foi preparada em dois pogos para leitura. A
densidade otica foi medida no comprimento de onda de 550nm a cada 60 minutos
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durante 19 horas, em temperatura constante de 37°C em uso de um leitor de Elisa
automatico marca Spectra Max 190 (Molecular Devices, California, USA). Amostras
do grupo controle foram ensaiadas na auséncia da preparagdo de conteudo
estomacal, onde continha somente bactéria em meio peptona a 1%. Os dados
referentes a 19 horas de ensaio foram plotados em grafico e todos os dados foram
subsequentemente subtraidos do tempo zero para levar em consideragdo a
opacidade das amostras do estbmago.

3.6.7 Alteragcbes na microbiota intestinal: avaliagdo da populagdo bacteriana.

Os ensaios de contagem de unidades formadoras de col6nias (CFU) das
amostras estomacais foram feitos apenas com ninfas de 5° estadio infectadas ou
nao (controle). Resumidamente, para infeccdo de ninfas de 5° estadio, em longo
prazo, os insetos eram infectados oralmente em 4° estadio. Na avaliagdo de
infecgdo em curto prazo, procedeu-se a infecgdo de ninfas ja em 5° estadio de
desenvolvimento.

A microbiota do trato digestivo de R. prolixus foi avaliada pela contagem de
unidades formadoras de colénia (CFUs) sete e doze dias apds alimentagdo dos
insetos em todos os grupos de analise de infecgédo oral e controles nédo infectados.
Em cada dia de analise, foram utilizadas 3 amostras de cada grupo. Os estébmagos
foram dispostos em pool de trés insetos cada em tubos de microcentrifuga.
Procedeu-se entdo a homogeinizagao e diluicdo seriada das amostras frescas com
uso de PBS estéril. Vinte yL de cada amostra diluida com auxilio de uma alga de
Drigalski foi entdo, espalhado na superficie de uma placa de Petri contendo meio de
cultura solido (BHI contendo 1,6% de agar). As placas foram incubadas a 30° C e
apos 24 horas contadas as CFUs. Uma aliquota de PBS foi também plaqueada
como controle para garantir a esterilidade.

3.7 Analise estatistica

Todos os experimentos foram repetido 3 vezes, e o resultado final incluiu as
repeticoes.

Os resultados foram analisados com o GraphPad Prism 5 usando o ANOVA
de medidas repetidas, 1- way ANOVA, 2- way ANOVA, teste T, teste de Mann-

Whitney ou o teste de Kruskall-Wallis seguido do teste de Dunn, dependendo da
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distribuicdo de dados e do numero de tratamentos. As diferengas entre os grupos
foram consideradas estatisticamente nao significativas quando p> 0,05. Os niveis de
probabilidade sdo especificados nas legendas.
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4 RESULTADOS

4.1 Infecgao oral de ninfas de 4° ou 5° estadio de Rhodnius prolixus por cepa
Macias de Trypanosoma rangeli

4.1.1 Infecgéo oral de Rhodnius prolixus por Trypanosoma rangeli: avaliagdo
dos efeitos sobre mortalidade e muda em longo prazo de infecgao

As curvas de porcentagem de muda e de mosrtalidade que foram plotadas
até 36 dias alternados apos a realimentagéo dos insetos infectados, ndo apresentou
diferenca significativa quando comparada ao controle (Figura 3).
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Figura 3: Efeito sobre a mortalidade e muda de ninfas de 5° estadio de
Rhodnius prolixus infectadas oralmente com Trypanosoma rangeli cepa
Macias: Avaliagao em longo prazo de infecgao.

Acompanhamento de: (A) muda e (B) mortalidade de 5° estadio para adulto ()
Controle, ndo infectado; (®) Infectado com T. rangeli. Cada ponto representa a
meédia de 5 grupos contendo 15 insetos cada. As barras verticais indicam o erro
padrao (tEP). As médias foram comparadas usando o Anova de medidas repetidas.
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4.1.2 Infeccéo oral de Rhodnius prolixus por Trypanosoma rangeli: avaliagao
em longo prazo de infecgéo

4.1.2.1 Contagem de parasitas no trato digestivo do inseto vetor

A infeccdo de ninfas de 4° estadio foi confirmada. Nestas, a percentagem
maxima de insetos positivos para a presencga de tripanosomas no trato digestivo foi
encontrada no estdmago sete dias apds a alimentagao infectiva (93,34%). Houve
também neste 6rgdo um aumento na concentragdo dos epimastigotas por mL no
conteudo estomacal ao longo dos dias analisados. Porém no intestino e reto dos
mesmos insetos, este aumento no numero de parasitas ao longo dos dias nao foi
observado (Tabela 4).

Tabela 4: Percentagem de ninfas de 4° e 5° estadio de Rhodnius prolixus
infectadas com Trypanosoma rangeli cepa Macias. Avaliagdo em longo prazo
de infecgao.

Estomago (%) Intestino + Reto (%)
Ninfas analisadas Dias ap6s a alimentagdao Dias ap6s a alimentagao
2 7 2 7
4° estadio 86,67 93,34 60,00 53,33
5° estadio 0 6,66 46,66 73,33

Cada dado representa o percentual de insetos positivos: presenga de flagelado em
concentracdo de pelo menos 1x10* /mL da amostra do trato digestivo em trés
repeticées de experimento com 5 insetos, totalizando 15 insetos por dia analisado.

Apds a muda para 5° estadio e a realimentacdao das mesmas, a maioria dos
insetos continuou positiva para a presenca de flagelados no intestino e ampola retal
(73,33% no dia 7). O numero de parasitas no estbmago foi zero ou muito baixo,
porém, no intestino e reto se manteve sem diferengas significativas do dia 2 ao dia 7
apos a alimentagao (Tabela 4).

Foi observado um aumento na contagem de Trypanosoma rangeli em
amostras de estdmago de ninfas de 4° estadio de Rhodnius prolixus (p<0,05),
enquanto que nas amostras de estdmago de 5° estadio, ndo foi possivel observar a
presenca de parasitas na maioria dos insetos analisados. Ja no intestino nao foi
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observada qualquer mudanga no numero de tripanosomas em ambos os estadios
(Figura 4).
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Figura 4: Contagem de Trypanosoma rangeli cepa Macias em amostras de trato
digestivo de ninfas de 4° e 5° estadio de Rhodnius prolixus: Avaliagdo em
longo prazo de infecgao.

Contagem de parasitas no (A) estébmago e (B) intestino incluindo o reto em
diferentes dias apds a alimentagédo de (M) 4° estadio e ([1) 5° estadio. Cada dado
representa a média de trés repeticbes de 5 insetos totalizando 15 insetos por dia
analisado. As barras verticais indicam o erro padrdo (xEP). As médias foram
comparadas usando o teste T.*** p<0.001, ** p<0,01 e * p<0,05.

4.1.2.2 Contagem de Epimastigotas na hemolinfa do inseto vetor

Néao foram encontrados epimastigotas livres nas amostras de hemolinfa dos

insetos analisados.
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4.1.3 Infecgéo oral de Rhodnius prolixus por Trypanosoma rangeli: avaliagao
em curto prazo de infecgéo

4.1.3.1 Contagem de parasitas no trato digestivo do inseto vetor

Apos a alimentagédo infectiva em 5° estddio a infeccdo das ninfas foi
confirmada em 100% dos insetos pela analise do estbmago no segundo dia apés a
alimentagdo (Tabela 5). Houve também em todos os 6rgdos analisados uma
diminuicdo na concentragdo dos epimastigotas no decorrer dos dias de analise
(p<0,001) (Figura 5).

Tabela 5: Percentagem de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus infectadas
com Trypanosoma rangeli cepa Macias. Avaliagdao em curto prazo de infecgao.

Ninfa Estomago (%) Intestino + Reto (%)
infectada Dias ap6s a infecgao Dias ap6s a infecgao
2 7 12 2 7 12
5° estadio 100,0 26,6 0 86,6 13,3 6,6

Na presenca de ao menos 1x 10" parasitas/mL da amostra do 6rgéo, o inseto foi
considerado positivo. Cada dado representa o percentual de insetos positivos em
trés repeticbes de experimento com 5 insetos, totalizando 15 insetos por dia
analisado.
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Figura 5: Desenvolvimento de Trypanosoma rangeli cepa Macias no trato
digestivo de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus: Avaliagdo em curto
prazo de infecgao.

Contagem de parasitas no (A) estbmago e no (B) intestino incluindo o reto foi feita
em diferentes dias apds a alimentacao infectiva. Cada dado representa a média de
trés repeticoes de 5 insetos totalizando 15 insetos por dia analisado. As barras
verticais indicam o erro padréo (+EP). Os valores foram comparados nos diferentes
dias com o ANOVA one-way.*** p<0.001, ** p<0,01, * p<0,05 e NS = Diferenca nao-
significativa.
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4.1.3.2 Contagem de Epimastigotas na hemolinfa do inseto vetor

Nao foram encontrados epimastigotas livres nas amostras de hemolinfa dos
insetos analisados.

4.1.4 Infecgdo oral em Rhodnius prolixus por Trypanosoma rangeli: efeitos
sobre a imunidade celular do vetor em longo prazo de infecgao

Conforme mostra a Figura 6, nenhuma diferenga significativa foi observada
em relagdo ao numero de hemdcitos e nédulos na hemolinfa ao comparar ambos os
grupos infectados com T. rangeli ou nao (controle).
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Figura 6: Efeitos da infec¢ao oral de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus
por Trypanosoma rangeli cepa Macias sobre a contagem de hemécitos e
nodulos: Avaliagao em longo prazo de infecgao.

Contagem de (A) hemdcitos e (B) nddulos na hemolinfa medida nos diferentes dias
apos a alimentagdo com sangue livre de parasitas. ([1) Controle nao infectado; (H)
Infectado com T. rangeli. Cada dado representa a média de trés repeticbes de 5
insetos totalizando 15 insetos em cada grupo por dia analisado. As barras verticais
indicam o erro padréao (zEP).
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4.1.5 Infeccdo oral de Rhodnius prolixus por Trypanosoma rangeli: efeitos

sobre a imunidade celular do vetor em curto prazo

Apéds a alimentagdo infectiva em 5° estadio o efeito da alimentacdo de T.
rangeli sobre a imunidade celular foi analisado. Nenhuma diferenga significativa foi
observada em relagdo ao numero de hemacitos na hemolinfa ao comparar ambos os
grupos (controle e infectado). Porém, houve um aumento significativo no niumero de
ndédulos 12 dias apds a alimentagdo nos insetos infectados quando comparados aos

controle (p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7: Efeitos da infecgao oral de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus
por Trypanosoma rangeli cepa Macias sobre a contagem de hemocitos e
nodulos: Avaliagdo em curto prazo de infecgao.

Contagem de (A) hemdcitos e de (B) nddulos na hemolinfa nos dias 7 e 12 dias apds
a alimentacdo infectiva. (1) Controle, ndo infectado; (M) Infectado. Cada dado
representa a média de trés repeticdes de 5 insetos totalizando 15 insetos em cada
grupo por dia analisado. As barras verticais indicam o erro padrdo (xEP). Os
controles e os tratamentos foram comparados, para cada dia, com um teste t ou
teste de Mann-Whitney. p<0.001, ** p<0,01, * p<0,05 e NS = Diferenca nao-
significativa.

4.1.6 Infeccdo oral de Rhodnius prolixus por Trypanosoma rangeli: avaliagao
do sistema de ativagcdo da PPO em longo prazo de infeccao

No modelo de infecgdo em longo prazo, os resultados mostraram que o
sistema de ativacdo da PPO foi suprimido no conteudo estomacal de R. prolixus
previamente infectado em 4° estadio, apds os insetos mudarem para 5° estadio e
receberem nova alimentagdo com sangue livre de parasita. No conteudo do

estbmago esta supressdo pode ser observada em todos os dias de analise com
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diferencas significativas, tanto em relagéo a PO esponténea ( no dia 7 p<0,001 e no
dia 12 p<0,05), quanto com a PO total ( no dia 7 p<0,001 e no dia 12 p<0,01),
quando comparados os grupos infectados com o controle ndo infectados (Figura 8).
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Figura 8: Atividade de fenoloxidase no contetido estomacal de ninfas de 5°
estadio de Rhodnius prolixus infectadas com Trypanosoma rangeli cepa
Macias: Avaliagdao em longo prazo de infecgao.

(A) Atividade de PO espontanea no dia 7; (B) Atividade de PO espontanea no dia 12.
(C) Atividade PO total, ou seja, com tratamento prévio com tripsina, no dia 7 (D)
Atividade PO total, no dia12. (IJ) Controle, ndo infectado; (M) Infectado com T.
rangeli. Cada dado representa a média de trés repeticdes de 5 insetos totalizando 15
insetos em cada grupo por dia analisado.As barras verticais indicam o erro padrao
(xEP). Os controles e os tratamentos foram comparados, para cada dia, usando-se o
teste T. *** p<0.001 , ** p<0.01 e * p<0.05.
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4.1.7 Infeccdo oral de Rhodnius prolixus por Trypanosoma rangeli: avaliagao
do sistema de ativagado da PPO em curto prazo de infecgao

No modelo de infeccdo em curto prazo, os resultados mostraram que o
sistema de ativagdo da PPO foi suprimido no conteudo estomacal de R. prolixus
infectado em 5° estadio. Esta supressdo pode ser observada somente no dia 12
apo6s a alimentagao com diferengas significativas, tanto em relagdo a PO espontanea
(p<0,01), quanto com a PO total ( p<0,05), quando comparados os grupos infectados
com o controle ndo infectados (Figura 9).
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Figura 9: Atividade de fenoloxidase no contetiido do estomacal de ninfas de 5°
estadio de Rhodnius prolixus infectadas com Trypanosoma rangeli cepa
Macias: Avaliagdao em curto prazo de infecgao.

(A) Atividade de PO espontanea no dia 7.(B) Atividade de PO espontanea no dia 12.
(C) Atividade PO total, ou seja, com tratamento prévio com tripsina, no dia 7 (D)
Atividade PO total no dia12. ([J) Controle nado infectado; (M) Infectado com T.
rangeli. Cada dado representa a média de trés repetigcbes de 5 insetos totalizando 15
insetos em cada grupo por dia analisado.As barras verticais indicam o erro padrao
(£EP). Os controles e os tratamentos foram comparados, para cada dia, usando-se o
teste T ou teste de Mann- Whitney.*** p<0.001 , ** p<0.01 e * p<0.05.
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4.1.8 Infecgéo oral de Rhodnius prolixus por Trypanosoma rangeli: avaliagado
da expresséo de peptideos antimicrobianos em longo prazo de infecgéo

A quantificacdo relativa de mRNA codificante do epitélio do estbmago no
primeiro dia apos a alimentagdo, em insetos infectados mostrou uma baixa
significativa da expresséo da defensina C (p<0,001), e de lisozima B (p<0,001) que
se manteve baixa no dia 7 quando comparada ao inseto controle (p<0,05). No dia 7
a expressdo de lisozima A (p<0,05) e de prolixicina (p<0,001) também foram
diminuidas no mesmo 6rgao (Figura 10).
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Figura 10: Expressao relativa de mRNA codificante de peptideos
antimicrobianos e de lisozimas no epitélio do estomago de ninfas de 5° estadio
de Rhodnius prolixus infectadas por via oral com Trypanosoma rangeli cepa
Macias: Avaliagao em longo prazo de infecgao.

Quantificagéo relativa de mRNA no epitélio do estdbmago para lisozima A (LisA),
lisozima B (LisB), prolixicina (Prol), defensinas A (DefA), B (DefB) e C (DefC) em (A)
24 horas e (B) 7 dias apos a alimentacdo de 5° estadio com sangue livre de
parasitas. ([1) Controle, ndo infectado (M) Infectado com T. rangeli. Cada dado
representa 10 insetos em cada grupo por dia analisado. As barras verticais indicam
o erro padrédo (xEP). Os controles e os tratamentos foram comparados, para cada
dia, usando-se o teste T ou teste de one-way ANOVA. *** p<0.001 , ** p<0.01 e *
p<0.05.

Ja no intestino, foi observada diferenga significativa na expressao de
defensina C no primeiro dia a qual se mostrou alta (p<0,001). Foi observada também
uma baixa expressao de lisozima B (no dia 1 p<0,001 e no dia 7 p<0,01) e prolixicina
(no dia 1 p<0,01 e no dia 7 p<0,001) nos dois dias de analise e baixa de defensina B
(p<0,01) no dia 7 neste orgéo (Figura 11).
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Figura 11: Expressdao relativa de mRNA codificante de peptideos
antimicrobianos e de lisozimas no epitélio do intestino de ninfas de 5° estadio
de Rhodnius prolixus infectadas por via oral com Trypanosoma rangeli cepa
Macias: Avaliagdao em longo prazo de infecgao.

Quantificagéo relativa de mRNA no epitélio do intestino para lisozima A (LisA),
lisozima B (LisB), prolixicina (Prol), defensinas A (DefA), B (DefB) e C (DefC) em (A)
24 horas e (B) 7 dias apds a alimentagdo de 5° estadio com sangue livre de
parasitas.(C1) Controle, nao infectado; (M) Infectado com T. rangeli. Cada dado
representa 10 insetos em cada grupo por dia analisado As barras verticais indicam o
erro padrdo (xEP). Os controles e os tratamentos foram comparados, para cada dia,
usando-se o teste T ou teste de one-way ANOVA.*** p<0.001 , ** p<0.01 e * p<0.05.
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4.1.9 Infeccéo oral de Rhodnius prolixus por Trypanosoma rangeli: avaliagao

da expresséo de peptideos antimicrobianos em curto prazo de infecgao

A quantificagdo relativa de mRNA codificante do epitélio do estdbmago no
primeiro dia apdés a alimentagdo, em insetos infectados mostrou uma alta
significativa da expressao da defensina B (p<0,05), que contrasta com os valores
mais baixos dessa no dia 7 quando comparada ao inseto controle (p<0,001). Ja a
expressdo de lisozima B foi diminuida nos dois dias de analise (p<0,05 nos dois
dias) nos insetos infectados, e a prolixicina também diminuida (p<0,001) no sétimo
dia no mesmo 6rgdo. Ja a expressdo de defensina C apresentou-se aumentada
(p<0,001) no dia 7 no epitélio do estdbmago (Figura 12).
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Figura 12: Expressdao relativa de mRNA codificante de peptideos
antimicrobianos e de lisozimas no epitélio do estomago de ninfas de 5° estadio
de Rhodnius prolixus infectadas por via oral com Trypanosoma rangeli cepa
Macias: Avaliagdao em curto prazo de infecgao.

Quantificagéo relativa de mRNA no epitélio do estémago para lisozima A (LisA),
lisozima B (LisB), prolixicina (Prol), defensinas A (DefA), B (DefB) e C (DefC) em (A)
24 horas e (B) 7 dias apds a alimentagédo de 5° estadio com sangue livre de
parasitas.(L1) Controle, ndo infectado; (M) Infectado com T. rangeli. Cada dado
representa 10 insetos em cada grupo por dia analisado. As barras verticais indicam
o erro padrdo (£EP). Os controles e os tratamentos foram comparados, para cada
dia, usando-se o teste T ou teste de one-way ANOVA.*** p<0.001 , ** p<0.01 e *
p<0.05.

Ja no intestino, foi observada diferenca significativa na expressdo de
defensina C no primeiro dia a qual se mostrou alta em insetos infectados (p<0,001)
e da prolixicina no dia 7 (p<0,001) , com niveis menores, ambas comparadas as
encontradas no grupo controle, ndo infectado (Figura 13).
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Figura 13: Expressdao relativa de mRNA codificante de peptideos
antimicrobianos e de lisozimas no epitélio do intestino de ninfas de 5° estadio
de Rhodnius prolixus infectadas por via oral com Trypanosoma rangeli cepa
Macias: Avaliagdao em curto prazo de infecgao.

Quantificagdo relativa de mRNA no epitélio do intestino para lisozima A (LisA),
lisozima B (LisB), prolixicina (Prol), defensinas A (DefA), B (DefB) e C (DefC) em (A)
24 horas e (B) 7 dias apdés a alimentagdo de 5° estadio com sangue livre de
parasitas.(L1) Controle, ndo infectado; (M) Infectado com T. rangeli. Cada dado
representa 10 insetos em cada grupo por dia analisado. As barras verticais indicam
o erro padrédo (xEP). Os controles e os tratamentos foram comparados, para cada
dia, usando-se o teste T ou teste de one-way ANOVA. *** p<0.001 , ** p<0.01 e *
p<0.05.
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4.1.10 Infeccéo oral de Rhodnius prolixus por Trypanosoma rangeli: avaliagao
da atividade antimicrobiana e da microbiota em longo prazo de infecgao

A atividade antimicrobiana testada com amostras de estdbmago de ninfas de
5° estadio de R. prolixus infectadas por via oral no 4° estadio se apresentou
significativamente alta 7 dias ap6s a alimentagdo sanguinea livre de parasitas, em
relagdo ao grupo controle de insetos que ndo receberam parasitas nas duas
alimentagdes (grupo controle) (p<0,001) (Figura 14 A). Em paralelo, a microbiota
destes insetos infectados sofreram uma reducgéao significativa na contagem de CFU
nos dias 7 e 12 apos a alimentagdo em 5° estadio quando comparados com os
grupos controles ndo infectados no mesmo dia (no dia 7 p<0,05 e no dia 7 p<0,01)
(Figura 14B).
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Figura 14: Atividade antibacteriana e analise da microbiota do contetudo do
estOmago de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus infectadas por via oral
com Trypanosoma rangeli cepa Macias: Avaliagdo em longo prazo de infecgao.
(A) Atividade antibacteriana de amostras d estdbmago 7 dias apds a alimentagéao. (B)
Anadlise de microbiota por contagem de CFU/mL. (C=]) Controle ndo infectado;
(Tr=M) Infectado com T. rangeli. Cada dado do grafico (A) representa a média de
quatro repeticdes de trés pools de 3 insetos. Cada dado do grafico (B) representa o
nuamero de CFU de um pool de 3 insetos. Foram feitos 9 pools, totalizando 27
insetos por dia em cada grupo. As barras verticais indicam o erro padrao (+tEP). Os
controles e os tratamentos foram comparados, para cada dia, usando-se o teste T
ou teste de Mann- Whitney.*** p<0.001 , ** p<0.01, * p<0.05
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4.1.11 Infeccéo oral de Rhodnius prolixus por Trypanosoma rangeli: avaliagao
da atividade antimicrobiana e da microbiota em curto prazo de infecgao

A atividade antimicrobiana foi ensaiada nas amostras de conteudo estomacal
obtidas de ninfas de 5° estadio R. prolixus infectadas por T. rangeli. Esta atividade
se apresentou significativamente maior do que a do grupo de insetos controle néo
infectados (p<0,001) (Figura 15 A). Em paralelo, a microbiota destes insetos
infectados apresentou-se aumentada no sétimo dia (p<0,01), porém diminuiu no dia
12 (p<0,01) em relagédo aos insetos controle (Figura 15 B)
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Figura 15: Atividade antibacteriana e analise da microbiota do conteido do
estomago de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus infectadas por via oral
com Trypanosoma rangeli cepa Macias: Avaliagao em curto prazo de infecgao.
(A) Atividade antibacteriana das amostras de conteudo estomacal 7 dias apds a
alimentacao.. (B) Analise de microbiota por contagem de CFU/mL nos dias 7 e 12.
(C=0) Controle nao infectado; (Tr=M) Infectado com T. rangeli. Cada dado do
grafico (A) representa a média de quatro repeticdes de trés pools de 3 insetos. Cada
dado do grafico B representa o numero de CFU de um pool de 3 insetos. Foram
feitos 9 pools, totalizando 27 insetos por dia em cada grupo. As barras verticais
indicam o erro padrao (tEP). Os controles e os tratamentos foram comparados, para
cada dia, usando-se o teste T ou teste de Mann- Whitney.*** p<0.001 , ** p<0.01, *
p<0.05 e NS= néo significativo.
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4.2 Infecgdo por inoculagdao de Rhodnius prolixus com cepas Macias e H14
de Trypanosoma rangeli:

421 Inoculagdo de Rhodnius prolixus com Trypanosoma rangeli cepas
Macias e H14: Avaliagdo dos efeitos sobre a mortalidade

A curva de mortalidade que foi plotada até 7 dias alternados apds a
inoculagdo dos insetos, mostrou que os insetos inoculados com T. rangeli cepa H14
apresentaram uma mortalidade significativamente maior (p<0,05) que os outros dois

grupos: controle ndo inoculado e inoculado com T. rangeli cepa Macias (Figura 16).
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Figura 16: Efeito sobre a mortalidade de ninfas de 5° estadio de Rhodnius
prolixus inoculadas com Trypanosoma rangeli (cepas Macias e H14).

(1) Controle ndo infectado; (®) Inoculado com T. rangeli cepa Macias; (A)
Inoculado com T. rangeli cepa H14. Cada ponto representa a média de 4 grupos
contendo 10 insetos cada. As barras verticais indicam o erro padrdo (xEP). As
médias foram comparadas usando o teste T ndo pareado. *** p<0.001 , ** p<0.01, *
p<0.05 e NS= néo significativo.
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4.2.2 Inoculagdo de Rhodnius prolixus com Trypanosoma rangeli cepas
Macias e H14: Avaliagdo da infecgao

A Figura 17, mostra que T. rangeli cepa Macias foi capaz de se multiplicar na
hemolinfa enquanto que a cepa H14 apresentou um numero de parasitas na
hemolinfa significativamente menor (p<0,01).
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Figura 17: Contagem de Trypanosoma rangeli (cepas Macias e H14) na
hemolinfa de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus 7 dias apés a
inoculagao.

(1) Inoculado com T. rangeli cepa Macias; (l) Inoculado com T. rangeli cepa H14.
Cada ponto representa a média de 6 insetos. As barras verticais indicam o erro
padrao (xEP). As médias foram comparadas usando o teste T. *** p<0.001 , **
p<0.01, * p<0.05 e NS= nao significativo.
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4.2.3 Inoculagdo de Rhodnius prolixus com Trypanosoma rangeli cepas
Macias e H14: Avaliagdo da imunidade celular

As contagens de nodulos e de hemdcitos livres na hemolinfa de ninfas de 5°
estadio em diferentes dias apds a inoculagdo de meio de cultura BHI, epimastigotas
curtos de T. rangeli cepa Macias e cepa H14, resultaram em diferenga significativa
somente 7 dias apos a inoculagdo com a cepa Macias quando comparado com o
controle ndo inoculado (Figura 18). Estes insetos apresentaram um numero maior de
hemdécitos na hemolinfa (p<0,05).
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Figura 18: Contagem de hemécitos e nédulos em ninfas de 5° estadio de
Rhodnius prolixus inoculadas com Trypanosoma rangeli (cepas Macias e H14).
Contagem de (A) hemdcitos e de (B) néddulos na hemolinfa de ninfas de 5° estadio
de R. prolixus 7 e 12 dias apds a inoculagdo. (1) Controle ndo inoculado; (=)
Controle inoculado com BHI; (M) Inoculado com T. rangeli cepa Macias; (")
Inoculado com T. rangeli cepa H14. Cada ponto representa a média de 15 insetos.
As barras verticais indicam o erro padrao (xtEP). As médias foram comparadas
usando o teste Kruskall-Wallis seguido do teste de Dunn. *** p<0.001 , ** p<0.01, *
p<0.05 e NS= néo significativo.

4.2.4 Inoculagdo de Rhodnius prolixus com Trypanosoma rangeli cepas
Macias e H14: Avaliagdo do sistema profenoloxidase (PPO)

Os ensaios das atividades de PO espontanea e total da hemolinfa das ninfas
de 5° estadio de R. prolixus inoculadas com meio de cultura BHI, epimastigotas
curtos de T. rangeli cepa Macias e cepa H14, resultou em ativacao
significativamente maior somente 12 dias apds a inoculagédo com a cepa Macias de
T. rangeli quando comparadas aos controles, ndo inoculados ou inoculados com BHI
(p<0,05). O grupo controle inoculado com BHI e os insetos inoculados com T.
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rangeli cepa H14 nao sofreram alteragdo em sua atividade de PO quando
comparados aos controles nao inoculados (p<0,05) (Figura 19).
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Figura 19: Atividade de fenoloxidase na hemolinfa de ninfas de 5° estadio de
Rhodnius prolixus inoculadas com Trypanosoma rangeli (cepas Macias e H14).
(A) Atividade de PO espontanea no dia 7. (B) Atividade de PO espontanea no dia 12.
(C) Atividade PO total, ou seja, com tratamento prévio com tripsina, no dia 7 (D)
Atividade PO total no dia12. () Controle néo inoculado; (=4) Controle inoculado com
BHI; (W) Inoculado com T. rangeli cepa Macias; (") Inoculado com T. rangeli cepa
H14. Cada ponto representa a média de 15 insetos. As barras verticais indicam o
erro padrdo (tEP). As médias foram comparadas usando o teste Kruskall-Wallis
seguido do teste de Dunn. *** p<0.001 , ** p<0.01, * p<0.05 e NS= néo significativo.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da infecgéo oral
com T. rangeli cepa Macias, sobre o sistema de defesa celular e humoral e a
microbiota bacteriana do trato digestivo de ninfas de 5° estadio de R. prolixus.
Gomes et al. (1999, 2003), estudando aspectos da interagdo de T. rangeli com o
mesmo inseto vetor, observaram que somente epimastigota de forma curta era
capaz de ativar o sistema profenoloxidase, entretanto neste trabalhos a cepa de T.
rangeli utilizada era a H14. A infeccdo pelo T. rangeli foi inicialmente descrita por
Tejera (1920) e desde entdo uma série de trabalhos véem estudando as interagdes
do parasito com seus hospedeiros.

Inicialmente, a taxa de infecgdo foi analisada por visualizagdo ao microscopio
otico e procura de parasitas nas amostras do trato digestivo do inseto. Foi possivel
confirmar a infeccdo em 93,34% dos insetos infectados em 4° estadio, 73,33% dos
triatomineos que mudaram para 5° estadio (infecgdo em longo prazo) e em 100%
dos infectados em 5° estadio (infeccdo em curto prazo). Como a cadmara de
Neubauer permite contagem estimativa em concentragdo celular maior que 10* por
mL, os valores inferiores de infecgdo menores do que 100% podem corresponder a
falso-negativos. Outra explicagcdo seria uma variagéo na suscetibilidade individual a
infecgdo. Técnicas mais sensiveis, como emprego de PCR, poderiam avaliar melhor
esta questdo. Ferreira (2013), descreveu a dificuldade da analise quantitativa da
infecgdo de ninfas de R. prolixus quando o numero de parasitos presentes no
intestino médio anterior de insetos recém-alimentados com T. rangeli ndo era
suficiente para ser detectado através da contagem em cémara de Neubauer. No
presente estudo, a alta incidéncia de positividade dos insetos analisados para a
pesquisa de parasitas no trato digestivo, valida todos os ensaios feitos
posteriormente, indicando o estabelecimento da infecgcdo dos insetos em analises
em curto e longo prazo, com numero relativamente alto de parasitas distribuidos nos
compartimentos do intestino médio, anterior ( estbmago),e, posterior (intestino), além
do reto.

Ninfas de 5° estadio apresentaram, entretanto, uma resposta diferente da
observada no 4° estadio, ambas em infeccdo em curto prazo. Em amostras do

estbmago, foi possivel observar um aumento no numero de parasitas até o dia sete
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apods a alimentacao infectiva das ninfas de 4° estadio, enquanto nos insetos de 5°
estadio (curto prazo), houve uma diminuicdo neste numero nos dias seguintes a
alimentacdo, mostrando que o desenvolvimento do parasita no trato digestivo do
inseto possivelmente varia de acordo com o estadio ninfal. Ninfas de quinto estadio
infectadas em longo prazo apresentaram numero de parasitas no estdbmago
proximos a zero.

Existem relatos na literatura de que o T. rangeli necessita de passagens
constantes pelos seus hospedeiros vertebrados e invertebrados para que a sua
infectividade seja mantida (Tobie 1964; Vallejo et al. 1986). A invasdo da hemolinfa
pelos parasitas presentes no trato intestinal parece ocorrer ao acaso, e rapidamente,
em apenas 24 horas ap0s a realizagao da alimentacgao infectiva (Afiez 1980) ou em
algumas semanas apos o inicio da infecgao (Groot 1954; Grewal 1957; D'Alessandro
1972). Machado et al. (2001), demonstrou que R. prolixus alimentados em
camundongos infectados com T. rangeli cepa Macias resultou em uma taxa de
infecgdo na hemolinfa de 33,3% sendo que todos estes insetos positivos,
apresentavam parasitas também em suas glandulas salivares. No entanto, no
presente estudo aparentemente ndo houve a invasdo a hemolinfa, nem mesmo na
infeccdo em longo prazo. Uma possivel explicagdo para a auséncia de parasita na
hemolinfa pode estar relacionada a manutengcdo da cepa Macias no laboratério,
criopreservada ou mantida em repiques frequentes em meio de cultura por longo
periodo, o que pode ter selecionado subpopulagdes adaptadas ao crescimento no
meio artificial, mas ndo ao inseto.

Em infecgbes massivas, principalmente na hemolinfa, um grande numero de
insetos morre, e 0os que sobrevivem prolongam o periodo intermudas, além de
apresentarem diferentes alteragées morfoldgicas (Grewal 1957; Tobie 1961; Anez
1984; D’ Alessandro-Bacigalupo & Saraiva 1992). No presente estudo, foi
constatado que ndo houve alteragdo da muda e mortalidade de ninfas de R. prolixus
infectadas por T. rangeli cepa Macias quer seja em curto ou longo prazo, apds a
primeira ou segunda alimentagcdo, em 4° ou 5° estadios. Este efeito pouco
patogénico para o inseto esta provavelmente ligado ao fato de que o parasita néo
invadiu a hemolinfa, ou se houve invasdo, estes foram rapidamente eliminados.
Apesar disto, foi observado que alguns dos insetos se apresentavam com aspecto
moribundo tal como Tobie (1970) descreveu.
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Apesar de nao ter sido observado parasitas livres, foi constatada a presenca
de nddulos na hemolinfa dos insetos infectados em curto prazo. Isso provavelmente
se deve a uma resposta prévia do vetor a possivel invasao do flagelado a hemocele.
A nodulagédo ocorre em resposta a infecgbes experimentais ou naturais, sendo
frequentemente uma reacado rapida (Gillespie et al. 1997). Mello et al. (1999) em
experimentos in vitro mostraram a capacidade de T. rangeli de induzir a formagao do
microagregado em amostras de hemolinfa coletadas de R. prolixus. A formacao de
microagregados de hemdcitos pode ser induzida por lipopolissacarideos, zimosan,
laminarina e algumas glicoproteinas presentes na parte externa da parede celular de
bactérias e outros microrganismos (Lackie 1988,b; Brookman et al. 1989). Essa
reagdo demanda uma mudanga nos hemacitos circulantes, que passam de células
ndo adesivas para células adesivas aptas a se ligar ao alvo (Lavine & Strand 2002).
No presente trabalho, o quadro na infeccdo em longo prazo foi diferente, fazendo
com que o numero de nédulos na hemolinfa destes insetos fosse igual ao dos
controles, e ndo aumentasse como observado em infeccdo em curto prazo. Ainda
analisando a resposta celular, ndo houve qualquer diferenga no numero de
hemdcitos em todas as analises. A contagem do numero de hemdocitos a partir da
infeccdo oral no presente trabalho, com variacées de 8x10°mL a 1x10%mL, foi
semelhante a encontrada trabalho de Garcia et al. (2004,b).

Um evento bioldégico importante no ciclo de T. rangeli no hospedeiro
invertebrado é a sua capacidade de modular o sistema PPO de R. prolixus. A via da
PPO é ativada quando ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI), especificamente
glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) e GPI-mucinas purificadas de epimastigotas de T.
rangeli, sdo inoculados no inseto (Gomes et al. 2001). O ensaio referente a atividade
de PO revelou que a alimentagdo com T. rangeli cepa Macias deprime este sistema
em R. prolixus, referente tanto a PO espontanea quanto a total. Porém este efeito
nao € imediato, sendo observado apenas no dia 12 apds a alimentagdo em curto
prazo e nas duas analises de infecgdo em longo prazo.

Da mesma maneira, Gregorio e Ratcliffe (1991) demonstraram que em
ensaios in vitro, a presenga de T. rangeli na hemolinfa de R. prolixus com laminarina
reduz o nivel de ativagdo da PPO. Os autores sugeriram que o efeito da laminarina,
similar a resposta in vivo, poderia revelar a natureza inibitéria do parasita no inseto
vetor susceptivel (Gregorio & Ratcliffe 1991). Adicionalmente, Gomes et al., 2003

reportaram que esta supressao decorre de uma inibicdo da atividade proteolitica no
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corpo gorduroso. Segundo os autores, a ativagdo da cascata proteolitica € um
evento prévio fundamental e responsavel pela ativagéo do sistema PPO (Gomes et
al. 2003).

Assim como ocorre em vertebrados, em determinados insetos,
microrganismos comensais participam da modulagdo das respostas imunes ativando
ou inibindo a expressdo de varios genes, influenciando ativamente a fisiologia e
imunologia do hospedeiro (Lee 2008; Ha et al. 2009). Nossos resultados também
indicam a modulacdo da resposta imune do R. prolixus para controle e diminuigdo
da concentracdo de bactérias presentes no trato digestivo quando o inseto esta
infectado.

No presente estudo a atividade antimicrobiana contra S. marcescens no
estbmago de insetos alimentados com T. rangeli, apresentou-se alta em ambas as
analises de infecgdo em curto e longo prazo, indicando uma alteragao fisiologica no
orgao. O aumento na atividade antimicrobiana contra bactérias intestinais, ja foi
observado anteriormente no estdbmago de R. prolixus infectado por T. cruzi clone
Dm28c (Castro et al. 2012,a).

Os efeitos patoldgicos da diminuicdo de simbiontes podem ser evitados ou
desaparecer se a larva aposimbidtica for infectada com o simbionte ou alimentada
com uma dieta rica em vitaminas do complexo B (Gumpert & Schwartz 1962; Lake &
Friend 1968; Eichler & Schaub 1998). Uma melhor compreensao dos papéis das
espécies bacterianas que compdem a microbiota intestinal sobre a imunidade do
hospedeiro contra patégenos podera levar ao desenvolvimento de novas estratégias
de controle das doencgas relacionadas.

A densidade de simbiontes no trato intestinal dos triatomineos depende
principalmente do estadio larval e do estado de alimentagdo do vetor (Wigglesworth
1936; Hill et al. 1976; Ben-Yakir 1987). Eichler e Schaub (2002) observaram a
preferéncia de simbiontes pelas regides intestinais anteriores, quando avaliaram o
numero de CFU em compartimentos da cardia, estbmago, intestino e reto de ninfas
de 5° estadio de R. prolixus. No presente trabalho também foi constatado uma
contagem maior de CFU no estdmago do inseto quando comparado ao intestino
(dados nao mostrados).

Embora em R. prolixus nos primeiros dias apds a infecgao oral por T. rangel,
aparentemente, ndo observou-se efeito sobre a contagem de CFU da microbiota

intestinal, apds alguns dias, houve uma diminuigdo na populagao bacteriana do trato
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digestivo dos insetos infectados. A diminuicdo da contagem foi observada mesmo
nas infecgdes em longo prazo. Estes dados indicam que ha inicialmente um periodo
de adaptagdo da microbiota, para finalmente cair a densidade populacional. A
diminuicdo na contagem de CFU também foi observada anteriormente em um
trabalho utilizando T. rangeli cepa Coachi (Eichler & Schaub 2002). Com outra
metodologia, por microscopia eletrénica, Watkins (1969) também demonstrou a
reducdo da densidade de simbiontes no intestino de R. prolixus infectado com T.
rangeli.

Os ensaios de cultura sdlida, a base de BHI agar, tém algumas limitagdes no
fornecimento de uma analise completa da composi¢cdo da microbiota intestinal, pois
uma grande parte das bactérias nao € cultivavel em meios classicos de cultivo (Dong
et al. 2009). Por isso, abordagens moleculares futuras baseadas em
sequenciamentos génicos, em analises quantitativas e qualitativas, poderdo fornecer
informagdes mais completas sobre a composi¢cdo da microbiota intestinal.

A diminuigcao significativa da microbiota do intestino do inseto vetor infectado
com T. rangeli estd provavelmente relacionada com o aumento nas atividades
antimicrobianas (AMPs). Porém, dependendo da espécie de inseto ou parasita
associado a infecgdo, varias outras enzimas digestivas (isto é, glicosidases e
proteases) podem estar envolvidas no processo de morte dos simbiontes dentro do
intestino (Ghuysen et al. 1966), além de reativos de oxigénio e nitrogénio, bem como
a atividade PO conforme resultados obtidos por Castro et al. (2012,b), em infeccéo
de R. prolixus com T. cruzi.

Em Drosophila observou-se que a ativacdo de vias de sinalizagao
relacionadas a resposta imune como, por exemplo, Toll e IMD bem como a sintese
de peptideos antimicrobianos, produgdo de espécies reativas de oxigénio e espécies
reativas de nitrogénio dependem do tipo de microrganismos predominante no trato
digestivo (Nehme et al. 2007; Ryu et al. 2008; Marmaras & Lampropoulou 2009).
Diversos trabalhos demonstram que as células do epitélio intestinal do inseto estédo
aptas a reconhecer e diferenciar microrganismos comensais de microrganismos
infecciosos e desenvolver reagdes imune inatas eficientes (Hao et al. 2003; Lee
2008; Leulier & Royet 2009). As vias Toll, Imd e Jak / STAT se iniciam apds o
reconhecimento de moléculas “ndo proprias” conhecidas como os padrées
moleculares associados a patégenos (PAMPs) (Bulet & Stocklin 2005; Nuenberger

et al. 2004). A infecgdo em R. prolixus por bactérias Gram-positivas ativa a via Toll
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enquanto a infeccdo por Gram-negativas induz a via IMD (Charroux & Royet 2010).
A producdo de AMPs no intestino do inseto é vital para manter a homeostase da
microbiota intestinal que além de fornecer nutrientes essenciais, ajuda na digestéo e
no controle de microrganismos patogénicos através da modulagdo da resposta
immune (Dillon & Dillon 2004; Schaub 2009).

Neste trabalho, para maior compreensdo do aumento observado na atividade
antibacteriana no trato digestivo de R. prolixus infectado por via oral com T. rangeli
cepa Macias, foram analisados os perfis de expressao génica de AMPs na parede
do estbmago e no intestino. Dois compartimentos foram analisados separadamente
pois cada um possui caracteristicas fisioldégicas diferentes. Além das diferengas
fisiologicas destes dois compartimentos (Lehane 1997,2005), o estdbmago desses
vetores, tem um valor de pH que varia de neutro a basico, e € onde ocorre a
colonizagdo da maioria das bactérias simbiontes(Terra 1990; Waniek et al. 2012).
Em contraste, no intestino, o pH é acido e corresponde a regido onde ocorre a
digestao protéica (Terra 1990; Waniek et al. 2012).

A andlise da expressao relativa de mRNA codificante de AMPs no epitélio do
estbmago e intestino de R. prolixus infectado oralmente com T. rangeli ( cepa
Macias) mostrou um padréao diferente nas infecgdes em curto e em longo prazo.
Porém, em todas as analises de infecgdo em curto prazo e na analise apds 24 horas
da segunda alimentagao do grupo infectado em longo prazo, a expressao relativa do
gene codificante para lisozima B (Lis B) encontrou-se suprimida tanto no estdmago
quanto no intestino. Esta € uma forte indicagdo de que a supresséo da expressao de
Lis B esta envolvida com a modulagdo da resposta imune deste parasita no interior
do trato digestivo do vetor. Mello et al. (1995), demonstraram que apos a inoculagéo
de T. rangeli na hemocele de R. prolixus, os niveis da atividade de lisozima na
hemolinfa aumentam, confirmando uma possivel atividade contra T. rangeli. A
supressdo da expressao de Lis B sugere um mecanismo de escape para a
sobrevivéncia do parasita. Ensaios in vitro de lisozima contra o parasita poderiam
esclarecer melhor este aspecto da defesa do inseto, muito embora ndo se possa
destacar os efeitos in vivo e sinergisticos de lisozimas e AMPs em agbes conjuntas.

Por outro lado, a expressao relativa do gene que codifica para lisozima A (Lis
A) s6 foi suprimida na infecgdo em longo prazo, 7 dias apds a segunda alimentagao,
mostrando um possivel efeito tardio da infecgdo. Assim, lisozima A e lisozima B

parecem ter diferentes papéis em diferentes compartimentos do intestino. Lis A se
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expressa predominantemente no intestino médio e Lis B no corpo gorduroso (Ursic-
Bedoya et al. 2008). Vieira et al. (2014) , observou-se um rapido aumento nos niveis
de RNAm de Lis B e, em menor grau de Lis A, apdés a alimentagédo de ninfas de 5°
estadio de R. prolixus do grupo controle, ndo infectado (Vieira et al 2014). Este
resultado sugere que a expresséo de Lis A tenha um papel na digestdo do inseto
embora possa estar também relacionada a uma resposta da multiplicagdo bacteriana
no intestino, tal como observado em outros triatomineos como T. infestans e T.
brasiliensis. Algumas analises filogenéticas indicam que Lis A de R. prolixus se
agrupa com lisozimas que desempenham um papel digestivo em outros triatomineos
(Kollien et al. 2003; Araujo et al. 2006; Ursic-Bedoya et al. 2008).

As lisozimas possuem uma atividade predominantemente contra bactérias
Gram-positivas, como por exemplo o R. rhodnii (Ribeiro & Pereira 1984; Grunclova
et al. 2003). Porém, ja foi relatada a acdo de lisozimas em Gram-negativas
admitindo-se que a lisozima atue juntamente com outros fatores (sinergismo), sendo
ainda, neste caso, o seu mecanismo de agdo desconhecido (Kinoshita & Inoue
1977). Quanto a prolixicina, foram verificadas atividades contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, mas com nenhuma toxicidade para o protozoario T.
cruzi (Ursic-Bedoya et al. 2011). Neste presente trabalho, a Prol apresentou
expressado diminuida no sétimo dia de anadlise em ambos os 6rgédos (estdmago e
intestino) de R. prolixus e nas duas formas de infecgdo oral, em curto e longo prazo,
com T. rangeli, indicando uma relagdo direta de interagdo do parasita com a
supresséo deste AMP. Em ambos os casos, houve diminui¢do na expressao de Lis
B e de Prol, indicando assim a rapida resposta ao contato do parasita com o trato
digestivo.

Defensinas de insetos sdo ativas predominantemente contra bactérias Gram-
positivas (Bulet et al. 1992), e, em alguns casos contra Gram-negativas (Lambert et
al. 1989). Waniek et al. (2009) mostraram uma alta similaridade entre os genes que
codificam as defensinas A e B, enquanto Def C difere significativamente, formando
dois grupos distintos apés uma analise filogenética. Em ninfas de R. prolixus em
jejum, apenas transcritos de Def C estavam abundantes no intestino, indicando
assim um possivel papel sobre a homeostasia e controle de simbiontes (Vieira et al.
2014). Por outro lado, a supra-regulagao da expressao Def A e Def B, depois de
infeccbes com bactérias que nao fagam parte da microbiota intestinal, ou
tripanosomatideos, parasitas naturais, sugeriu uma provavel fungdo destes AMPs
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correspondentes no controle de agentes estranhos ou invasores (Vieira et al. 2014).
Aparentemente a infecgdo de R. prolixus com T. rangeli aumenta a expressao de
defensinas em diferentes perfis. O intestino superexpressa Def C logo nas primeiras
24 horas e apos a alimentagéo infectiva ou nos insetos infectados oralmente em
longo prazo de observacdo. Por outro lado, o estbmago s6 apresenta aumento na
expressdo de defensinas quando o inseto é infectado oralmente em curto prazo.
Neste caso, apds as 24 horas, ha um aumento na expressdo de Def B e em sete
dias ha o aumento de mRNA de Def C. Podemos concluir que a atividade
antimicrobiana observada no sétimo dia no estbmago destes insetos infectados em
curto prazo pode estar associada a presenca de defensina B acumulada desde as
24 horas apos a alimentagcdo, apesar deste AMP apresentar sua expressao
diminuida no sétimo dia, e ao aumento da expressdo de defensina C observada no
setimo dia.

Waniek et al. (2011), sugeriram uma funcdo potencial da defensina no
controle da populacdo de T. cruzi em T. brasiliensis. No presente estudo,
observamos que no dia sete apds a alimentagéo infectiva seguindo o modelo de
analise dos efeitos em curto prazo, quando sabidamente os insetos abrigavam em
sua maioria o parasita no estdmago, este 6rgdo apresentou uma supressdo nos
niveis de mRNA de Def B. Da mesma maneira, houve uma supressao de Def B no
intestino de insetos infectados em longo prazo, 6érgdo em que, coincidentemente
neste momento, se localizavam a maior parte dos parasitas. Este dados indicam que
T. rangeli para sobreviver no trato digestivo, associado também ao potencial invasor
do parasita a hemocele, interage com o R. prolixus de alguma forma modulando a
resposta imune, com supressdao ou super expressdao de mRNA dos diferentes
AMPs, ou da Def B e Lis B.

Na analise de infeccdo em longo prazo no estébmago, ndo foi observada a
superexpressdo de nenhum AMP: houve uma diminuigdo nos niveis relativos de
MRNA de Def C e Lis A neste compartimento do trato digestivo nos dias 1 e 7,
respectivamente, o que sugere que a atividade antimicrobiana observada neste dia
contra S. marcescens possa estar associada a outros peptideos antimicrobianos
desconhecidos. Por outro lado, Lehane (1997); Whitten et al. (2007); Garcia et al.
(2010,a), tém reportado a agao de reativos de nitrogénio e oxigénio no controle de
parasitas e bactérias intestinais.
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O estudo de AMPs presentes no trato digestivo dos insetos pode estender a
compreensao de como insetos interagem com sua microbiota e ainda sdo capazes
de montar uma resposta imune eficaz contra possiveis agentes patogénicos
ingeridos. Portanto, este tipo de estudo pode ter potencial para fornecer novos alvos
para estratégias de controle das doengas transmitidas pelo vetor.

Devido ao fato de néo ter sido encontrado nenhum parasita livre na hemolinfa
durante os ensaios de infecgdo por via oral, um segundo bloco de trabalho foi
desenvolvido. Neste, os ensaios de inoculagdo foram feitos com o intuito de
observar diferengas na resposta imunolégica de R. prolixus na presenga do
flagelado na hemolinfa. Um Segundo objetivo foi diferenciar duas cepas de T. rangeli
a partir da inoculagdo da cepa H14, que vem sendo estudada pelo grupo de
pesquisa ha alguns anos, e da cepa Macias que foi cedida recentemente ao grupo.

As analises dos efeitos da infecgdo sobre a mortalidade do inseto e numero
de parasitas presentes na hemolinfa, mostraram que a cepa Macias apresenta-se
muito melhor adaptada a hemolinfa de R. prolixus que a cepa H14, que perdeu ao
longo do tempo caracteristicas de viruléncia em relagéo ao seu vetor, provavelmente
devido a passagens sucessivas em meio de cultura. Enquanto a inoculagéo de T.
rangeli cepa H14 promoveu a alta mortalidade, em mais de 50% dos insetos nos
sete primeiros dias apds a inoculagdo na hemocele, a cepa Macias, apesar da
intensa multiplicacdo sob a forma livre na hemolinfa, apresentou mortalidade
semelhante ao controle (20%). Este resultado estd de acordo com o trabalho de
Machado et al. (2001), quando ao inocularem R. prolixus com T. rangeli cepa Macias
e constataram uma baixa mortalidade dos insetos, que variava de 8,0 a 23%.

Em relagdo ao numero de parasitas, enquanto a cepa H14 de T. rangeli ndo é
visualizada livre na hemolinfa em sete dias, a cepa Macias rapidamente se
multiplica. A cepa H14 parece nao ter capacidade de enfrentar as barreiras impostas
pelos fatores tripanoliticos presentes ou sdo fagocitados por hemdcitos do inseto,
enquanto que a cepa Macias supera essas barreiras. O resultado encontrado com a
cepa H14 foi visto anteriormente por Garcia et al. (2004,a) em que as contagens
desta cepa diminuem ao longo dos dias de analise até o desaparecimento do
parasita. O comportamento da cepa Macias se assemelha ao encontrado no
trabalho com R. prolixus de Mello et al. (1995) que observaram que apds a
inoculagédo de T. rangeli cepa San Agustin, a infecgdo na hemolinfa aumentou se

estabilizando em aproximadamente 107 flagelados por mL de hemolinfa.
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A presenga de um alto numero de T. rangeli cepa Macias livre na hemolinfa
observado no 7° dia apds a inoculagdo em R. prolixus, induziu também o aumento
do numero de hemdcitos se comparado aos grupos controles ndo inoculado ou
inoculado com BHI e ao grupo inoculado com a cepa H14. Ao contrario do que foi
observado na infecgdo oral em curto prazo, a nodulagédo néo foi estimulada com a
injecdo de parasitas no torax do inseto. Mello et al. (1995) observaram que a
inoculagédo de R. prolixus com T. rangeli cepa San Agustin resulta em um aumento
significativo no numero de hemdécitos, mas sem um estimulo tdo rapido na formagéo
dos nodulos.

O aumento do numero de hemacitos pode ser explicado pela liberagdo destas
células na circulagdo quando o inseto passa pelo processo de muda ou é desafiado
com algum patégeno ou particula abidtica (Lanot et al. 2001; Moita et al. 2005;
Castilho et al. 2006). Tem sido sugerido que hemdcitos, provavelmente os
plasmatdcitos, ficam aderidos fracamente a superficie interna de alguns 6rgéos e
respondem prontamente sendo liberados na hemolinfa em situagbes adversas
(Lanot et al. 2001; Moita et al. 2005; Castilho et al. 2006).

No que concerne ao sistema PPO, a presenca da cepa Macias de T. rangeli
na hemolinfa aumentou a atividade espontanea e total da enzima PO no 12° dia
apos a inoculagdo. Enquanto que os insetos do grupo controle e os insetos
inoculados com H14 ndo apresentaram diferengas. Este dado € muito interessante,
pois como observado anteriormente, em ensaios de infecgdo oral por T. rangeli
(cepa Macias) o parasita € capaz de suprimir a ativacdo do sistema PPO, ja a
inoculacdo do mesmo parasita resultou no estimulo deste sistema e com deteccgao
do aumento da atividade PO. Assim, resumidamente, a alimentacdo com T. rangeli
resultou na inibicdo do sistema PPO de R. prolixus, o que de alguma forma poderia
facilitar a invasao do parasita a hemocele, apesar da cepa Macias, no presente
trabalho, néo ter sido detectada na hemolinfa.

Estudos anteriores ja indicavam esta relagdo. Experimentos in vivo com R.
prolixus demonstraram que, em insetos controle, a inoculagdo toracica de
epimastigotas de T. rangeli, em formas curtas, resultou na alta atividade da PO
(Gomes et al. 2003). Em contraste, a alimentagao prévia com sangue contendo
epimastigotas curtos ou longos, vivos ou lisados, foi capaz de suprimir a ativagéo da
PPO induzida por inoculagédo toracica de formas curtas (Gomes et al. 2003). O

mesmo grupo mostrou também que em ensaios in vitro na presenca de
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epimastigotas curtas de T. rangeli, a atividade proteolitica nos homogenatos de
corpo gorduroso de R. prolixus controle foi significativamente maior do que naqueles
obtidos a partir do corpo gorduroso de insetos previamente alimentados com
epimastigotas (Gomes et al. 1999, 2003). Estes resultados indicam que a redugéo
das atividades proteoliticas, no corpo de gorduroso de insetos alimentados com
sangue infectado inibiu a ativagdo do sistema PPO contra o parasita (Gomes et al.
1999, 2003).

Além disso, estudos sobre o efeito da infeccdo de R. prolixus por T. rangeli
indicam que apds 24 horas a cepa H14 nao é capaz de se multiplicar na hemolinfa e
nem invadir as glandulas salivares (Whitten et al. 2001). Whitten et al. (2007)
mostrou igualmente que duas cepas do parasita T. rangeli podem ativar o sistema
PPO diferentemente na hemolinfa in vivo e que esta ativagdo esta envolvida na
modulagdo das infecgbes. Por exemplo, Mello et al. (1995) mostraram que a
atividade de PO em R. prolixus inoculado com T. rangeli cepa San Agustin,
apresenta um pico no dia 1 apés a inoculagao, e vai diminuindo até o dia 5.

Ha possibilidade da cepa H14 ou Macias terem alterado a atividade de PO em
momentos em que este parametro ndo foi analisado, se comparado os dados com
outros autores que também trabalharam com o modelo R. prolixus e diferentes
cepas de T. rangeli. A comparagao dos resultados reportados pelos autores (Mello et
al. 1995; Machado et al. 2001; Garcia et al 2004,b) com os obtidos no presente
trabalho mostram, portanto, que cepas distintas de T. rangeli podem desencadear
reacdes humorais e celulares diferentes no mesmo vetor.

Portanto R. prolixus responde de forma distinta frente a vias de infecgao oral
ou por inoculagdo com T. rangeli, sugerindo que a capacidade infectiva deste

protozoario, pode ser alterada por modulagéo do sistema imune do vetor.
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6 CONCLUSOES

- A partir da infecg¢éo oral de ninfas de R. prolixus por T. rangeli cepa Macias,
as conclusdes séo:

- O estabelecimento da infeccdo em analises em curto e longo prazo
mostrou que o desenvolvimento do flagelado no intestine do vetor varia de
acordo com o estadio ninfal.

- A infecgdo apresenta efeito pouco patogénico para o inseto no que
diz respeito a mortalidade e ecdise.

- Nao foi observada a invasdo do parasita a hemocele

- Nao ha ateragdo no numero de hemacitos.

- A nodulagdo aumenta logo apds a infecgao oral em infecgdo em curto
prazo. Este efeito ndo foi observado em longo prazo.

- Ha a depressdo do sistema de PO e o aumento da atividade
antimicrobiana contra S. marcescens no estdmago.

- Ha uma diminuigdo da microbiota do intestino do vetor alguns dias
apos a alimentacgéo.

- A modulagéo da resposta imune no interior do trato digestivo do vetor
apos a alimentacgao infectiva é caracterizada pela supressao da expressao de
lisozima e prolixicina.

- O aumento da expressao de defensinas no trato digestorio do vetor
pode ser relacionado a diminuicdo da microbiota e a atividade antimicrobiana
nos primeiros momentos apos a infecgao.

- Em analises em longo prazo, a atividade antimicrobiana
provavelmente esta associada a outros peptideos antimicrobianos

desconhecidos ou agao de reativos de nitrogénio e oxigénio.

- A partir da infeccao por inoculagao de ninfas de R. Prolixus com T. rangeli
(cepa Macias ou H14), podemos concluir que :
- T. rangeli cepa Macias se mantém e multiplica na hemolinfa do vetor,
porém nao altera a mortalidade dos insetos. Contrario do observado na
inoculacdo de T. rangeli cepa H14.
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- Na inoculagdo de T. rangeli (cepa Macias) a resposta celular segue
um padrao diferente da infecgdo por via oral: ha o aumento do numero de
hemacitos e ndo de nddulos.

- A inoculagdo com T. rangeli cepa Macias induziu o aumento da
atividade do sistema PO de R. prolixus, agdo contraria da observada na

infecgado por via oral.
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Abstract

the microbiota already present in the digestive tract.

infected by these bacteria at 1 and 7 days after feeding.

prolixicin transcripts predominated.

Background: The triatomine, Rhodnius prolixus, is a major vector of Trypanosoma cruzi, the causative agent of
Chagas disease in Latin America. It has a strictly blood-sucking habit in all life stages, ingesting large amounts of
blood from vertebrate hosts from which it can acquire pathogenic microorganisms. In this context, the production
of antimicrobial peptides (AMPs) in the midgut of the insect is vital to control possible infection, and to maintain

Methods: In the present work, we studied the antimicrobial activity of the Rhodnius prolixus midgut in vitro against
the Gram-negative and Gram-positive bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus, respectively. We also
analysed the abundance of mRNAs encoding for defensins, prolixicin and lysozymes in the midgut of insects orally

Results: Our results showed that the anterior midgut contents contain a higher inducible antibacterial activity than
those of the posterior midgut. We observed that the main AMP encoding mRNAs in the anterior midgut, 7 days
after a blood meal, were for lysozyme A, B, defensin C and prolixicin while in the posterior midgut lysozyme B and

Conclusion: Our findings suggest that R. prolixus modulates AMP gene expression upon ingestion of bacteria with
patterns that are distinct and dependent upon the species of bacteria responsible for infection.

Keywords: Rhodnius prolixus, Antimicrobial peptides, Bacteria, mRNA modulation

Background

Although insect immunity has been studied since the
first half of the 20th century [1-3], the mechanisms in-
volved have yet to be fully elucidated. The immune sys-
tem in insects, unlike vertebrates, lacks the classical
response to pathogens mediated by memory cells and
immunoglobulin, but relies solely on an extremely effi-
cient innate immune response [4]. This efficiency is
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probably one reason insects are the most abundant ani-
mal group, well adapted to many ecotopes [5]. Insect
immunity includes the synchronized activation of
cellular and humoral factors, such as the formation of
microaggregates, phagocytosis and encapsulation by hae-
mocytes, as well as the formation of reactive intermedi-
ates of oxygen and nitrogen, the prophenoloxidase
system and antimicrobial peptides (AMPs) [6,7].

One of the major components of insect immunity is
the synthesis of AMPs. Insect AMPs are usually cationic,
amphipathic, often composed of 12-50 amino acid resi-
dues and have a broad activity spectrum [8]. The gene
expression of AMPs occurs principally in the fat body,
haemocytes and digestive tract epithelia, and the peptides
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are secreted into the haemolymph or midgut lumen
[9,10]. AMP production is triggered by activation of differ-
ent immune signalling pathways including Toll, Imd and
Jak/STAT after recognition of non-self molecules known
as the pathogen associated molecular patterns (PAMPs)
[5,11].

Relatively few studies focus on the importance of the
immune system in the midgut of insects, which is one of
the most vulnerable tissues since it is always in contact
with a variety of microorganisms [12]. Haematophagous
insects, such as Rhodnius prolixus, ingest large amounts
of blood from vertebrate hosts, often containing patho-
genic microorganisms. The production of AMPs in the
insect gut is therefore vital to protect against infection
and to maintain homeostasis of the intestinal microbiota.
The mutualistic microbiota of insects not only supplies
essential nutrients but also aids digestion and the con-
trol of pathogenic microorganisms by modulating the
immune responses [13,14]. Moreover, several studies
have shown the importance of the microbiota in regulat-
ing insect genes involved in maintaining homeostasis of
the gut [15-21].

R. prolixus is an important triatomine vector of Trypa-
nosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease in
Latin America [22-24]. In the insect vector, T. cruzi re-
mains exclusively inside the R. prolixus gut where, in
order to survive, the parasite counteracts various host
defence factors, including the AMPs [12]. Evidence indi-
cates that in some insect vectors AMPs may be able to
control parasite development [25-30]. Therefore, the
study of AMPs present in the digestive tract of insects
may have potential to provide new targets for control
strategies.

Antimicrobial peptides are encountered in numerous
organisms and are diverse even among closely related
species [8]. In R. prolixus, six different AMPs have been
identified, namely, defensin A, B and C, prolixicin and
lysozymes A and B [31]. Each AMP has potential activity
against a range of microorganisms. Lysozymes possess
high activity against Gram-positive bacteria, by hydrolys-
ing the 1,4-B-linkage between N-acetylmuramic acid and
N-acetylglucosamine of the cell wall peptidoglycans
[32,33]. Defensins are cysteine-rich peptides and are also
known for their action against Gram-positive bacteria
[27,34-36]. In contrast, prolixicin has high activity
against Gram-negative Escherichia coli [37].

Despite the presence of these different AMPs in
R. prolixus, the relative dynamics of their induction upon
exposure to different species of bacteria is poorly under-
stood. Thus, in the present study, using fifth instar
nymphs of R. prolixus, the antimicrobial activities of the
midgut in vitro against Staphylococcus aureus and E. coli
have been investigated. We also analysed the relative
abundance of mRNAs encoding AMPs in the midgut of
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insects fed with either S. aureus or E. coli at different
days after an infected blood meal to test the hypothesis
that each type of bacterium triggers a distinct immune
response.

Methods

Ethics statement

For all experiments, R. prolixus were maintained in con-
trolled environmental conditions and fed with defibrin-
ated rabbit blood provided by the Laboratory Animals
Creation Centre (Cecal). For feeding insects, an artificial
apparatus was used, similar to that described previously
[38] according to the Ethical Principles in Animal Ex-
perimentation approved by the Ethics Committee in
Animal Experimentation (CEUA/FIOCRUZ, under the
protocol number L-0061/08). The protocol was developed
by CONCEA/MCT (http://www.cobea.org.br/), which is
associated with the American Association for Animal Sci-
ence (AAAS), the Federation of European Laboratory Ani-
mal Science Associations (FELASA), the International
Council for Animal Science (ICLAS) and the Association
for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal
Care International (AAALAC).

Bacteria

S. aureus 9518 and E. coli K12 4401 were purchased
from the National Collections of Industrial and Marine
Bacteria (NCIMB), Aberdeen, UK. Bacteria were main-
tained frozen at —-70°C in tryptone agar and 10% gly-
cerol. For all experimental procedures, bacteria were
grown with shaking (90 revolutions per minute) in
20 ml of tryptone soy broth (TSB) for 17 h at 30°C, and
then 10 ml of fresh TSB were inoculated with 100 pl of
the respective bacterial culture and incubated for a fur-
ther 4 h under the same conditions. The bacteria were
then washed in phosphate buffered saline - PBS (0.01 M
phosphate buffer, 2.7 mM potassium chloride and
0.137 M sodium chloride, pH 7.4) and diluted in TSB to
a final concentration of 1 x 10* cells/ml.

Insect treatment
Fifth-instar R. prolixus nymphs were obtained from a
colony reared and maintained in Laboratério de Bioqui-
mica e Fisiologia de Insetos IOC/FIOCRUZ at a relative
humidity of 50-60% and at 27°C. The insects were ran-
domly chosen and then fed with defibrinated rabbit
blood through a membrane feeding apparatus [38].
Three groups of insects were fed as follows: blood only
(control), blood containing E. coli or blood containing
S. aureus. The final concentration of bacteria in the
blood was 10*/ml.

To compare the effects of whole normal plasma on
the insect’s antibacterial activity, insects were fed with
blood after heat-inactivation of the plasma. The blood
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was centrifuged at 1.890 x g for 10 min at 4°C, and the
supernatant (plasma) was collected and incubated for
30 min at 55°C. After inactivation, the plasma was added
back to the erythrocytes and fed to the insects. In the
same experiment, a group of insects was fed with normal
plasma in the blood (control).

Midgut sample preparations and antibacterial assays

For midgut sample preparations, starved or full
engorged fifth-instar nymphs of R. prolixus were used at
different days after feeding (DAF). The cuticle of the in-
sects was cut laterally, to remove and separate the en-
larged anterior midgut (stomach) from the narrow
posterior midgut (intestine). The anterior midgut was
separated into contents and wall for the antibacterial as-
says. Additionally, the antibacterial activity of the intes-
tine was tested. All midgut preparations were collected
in 1.5 ml reaction tubes always using pools of 3 insect
midgut compartments diluted in 200 pl Milli-Q water,
homogenized, centrifuged at 10,000 x g for 10 min at
4°C and finally sterilized by Millipore PVDF membrane
filtration. Afterwards, the pools of 3 anterior midgut
contents were diluted ten times in sterile water and
stored at —20°C until use.

Antibacterial activity was assessed by turbidometric as-
says (TB) previously adapted by Castro et al, 2012
[39,40]. For midgut TB assays, S. aureus or E. coli
grown as described above, were washed in PBS and di-
luted in TSB to a final concentration of 10* cells/ml.
Subsequently, 10 ul of E. coli or S. aureus bacterial sus-
pensions were incubated in each well of a sterile flat bot-
tom 96-well microtiter plate (Nunc, Fisher Scientific,
Leicestershire, UK) with 45 pl of sample (anterior mid-
gut content, anterior midgut wall or posterior midgut)
plus 5 pl of peptone 10%, to a final concentration of 1%
peptone, at 37°C for 19 h. The optical densities were
measured at 550 nm (ODs50) at hourly intervals using a
Spectra Max 190 Plate Reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, California, USA). Control wells, run without
midgut samples, contained 10 pl of bacteria in 1% pep-
tone in Milli-Q water. The antibiotic ampicillin (80 pg/ml)
was included in each experiment as a positive control.

All data points were subsequently blanked against time
zero to account for the opacity of the midgut samples.
The midgut samples were also incubated in the plate
without bacteria to observe the change in sample colour
after 19 h and the readings obtained were subtracted
from the samples incubated with bacteria to ensure that
the difference in readings were related to antibacterial
activity. Then, the readings for the bacteria, E. coli or
S. aureus, were subtracted from all sample readings to
obtain the antibacterial activity value. All experiments
were carried out in triplicate (9 pools of 3 insects, n =27
insects). In addition, to find out how the sample
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dilutions affect antibacterial activity, different concentra-
tions of the anterior midgut contents were tested against
both bacteria. The anterior midgut contents of control
insects at 7 DAF without dilution gave absorbance read-
ings above the range of the standard curve and therefore
in all TB assays samples were diluted 10 times which
corresponded to 14.7 pg protein/pl of protein. The pos-
terior midgut samples of control insects at 7 DAF used
for TB assays contained 0.8 ug protein/pl of sample. All
protein testing of midgut samples used a protein assay
kit (BCA* Protein Assay Reagent, Pierce, USA) with bo-
vine serum albumin (BSA) standards. Additionally, the
differences in protein concentrations of each midgut
preparation analysed in these assays were considered
and are discussed below.

Concurrent with the TB assays, the anterior and pos-
terior midgut samples (45 ul) were also incubated with
10 pl of E. coli or S. aureus (1 x 10* cells/ml) and 5 ul of
peptone 10% at 37°C. At different times during incuba-
tion, samples were plated onto BHI-agar to compare the
bacterial growth, by counting colony forming units
(CFU), with the readings in the TB assays. Ampicillin
(80 pg/ml) was incubated with both bacteria and plated
on BHI-agar as a positive control of bacterial growth in-
hibition. The culture medium (TSB) used in the sample
dilutions was also plated out as a control.

The thermal stability of the anterior midgut contents
was analysed by heating the samples at 100°C for
60 min. The susceptibility of the anterior midgut con-
tents to protease digestion was tested by pre-incubation
with bovine pancreas trypsin (Sigma-Aldrich) at a final
concentration of 2500 Uml™! for 24 h at 37°C [40]. Sam-
ples were then centrifuged at 10,000 x g for 5 min and
the supernatants assayed for antibacterial activity. Tests
showed that trypsin had no adverse effects on bacterial
growth and for this reason was not inhibited in the sam-
ple prior to TB assay.

Analysis of AMPs mRNA abundance by reverse
transcription (RT) PCR

Steady state levels of mRNA encoding peptides involved
in the innate immunity of R prolixus were tested by re-
verse transcription (RT) PCR. Before dissection, insects
were immersed in water at 55°C for 15 sec to release
haemocytes from tissues [41]. From fifth instar nymphs
(n=10), unfed (15 days after ecdysis), 1 and 7 DAF
(infective and non-infective), the anterior and posterior
midgut walls were dissected and stored at -70°C. Total
RNA was extracted using a NucleoSpin® RNA II Kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Germany) following the manu-
facturer’s instructions and subsequently measured by a
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Synthesis of cDNA was carried out
with a First-Strand ¢cDNA Synthesis Kit (GE Healthcare,
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Buckinghamshire, UK) following the manufacturer’s
protocol using either 1.25 or 2.5 pg of total RNA. R. pro-
lixus primers were designed from previously published
defensin A, B and C, lysozyme A and B, prolixicin and
B-actin (internal control, GenBank accession number
ACPB02032143) encoding cDNA sequences as listed in
Table 1 [31,37,42-44]. All defensins and the prolixicin en-
coding genes possess an intron and could therefore also
be used as an internal control for contamination with gen-
omic DNA.

PCRs were performed using Illustra Taq DNA Poly-
merase (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) at the
following conditions: initial denaturation at 94°C for
5 min; cycling step at 94°C for 25 sec, 54°C for 25 sec,
72°C for 30 sec and a final elongation step at 72°C of
7 min. The amplification of prolixicin was conducted at
an annealing temperature of 48°C. The number of cycles
(25 and 30) was experimentally optimized with the gene
encoding actin to eliminate signal saturation [45]. For
verification of primer specificity, amplicons of all genes
were excised from agarose gels, purified and sequenced
in both directions by Plataforma Gendmica — Sequencia-
mento de DNA/PDTIS-FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil.
PCRs were carried out three times under the same con-
ditions using technical replicates. As negative controls,
PCR reactions were carried out without a template. All
nucleic acid experiments were performed on a Veriti
96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA). Amplification products (5 pl) were
separated on an ethidium bromide stained 2% agarose gel
and documented with a Gel Doc™ XR + System (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Band intensity was measured with
the Image] program (version 1.47q). Means and standard
deviations of the different samples were calculated.

Table 1 List of primers used in the present study
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Statistical analyses

The results were analysed with GraphPad Prism 5 using
two way ANOVA or one way ANOVA or unpaired T
tests, depending on the data distribution and number of
treatments. Data are reported as mean * standard devi-
ation (SD). Differences among groups were considered
not statistically significant when p>0.05. Probability
levels are specified in the text and Figure legends.

Results
Midgut antimicrobial activity
In the present study, the antimicrobial activity of R. prolixus
midgut was assessed against two bacterial species, E. coli and
S. aureus. To determine in which midgut compartment the
antibacterial activity are present, we tested separately the an-
terior midgut wall and contents as well as total posterior
midgut using the TB assay (Figure 1). Results showed that
the anterior midgut contents had a significantly higher activ-
ity than the anterior midgut wall and posterior midgut
against both bacterial species (Figure 1; p <0.001). A com-
parison between the anterior midgut contents and posterior
midgut was also made using BHI agar plates incubating the
samples with E. coli and S. aureus. In the anterior midgut
contents, no bacteria grew after 19 h incubation in contrast
to the rapid growth of the bacteria alone controls (Additional
file 1; p <0.001). In contrast, incubation with the posterior
midgut samples resulted in numerous bacteria colony
forming units (CFU) after 19 h (Additional file 1; p < 0.001).
These results confirm those from the TB assay above.
Analysis was also undertaken to determine if any anti-
bacterial activity recorded was related to the comple-
ment system of the rabbit blood. Comparison of the
antibacterial activity of anterior and posterior midgut
samples from insects fed on blood containing whole

Gene/name Sequence 5’-3’ Tm (°C) Amplicon length
RPDEFAF GAATACTCCACTCAACCGCAAC 62.7

RPDEFAR TAGTTCCTTTACATCGGCCA 584 295 bp
RPDEFBF CAGTACCTAGGATATTCCACTCAAC 62.9

RPDEFBR TAGTTCCTTTACAATGGCCG 584 304 bp
RPDEFCF CAGTACAGTCCTAATACCTAGCC 62.8

RPDEFCR CAGTTCCTACGCAACGGCCT 64.5 300 bp
RPLYS1F TTCTTACTGGCTATTTTCGCC 58.7

RPLYSTR CGACCTCTGCAATGGTACTG 624 377 bp
RPLYS2F CTAGTTTTAACACTATTGCTGCTG 594

RPLYS2R GCCCTTACATTTCTTGATCC 584 378 bp
RPPROLF CTATAACGAGTGAACTATAAGACAA 500

RPPROLR GTGTTTAATGGCGGTAACAAATTAC 532 406 bp
RPACTF CACGAGGCTGTATACAATTCCA 60.8

RPACTR GTAGCTGTTTAGAAGCATTTGCG 61.0 314 bp
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Figure 1 Antibacterial activity of the anterior and posterior midgut of Rhodnius prolixus 7 days after feeding. A — Activity of anterior
(contents and wall) and posterior midgut samples against E. coli. B — Activity of anterior (contents and wall) and posterior midgut samples against
S. aureus. Antibacterial activity measured by turbidometric assay (TB) (ODsso nm) with readings from 0 to 19 hour in plate assay. Treatments: ®
bacteria incubated with anterior midgut contents; m bacteria incubated with anterior midgut wall; ¢ bacteria incubated with posterior midgut.
Values represent the means + SD of 9 pools using 3 insects each (n=27) in triplicate wells. Asterisks relates to significant differences (**p < 0.001)
obtained by a two way ANOVA.

native plasma with those fed on heat- inactivated plasma  Transcription of AMPs in insects
revealed no differences in activity against E. coli or In order to categorize antibacterial activity in the digest-
S. aureus (Additional file 2). ive tract of R. prolixus, the gene expression profiles of
In order to analyse the dynamics of antibacterial activity =~ AMPs in the anterior midgut and posterior midgut walls
in R prolixus, the anterior midgut contents were tested of unfed insects and insects 1 or 7DAF were studied.
against E. coli or S. aureus at different days after feeding The relative abundance of transcripts for lysozyme A
(DAF). The results showed that at 7 DAF the activity (LysA), lysozyme B (LysB), prolixicin (Prol), defensins A
against E. coli was significantly higher than 5 DAF (DefA), B (DefB) and C (DefC) was quantified (Figure 3).
(p<0.05), as well as 1, 9 and 12 DAF (p < 0.01) (Figure 2A).  In general, the AMP transcript abundance was highest
The activity of the anterior midgut contents against S. aur-  at 7 DAF in both tissues, but the expression pattern over
eus was also highest at 7 DAF which was significantly  time and tissue was not the same for all AMPs analysed
higher (p < 0.05) than all the other DAF (Figure 2B). (Figure 3A and 3B). At 1 DAF, the abundance of tran-
The antibacterial activity of the anterior midgut contents  scripts of LysB increased approximately 15 fold in the
was also tested for thermal stability and susceptibility to  anterior and posterior midguts, while Prol transcripts
trypsin digestion. All antibacterial activities against E. coli  increased 5 fold in the posterior midgut, in comparison
and S. aureus were significantly reduced after trypsin and  to unfed insects. Interesting, DefC abundance was sig-
boiling treatments compared with the untreated controls nificantly higher in anterior midgut samples of unfed
(Additional file 3A; p <0.01 and p < 0.05, respectively). The insects (p<0.001), and decreased at 1 and 7 DAF
activities against S. aureus were also significantly reduced  (Figure 3A). Comparing the transcripts between tis-

with these treatments (Additional file 3B; p < 0.001). sues 7 DAF, the anterior midgut showed a
p
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Figure 2 Antibacterial activity of the anterior midgut contents of Rhodnius prolixus on different days after feeding. A- Activity of anterior
midgut contents against £. coli. B- Activity of anterior midgut contents against S. aureus. Antibacterial activity detected by turbidometric assay
(TB) (ODsso nm) after 19 h incubation of anterior midgut content samples with different bacteria. Values represent the means + SD of 9 pools
using 3 insects each (n=27) in triplicate wells. Asterisks relate to significant differences (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) obtained after data
were compared to day seven using one way ANOVA and Mann Whitney tests.
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significantly higher abundance of LysA, LysB and Antibacterial activity and transcription of AMPs in

DefC than the posterior midgut (Figure 3A). Add- bacteria fed insects

itionally, only the abundance of Prol transcripts was R. prolixus were infected separately with Gram-positive
significantly higher in posterior midgut than anterior —and Gram-negative bacteria to test whether different
midgut (Figure 3B). bacteria trigger a distinct immune response, altering the
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antibacterial activity and the gene expression of AMPs.
The antibacterial activities recorded were compared to
control insects fed on blood without bacteria. Feeding
the insects with blood containing E. coli failed to signifi-
cantly alter the immune response of the anterior midgut
contents tested against either E. coli or S. aureus
(Figure 4A and 4B). In contrast insects fed with S. aur-
eus recorded significantly increased antibacterial activity
of the anterior midgut contents against S. aureus
(Figure 4B; p < 0.01) but not E. coli. As with the anterior
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midgut contents, the oral infection with either bacterium
failed to significantly change the antibacterial activities of
the posterior midgut samples against E. coli (Figure 4C),
although an increase in posterior midgut antibacterial
activity was only observed afterwards when the insects
were infected with E. coli and then tested against S. aureus
(Figure 4D; p < 0.05).

In the anterior midgut at 1 DAF, oral infection with
either E. coli or S. aureus increased mRNA levels of
some AMPs in comparison with the control insects fed
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Figure 5 Relative transcript abundance of defensins encoding mRNA in Rhodnius prolixus after bacterial feeding. Anterior and posterior
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represent SD of three independent experiments. Asterisks relate to significant differences (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) obtained after data
statistical analyses using one way ANOVA and unpaired t Test.
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blood alone (Figure 5). In this tissue, DefA and DefB tran-
script abundance was upregulated by S. aureus infection
(Figure 5A; p < 0.001 and 5C; p < 0.01) while DefC was up-
regulated by E. coli (Figure 5E; p < 0.001). In contrast, in
the posterior midgut, at 1 or 7 DAF, bacterial feeding did
not significantly increase the expression of DefA and DefB
encoding genes (Figure 5B and 5D), although an increased
expression of DefC 1 DAF occurred after S. aureus infec-
tion. (Figure 5F; p <0.001). The transcript abundances of
DefA, DefB and DefC were similar or even significantly
lower in insects infected by either E. coli or S. aureus, in
both the anterior and posterior midguts at 7 DAF when
compared with control insects (Figure 5).

Concerning the Prol expression in both midgut tissues,
only infection with S. awureus caused a significant in-
crease in this AMP expression in the anterior midgut 1
DAEF, when compared with control insects (Figure 6A;
p <0.05). In all other cases, Prol was significantly down-
regulated (Figure 6), especially at 7 DAF with bacteria
(Figure 6A and 6B; p < 0.001).

Results with lysozyme at 1 DAF showed that LysA was
significantly upregulated in the anterior midgut after
S. aureus infection (p < 0.01) while LysB was significantly
downregulated after E. coli infection (Figure 7A and 7C;
p <0.01). In contrast, in the posterior midgut 1 DAF with
E. coli resulted in a significant increase in LysA transcript
abundance compared to control (Figure 7B; p < 0.05). At 7
DAEF, the abundance of LysA and LysB transcripts in in-
sects infected with either bacterial species showed similar
results to control insects in both tissues (Figure 7A and
7B) except for a significant decrease in LysB, abundance in
anterior midgut tissues of E. coli and S. aureus-infected in-
sects (p < 0.01) when compared with controls (Figure 7C).

Discussion
Antimicrobial peptides (AMPs) are an important part
of the immune response in insects, particularly in the
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midgut lumen of vector species that transmit parasites
during blood feeding. Furthermore, insect vectors pos-
sess gut microbiota composed of mutualistic and patho-
genic bacteria [14] which are modulated by the AMPs
to maintain the gut homeostasis [21]. In the present
study, the results showed that oral infection with Gram-
positive and Gram-negative bacteria differentially altered
the antimicrobial activity and AMP expression patterns
in the insect’s midgut.

The AMPs detected in the gut of R. prolixus in the
present study included transcripts for lysozyme A (LysA),
lysozyme B (LysB), prolixicin (Prol), defensins A (DefA),
B (DefB) and C (DefC), although probably more AMPs
await discovery in Rhodnius. In a recent paper by Ribeiro
et al. [46] eight defensin and five lysozyme encoding
sequences were reported. From the eight reported
defensin transcripts, four were identified as DefC, three
as DefA and one as a truncated def4 of T. brasiliensis
and no R prolixus DefB was identified. However, T.
brasiliensis Def4 and R. prolixus DefA are highly similar
and are probably orthologs. Defensins are highly con-
served and therefore incomplete sequences might match
with the wrong sequences deposited in the GenBank.
Our study analysed all full so far identified defensin
genes including DefB which was not found by Ribeiro
et al. [46]. In the case of lysozyme Ribeiro et al. [46]
identified three of the five transcripts as lysozyme 1 (syn.
of R. prolixus lysozyme A), which was included in our
study. Our results also report the presence of prolixicin,
another antibacterial peptide, which was not detected by
Ribeiro et al. [46].

Both midgut compartments were analysed for antibac-
terial activity, since it has been shown that each midgut
compartment has a highly specific environment and
physiological function [47,48]. The anterior midgut of
triatomines, which has a neutral-basic pH, is where the
blood meal is stored and the majority of bacterial
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symbionts reside. In contrast, the posterior midgut, with
an acidic pH, is where protein digestion mainly occurs
[45,49]. The ingested blood meal stored in the anterior
midgut induces within days the transcription of AMPs
and lysozymes. Concomitantly, we observed that the
antibacterial activity in vitro was very high against both
E. coli and S. aureus, reaching the highest level at 7 days
after a blood meal, which may be explained by an in-
crease of these peptides.

The results with R prolixus fed with blood without
microorganisms showed higher levels of mRNA encod-
ing AMPs in the anterior than in the posterior midgut of
R. prolixus. The anterior midgut contents also recorded
a higher antibacterial activity than posterior midgut, in
agreement with previous results [50]. However, results
obtained by antibacterial assays on extracts from differ-
ent gut regions, as in Figure 1, should be treated with
caution since the anterior midgut contents are largely
composed of the residual blood meal and therefore it is
difficult to evaluate how much to dilute this sample to
be “equivalent” to the anterior or posterior midgut walls.
Thus, the protein concentration in the anterior midgut
contents was 18 times higher than in the posterior mid-
gut, and assuming that part of this protein can be related

to the amount of AMPs present, then this may explain
the stronger antibacterial activity detected in the anterior
midgut tissues. The results showing that the most abun-
dant AMP encoding mRNAs were present in the anter-
ior midgut, namely, LysA, LysB, DefC, seem to confirm
the elevated antimicrobial activity recorded. In addition,
the inhibition of antibacterial activity observed in the
anterior midgut content treated with trypsin or incu-
bated at 100°C indicate that AMPs and lysozymes are
the molecules involved [40]. Nevertheless, it is unlikely
that all the antimicrobial activity recorded derived solely
from these peptides since reactive oxygen (ROS) and
nitrogen species (RNS) have been detected previously
[21,41,50].

Regarding the results of insects fed with blood plus
bacteria, this altered the pattern of antibacterial activity
in vitro in the midgut. Feeding the insect with S. aureus
increased the antibacterial activity against S. aureus in
the anterior midgut and feeding the insect with E. coli
enhanced the activity against S. aureus in the posterior
midgut. These findings suggest that R. prolixus modu-
lates antibacterial activity upon ingestion of bacteria
with patterns that are distinct and dependent upon the
species of bacteria present.
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The results with mRNA expression showed that the
E. coli infected insects 1 DAF expressed more LysA in
the posterior midgut than naive insects, which may con-
tribute to the increase in antibacterial activity against
S. aureus observed in the posterior midgut at 7 DAF
(compare Figure 4D with Figure 7B). In addition, S. aur-
eus infection enhanced the anterior midgut activity
against S. aureus in vitro and S. aureus infected insects
showed a significantly higher DefA, DefB and LysA tran-
scription abundance 1 DAF (compare Figure 4B with
Figure 5A, C and Figure 7A). The significant increase in
the abundance of these AMP mRNAs observed at 1
DAF may reflect an increase in antibacterial activity
through to 7 DAF. This seems likely as the antibacterial
activity recorded in the blood-fed controls continues to
increase from 1, to 5 to 7 DAF. The enhanced DefA,
DefB and LysA levels may explain the increase of anti-
bacterial activity against S. aureus in the anterior mid-
gut, since the respective peptides possess activity mainly
against Gram-positive bacteria. Possibly other unknown
R. prolixus antimicrobial peptides could also be respon-
sible for the antibacterial activities observed.

In R. prolixus, lysozymes are involved in the digestion
of polysaccharides of the symbiont Rhodococcus rhodnii
[51]. These lysozymes may also play a role in the insect
immune response [52,53]. LysA and LysB seem to have
different roles in different compartments of the gut.
LysA is expressed predominantly in the midgut and LysB
in the fat body [31]. The rapid increase in LysB mRNA
levels and, to a lesser extent LysA, in both tissues suggest
a role in R. prolixus digestion, although a function in re-
sponse to bacterial multiplication in the gut following a
blood meal is also likely, as observed in other triato-
mines like Triatoma infestans and Triatoma brasiliensis
[31,54,55]. Although phylogenetic analyses indicate that
R. prolixus LysA groups with lysozymes that play a di-
gestive role in other triatomine bugs [31,54,55], our
results showed that LysA was strongly induced after
S. aureus feeding and it was also possible to detect a
slight increase of LysA after infection with E. coli, indi-
cating also an immunological role for this lysozyme. Pre-
vious results with Lutzomyia longipalpis and Galleria
mellonella have shown that there is a synergistic effect
between lysozymes and other AMPs which enhances im-
mune responses against both Gram-positive and Gram-
negative bacteria [56,57]. In R. prolixus, synergistic effects
between AMPs and lysozymes might occur as well.

Insect defensins have major activities against Gram-
positive bacteria [58], but also can act against Gram-
negative forms [59]. A previous study — based on structural
properties — showed a high similarity between R. prolixus
DefA and DefB while DefC differed significantly, forming
two distinct groups after a phylogenetic analysis [60].
These authors suggested that the various defensins have
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different functions. In the present study, the analysis of
transcript abundance also showed significant differences
between the three R. prolixus defensins. In insects fed with
S. aureus both DefA and DefB were significantly upregu-
lated while DefC abundance increased only after E. coli in-
fection. In unfed bugs and bugs fed solely on blood, DefC
was the most abundant defensin transcript in the anterior
midgut. The fact that in starved insects only DefC tran-
scripts are abundant indicates a role of DefC in symbiont
control whereas the upregulation of DefA/B after infec-
tions with unfamiliar microbes suggests a probable func-
tion of these gene products in the control of bacterial
invasion. Regarding previous work, a common bacterial
species found in R. prolixus gut was a Gram-negative bac-
terium, S. marcescens [61] and together with our findings
about DefC, this reinforces the idea that this defensin may
also play a role in the regulation of Gram-negative bac-
teria. As observed previously in L. longipalpis, high levels
of defensin could be explained by microbiota control
before adult emergence [62]. In R. prolixus fifth-instar
nymphs moult to adults following a blood meal so that
the high DefC levels could also be related to metamor-
phosis. Insect metamorphosis, however, is characterised
not only by the need to control microbial expansion but
also to mediate developmental processes and defensins
have been shown to play dual roles both in immunity and
development [63].

The blood meal also induces an increase of prolixicin en-
coding mRNA in the posterior midgut. Prolixicin, recently
isolated from R. prolixus midgut and fat body, is a glycine-
containing peptide, which is upregulated in fat body after
bacterial or Trypanosoma cruzi haemocoel injection. The
purified protein has a strong action against Gram-negative
bacteria [37]. However, in the present work, prolixicin
encoding gene was down-regulated in the midgut after
feeding R. prolixus with blood containing E. coli. Further
analyses will be necessary to clarify whether or not prolixi-
cin is related to other microorganisms in the midgut, like
e.g. different bacterial species, fungi or viruses.

In R prolixus, the microbiota grows exponentially
until eight days after blood feeding and thereafter de-
creases [50,64]. This might explain why a higher expres-
sion of peptides occurs on 7 DAF. Since AMPs may
have a central role in the control of bacterial populations
in the midgut. This would also explain the higher ex-
pression of the AMP encoding mRNAs and AMPs in
the anterior midgut than in the posterior midgut since
the anterior midgut, including the lumen, is the site of
the bacterial bloom resulting from the blood meal. The
anterior midgut may be a more suitable environment for
lysozymes while prolixicin would control bacterial ex-
pansion in the posterior midgut.

The activation of immune responses in insects is regu-
lated mainly by two intracellular pathways, the Toll and
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the IMD pathways [65,66], that control the expression of
most genes encoding the AMPs. Gram-positive bacterial
infection activate the Toll pathway while Gram-negative
bacteria infection induces the IMD pathway [67]. In the
present work, different types of bacterial infection in-
duced the expression of different types of AMPs in in-
sect’s midgut. Thus, AMP encoding genes induced by S.
aureus (DefA, DefB, Prol) and E. coli (DefC) infections
could be under different induction pathways.

Conclusion

Studies of the activation of immune responses in the gut
become more relevant than those responses triggered by
artificial inoculation in the body cavity of the insect,
since these events occur less frequently in nature [67].
Insects and other animals live in a complex relationship
with microorganisms [68] and the study of transcrip-
tional control of AMPs can extend the understanding of
how insects manage microbiota interactions and are still
able to mount an efficient immune response against pos-
sible ingested pathogens.

Additional files

Additional file 1: Antibacterial activity of anterior midgut contents
and posterior midgut of Rhodnius prolixus (7 DAF) tested against
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The activity was measured
as colony forming units (CFU/m) after 19 hours of incubation. Values
represent the means + SD of 9 pools using 3 insects (n = 27) in triplicate wells.

Additional file 2: Antibacterial activity from R. prolixus anterior
midgut fed on normal blood and washed erythrocytes with
inactivated plasma. Antibacterial activity was measured by
turbidometric assay (TB) (ODsso nm) with readings from hour 0 to hour
20 of incubation in plate assay. A: Activity against E. coli. B — Activity
against S. aureus. Treatments: m bacteria incubated with content of
anterior midgut from insects fed on blood; e bacteria incubated with
anterior midgut from insects fed on inactivated plasma (IP) blood;

4 bacteria incubated with posterior midgut from insects fed on blood.
A Dbacteria incubated with posterior midgut from insects fed on
erythrocytes with inactivated plasma (IP) blood. Values represent the
means + SD of 9 pools using 3 insects each (n=27) in triplicate wells.
Statistical analysis was carried out using two way ANOVA.

Additional file 3: Antibacterial activity of anterior midgut of
Rhodnius prolixus at 7 days after blood meal. Antibacterial activity
detected by turbidometric assay (TB) (ODss, nm) after 19 hours of incubation
of anterior midgut samples with different bacteria. A — Antibacterial activity
against Escherichia coli. B — Antibacterial activity against Staphylococcus
aureus. Treatments: Black column - incubated with untreated anterior midgut;
grid column - bacteria incubated with anterior midgut treated 24 hours with
trypsin; striped column - bacteria incubated with anterior midgut heated at
100°C; Values represent the means =+ SD of three replicates. Asterisks relates
to significant differences (*p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001) obtained after
data statistical analyses in comparison to control using one way ANOVA

and Mann Whitney test.
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