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RESUMO
DISSERTAGAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA
Kate Katherine da Silva Batista Gomes

O desenvolvimento completo de Trypanosoma cruzi no hospedeiro invertebrado
depende de muitos fatores, dentre os quais as respostas imunes, como a produgédo de
espécies reativas de nitrogénio, e o crescimento de bactérias no trato intestinal dos
insetos, sdo os principais. Assim, investigamos os efeitos de espécies reativas de
nitrogénio no inseto vetor, Rhodnius prolixus, sobre a infecgéo por T. cruzi, a microbiota
bacteriana intestinal e sinalizacdo de outras respostas imunes no inseto. Para isto,
tratamos ninfas de quinto estadio de R. prolixus com L-arginina, o substrato para a
producdo de espécies reativas de nitrogénio, e L-NAME, o composto analogo que inibe
a agao da oxido nitrico sintase. Ambos os compostos foram administrados oralmente por
alimentacédo e por inoculagdo na hemocele dos insetos. Os efeitos dos tratamentos
sobre as diferentes respostas imunolégicas em diferentes tecidos de insetos infectados
ou ndo com T. cruzi Dm28c e efeito sobre a quantidade de bactérias cultivaveis da
microbiota intestinam foram analisados. L-arginina aumentou a produgdo de oxido
nitrico, reduziu a quantidade de parasitas, aumentou a quantidade de bactérias e
diminuiu a atividade antibacteriana contra Serratia marcescens no trato digestivo dos
insetos tratados por via oral. A inoculagdo da droga na hemocele, diminuiu a expressao
do gene da oxido nitrico sintase induzivel um dia apdés a aplicagdo e aumentou a
expressao do peptideo antimicrobiano, defensina C no intestino um dia apos a
inoculacdo. No entanto, o tratamento oral com a L-NAME, resultou em menor producédo
de oxido nitrico na hemolinfa, um aumento do numero de parasitas e reducdo de
atividade fenoloxidase no trato digestivo dos insetos. Apds a inoculacédo de L-NAME,
observou-se uma menor expressao de sintase de 6xido nitrico e aumento da expressao
de defensina C na gordura corporal. Conclui-se que o 6xido nitrico desempenha um
papel fundamental na modulagdo da imunidade de insetos, que influencia a interagao

entre o parasita, a microbiota e fisiologia do inseto
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ABSTRACT
MASTERS DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY
Kate Katherine da Silva Batista Gomes

The whole development of Trypanosoma cruzi in the invertebrate host depends on many
factors, from which the immune responses such as the production of reactive nitrogen
species and the growth of bacteria found in the intestinal tract of the insects are the
principal. Thus, we investigated the effects of reactive nitrogen species in the insect
vector, Rhodnius prolixus, on the infection of T. cruzi, the intestinal bacterial microbiota
and signaling of other insect immune responses. Therefore, we treated fifth stage
nymphs of R. prolixus with L-arginine, the substrate for production of reactive nitrogen
species and L-NAME, the analogue compound that inhibits the action of nitric oxide
synthase. Both compounds were given orally by feeding and by inoculation in the
hemocele of the insects. The effects of treatments on different immune responses in
different tissues of insects infected or not with T. cruzi Dm28c and effect on the amount
of cultivable bacteria of the intestinal microbiota were analyzed. L-arginine increased
nitric oxide production, reduced the amount of parasites, increased the amount of
bacteria and decreased the antibacterial activity against Serratia marcescens in the
digestive tract of the insects orally treated. The inoculation of the drug in the hemocoel,
decreased the gene expression of inducible nitric oxide synthase one day after
application and increased the expression of the antimicrobial peptide, defensin C in the
intestine one day after inoculation. However, the oral treatment with L-NAME, resulted in
lower production of nitric oxide in the hemolymph, an increase of the parasite number
and reduction of phenoloxidase activity in the digestive tract of the insects. After the
inoculation of L-NAME, we observed a lower expression of the nitric oxide synthase and
increased expression of defensin C in the fat body. We conclude that nitric oxide plays a
fundamental role in insect immunity modulation, influencing the interaction between the

parasite, the microbiota and the insect phisiology.
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I. INTRODUCAO

1.1. Rhodnius prolixus

Rhodnius prolixus Stal, 1859, € um inseto pertencente a ordem Hemiptera,
familia Reduviidae, e subfamilia Triatominae. Possui desenvolvimento hemimetabolo
pois apresenta ciclo de vida indireto: passando por 5 estadios de ninfa que se
assemelham ao adulto, porém, ndo apresentando asas, sendo a cada passagem de
estadio ao outro, necessario a troca do exoesqueleto por um novo, em um processo
conhecido como muda ou ecdise (Wigglesworth, 1972).

A hematofagia como habito alimentar de triatomineos, em todos os seus
ciclos de vida além de fatores relacionados a co-evolugdo na interagao parasita-
vetor, os torna vetores do agente etiolégico da doenga de Chagas, Trypanosoma
cruzi (Garcia et al 1991).Somente cerca de 20 espécies dos géneros Triatoma,
Rhodnius e Pantrongylus sao relevantes vetores de T. cruzi a seres humanos e
dentre eles se destacam Triatoma infestans, T. brasiliensis, T. dimidiata,
Pantrongylus megistus e R. prolixus. (Gourbiére et al., 2012).

R. prolixus tem sido usado como importante modelo de estudo em fisiologia
de triatomineos pois além de apresentar importancia na disseminagcdo da doenca de
Chagas, também apresenta facilidade de manutengdo em laboratério. Esta facilidade
esta associada a sua facil adaptagao a alimentacao artificial, aceitando adicdo de
drogas e culturas, sendo suas condi¢gdes de melhor desenvolvimento temperatura
27°C + 2 e umidade 65% + 5 (Azambuja et al, 1991a, Garcia et al, 1975).

Sua distribuicdo geografica € abrangente, R. prolixus é o principal vetor na
Colémbia, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela, de onde acredita-se ter
disseminado para paises da América Central, com excecdao do Panama e Costa
Rica (Guhl, 2007). No Brasil, o inseto apresenta distribuicdo amazobnica
principalmente (Monteiro et al., 2003). Hoje, 7 milhdes de pessoas se encontram
infectadas, estando 90 milhdes de pessoas possivelmente expostas ao parasita T.
cruzi, e a principal forma de transmissdo no Brasil hoje, € oral, sendo vetorial em
muitos paises (WHO, 2015).



1.1.1. Microbiota intestinal

Os insetos sdo a classe do reino animal mais diversa e abundante, em
numero de espécie, nos habitos ecoldgicos, e em biomassa (Basset et al., 2012).
Apresentam uma diversificada comunidade composta por diferentes
microrganismos, que constitui sua microbiota (Dillon et al., 2010). Em insetos vetores
de doencgas, a microbiota pode influenciar a capacidade vetorial e o fitness do inseto
(Ricci et al, 2012).

A microbiota intestinal de triatomineos € composta por tripanossomatideos,
bactérias, fungos e virus. Até o presente momento, os Unicos protozoarios
observados habitando a microbiota de R. prolixus eventualmente, sdo T. cruzi e T.
rangeli (Flores-Villegas et al, 2015). Um estudo da composicao fungica da microbiota
do trato digestivo de quatro espécies de triatomineos, R. prolixus, R. neglectus,
Diptelanogaster maximus e Panstrongylus megistus, demonstra que os géneros com
0 maior numero de espécies encontradas foram Aspergillus, Penicillium,
Acremonium e Cladosporium. Para R. prolixus, destaca-se Aspergillus versicolor
(Moraes et al., 2004). O unico virus conhecido por infectar triatomineos é o Triatoma
virus (TrV). A descoberta de TrV foi desencadeada pela morte de ninfas quinto de T.
infestans apds a alimentagao (Muscio et al., 1987).

O grupo maijoritario na microbiota intestinal de triatomineos € o de bactérias
que se multiplicam rapidamente logo apds a ingestdo de sangue (Azambuja, et al.
2004). Estas, entram em contato com microrganismos por coprofagia e por contato
direto com o meio ambiente (Sassera et al., 2013). As bactérias apresentam
diversas fungdes, por exemplo, participacdo no metabolismo de triatomineos em
uma relagdo mutualistica, produzindo, por exemplo vitamina B, e fornecendo outros
nutrientes por serem digeridas diretamente (Beard et al, 2002; Sassera et al, 2013).

A importancia de bactérias no trato digestivo de R. prolixus foi descrita pela
primeira vez por Duncan (1926) quando foi observada a colonizagdo por um bacilo
gram-positivo. Em 1936, Wigglesworth encontrou um bacilo difteréide nos intestinos
médios de R. prolixus, Triatoma rubrofasciata, T. infestans e T. flavida. Este bacilo
foi chamado de Actinomyces rhodnii (Erikson, 1935), e mais tarde re-classificada no
género Nocardia e, finalmente, para o género Rhodococcus (Tsukamura, 1974;
Zakrzewska-Czerwinska et al., 1988). Mais tarde, Figueiredo e colaboradores (1995)

identificaram diferentes espécies de bactérias como Enterobacter cloacae, Serratia
2



marcescens, e Enterococcus faecalis em T. infestans, T. pseudomaculata, P.
megistus e R. prolixus. Recentemente, diferentes trabalhos tém mostrado grande
diversidade de bactérias presentes na microbiota de triatomineos que variam
dependendo de fatores fisiologicos e filogenéticos dos insetos, além de influencias
geogréaficas (Eichler & Schaub, 2002; Azambuja et al., 2004; Sorfova et al, 2008; Da
Mota et al, 2012;Vieira et al, 2015; Gumiel et al, 2015). Estes adquirem sua
microbiota da superficie dos ovos e por coprofagia, a manutengao desta populagao é
crucial para o desenvolvimento destes insetos (Wigglesworth, 1974;. Vallejo et al.,
2009). A microbiota intestinal apresenta um papel fundamental na manutengao da
resposta imune basal de insetos, favorecendo a homeostase intestinal (Garcia et al.,
2010;. Broderick et al., 2014)

Por outro lado, a administracdo de antibiéticos na alimentagcdo do inseto
auxilia o desenvolvimento de T. cruzi (Castro et al., 2012). Ha evidéncias de que o a
composigdo da microbiota bacteriana de insetos pode afetar sua competéncia
vetorial e o desenvolvimento do parasita no inseto, isso foi visto para Anopheles

gambiae e Plasmodium falciparum (Tchioffo et al., 2013).

1.2. Trypanosoma cruzi

Descrito pela primeira vez em 1909, em Minas Gerais, por Carlos Chagas, foi
chamado de Schizotrypanum cruzi, depois por Trypanosoma cruzi. Chagas observou
sintomas de um mal que assolava a regiao e associou aos insetos hematéfagos que
se escondiam nas casas dos pacientes observados. Em seguida observou o
protozoario em laminas e o identificou como agente causador da doenga de Chagas
(Chagas, 1909; Chagas-Filho, 1974). O protozodario identificado, hoje, é classificado
taxonomicamente na ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Pertence a
secao stercoria de seu género por ser eliminado nas fezes e na urina do vetor em
parte do desenvolvimento de seu ciclo de vida no tubo digestivo do inseto (Dias,
1934). Atualmente a nomemenclatura de T. cruzi é baseada populagdes agrupadas
em seis Unidades discretas de tipagem (DTUs: discrete typing units), que é um
agrupamento que associa as diferentes cepas (variabilidades genéticas) com base
em caracteristicas geograficas e eco-epidemioldgicas (Tabela 1) (Zingales, 2009;
Higuera et al, 2013). As diferentes DTUs diferem em sucesso de invasédo no trato

digestivo, por exemplo T. cruzi cepa Y (Tcll) ndo consegue colonizar o intestino de
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R. prolixus, enquanto a cepa Dm28c (Tcl) infecta com sucesso o trato digestivo de
R. prolixus (Mello et al., 1996; Azambuija et al., 2004, Zingales et al., 2009; Vallejo et
al., 2009).

Tabela 1: Origem geografica e biolégica de diferentes cepas de Trypanosoma cruzi e suas
respectivas DTUs (Adaptado de Higuera et al, 2013)

DTU Cepalclone Origem geografica Origem Bioldégica
Cutia cl1* Espiritu Santo, Brazil Dasyprocta aguti

Tc1 DM28 Carabobo, Venezuela Didelphis marsupialis
x101 Para, Brazil Homo sapiens

Tell MAScI1* Minas Gerais, Brazil Homo sapiens
ESM Sao Felipe, Brazil Homo sapiens

Telll M6421 Belem, Brazil Homo sapiens
M5631cl5* Marajo, Brazil Dasypus novemcinctus
Stc10r Georgia, USA Procyon lotor

TclV | CANIII Belem, Brazil Homo sapiens
TV Boyaca, Colombia Triatoma venosa

.y 92.80 Santa Cruz, Bolivia Homo sapiens
BUG2148cl1* Rio Grande do Sul, Brazil Triatoma infestans
LhVa Chaco, Argentina Triatoma infestans

TcVl | Rp540 Casanare, Colombia Rhodnius prolixus
CLBRENER Rio Grande do Sul, Brazil Triatoma infestans

Por desenvolver-se de modo ciclico entre hospedeiros vertebrados
(mamiferos) e invertebrados (triatomineos), T. cruzi é classificado como
heteroxénico. Devida a alta variabilidade nos ambientes durante o ciclo, o
protozoario assume diferentes tipos morfolégicos que variam em forma fisica,
composicdo molecular de membrana e metabolismo (Hoare, 1972; Lent &
Wygodzinsky, 1979; Garcia & Azambuja, 1991).

O ciclo de T. cruzi se inicia com a alimentacdo sanguinea do triatomineo em
um hospedeiro vertebrado infectado. Com a ingestdo do sangue contendo as formas
flageladas circulantes chamados de tripomastigotas sanguineos, em poucos dias,
essas formas ndo multiplicativas do parasita diferenciam-se em formas
multiplicativas, chamadas de epimastigotas (Figura 1A), que se dividem diversas
vezes por mitose no intestino médio, aumentando a populagdo (Figura 1B). Em
seguida, se aderem na membrana perimicrovilar das células intestinais (Gonzalez et
al. 1999).



A metaciclogénese da forma epimastigota para a forma tripomastigota
metaciclica, infectiva, ocorre no reto do triatomineo (Figura 1C). Estas formas
infectantes, juntamente com epimastigotas ndo transformados sédo eliminados nas
fezes e urina do inseto, geralmente, logo apds outro repasto sanguineo (Dias 1934
Azambuja et al. 2005; Garcia et al. 2007).

Figura 1 : Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi nos hospedeiros (Azambuja & Garcia 2005)

1.3. Sistema imune dos insetos

Os mecanismos de defesa dos insetos envolvem barreiras fisicas que sao
sua primeira linha de defesa. Essas compreendem o rigido exoesqueleto ou cuticula
externa, membrana que envolve o epitélio intestinal e as traquéias, propriedades
fisico-quimicas da epiderme intestinal, como pH, condicdo redox e enzimas
digestivas e de glandulas reprodutivas (Gillespie et al., 1997)

Em seguida, uma infecgdo por microrganismos pode desencadear a ativagéo
de diversas respostas imunoldgicas do sistema imune dos insetos. A ativagao desse
sistema se da pelo reconhecimento através de proteinas de reconhecimento padrao



(PRPs), presentes na superficie de células e tecidos ou livre na hemolinfa, que
identificam padrdes moleculares associados a patéogenos (PAMPs) (Gillespie et al.,
1997). Estudos recentes demonstram que mecanismos de reconhecimento como
estes, permite ao inseto responder contra patégenos mais eficientemente e em um
segundo momento de modo analogo a memoéria imune de vertebrados (Dong et al.,
2006; Cisarovsky et al., 2012; Nava-Sanchez et al., 2015)

Uma vez que o reconhecimento tenha ocorrido, em seguida, as respostas
imunes celulares e humorais sao ativadas. Respostas celulares tipicas sdo a
fagocitose, a nodulagao e encapsulamento, enquanto humoral incluem peptideos
antimicrobianos (AMPs), lisozimas, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RNS
e ROS) e atividade da fenoloxidase (PO) (Gillespie et al., 1997).

1.3.1. Imunidade celular

A resposta imunoldgica celular de insetos, consiste em um conjunto de
respostas mediadas por células presentes na hemolinfa, que s&o principalmente:
fagocitose, nodulacdo (microagregacdo de hemdcitos) e encapsulacdo celular,
sendo que o ultimo n&o foi observado em R. prolixus (Ratcliffe, 1985).

Hemoécitos, sdo células circulantes presentes na hemolinfa de invertebrados
originadas de 6rgaos hematopoiéticos (Ratcliffe, 1985, Hoffman, 1995). No geral, a
classificagdo de hemdcitos leva em consideragao a funcionalidade e morfologia da
célula, podendo variar em nomenclatura de acordo com a espécie estudada, mesmo
exercendo fungdes similares, o que pode gerar controvérsia (Ribeiro e Brehelin,
2006). Os hemdcitos descritos em R. prolixus sdo prohemdécitos, plasmatdcitos,
células granulares, oendcitos, adipohemocitos e células gigantes (Azambuja et al.,
1991).

A fagocitose consiste na primeira resposta dos hemdcitos a invasao do
organismo por particulas estranhas, sendo o mecanismo de imunidade celular mais
conservado dentre os seres vivos, no qual particulas estranhas séo sequestradas e
entram na célula fagocitica envolvendo diferentes passos como: adeséo,
reconhecimento, transducéo de sinal, formacéo de pseuddpodos, ingestéo, fusdo de
lisossomos e eliminacdo da particula fagocitada (Lavine & Strand, 2002; Figueiredo

et al., 2006). Os plasmatécitos e granuldcitos estao envolvidos neste processo.



Nodulagdo €& o processo de resposta imune celular que consiste na
agregacao de hemdcitos, formando nddulos, constituidos por um ou mais tipos
celulares que podem ser recrutados, no sentido de agregar e reter microrganismos
ou materiais bidticos e abidticos estranhos (Ratcliffe & Gagen, 1977; Satyavathi et
al., 2014). Além de ser uma forma de contencédo de patégeno muito eficiente, os
nddulos podem fagocitar e depositar melanina no local da infecgéo pela agéo da PO,
0 que auxilia o processo da eliminagao do patégeno. (Brookman et al., 1989).

1.3.2. Imunidade humoral

A imunidade humoral de insetos atua via moléculas, peptideos ou enzimas de
forma téxica contra patégenos (Dunn, 1990; Klowden, 2007). Podemos destacar as
respostas que compreendem a produgdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, as quais podem atuar causando danos diretos a microrganismos e seus
produtos (Rivero, 2006; Whitten et al., 2007); a ativagdo da cascata de
profenoloxidase, que induz a producdo de melanina, cujos produtos intermediarios
séo toxicos aos microrganismos (Soderhall & Cerenius,1998; Cerenius et al., 2008);
e a produgdo de peptideos antimicrobianos que atuam contra microrganismos de
modo mais especifico que os anteriores, o qual foi a primeira resposta humoral
descrita para insetos, em 1982 por Hultmark , em estudos em pupas da mariposa
Hyalophora cecropia, por isso o nome dado ao primeiro peptideo antimicrobiano

“cecropina”.

1.3.2.1. Atividade de fenoloxidase

A resposta imune por encapsulacao humoral, ou sistema profenoloxidase, &
um processo que leva a producdo de melanina e outros compostos toxicos ao
patdgeno invasor. Existem dois tipos descritos da enzima fenoloxidase (PO) em
insetos, presentes na hemolinfa e produzidos por tipos especificos de hemdcitos,
(Soéderhall & Cerenius, 1998; Gonzalez-Santoyo & Aguilar, 2012), como células
cristais em Drosophila (Rizki et al., 1985; Williams, 2007) e em oendcitos, em
mariposas e mosquitos (Castillo et al., 2006; Shrestha & Kim, 2008). O primeiro tipo
trata-se de enzimas lacases, relacionado a esclerotizagdo da cuticula apés muda. O

segundo, envolvido na resposta imune de insetos, possuindo atividade de
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tirosinases, e de agente oxidante, capaz de oxidar difendis em quinonas, que por
sua vez sofrem reagdes espontaneas que as converte, em melanina (Dittmer et al.,
2004; Arakane et al., 2005; Gorman et al., 2007).

Como nao se conhece uma sequéncia de peptideo sinal que indique secrecao
da enzima fenoloxidase pelos hemdcitos, acredita-se que sejam disponibilizadas
apos lise destas células, que pode ocorrer de forma espontanea ou apds exposicao
a microrganismos (Ashida & Brey, 1997; Kanost & Gorman, 2008).

A ativagao do sistema pode ser disparada por infec¢ao ou injurias teciduais,
gerando mudanga na conformagdo da enzima, tornando a capaz de catalisar
reacdes de oxidagdo (Kanost & Gorman, 2008; Gonzalez-Santoyo & Aguilar, 2012).
Assim, a primeira protease ativadora da profenoloxidase (PAP), que se encontrava
em formato de zimogénio (pro-PAP), é clivada por outras proteases, como parte da
cascata proteolitica formada por serino proteases que sao reguladas por serpinas.

Apds a conversdo da PPO em PO, tirosinas sao hidroxiladas culminando na
formagdo de diidroxifenilalanina (DOPA), que em seguida €& oxidada em
dopaquinona. Esta, se converte em dopacromo por uma reagao nao enzimatica
espontanea (Nappi & Vass, 1993; Nappi & Christensen, 2005). O dopacromo é
descarboxilado, e seu produto 5-6 diidroxiindol em seguida é oxidado formando
indolquinonas, que, por sua vez, sao polimerizadas em melanina (Napolitano et al.,
2000; Nappi & Christensen, 2005).

As reagdes que ocorrem ao longo da cascata produzem um conjunto de
produtos intermediarios como quinona, difenol, superdxido, perdxido de hidrogénio e
reativos intermediarios de nitrogénio, que sao importantes na defesa contra
bactérias, fungos e virus (Gonzalez-Santoyo & Aguilar, 2012)

Trabalhos recentes mostram atividade fenoloxidasica no intestino de insetos,
como R. prolixus (Genta et al., 2010; Castro et al., 2012). No entanto, a origem da

PO neste tecido ainda é desconhecida.
1.3.2.2. Peptideos antimicrobianos
A resposta imune humoral mais especifica € a que envolve a sintese e a

liberagao de diferentes tipos de peptideos antimicrobianos (AMP) (Bulet et al., 1999).

Dentre as respostas humorais de insetos, os AMPs sao as moléculas efetoras mais



importantes e bem estudados, que atuam sobre distintos microrganismos como
bactérias, fungos, virus e protozoarios.

AMPs apresentam baixo peso molecular até 24 kDa, resistem mais a
variagdes de temperatura que proteinas, e sio tipicamente catibnicos, anfipaticos,
sendo compostos, comumente por menos de 100 aminoacidos (Wang et al., 2010).
A caracteristica anfipatica dos AMPs permite que estes interajam com a bicamada
lipidica, os tornando capazes de permear e atuar na membrana plasmatica. A
caracteristica catibnica dos AMPs define sua capacidade de interagir mais
seletivamente com células bacterianas e ndo com as células eucaridticas do
hospedeiro (Graham et al., 1997). As membranas de células procariéticas possuem
grandes quantidades de fosfolipidios de carga negativa, como o fosfatidilglicerol e
cardiolipina, enquanto as membranas de células eucaridticas sao compostas por
fosfolipideos zwitteridnicos, neutros, como a fosfatidilcolina e a esfingomielina
(Matsuzaki, 1999). Dessa forma, os AMPs catidnicos tendem a interagir muito mais
fortemente com as membranas celulares procariéticas, de carga negativa, do que
com as células eucariodticas de carga neutra.

O principal tecido responsavel por produzir AMPs € o corpo gorduroso, mas,
podem ser produzidos por muitos outros, como por exemplo, a glandula salivar, a
traquéia e 6rgaos reprodutivos (Ferrandon et al., 2007).

Existem grupos em que se classificam os AMPs, chamados de familias, sdo
elas: defensinas (Lambert et al., 1989; Dimarcq et al., 1990), cecropinas (Samkovlis,
et al., 1991), diptericinas (Wicker et a./, 1990), atacinas (Sun, et al.,, 1991) e
lisozimas (Mohrig & Messner, 1968).

As defensinas se mostram eficazes contra bactérias Gram-positivas, € menos
contra Gram-negativas, tendo sido caracterizada em varias ordens de insetos
(McGwire et al., 2003). Waniek et al., 2011, demonstraram um aumento significativo
da expressdo de defensina em Triatoma brasiliensis infectados por T. cruzi
sugerindo que este AMP pode ser expresso para o controle do parasita ou ter sido
expresso por indugao do parasita para controle da microbiota local, para facilitar sua
infeccao.

Cecropinas apresentam estrutura alfa-hélice e agao eficiente contra bactérias
Gram-negativas (Yamano et al. 1998; Yang et al, 1999). Apesar de serem isoladas
em diversos lepiddpteros e dipteros, ndo tem sido encontrada em outras ordens de
insetos (Cociancich et al., 1994).



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).

Diptericinas sédo peptidos antibacterianos de 9kDa descritos em Phormia
terranovae (Dimarcq et al, 1988), D. melanogaster (Wicker et al, 1990), e
Sarcophaga peregrine (Ishikawa et al, 2004). Diptericinas possuem ag¢ao contra uma
gama limitada de bactérias Gram-negativas (Dimarcq et al., 1988).

Recentemente, um novo AMP foi isolado de R. prolixus, a prolixicina,
caracterizado por apresentar atividade contra as bactérias Gram-negativas e Gram-

positivas, mas com nenhuma toxicidade para T. cruzi (Ursic-Bedoya et al., 2011)

1.3.2.3. Espécies reativas de oxigénio

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sao radicais livres, que apresentam
grande potencial oxidativo por apresentarem um elétron n&o pareado na ultima
camada (Ha et al., 2005), podendo citar os anions superoxidos (Oz’), radicais hidréxi
(OH") e o peroxido de hidrogénio (H202) (Thannickal & Fanburg, 2000; Bonekamp et
al., 2009).

Sao produzidos constantemente através de varios processos naturais como a
alimentagao e a respiracao celular (Herrera-Ortiz et al., 2011). Além disso, também
estdo relacionados a imunidade humoral inata do inseto, e esta fungdo comecgou a
ser estudada em hemacitos de Drosophila melanogaster, utilizando bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas para indugédo (Nappi e cols. 1995, Nappi e Vass 1998).
Recentemente, foi demonstrado que a regulacédo de ROS influencia a interagédo
entre o parasita Leishmania e a microbiota intestinal no inseto hospedeiro,
flebotomineo, e que mudancgas nos niveis de ROS com &cido urico, causa aumento
na microbiota (Diaz-Albiter et al., 2012).

Apesar do efeito benéfico dos reativos de oxigénio na imunidade, se
produzidos em excesso, esses radicais podem ser prejudiciais ao organismo, sendo
necessario desenvolver mecanismos de desintoxicagdo como por exemplo a
remocao catalitica pela catalase e a conversio destes para espécies menos reativas

pelas vitaminas C e E (Halliwell e Gutteridge 1999).
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1.3.2.4. Espécies reativas de nitrogénio

O oxido nitrico ON, também chamado por monéxido de nitrogénio, € um
radical livre, por possuir um elétron desemparelhado, apresentando, desta maneira,
alta reatividade e capacidade de formar reativos, como por exemplo nitrito (NO’) e
nitrato (NOs’), ambos com importancia bioquimica pela capacidade de causar
alteracdes pos traducionais de proteinas, (Queiroz, 1999; Nappi e Otavianni, 2000).

A Biossintese de 6xido nitrico acontece quando a enzima éxido nitrico sintase
(NOS) com a participagdo de forma reduzida do fosfato de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADPH), como doador de elétrons, catalisa a oxidagdo da L-arginina
(Granik et al, 1997) em L-citrulina.

A NOS, responsavel pela sintese de NO in vivo, tem sido alvo de pesquisas e
algumas isoformas da mesma s&o conhecidas, sendo distribuidas em duas classes:
NOS constitutiva (cNOS), normalmente presente em células, expressas sem
necessidade de estimulos e NOS induzida (iINOS) pelo estimulo imunoldgico
(Queiroz e Batista, 1999).

Na figura 2, podemos observar um esquema geral da reagdo da NOS, onde a
L-arginina é convertida em L-citrulina, catalisada por NOS, que requer NADPH em
todas as etapas. Inicialmente ocorre uma hidroxilagdo que forma NC-hidroxi-L-
arginina como um produto intermediario ligado a enzima e uma oxidagéo de dois
elétrons. Em seguida, ocorre a oxidagao de trés elétrons seguida por remogao de
elétron, insercdo de oxigénio e quebra da ligagao carbono-nitrogénio para formar L-
citrulina e NO (Feldman et al., 1992).
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Figura 2: Representagao esquematica da biossintese do éxido nitrico a partir da L-arginina,

catalisada pela enzima NO-Sintase (Feldman et al., 1992)

O substrato da enzima Oxido nitrico sintase, L-arginina, também é um
aminoacido precursor de poliaminas em muitos tripanosomatideos como Leishmania
sp., € para isto, a L-arginina precisa ser hidrolisada pela enzima arginase em L-

citrulina e uréia (figura 3) (Balafia-Fouce, 2012).

NOS
L-Arginine » L-Citrulline + NO
l \
: Arginase
Y Y O0ONO-
L-Ornithine + urea NOz NO3 (toxic)
|
|
' ODC
|
Y
Polyamines

Figura 3: Via de sintese de o6xido nitrico. Arginases competem com a NOS pelo mesmo
substrato. (Rivero, 2006)

Arginase é a principal fonte de L-ornitina em Tripanosomatideos. O gene que
codifica a arginase foi identificado no cromossoma 35 dos genomas de L. major e L.
infantum e no cromossoma 34 de L. braziliensis. Do mesmo modo, verificou-se no
cromossoma 8 de T. brucei e no cromossoma 22 de T. cruzi (Roberts et al., 2004;
Reguera et al., 2009).
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A presenca de uma sequéncia de peptideo-sinal de destino para glisocomos
em proé-arginases de todas as espécies de Leishmania as diferencia e destaca de T.
brucei e T.cruzi em que esta sequéncia se encontra ausente, sugerindo que sua
arginase seja citosolica. Mas a razdo desta compartimentalizacdo em Leishmania e
nao compartimentalizacdo em T. cruzi e T. brucei, visto que estes possuem
glicossomos, também nao é conhecida (Reguera et al., 2009; Opperdoes, 1987).

Sua fungdo como molécula sinalizadora rendeu prémio nobel para Furchgott,
Ignarro e Murad em 1998. Por ser uma molécula gasosa, se difunde faciimente entre
membranas e tecidos e é capaz de sinalizar rapidamente. Além desta, a molécula
apresenta muitas funcdes, como defesa em vertebrados contra virus, bactérias e
fungos, mas sua fungdo na imunidade de invertebrados passou a ser descrita mais
recentemente, podendo ser sintetizada indutivamente em resposta a infeccéo por
parasita em insetos (Rivero, 2006).

No inicio da década de 90, ON e NOS eram estudados principalmente no
cérebro de insetos, estudos relacionados a informagao visual e memoria (Mdller,
1997). E entdo, mais recentemente, a fungdo da molécula na imunidade humoral de
insetos comegou a ser estudada em Drosophila, por Nappi e colaboradores (2000)
que observaram que a encapsulagcdo mediada por hemdécitos gera aumento na
producao de oxido nitrico local, auxiliando a resposta imune celular. Adicionalmente,
observaram que quando a producdao de ON é induzida na hemocele, é ativada a
expresséo de diptericina no local.

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria patogénica a insetos, que produz
toxinas como Cry, essas toxinas matam insetos por poros nas células do intestino
médio. Chavez e colaboradores (2015) demonstraram que a intoxicagdo de larvas
de Manduca sexta com Cry1Ab induzem a expressao de NOS, com consequente
aumento de ON e o mesmo efeito ndo é observado quando é utilizado um mutante
nao toéxico Cry1Ab- E129K. No mesmo trabalho, a produgéo de ON ¢ inibida por L-
NAME, e a diminuicdo de RNS diminui a toxicidade de Cry1Ab resultando na
diminuicdo da mortalidade das larvas.

A relacdo entre a acdo do oxido nitrico e seus radicais na imunidade de R.
prolixus comegou a ser investigada por Whitten e colaboradores em 2001. Antes
disso, os estudos voltados para a molécula neste modelo se relacionavam com seus
efeitos vasodilatadores, presente na saliva, facilitando assim o repasto sanguineo.

Uma unica copia do gene da NOS foi isolada da glandula salivar do inseto e
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sequenciada (Yuda et al.,, 1996), mas nenhum estudo foi feito acerca da imunidade
humoral.

Desde entdo, tem sido demonstrado que a imunidade mediada por NOS de R.
prolixus responde a diferentes estimulos, que sua expressado varia por tecido e
tempo de infecgdo. Em infecgdo por T. rangeli de longo tempo, foi observado
aumento significativo da expressao de NOS no reto do inseto o que talvez possa ser
uma das razdes pelas quais o parasita escape pelo intestino médio e complete seu
ciclo na hemocele, onde a concentragao de nitrito parece diminuir (Whitten et al,
2007).

A producao de 6xido nitrico pode ser aumentada através da administracao de
L-arginina, aumentando assim a quantidade de substrato para a enzima (Alderton et
al., 2001). E pode ser inibido por compostos analogos a L-arginina que irao competir
com a L-arginina local pela enzima NOS, como por exemplo, o Ng-nitro-L-arginina-
metiléster (L-NAME), Ng-nitro-Larginina (L-NNA) e o Ng-monometil-L-arginina
(LNMMA).

O estudo da resposta imune do triatomineo, R. prolixus, nos permite
compreender o processo de desenvolvimento do ciclo do T. cruzi, agente etiolégico
da doenga de Chagas. A produgdo de espécies reativas de nitrogénio (RNS) pelo
triatomineo parece ser fundamental para o sucesso da infecgao do parasita no vetor
e precisa de maiores investigacdes sobre sua agao tanto sobre o parasita, como na

microbiota e em relagao a outras respostas imunes do inseto.
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Il. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Estudo da fungédo de espécies reativas de nitrogénio na interagdo parasita,
vetor e microbiota de Rhodnius prolixus.

2.2. Objetivos especificos

* Quantificagdo da produgao de espécies reativas de nitrogénio em diferentes
dias e em diferentes 6rgdos de Rhodnius prolixus infectados ou nao por
Trypanosoma cruzi;

» Tratamento de R. prolixus com diferentes drogas indutoras ou inibidoras da
producao de espécies reativas de nitrogénio e efeito sobre a infecgdo de T.
cruzi e microbiota.

* Interferéncia da ativacao ou inibigdo de producéo de reativos de nitrogénio em
outras respostas imunoldgicas do inseto e em 6rgéos e tecidos nao tratados.

* Quantificagdo da enzima 6xido nitrico sintase em diferentes tecidos e em

diferentes dias apds infeccdo com T. cruzi.
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Ill. MATERIAL E METODOS

3.1. Manutencao da colbénia de Rhodnius prolixus

Foram utilizadas ninfas de quinto estadio de R. prolixus com mais de 30 dias
de jejum disponibilizados pela colénia do Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia de
Insetos, IOC/FIOCRUZ, mantidos em temperatura de 28°C de acordo com Garcia et
al., 1984. A colbnia é mantida com alimentacgdes regulares em sistema artificial com
sangue desfibrinado de coelho, proveniente do Centro de Criagdo de Animais de
Laboratério (CECAL), o protocolo de alimentagdo foi previamente aprovado pela
Comissado de Etica no Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA/IOC) com

nuamero de protocolo LW-03/12.

3.2. Manutencgéo de culturas de Trypanosoma cruzi cepa DM28c

Culturas de epimastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Dm28c, cedidas pelo
Dr. M. A. Sousa (Colegéao de tripanosomatideos do Instituto Oswaldo Cruz, CT-IOC,
Fiocruz, Brasil) foram mantidas a 28°C em meio de cultura de infusdo de cérebro e
coracgao (BHI — brain heart infusion). O repique da cultura de parasitas foi feito uma
vez por semana ao longo da pesquisa, utilizando 20% da cultura anterior em BHI
modificado (Azambuja 7 Garcia, 1997).

3.3. Alimentacgao, infecgao e tratamentos de Rhodnius prolixus

A alimentagédo artificial dos insetos nos permite administrar diferentes

compostos e realizar infecgdes controladas por adigdo ao sangue.

3.3.1. Infecgao

Para infecgdo dos insetos o sangue de coelho desfibrinado fornecido pelo
CECAL foi descomplementarizado através da separacdo do plasma por
centrifugagéo a 1890 g por 15 minutos a 4°C e inativagdo do plasma pelo calor a
60°C por 1 hora em banho-maria, segundo Azambuja e Garcia (1997). Os eritrocitos

foram entdo ressuspensos com o plasma inativado e adicionado de formas
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epimastigotas de T. cruzi cepa Dm28 c. Os parasitas obtidos em fase exponencial
de crescimento passaram por centrifugacao a 1890g por 10 minutos a 4°C para
eliminagcdo do meio de cultura e o precipitado foi suspenso pelo sangue reconstituido
de plasma inativado. A concentracdo final de epimastigotas foi de 1 x 10’
parasitas/mL e os insetos selecionados para realizagdo dos nossos ensaios foram

apenas os que tiveram alimentacao saturante com alta distensao abdominal.

3.3.2. Tratamentos — via oral

- Inibigao da producédo de RNS

Para reduzir a producdo de RNS foi administrado junto ao sangue diferentes doses
do composto hidrocloreto de N®-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, Sigma),
inibidor da enzima NOS. Testamos duas diferentes concentragdes dos compostos
(8mg/mL de sangue, e em seguida 10mg/mL). A dose foi aumentada a fim de
observar efeitos na produgédo de nitrito, que nédo fora observada com a primeira

dose.

- Indugao da produgao de RNS

A fim de induzir a produgao de espécies reativas de nitrogénio, administramos via
alimentagdao oral o substrato da enzima Oxido nitrico sintase, L-arginina. Duas
diferentes concentragdes de L-arginina (Sigma) foram administradas via alimentagéo

oral (4 e 5 mg/mL de sangue).

3.3.3. Tratamentos — via inoculacéo

Foi utilizado um nanoinjetor (Nanolnject Il Drumond Sci) para aplicagao de
volumes inferiores a 1uL na hemocele e com agulha bem fina evitando grandes
danos a cuticula do inseto diminuindo a mortalidade. A inoculagao foi feita um dia
antes da alimentacdo dos mesmos e no mesmo dia da alimentagdo. Diferentes
concentragbes de L-NAME e L-arginina diluidos em ringer (0,36, 0,1 e 0,7mg/uL)
foram testadas a fim de escolher a dose ideal que nao alterasse o desenvolvimento
do inseto como sua viabilidade e ecdise. As melhores doses escolhidas foram L-
NAME 0,1mg/uL e L-arginina 0,36 mg/uL (inoculagéo de 0,5uL da solugao estoque
por inseto) para utilizagdo nos ensaios de respostas imunoldgicas posteriores. Os
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insetos controle foram inoculados com solugao salina Rhodnius (18 g/L D-glucose,
12.2 g/L KCI, 0.36 g/L NaHCO3, 380mOsm, pH 7.8; Whitten et al., 2001) nos

volumes de 0,5uL e 0,7 pL/inseto na hemocele.

3.4. Mortalidade e ecdise em insetos tratados por inoculagao

Para observagdo da mortalidade e percentagem de ecdise, foi feito um
acompanhamento dos insetos que foram inoculados com L-NAME e L-Arginina.

Estes insetos foram acompanhados a cada 3 dias até a muda para a fase adulta.
3.5. Quantificagédo de Trypanosoma cruzi nos insetos

O trato digestério foi dissecado a partir do décimo dia de infecgdo e
homogeneizado em 1 mL de PBS [1x] estéril. Os parasitas nas amostras foram
quantificados utilizando cadmara de Neubauer em microscopio Optico com contraste

de fases.
3.6. Quantificagao da populacao de bactérias da microbiota intestinal

A microbiota do trato digestivo de R. prolixus foi analisada através de
contagem de unidades formadoras de colénia (CFU) que cresceram em meio agar
BHI. Todo o trato digestivo foi dissecado em condigdes estéreis apds oito dias da
alimentagdo e homogeneizados em 1 mL de tampéao fosfato salina (PBS) estéril. As
amostras foram mantidas em gelo e diluidas em até 10° em PBS. Aliquotas de 20l
das diluigdes 107 e 10 foram plaqueadas por espalhamento em placas de BHI agar
e incubadas de um dia para o outro a 30°C. Em seguida as coldnias foram contadas.
Uma aliquota de PBS utilizado nas dilui¢des também foi plaqueada como teste de

esterilidade.
3.7. Ensaios de respostas imunolégicas

3.7.1. Quantificagao de espécies reativas de nitrogénio
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A fim de conhecer a quantidade de espécies reativas de nitrogénio (RNS)
presentes na amostra, foi utilizado o Kit colorimétrico de quantificacdo de nitrito
(Griess Reagent System, Promega) e o Kit fluorimétrico de quantificacdo da 6xido
nitrico sintase (Nitric Oxide Synthase Detection System, Sigma), seguindo
orientagao do fabricante.

O nitrito € um dos produtos de degradac&o primaria, estaveis e n&o volateis
de o6xido nitrico (ON), além do nitrato. O primeiro kit mencionado baseia-se numa
reacao de diazotagao, que foi originalmente descrito por Griess em 1879.

A reacao utiliza sulfanilamida e N-1-napthylethylenediamina dicloridrato (NED)
em condi¢cbes acidas (acido fosforico), onde é produzido um Azo composto que
apresenta cor detectavel por espectrofotdmetro.

O segundo kit que foi mencionado mede a producgao intracelular de ON por
um método nao-radiométrico. O sistema utiliza um derivado diacetato permeavel em
células derivado de um 4,5-diamino-fluoresceina (DAF-2 DA). DAF-2 DA penetra
rapidamente nas células, onde € hidrolisado pela esterase intracelular para DAF-2
que, por sua vez, reage com o ON produzido pela NOS para formar uma
fluoresceina-triazol fluorescente que pode ser medida em fluorimetro .

Para isto, foram utilizados tecidos de R. prolixus infectados e ndo infectados
por T. cruzi, sob inducdo e inibicado da producdo de RNS por tratamento oral,
descritos anteriormente.

Os tecidos utilizados para este ensaio foram hemolinfa, intestino médio
anterior diluido em 200uL de agua ultrapura, e intestino médio posterior em 100 uL

de agua ultrapura.

3.7.2. Atividade da enzima fenoloxidase

A atividade fenoloxidasica foi analisada nas amostras do trato digestério em
insetos tratados com L-arginina e L-NAME seguindo metodologia descrita por Genta
et al (2010). As amostras de hemolinfa (10uL) foram diluidas em agua ultrapura e as
de conteudo estomacal em 200 pl de triton X-100 (0.1%), sendo o conteudo
estomacal diluido 10 vezes para o ensaio PO. As amostras (25uL) foram colocadas
em placas de 96 pogos contendo 10uL de tampéao cacodilato (10mM de cacodilato
de sdédio, pH 7,4, contendo 10 mM CaCl,). Em seguida adiciona-se o substrato da

PO, 25uL de solugéo saturada de DOPA (4 mg/mL, Sigma Chemical, USA). As
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amostras de trato digestdrio foram incubadas a 37° C por 2 horas. Apds a incubagao
a absorbancia foi medida a 490 nm no leitor de microplacas Spectra Max 190

(Molecular Devices, California, USA).

3.7.3. Atividade antibacteriana (Turbidimetria)

A atividade antibacteriana foi testada nas amostras do trato digestério em
insetos tratados ou ndo comlL -arginina e L-NAME, em 5, 9 e 13 dias apés a
alimentacdo. As amostras foram incubadas a 37°C por 12 horas em placas de 96
pocos, com Serratia marcescens e a densidade 6ptica foi medida a 550 nm (ODszp)
de hora em hora, utilizando como controle meio de cultivo, e amostras nao tratadas
com os compostos mencionados. O ensaio TB foi feito em microplacas de 96 pocos
de fundo chato, utilizando-se um leitor de ELISA Spectra Max 190 (Molecular
Devices). A atividade antimicrobiana € medida pela diferenca entre a densidade
Optica do crescimento da bactéria em meio peptona e a densidade O6ptica do

crescimento da bactéria nas amostras analisadas em peptona.

3.7.4. Abundancia relativa da expressao de AMPs e NOS

A estimativa de niveis de RNA de que codifica a expressao da enzima NOS
foi realizada primeiramente por PCR convencional com insetos controle, em
diferentes dias apds a alimentagcédo para avaliar em quais dias seriam ideais para
analisar insetos tratados e ndo tratados com L-Arginina e L-NAME. E a analise da
abundancia de RNA que codifica os AMPs Defensina C e Prolixicina foram
realizados somente por PCR tempo real.

Antes da dissecc¢ao, os insetos foram imersos em agua a 55°C durante 15
segundos para liberar hemaocitos dos tecidos, cada amostra representou um pool de
5 insetos. Ninfas de quinto estadio de R. prolixus tratadas com L-arginina e L-NAME
foram dissecadas, separando corpo gorduroso e a parede do intestino médio
anterior e armazenados a -80°C. O RNA total foi extraido usando um kit NucleoSpin
RNA Il (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha), seguindo as instru¢cdes do fabricante e
subsequentemente medida por um espectrofotbmetro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, Waltham, EUA). A sintese de cDNA foi feita com Randon primers,

utilizando o cDNA Synthesis Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido)
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seguindo o protocolo indicado pelo fabricante, utilizando 2,5 ug de RNA total, e o
protocolo indicado pelo kit. Primers para o gene codificante da defensina C e
prolixicina de R. prolixus foram desenhados a partir de primers publicados
anteriormente (Tabela 2). Diferentes primers para a enzima NOS foram desenhados
baseando no gene correspondente do R. prolixus publicado anteriormente (Yuda et
al., 1996, no. de acesso U59389) e padronizados para obtengao do primer com
maior eficiéncia e menor producdo de dimeros. Os oligonucleotideos com melhor

desempenho (NOSF3 e NOSR3) foram usados para os experimentos.

Tabela 2: Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas analises de qPCR

Tamanho do

Gene/nome Sequenciab -3’ amplicon Referéncia
GAPDH-F GATGGCGCCAGTACATAGT 111 pb Paim et al, 2012
GAPDH-R AGCTGACGGGGCTGTTATTA
TUB-F TTTCCTCGATCACTGCTTCC 129 pb Paim et al, 2012
TUB-R CGGAAATAACTGGGGCATAA
RPDEFC-F CAGTACAGTCCTAATACCTAGCC 136 pb Vieira et al,
(defensina C) 2015
RPDEFC-R TGGGCATCATCTAATTGATGTTG
(defensina C) AGAA
F1 ACAATTTTGGTGGTGGTTGTC 194 pb Ursic-Bedoya et
(prolixicina) al, 2011
gR GCTTGAGCTCTGGTCCTTCC
(prolixicina)

NOSF1 ATTTGTGGAATCGGCAACTC
NOSR1 AATAGCAACGTCGCTCTGGT 132 pb Esse trabalho
NOSF2 TCAGGAAGACGCTTGGAAGT
NOSR2 GGAATGGAAAGCATGGCTAA 241 pb Esse trabalho
NOSF3 AATGGGCACCAGAAGTGTTC
NOSR3 GTTGCCGATTCCACAAATCT 136 pb Esse trabalho

3.7.4.1. Andlise da abundancia de mRNA codificante para NOS por transcriptase
reversa (RT)-PCR

A quantidade de cDNA representando o RNA codificante para éxido nitrico
sintase em diferentes dias apds a alimentagao foi analisado por PCR convencional,
a principio. PCRs foram realizadas utilizando lIllustra Taq DNA Polymerase (GE
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Healthcare, Buckinghamshire, UK) nas seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a
94°C durante 5 min; 94°C durante 25 seg, 54°C durante 25 seg, 72°C durante 30
seg e um passo final de alongamento a 72°C, por 7 min. As PCRs foram realizadas
trés vezes sob as mesmas condigdes. Como controles negativos, as reag¢des de
PCR foram realizadas sem amostra. A expressao relativa foi estimada comparada
ao gene constitutivo tubulina. Todos ensaios de PCR foram realizadas num Veriti 96-
Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems ®, Carlsbad, CA, USA). Os produtos
de amplificacdo (5 ul) foram separados e analisados em gel de agarose 2% com
brometo de etideo e documentado no fotodocumentador E-Gel imagem (Life
Technologies). A intensidade da banda foi medida com o programa ImageJ (verséo

1.47q). As médias e desvios-padréo das diferentes amostras foram calculados.

3.7.4.2. Analise da abundancia do mRNA codificante para DefC, Prol e NOS por
PCR quantitativo (QPCR)

Foram analisados dois pools de 5 amostras individuais contidas em cada
pool, sendo as amostras: intestino médio anterior e corpo gorduroso, 1 dia apds a
alimentacdo, dois dias apdés a inoculacdo dos compostos, como descrito
anteriormente (Vieira et al., 2014). O mesmo cDNA sintetizado como descrito
anteriormente, foi quantificado por fluorescéncia usando o Fluorimetro Qubit (Life
Technologies) utilizando o kit indicado pela fabricante, ssSDNA assay Kit.

Os genes de NOS e dos peptideos antimicrobianos defC e prol e NOS
presentes nos referidos tecidos de R. prolixus foram quantificados utilizando o
método do Ct comparativo (AACt) (Livak & Schmittgen, 2001) e normalizados com os
genes de referéncia para R. prolixus o-tubulina e GAPDH.

O gPCR (Real-time quantitative polymerase chain reaction) foi conduzido
utiizando o aparelho ABIPRISM 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) nas instalacbes da Plataforma de PCR em Tempo Real -
RPT9A/Fiocruz.

Os primers usados para cada gene e os genes de referéncia foram escolhidos
de acordo com os primers utilizados previamente (Tabela 2) (Ursic-Bedoya 2011;
Paim et al., 2012, Vieira et al., 2015), Cada reacgéao foi analisada em duplicata, cada
pogo contendo 10 ng de cDNA e cada par de primer na concentragéao de (0,25 uM) e
o gPCR master mix DyNAmo ColorFlash SYBR Green qPCR Kit (Thermo Fisher
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Scientific, EUA), com volume final de 20 puL. O cDNA foi amplificado em 95°C por 10
minutos seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os
controles negativos foram analisados utilizando pogos com agua ao invés de cDNA
para verificar dimerizacado de primers ou contaminagdo nas reacdes. A curva de
melting foi analisada a fim de confirmar a presenga de um produto unico amplificado

durante a reacéo.
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IV. RESULTADOS

4.1. Quantidade de parasitas

A infecgdo do Trypanosoma cruzi cepa Dm28c em Rhodnius prolixus foi
analisada apés tratamento dos insetos com L-NAME, composto que inibe a agao da
enzima NOS, responsavel pela produgdo de RNS, e L-arginina, substrato da NOS.
No tratamento oral, por adicdo dos compostos ao sangue, observamos uma
tendéncia ao aumento na quantidade de parasitas nos insetos tratados com L-NAME
tanto na concentragdo de 8mg/mL como na de 10mg/mL de sangue em comparagao
aos insetos do grupo controle (Figura 4A e 4B). Nos insetos tratados com L-NAME
via inoculagéo na hemocele na concentragéo de 0,1mg/pL (volume inoculado 0,5pL)
também observamos maior quantidade de parasitas no trato digestivo dos insetos
(Figura 4C). Lembrando que o composto L-NAME induz diminuigdo de RNS. Em
contrapartida, no tratamento via oral com a droga L-arginina tanto na concentragao
de 4mg/mL e 5mg/mL de sangue observamos diminuicdo na quantidade de
parasitas no trato digestivo dos insetos (Figura 4A e 4B). Entretanto essas
observagbes da quantidade de parasitas no trato digestivo ndo sao estatisticamente
diferentes entre si.

Adicionalmente, utilizando ensaio baseado na quantificagcdo de parasitas por
biologia molecular observamos resultado semelhante aos de contagem em
microscopia optica, com insetos inoculados com L-NAME 0,1mg/uL em comparagao
ao grupo controle. Nesse ensaio preliminar feito em colaboragdo com o Laboratério
de Biologia Molecular e Doencas Endémicas utilizamos técnica molecular baseada
na deteccao diferenciada de DNA de parasito e de triatomineo em tempo real, que
ainda esta em fase de padronizagao. Por essa técnica, observamos um aumento no
numero de parasitas de 15 vezes comparando insetos inoculados com L-NAME

(563,72) e inoculados com solugao salina (3,49), grupo controle.
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Figura 4: Namero de parasitas no trato digestivo de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus
infectadas com Trypanosoma cruzi cepa Dm28c e tratados com L-NAME e L-arginina.

A: Tratamentos por via oral com L-NAME 8mg/mL e L-arginina 4mg/mL. B: Tratamentos por via oral
com L-NAME 10mg/mL e L-arginina 5mg/mL. C: Tratamento via inoculacdo com L-NAME 0,1mg/pL.
Tratamentos: controle infectado (CC); tratado com L-NAME e infectado (NC); tratado com L-arginina e
infectado (AC). Cada ponto representa contagem de um inseto, sendo as linhas as médias e erro
padrao de cada tratamento. Foram realizados 2 experimentos independentes com contagem de mais
de 5 insetos em cada, com excegdo do ensaio de inoculagdo. Os tratamentos foram comparados
utilizando One-Way ANOVA; com teste Kruskal Wallis e pos-teste Dunns comparando todos os
grupos entre si e ndo houve diferenga estatistica (p>0.05).

Em relagcdo a porcentagem de insetos infectados observamos que o
tratamento com L-NAME aumentou a taxa de insetos infectados pelo tratamento via
oral na dose de 10mg/mL e por inoculagao a 0,1mg/uL. O tratamento com L-arginina
diminuiu a porcentagem de insetos infectados pelo tratamento oral a 4mg/mL de
sangue (Tabela 3).
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Tabela 3: Porcentagem de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus infectadas por
Trypanosoma cruzi Dm28c e tratadas por via oral ou inoculagdao com os compostos L-NAME e

L-arginina em diferentes concentragées.

Aplicagao Tratamentos Dose Insetos infectados (%)*
Controle - 45,8
L-NAME 8 mg/mL 454
L-arginina 4 mg/mL 9,0
Oral
Controle - 45,8
L-NAME 10 mg/mL 72,7
L-arginina 5 mg/mL 36,4
Controle - 55,6
Inoculado
L-NAME 0,1mg/uL 75,0

* Na presenca de ao menos 1x 10" parasitas/mL da amostra do érgéo, o inseto foi considerado
positivo.

Com base nesses resultados de quantificacido de parasitas determinamos as

doses para utilizagdo em ensaios posteriores sendo L-NAME a dose de 10mg/mL de
sangue e para L-arginina de 5mg/mL.
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4.2. Quantificagdo de Nitrito

No intestino médio anterior, a concentragdo de nitrito diminui com o passar
dos dias ap6s a alimentacdo, no qual em insetos controle e controle infectados é
possivel observar diminuigdo de quase duas vezes do 5° para o 9° dia (p<0,001) e
do 5° para o 13° dia apds a alimentagao (p<0,001) (Figura 5A).

Apesar dos tratamentos com os compostos serem relacionados com a
producao de RNS, nado observamos diferenga significativa entre os tratamentos em
todos os dias analisados, tanto ndo infectados como os infectados com T. cruzi
(Figura 5B, 5C e 5D).

A quantificagado de nitrito no intestino médio posterior de ninfas de 5° estadio
de R. prolixus resultou diferencga significativa em insetos controle nao infectados e os
infectados com T. cruzi com relagao aos dias (p<0,001) (Figura 6A). Do 9° para o0 13°
dia apds a alimentacgao, insetos controle ndo infectados e os infetados apresentaram
aumento significativo na concentragao de nitrito no intestino médio posterior (Figura
6A). Nao foi observada diferenga significativa entre os insetos tratados com L-NAME
e L-arginina utilizando a metodologia colorimétrica (Figura 6B, 6C e 6D).

Na hemolinfa foi observada diferenga significativa na quantificagdo de nitrito
em insetos controle e controle infectados, expresso por um aumento na
concentracao de nitrito de quase 10 vezes do 5° para o 9° dia apos a alimentacao
(p<0,01 e p<0,001, respectivamente) (Figura 7A). Em seguida, a quantidade de
nitrito diminuiu 13" dia em insetos controle nao infectados e controle infectados
(p<0,05) (Figura 7A). Nao foi encontrada diferenca significativa entre os tratamentos
com L-arginina e L-NAME para analise de quantificagdo de nitrito (Figura 7B, 7C e
7D).
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Figura 5: Quantificacdo de nitrito em amostras de intestino médio anterior de ninfas de 5°
estagio de Rhodnius prolixus apoés diferentes dias de alimentagao (5, 9 e 13 dias).

A: concentracdo de nitrito de insetos controle e controle infectados ao longo de diferentes dias. B:
concentragdo de nitrito 5 dias apds a alimentagéo, tratamentos com as drogas e infecgdo. C:
concentracdo de nitrito 9 dias apds a alimentagdo, tratamentos com as drogas e infeccdo. D:
concentragdo de nitrito 13 dias apds a alimentagdo, tratamentos com as drogas e infecgao.
Tratamentos: insetos alimentados apenas com sangue (C); insetos alimentados com sangue
contendo L-NAME a 10mg/mL de sangue (N); insetos alimentados com sangue contendo L-arginina a
5mg/mL de sangue (A); insetos infectados com Trypanosoma cruzi Dm28c (CC); insetos alimentados
com sangue contendo L-NAME a 10mg/mL de sangue e infectados com parasita (NC); insetos
alimentados com sangue contendo L-arginina a 5mg/mL de sangue e infectados com parasita (AC).
As barras representam as médias e erro padrdo de cada tratamento. Foram realizados 3
experimentos independentes com 10 insetos em cada, totalizando 30 insetos por tratamento. Os
tratamentos foram comparados utilizando One-Way ANOVA e teste Tukey comparando todos os
grupos entre si; *** p<0.001 e * p<0.05. Apenas diferencas estatisticas significativas estao

representadas nos graficos.
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Figura 6: Quantificagdo de nitrito em amostras de intestino médio posterior de ninfas de 5°
estagio de Rhodnius prolixus apoés diferentes dias de alimentacgéo (9 e 13 dias).

A: concentracdo de nitrito de insetos controle e controle infectados ao longo de diferentes dias. B:
concentragdo de nitrito 9 dias apds a alimentagéo, tratamentos com as drogas e infecgdo. C:
concentracdo de nitrito 13 dias apds a alimentagdo, tratamentos com as drogas e infeccao.
Tratamentos: insetos alimentados apenas com sangue (C); insetos alimentados com sangue
contendo L-NAME a 10mg/mL de sangue (N); insetos alimentados com sangue contendo L-arginina a
5mg/mL de sangue (A); insetos infectados com Trypanosoma cruzi Dm28c (CC); insetos alimentados
com sangue contendo L-NAME a 10mg/mL de sangue e infectados com parasita (NC); insetos
alimentados com sangue contendo L-arginina a 5mg/mL de sangue e infectados com parasita (AC).
As barras representam as médias e erro padrdo de cada tratamento. Foram realizados 3
experimentos independentes com 10 insetos em cada, totalizando 30 insetos por tratamento. Os
tratamentos foram comparados utilizando One-Way ANOVA e teste Tukey comparando todos os

grupos entre si; *** p<0.001. Apenas diferengas estatisticas significativas estdo representadas nos
graficos.
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Figura 7: Quantificagdo de nitrito em amostras de hemolinfa de ninfas de 5° estagio de
Rhodnius prolixus apoés diferentes dias de alimentagao (5, 9 e 13 dias).

A: concentracdo de nitrito de insetos controle e controle infectados ao longo de diferentes dias. B:
concentragdo de nitrito 5 dias apds a alimentagéo, tratamentos com as drogas e infecgdo. C:
concentracdo de nitrito 9 dias apds a alimentag&o, tratamentos com as drogas e infecgdo. C:
concentragdo de nitrito 13 dias apds a alimentagdo, tratamentos com as drogas e infecgao.
Tratamentos: insetos alimentados apenas com sangue (C); insetos alimentados com sangue
contendo L-NAME a 10mg/mL de sangue (N); insetos alimentados com sangue contendo L-arginina a
5mg/mL de sangue (A); insetos infectados com Trypanosoma cruzi Dm28c (CC); insetos alimentados
com sangue contendo L-NAME a 10mg/mL de sangue e infectados com parasita (NC); insetos
alimentados com sangue contendo L-arginina a 5mg/mL de sangue e infectados com parasita (AC).
As barras representam as médias e erro padrdo de cada tratamento. Foram realizados 3
experimentos independentes com 10 insetos em cada, totalizando 30 insetos por tratamento. Os
tratamentos foram comparados utilizando One-Way ANOVA e teste Tukey comparando todos os
grupos entre si; *** p<0.001, **p<0,01e * p<0.05. Apenas diferengas estatisticas significativas estéo

representadas nos graficos.
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No 5° dia apds alimentagao e infecgdo com T. cruzi o intestino médio anterior
de insetos controle ndo infectados e controle infectados apresentaram
significativamente maior concentragcéo de nitrito (70-80uM) que no corpo gorduroso
(5-10 uM) (p<0,001, Figura 8A). Ja no nono dia apds alimentagdo a quantidade de
nitrito produzida no intestino médio anterior diminui e da hemolinfa aumenta ficando
em torno de 40-60 uM em ambos tecidos de insetos controle e controle infectados
(Figura 8B). Diferencga significativa foi observada entre intestino médio anterior e
posterior 9 dias apds alimentacao (Figura 8B). A quantidade de nitrito produzida pelo
intestino médio posterior é significativamente menor que do intestino médio anterior
ambos de insetos controle infectados (p<0,001, Figura 8A). Apdés 13 dias de
alimentagao observamos um grande aumento da concentragao de nitrito (120 pM)
no intestino médio posterior em comparagao ao anterior e a hemolinfa (Figura 8C).
Diferengas significativas entre esses tecidos sdo observadas tanto nas amostras de

insetos controle como controle infectados (p<0,001, Figura 8C).

31



- A - B .
i 9 dias
§ 100- 5 dias % 80~
o I i o
.';;_' | *kk , 'E 1 * Il —|—
= I 1 - 604 ! !
c I c I
3 3
o o 40
H u —I_
& 4
= 5 2041
c j =
3 = i
g T T S 0- T T T
O CC AM CH CCH 3] CAM CCAM CPM CCPM CH CCH
Tratamentos Tratamentos
c " 13 dias
f I ek !
150+ L Kk n Fekd \
) w 1
0T

1004

Concentragdo de nitrito (uM)

Al o [

CAM CCAM CPM CCPM CH  CCH
Tratamentos

Figura 8: Quantificacdo de nitrito em amostras de intestino médio anterior, intestino médio
posterior e hemolinfa de ninfas de 5° estagio de Rhodnius prolixus apos diferentes dias de
alimentacgao (5, 9 e 13 dias).

A - Concentragdo de nitrito em amostras 5 dias apds tratamento; B - Concentragdo de nitrito em
amostras 9 dias apos tratamento; C - Concentragéo de nitrito em amostras 13 dias apds tratamento.
Tratamentos e tecidos: insetos alimentados apenas com sangue (C); insetos infectados com
Trypanosoma cruzi Dm28c (1x 10’ epimastigotas/ mL de sangue) (CC); amostras de intestino médio
anterior (AM); amostras de intestino médio posterior (PM); amostras de corpo gorduroso (H). As
barras representam as médias e erro padrdo de cada tratamento. Foram realizados 3 experimentos
independentes com 10 insetos em cada, totalizando 30 insetos por tratamento. Os tratamentos foram
comparados utilizando One-Way ANOVA e teste Tukey comparando todos os grupos entre si; ***

p<0.001 e * p<0.05. Apenas diferengas estatisticas significativas estdo representadas nos graficos.
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4.3. Quantificagdo de 6xido nitrico

Utilizando meétodo fluorimétrico observamos diferengas significativas na
quantidade de oxido nitrico em amostras de insetos tratados com os compostos L-
NAME e L-arginina (Figura 9). No intestino médio anterior, insetos tratados com L-
arginina infectados e nao infectados apresentaram aumento significativo em
comparagao com o grupo controle (p<0,05; Figura 9A). Resultado semelhante foi
demonstrado no intestino médio posterior de insetos tratados com L-arginina
infectados e nao infectados, nos quais o grupo tratado maior quantidade de 6xido
nitrico em comparagao ao grupo controle e controle infectado (p<0,05) (Figura 9B).

Grupos tratados com L-NAME nao infectados demonstram uma diminui¢cao
significativa na taxa de oxido nitrico em relagcdo aos tratados com L-arginina na
hemolinfa (p<0,01) (Figura 9C). Porém nos insetos também tratados com L-NAME
mas infectados a quantidade de 6xido nitrico nas amostras de hemolinfa € maior do
que nos apenas tratados com L-NAME (p<0,01) (Figura 9B).

Quando comparamos a quantidade de éxido nitrico em diferentes tecidos dos
insetos controle e controle infectados observamos diferencgas significativas entre elas
(Figura 9D). Na qual a concentracédo de O6xido nitrico € maior nas amostras de
hemolinfa em comparagao ao intestino médio posterior e anterior tanto nos insetos
controle como nos controle infectados (p<0,001; Figura 9D). Em relacao ao intestino
médio, a quantidade de 6xido nitrico no intestino médio posterior € maior no que no
anterior tanto nas amostras de controle como controle infectados apds 9 dias de

alimentacgao (p<0,01) (Figura 9D).
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Figura 9: Quantificagdo de 6xido nitrico em amostras de diferentes tecidos de ninfas de 5°
estagio de Rhodnius prolixus 9 dias apoés a alimentacao.

A: Intestino médio anterior; B: Intestino médio posterior; C: Hemolinfa; D: Quantificagdo de 6xido
nitrico em diferentes tecidos de insetos controle e controle infectados. Tratamentos: insetos
alimentados apenas com sangue (C); insetos alimentados com sangue contendo L-NAME (10mg/mL
de sangue) (N); insetos alimentados com sangue contendo L-arginina (5mg/mL de sangue) (A);
insetos infectados com Trypanosoma cruzi Dm28c (1x 107 epimastigotas/mL de sangue) (CC);
insetos alimentados com sangue contendo L-NAME (10mg/mL de sangue) e infectados com parasita
(NC); insetos alimentados com sangue contendo L-arginina (5mg/mL de sangue) e infectados com
parasita (AC). As barras representam as médias e erro padrdo de cada tratamento. Foram realizados
experimentos com 10 insetos em cada tratamento. Os tratamentos foram comparados utilizando One-
Way ANOVA e teste Tukey comparando todos os grupos entre si; *** p<0.001, **p<0,01 e * p<0.05.

Apenas diferencas estatisticas significativas estédo representadas nos graficos.
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4.4. Microbiota (C.F.U.)

A quantidade de bactérias cultivaveis da microbiota do trato digestivo de
ninfas de 5° estadio infectadas com T. cruzi (CC) é significativamente menor que no
grupo de insetos controle (C) (p<0,01; Figura 10). Os grupos de insetos né&o
infectados e tratados com L-NAME (N) e L-arginina (A) ndao demonstram diferenca
significativa quando comparados ao controle (C), apesar de observarmos um ligeiro
decréscimo (Figura 10). Em contrapartida nos insetos infectados e tratados com L-
NAME (NC) observou-se uma tendéncia de maior populacdo de bactérias em
comparagdo aos grupos de insetos controle infectados (CC) e um aumento
significativo no grupo de insetos infectados e tratados com L-arginina (AC) (p<0.001;
Figura 10). Diferenca estatistica também foi observada nesse grupo de insetos
infectados e tratados com L-arginina (AC) em relagao ao grupo tratado com L-NAME
(NC) (p<0,01) (Figura 10).
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Figura 10: Quantificagdo das unidades formadoras de coldnia de bactérias presentes no trato
digestorio de ninfas de 5° estagio de Rhodnius prolixus 8 dias apos alimentagao.

Tratamentos: insetos alimentados apenas com sangue (C); insetos alimentados com sangue
contendo L-NAME (10mg/mL de sangue) (N); insetos alimentados com sangue contendo L-arginina
(5mg/mL de sangue) (A); insetos infectados com Trypanosoma cruzi Dm28c (1x 107
epimastigotas/mL de sangue) (CC); insetos alimentados com sangue contendo L-NAME (10mg/mL de
sangue) e infectados com parasita (NC); insetos alimentados com sangue contendo L-arginina
(5mg/mL de sangue) e infectados com parasita (AC). As barras representam as médias e erro padréao
de cada tratamento. Foram realizados experimentos com 10 insetos em cada tratamento. Os
tratamentos foram comparados utilizando One-Way ANOVA com teste Kruskal-Wallis e pos-teste
Dunns, comparando todos os grupos entre si e t Test com Mann Whitney; *** p<0.001 e **p<0,01.

Apenas diferencas estatisticas significativas estdo representadas nos graficos.
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4.5. Atividade da enzima Fenoloxidase

A atividade da PO foi analisada em amostras do trato digestivo de insetos e
diferencgas significativas foram observadas em insetos tratados com L-NAME (Figura
11). O tratamento com L-NAME sem e com infec¢gdo de T. cruzi causou uma
diminuigao significativa na atividade da enzima PO quando comparada aos insetos
controle (p<0,01; Figura 11).

Em insetos nado tratados, observa-se que a presenca do parasita gera uma
diminuicao significativa da atividade da PO em relagdo a insetos controle nao

infectados (p<0,05; Figura 11).
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Figura 11: Atividade da enzima fenoloxidase em amostras de trato digestério de ninfas de 5°
estagio de Rhodnius prolixus no 8° dia apés a alimentacao.

Tratamentos: insetos alimentados apenas com sangue (C); insetos alimentados com sangue
contendo L-NAME (10mg/mL de sangue) (N); insetos alimentados com sangue contendo L-arginina
(5mg/mL de sangue) (A); insetos infectados com Trypanosoma cruzi Dm28c (1x 10’
epimastigotas/mL de sangue) (CC); insetos alimentados com sangue contendo L-NAME (10mg/mL de
sangue) e infectados com parasita (NC); insetos alimentados com sangue contendo L-arginina
(5mg/mL de sangue) e infectados com parasita (AC). As barras representam as médias e erro padrido
de cada tratamento. Foram realizados experimentos com 10 insetos em cada tratamento. Os
tratamentos foram comparados utilizando One-Way ANOVA com teste Tukey, comparando todos os
grupos entre si; *** p<0.001, **p<0,01 e * p<0.05. Apenas diferengas estatisticas significativas estéao

representadas nos graficos.
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4 .6. Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana contra Serratia marcescens, espécie de
enterobactéria encontrada na microbiota intestinal de R. prolixus, das amostras
tratadas com L-NAME e L-arginina infectadas ou ndo com T. cruzi foram testadas
(Figura 12).

A atividade de amostras de insetos controle infectados é significativamente
maior do que nos insetos controle ndo infectados tanto com 5 e 9 dias apds
alimentagao (p<0,001 e p<0,05 respectivamente) (Figura 12A). Nos insetos controle
a atividade permanece a mesma de 5 para 9 dias e depois aumenta
significativamente 13 dias apds alimentacdo (p< 0,001; Figura 12A). Ja nas
amostras de insetos controle infectados, a atividade antibacteriana com 5 dias é alta
e diminui significativamente apds 9 dias e depois aumenta novamente com 13 dias
apos alimentagao (p<0,001; Figura 12A).

Em relagdo aos tratamentos com os compostos, as amostras de insetos
tratados com L-arginina ndo infectados possuem significativamente menores
atividades antibacterianas cinco dias apos a alimentagdo, em comparagao ao grupo
controle (p<0,05; Figura 12B). O resultado é mais evidente quando os insetos
tratados com L-arginina estdo infectados com T. cruzi, onde a diminuicdao da
atividade antibacteriana € bem maior quando comparada ao grupo controle infectado
(p<0,001; Figura 12B). A atividade do grupo L-arginina infectada é também
significativamente menor que a do grupo de insetos tratados com L-NAME
infectados (p<0,001; Figura 12B). Nos dias 9 e 13 apds alimentacdo nao
observamos diferenca de atividade contra S. marcescens em nenhum tratamento
(Figura 12C e 12D).
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Figura 12: Atividade antibacteriana em amostras de trato digestivo de ninfas de 5° estagio de
Rhodnius prolixus em diferentes dias apos a alimentagao.

A: atividade antibacteriana em diferentes dias apds alimentagdo. B: 5 dias apds a alimentagéo. C: 9
dias apds a alimentagéo. D: 13 dias apds a alimentagdo. Tratamentos: insetos alimentados apenas
com sangue (C); insetos alimentados com sangue contendo L-NAME (10mg/mL de sangue) (N);
insetos alimentados com sangue contendo L-arginina (5mg/mL de sangue) (A); insetos infectados
com Trypanosoma cruzi Dm28c (1x 10’ epimastigotas/mL de sangue) (CC); insetos alimentados com
sangue contendo L-NAME (10mg/mL de sangue) e infectados com parasita (NC); insetos alimentados
com sangue contendo L-arginina (5mg/mL de sangue) e infectados com parasita (AC). As barras
representam as médias e erro padrao de cada tratamento. Foram realizados experimentos com 10
insetos em cada tratamento. Os tratamentos foram comparados utilizando One-Way ANOVA com
teste Tukey, comparando todos os grupos entre si; **** p<0.0001, *** p<0.001, e * p<0.05. Apenas

diferencas estatisticas significativas estédo representadas nos graficos.
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4.7. Expressao da enzima 6xido nitrico sintase por RT-PCR semi-quantitativo

A expressao relativa do gene codificante da NOS foi analisada ao longo de
diferentes dias apds alimentagcdo e em diferentes tecidos de R. prolixus. Amostras
do corpo gorduroso possuem maior expressao da NOS nos primeiros dias (1 e 4
dias apos alimentagdo) em comparagao ao intestino médio anterior e posterior
(p<0,01; Figura 13). A expressao da enzima no primeiro dia é cerca de duas vezes
maior no corpo gorduroso do que no intestino médio posterior (Figura 13).

Existe uma tendéncia a queda na expressao da enzima oxido nitrico sintase
no corpo gorduroso dos insetos do grupo controle, do primeiro ao oitavo dia apos a
alimentagdo, na qual no 8° dia apds a alimentacdo, esta expressdo se mostra
significativamente mais baixa que a expressédo no 4° e 1° dia (p<0,01 e p<0,001;
Figura 13).
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Figura 13: Abundéncia relativa do gene que codifica a 6xido nitrico sintase em ninfas de 5°
estagio de Rhodnius prolixus em diferentes dias apés a alimentagao e em diferentes tecidos.

Tratamentos: AM1, AM4 e AM8 — intestino médio anterior 1, 4 e 8 dias apds alimentagao; PM1, PM4
e PM8 - intestino médio posterior 1, 4 e 8 dias apos alimentagao; FB1, FB4 e FB8 — corpo gorduroso
1, 4 e 8 dias apds alimentagéo. As barras representam as médias e erro padrdo de cada tratamento.
Cada tratamento tem 3 repetigdes com pool de 5 insetos em cada, totalizando 15 insetos em cada
tratamento. Os tratamentos foram comparados utilizando One-Way ANOVA com teste Newman-
Keuls, comparando todos os grupos entre si; *** p<0.001 e **p<0,01. Apenas diferengas estatisticas

significativas estao representadas nos graficos.
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4.8. Mortalidade em insetos tratados por inoculagao

A Mortalidade causada no inseto apds a inoculagao esta representada na
tabela 4, na qual se ressalta a toxicidade de L-arginina na inoculagdo comparada ao
L-NAME. A mortalidade de insetos controle inoculados com solugdo salina
independente do volume (0,5 ou 0,7 pL/inseto) fica em torno de 8 a 17%. Ja na
inoculagdo com L-arginina as mortalidades da menor dose para a maior (0,36, 0,1 e
0,7mg/uL) sédo de 9%, 80% e 82% (Tabela 4). No caso do tratamento com L-NAME
observamos mortalidades mais baixas, proximas aos valores do controle, variando
de 11,1% a 28,6% nas doses de 0,36 a 0,7mg/uL (Tabela 4).

Em relagdo aos insetos inoculados e um dia depois infectados oralmente com
T. cruzi, apenas testamos o composto L-NAME. Nesse caso, enquanto o controle
infectado apresenta mortalidade de 32%, os insetos tratados com L-NAME e
inoculados possuem mortalidade de 47 e 79% nas doses de 0,36 e 0,7mg/inseto
(Tabela 4).

Tabela 4: Mortalidade de insetos tratados com L-NAME e L-arginina via inoculagao

Tratamentos  Infecgdo Dose (volume) Concentragcao da solugao Mortalidade

linseto estoque injetada (%)
0,5uL 17
- 1x
Sol. salina 0,7 uL 7,7
T. cruzi 0,7 uL 1x 32,5
0,18 mg (0,5 pL) 0,36mg/puL 15,4
- 0,30mg (0,5 L) 0,10mg/pL 111
L-NAME 0,49mg (0,7 pL) 0,70mg/uL 28,6
0,18 mg(0,5 pL) 0,36mg/uL 46,9
T. cruzi
0,49mg (0,7 pL) 0,70mg/pL 79,0
0,18 mg(0,5 pL) 0,36mg/uL 9,1
L-arginina - 0,30mg (0,5 pL) 0,10mg/uL 80,0
0,49mg (0,7 L) 0,70mg/puL 82,4

No grafico de sobrevivéncia ao longo do tempo observamos que a
mortalidade devido ao tratamento ocorre até 5 dias apds inoculacéo se estabilizando
em seguida (Figura 14). Além disso, fica nitido o efeito na sobrevivéncia dos insetos
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tratados com L-arginina na dose de 0,7mg/uL em que menos de 20% dos insetos

sobrevivem nesses 5 dias (Figura 14).
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Figura 14: Porcentagem de sobrevivéncia de ninfas de quinto estadio de Rhodnius prolixus
diferentes dias ap6s inoculagdao com diferentes doses de L-NAME e L-arginina.

Tratamentos: insetos inoculados com solugéo salina Rhodnius (C); insetos inoculados com L-NAME
0,36mg/uL (N 0,36mg/pL); insetos inoculados com L-NAME 0,70mg/uL (N 0,70mg/uL); insetos
inoculados com L-arginina 0,36mg/pL (A 0,36mg/uL); insetos inoculados com L-arginina 0,70mg/pL (A
0,70mg/uL).

Inoculagbes com os compostos nos insetos no mesmo dia da alimentacao
destes apenas afetou os insetos inoculados com L-arginina. Somente 40% dos
insetos inoculados com L-arginina conseguiram se alimentar (Tabela 5) e o volume
de sangue ingerido foi menor (235mg/inseto) em comparagao com insetos controle,
inoculados com salina, (310,5mg/inseto) e insetos inoculados com L-NAME
(273,5mg/inseto).

A porcentagem de insetos que se alimentaram apés inoculagdo com L-NAME
um dia antes da alimentacdo foi de 78% na maior dose 0,7mg/pL (Tabela 5).
Entretanto, com L-arginina a porcentagem de insetos que conseguiram se alimentar
foi bem menor. Na dose de 0,1mg/puL de L-arginina, 40% dos insetos se alimentaram
e na dose 0,7/pL somente 18% dos insetos conseguiram se alimentar (Tabela 5).
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Tabela 5: Taxa de alimentagao em ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus inoculados um dia

antes ou no mesmo dia da alimentagdao sanguinea com solugao salina, L-NAME ou L-arginina.

Concentragdo da

~ Alimentados
solucgao estoque

Doses injetada por
Inoculagdo  Tratamentos N P

H o,

inseto injetada (%)

No mesmo Sol. salina 1x 1x 90,5
dia da L-NAME 0,3mg (0,5 pL)** 0,1mg/pL 100,0
alimentacao | rginina 0,18 (0,5 uL)* 0,36mg/uL 40,0

0,5 uL 1x 86

Salina

0,7 uL 1x 87

0,18 (0,5 L) 0,36mg/pL 100

Um d::‘ antes | NAME 0,3mg (0,5 pL)** 0,10mg/pL 82

a

alimentagao 0,49mg (0,7 pL)™** 0,70mg/uL 78

0,18 (0,5 uL)* 0,36mg/uL 85

L-arginina 0,3mg (0,5 pL)** 0,10mg/puL 40

0,49mg (0,7 pL)** 0,70mg/uL 18

Além da baixa alimentagcado e alta mortalidade causadas pelo tratamento por
inoculagdo com L-arginina, os insetos apresentaram paralisia, alguns ndo sofreram
ecdise (Tabela 6). Em relagao a inoculagédo com L-NAME (0,36mg/pL) um dia antes
da alimentagdo 1 entre 10 individuos apresentaram alteragbes morfologicas, como
abdémen cheio de ar, nado tendo diminuido o tamanho do abdémen com o passar
dos dias apds a alimentagao (Figura 15). Este fenbmeno ocorreu apenas duas
vezes, e o inseto apresentava movimentos das patas mesmo apds 7 dias apods a
alimentacao.

Além disso, L-NAME n&o demonstrou alteracdo na ecdise, porém L-arginina
(0,49mg/inseto) ndo permitiu que de 1 de 3 insetos sobreviventes nao completassem

muda mesmo 45 dias apos a alimentagéo.
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Tabela 6: Alteracoes de desenvolvimento em ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus

inoculadas com L-NAME e L-arginina em diferentes doses.

Tratamentos D.o se Observacgoes
(mgl/inseto)
L-NAME Todas Nenhuma alteracao
0,18 1 inseto paralitico e 1 inflado
- 0,30 5 insetos demonstraram paralisia
L-arginina . 5 .
049 3 sobreviventes nao fizeram muda mesmo apods 45

dias ap6s a alimentacgéao

Figura 15: Morfologia de insetos inoculado com 0,5L de L-arginina a 0,36mg/pIL.

Dessas observagcdes de mortalidade, porcentagem de alimentacdo e
desenvolvimento dos insetos, foram escolhidas as concentragdes ideais menos
téxicas ao inseto para realizagdo dos ensaios de respostas imunoldgicas. Dessa
forma, definimos as concentragdes de L-NAME 0,1mg/uL (inoculagao de 0,5uL) e L-

arginina 0,36mg/uL (0,5uL) com aplicagdes um dia antes da alimentagao sanguinea.

44



4.9. Avaliagao da expressao de peptideos antimicrobianos e éxido nitrico sintase por

PCR quantitativo

4.9.1. No corpo gorduroso

A expressao de NOS no corpo gorduroso foi inibida tanto pela inoculagao de
L-NAME (0,1mg/uL), com média quatro vezes menor que do grupo controle
(p<0,01), quanto pela inoculagdo de L-arginina (0,36mg/uL), quase cinco vezes
menor (p<0,01) (Figura 16A).

Em relagdo aos AMPs, L-NAME induz a expressado de defC em 2 vezes em
comparagao com os insetos controle (p<0,1) (Figura 16B). Porém, a expresséo
génica de prol ndo é alterada pela inoculagdo por L-NAME, demonstrando, no
entanto, uma tendéncia a ser reduzida quando insetos sdo tratados com L-arginina
(Figura 16C).
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Figura 16: Expressao relativa do mRNA codificante de NOS, defC e prol no corpo gorduroso de
ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus inoculadas L-NAME ou L-arginina.

A — expressao relativa de NOS. B - expressao relativa de defC. C - expressao relativa de prol.
Tratamentos: insetos inoculados com solugéo salina (Controle - representado pela linha tracejada);
insetos inoculados com L-NAME (0,1mg/uL) (N); insetos inoculados com L-arginina (0,36mg/uL) (A).
As barras representam as médias dos valores de RQ (‘relative quantification’) relativas ao grupo
controles e as linhas o erro padrdo. Cada tratamento tem 3 repeticdes com pool de 5 insetos em
cada, totalizando 15 insetos em cada tratamento. Os tratamentos foram comparados utilizando One-
Way ANOVA com teste Tukey, comparando todos os grupos com o grupo de insetos controle;

**p<0,01 e * p<0,05. Apenas diferengas estatisticas significativas estdo representadas nos gréficos.
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4.9.2. No intestino médio anterior

O composto L-arginina inoculado na hemolinfa dos insetos um dia antes da
alimentacao afetou a expressao de defC no intestino médio anterior um dia apo6s a
alimentacao, onde se observa aumento de aproximadamente 3 vezes na expressao
deste gene em comparagéo com a expressdo do gene no grupo controle (p<0,001)
(Figura 17C).

Ndo se observa diferenga estatistica significativa na expressédo de NOS
(Figura 17A) tanto para o tratamento com L-NAME como para o tratamento com L-
arginina no intestino médio anterior dos insetos, embora haja uma tendéncia no
aumento da expressdo de NOS induzida por L-arginina. Entretanto, em relagéo a
expresséo de prol, o grupo de insetos tratados com L-NAME apresentou aumento
significativo na expressao desse gene em comparagdo com o grupo de insetos
controle (p<0,05; Figura 17C) e os insetos tratados com L-arginina, apesar de nao

ter diferencga estatistica, demonstram diminuigdo na expressao de prol (Figura 17C).
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Figura 17: Expressao relativa do mRNA codificante de NOS, defC e prol no trato digestivo de
ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus inoculadas L-NAME ou L-arginina.

A — expressao relativa de NOS. B - expressao relativa de defC. C - expressao relativa de prol.
Tratamentos: insetos inoculados com solugdo salina (Controle - representado pela linha tracejada);
insetos inoculados com L-NAME (0,1mg/uL) (N); insetos inoculados com L-arginina (0,36mg/uL) (A).
As barras representam as médias dos valores de RQ (‘relative quantification’) relativas ao grupo
controles e as linhas o erro padrdo. Cada tratamento tem 3 repeticdes com pool de 5 insetos em
cada, totalizando 15 insetos em cada tratamento. Os tratamentos foram comparados utilizando One-
Way ANOVA com teste Tukey, comparando todos os grupos com o grupo de insetos controle; ***

p<0.001 e * p<0,05. Apenas diferengas estatisticas significativas estdo representadas nos graficos.
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V. DISCUSSAO

Nesse trabalho investigamos a importancia das espécies reativas de
nitrogénio de Rhodnius prolixus para o desenvolvimento do Trypanosoma cruzi
Dm28c no hospedeiro invertebrado, sobre o crescimento de bactérias da microbiota
intestinal, bem como seu papel como molécula sinalizadora de outras respostas
imunoldgicas. O tratamento dos insetos com a droga que atua como substrato da
reacao de producdo de RNS, L-arginina, aumenta a produgédo de oxido nitrico (Fig.
9.A), aumenta a populacdo de bactérias da microbiota intestinal (Fig. 10), diminui a
atividade antibacteriana do intestino médio contra Serratia marcescens (Fig. 12.B),
diminui a expressao génica da enzima éxido nitrico sintase no corpo gorduroso (Fig.
16.A) e aumenta a expressao do peptideo antimicrobiano, defensina C (Fig. 17.B), no
trato digestivo. Ja o tratamento com a droga inibidora da enzima NOS, L-NAME,
induz uma maior proliferagdo de T. cruzi no trato digestivo de R. prolixus (Fig. 4),
diminui a atividade da fenoloxidase (Fig. 11) e diminui a expressao génica de NOS no
corpo gorduroso (Fig. 16.A).

Diversos trabalhos relatam a acdo de RNS sobre o desenvolvimento de
diferentes parasitas no hospedeiro invertebrado (Ascenzi e Gradoni, 2002; Rivero,
2006; Peterson et al., 2007; Carton et al., 2009; Vijay et al., 2011; Oliveira et al.,
2012). Resultados do presente trabalho também reforcam essa afirmativa. O
tratamento oral com L-arginina, substrato da producdo de RNS, tende a diminuir a
quantidade de parasitas no trato digestivo e também na porcentagem de insetos
infectados e o contrario é observado com tratamento com L-NAME, inibidor da NOS,
tanto por via oral como por inoculagdo, no qual a quantidade de parasitas e a
porcentagem de insetos infectados tendem a aumentar. Portanto, tanto a indugao
como a inibicdo de RNS nos insetos sugere alteragdo no desenvolvimento do T.
cruzi no intestino médio de R. prolixus, sendo que a presenga de maior quantidade
de RNS diminui a infecgéo do parasita no inseto.

Em Anopheles, a administracdo de L-arginina diminui a porcentagem de
insetos infectados por Plasmodium (Luckhart et al.,1998; Murdock et al., 2014).
Administracdo oral de L-NAME em Anopheles apresenta um efeito contrario sobre
oocistos, aumentando sua quantidade (Luckhart et al.,1998; Vijay et al., 2011;
Herrera-Ortiz et al., 2011). Carton e colaboradores (2009) demonstraram que

inoculagdes de LNMMA (N®-monomethyl-L-arginine, monoacetate salt) e L-NAME na
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hemocele de Drosophila paramelanica aumentou a sobrevivéncia do parasita
Leptopilina heterotoma, sugerindo que o efeito da inibicdo da producdo de RNS
facilita o desenvolvimento de parasitas nestes insetos. Whitten e colaboradores
(2001) demonstraram que a presenga de T. rangeli no intestino de R. prolixus
diminui a expressdo de NOS na hemocele do inseto, facilitando que o parasita
complete seu ciclo na hemocele.

Neste trabalho, observamos que enquanto a concentragdo de nitrito diminui
no intestino médio anterior (Fig. 5.A), aumenta no intestino médio posterior com o
passar do tempo apdés a alimentagdo (Fig. 6.A) e isto vai de acordo com os
resultados de Whitten e colaboradores (2007). Esse perfil de concentragdo de nitrito
no intestino médio parece estar correlacionado com a digestdo sanguinea ao longo
do trato digestivo em que a maior atividade hemolitica no intestino médio anterior
ocorre nos primeiros cindo dias apds alimentagdo (Azambuja, et al.,1983). A
formagado de metabdlitos derivados do ON parecem estar correlacionados com a
hemoglobina e o estresse oxidativo e nitrosativo derivados da digestdo, sendo que
esses metabdlitos afetam a infecgao do parasita no inseto (Peterson et al., 2007).

Comparando os diferentes tecidos de R. prolixus, detectamos uma maior
concentragdo de oxido nitrico na hemolinfa, seguida do intestino médio anterior e
depois pelo intestino médio posterior, no nono dia apds alimentacdo em insetos
controle (Fig. 7 e 8). De outra maneira, a quantificacdo de nitrito analisada nesse
mesmo dia, mostrou que a hemolinfa e o intestino médio anterior apresentam a
mesma concentracdo desse RNS, enquanto o intestino médio posterior possui uma
menor quantidade. Contudo, avaliando a expressao relativa do gene codificante da
enzima NOS, observamos que € maior no corpo gorduroso logo apods a alimentagéo
e diminui ao longo do tempo se assemelhando aos niveis de expressdes do intestino
médio anterior e posterior (Fig. 13). A maior expressao da NOS no corpo gorduroso
corrobora com a quantificagdo de ON observada na hemolinfa na primeira semana
apos alimentagao, assim como observado por Whitten et al, (2007).

Os tratamentos de R. prolixus com L-NAME e L-arginina via alimentagao nao
alteram a quantificagdo de nitrito utilizando a metodologia de ensaio colorimétrico
com kit Griess, embora seja possivel observar diferengas entre os grupos controle
dos diferentes dias testados. Entretanto, quando utilizamos o método de deteccéao
de 6xido nitrico por ensaio fluorimétrico foi possivel observar que L-arginina aumenta

a producao de RNS como esperado (Fig. 9). A medigéo de 6xido nitrico em sistemas
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bioldgicos requer muitos cuidados, pois é rapidamente oxidado para nitrito e/ou
nitrato pelo oxigénio. Assim, os Kits baseados na reagdao de Griess medem a
concentragao de nitrito (Griess, 1879). Porém, devido a complexidade molecular das
amostras biolégicas, a reagdo de Griess é propensa a sofrer interferéncias, como
por exemplo, pela presenga de NADPH (Verdon et al., 1995), hemoglobina,
ascorbato, tidis reduzidos, fosfatos, NG-nitro-L-arginina e heparina (Cortas et al.,
1990; Sastry et al., 2002). Investigagdes sobre RNS em Anopheles sugerem que
apenas a quantificacdo de nitrito ndo é representativa em relagédo ao total de
metabdlitos formados, enfatizando a importdncia da quantificagdo de outras
espécies reativas, como o nitrato (Peterson et al., 2007; Sharma et al., 2008)

Como ja demonstrado previamente, o substrato L-arginina aumenta a
producéo de ON (Luckhart et al., 1998; Rivero, 2006; Peterson et al., 2007) o que
também foi observado no presente trabalho, tanto nos dois compartimentos do
intestino médio (Fig. 9. A e B) como na hemolinfa (Fig. 9.B) de R. prolixus tratados via
alimentagao apos nove dias. Provavelmente o composto L-arginina via alimentagao
oral gera aumento na quantidade de ON nesse 6rgao e por difusdo vai para
hemolinfa. Entretanto o tratamento dos insetos com L-arginina por inoculagado gera
menor expressao génica de NOS no corpo gorduroso e tendéncia a maior expressao
no trato digestivo, um dia apds a alimentagao (Fig. 16A e17A). A inoculagdo de L-
arginina, na hemocele, pode induzir alta produgdo de RNS local que pode ter
desencadeado um processo de regulagédo negativa, com a inibicdo da expressao da
NOS no corpo gorduroso. Sabe-se que a regulagéo de produgcao de RNS deve ser
muito sensivel, pois esses reativos também sao toxicos para o hospedeiro (Nappi et
al., 2000). Ja o tratamento com L-NAME, inibidor da NOS, diminui a expressao da
NOS (Fig. 16.A), apesar de nao observarmos diferenga significativa na quantidade de
ON e nem de nitrito nas amostras tratadas com L-NAME.

O efeito sinalizador da molécula ON em invertebrados foi descrito em muitas
fungdes, como na modulagdo da quimiorrecepgao, e na memdéria a longo prazo, por
exemplo (Nappi & Ottaviani, 2000; Rivero 2006). Porém, seus efeitos especificos na
sinalizagdo da resposta imunologica necessitam maiores investigagcdes. Nossos
resultados indicam que o tratamento dos insetos com inibidor de NOS e substrato da
NOS via oral afetam outras respostas imunoldégicas como atividade da fenoloxidase
e atividade antibacteriana mostrando possivel acdo de RNS como sinalizador de

resposta imune. Além disso, a quantidade de ON produzida na hemolinfa € alterada
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mesmo com o fornecimento dos compostos via alimentagado, indicando uma agao
sistémica da molécula.

O tratamento com o substrato da produgdo de RNS, L-arginina, tende a
diminuir a atividade da enzima fenoloxidase e diminuir a atividade antibacteriana
contra Serratia marcescens. Essa menor atividade tanto da fenoloxidase como de
atividade antibacteriana podem estar relacionadas ao aumento na quantidade de
bactérias cultivaveis da microbiota intestinal. De acordo com Castro et al., (2012) a
atividade fenoloxidasica no trato digestivo de R. prolixus infectados com T. cruzi é
maior e em insetos tratados com antibiéticos que reduzem muito as bactérias do
trato digestivo a atividade de PO é menor e sua agao parece estar correlacionado
com o controle das bactérias da microbiota.

A relacdo da atividade antibacteriana in vitro contra Escherichia coli e
Staphylococcus aureus também esta altamente correlacionada com o
desenvolvimento in vivo da microbiota intestinal de R. prolixus (Castro et al., 2012 e
Vieira et al., 2014). No presente trabalho, a atividade antibacteriana foi testada
contra a bactéria S. marcescens, bactéria Gram-negativa, que & encontrada com
maior prevaléncia na microbiota intestinal dos insetos de nossa colénia (Da Mota et
al., 2012; Vieira et al., 2015; Gumiel et al. 2015). Alternativamente, seria interessante
testar a atividade antibacteriana de amostras de tecidos de insetos tratados com
drogas que induzem e inibem a produgdo de RNS contra a bactéria Gram-positiva
Rhodococcus rhodnii, tida como simbionte de R. prolixus (Goodfellow and Alderson,
1979; Eichler & Schaub, 2002).

Podemos sugerir que o efeito de L-arginina na diminuicdo da atividade
antibacteriana, permite que a microbiota se desenvolva e apresente um efeito
tripanolitico ocasionando a redugao do T. cruzi nos insetos tratados além do efeito
direto da alta concentracdo de ON. Muitos estudos descrevem como a microbiota
intestinal de insetos vetores afeta o ciclo de vida de parasitas, incluindo competicao
por nutrientes entre estes microrganismos (Weiss & Aksoy, 2011; Gendrin &
Christophide, 2013). Em R. prolixus, em especial, ja foi descrito que S. marcescens,
presente em maioria em seu intestino, apresenta uma atividade tripanolitica direta
sobre o parasita (Azambuja et al., 2004; Castro et al., 2007). Este efeito direto da
microbiota sobre o parasita também €& demonstrado em Anopheles, onde a
microbiota do intestino médio afeta negativamente Plasmodium por contato direto e

pela indugcdo da resposta imune mediada por bactérias comensais (Dong et al.,
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2009; Cirimotich et al., 2011). Em Rhodnius prolixus, os autores Castro et al. (2012)
e Vieira et al., (2016), demonstraram que o T. cruzi cepa Dm28c modula respostas
imunoldgicas do inseto vetor levando a uma diminuicdo do crescimento de bactérias
da microbiota intestinal. Em nossos dados (Fig. 10) observamos o mesmo efeito de
diminuigcdo da microbiota em insetos infectados com T. cruzi como nos trabalhos
citados acima. Interessante que nos insetos infectados com T. cruzi e tratados com
L-arginina observamos o contrario (Fig. 10), um aumento significativo na quantidade
de bactérias, quando comparada com os grupos de insetos controle infectados e
tendenciosamente quando comparada aos demais grupos.

O tratamento dos insetos com L-NAME e L-arginina além de alterar a
atividade antibacteriana do intestino médio dos insetos (Fig. 12) também afetam o
nivel de expresséo génica de defC (16.B e 17.B). Em R. prolixus, s&o descritas trés
defensinas: A, B e C, sendo a defensina A e B reguladas positivamente em resposta
a administragdo oral de bactérias Gram-positivas no inseto (Vieira et al., 2014) e a
defensina C regulada frente a infecgao por T. rangeli e T. cruzi, levando a diminuigéo
do numero de bactérias intestinais e promovendo o desenvolvimento do parasita
(Vieira et al., 2015; Vieira et al., 2016).

O tratamento de R. prolixus com o substrato L-arginina administrado via
alimentacao sanguinea, promove um aumento da atividade antibacteriana (Fig. 12) e
diminui a populagéo de bactérias cultivaveis da microbiota intestinal (Fig. 10), com
intenso aumento da expressao de defC no intestino médio anterior pela aplicagao de
L-arginina por via inoculativa (Fig. 17.B). Esses resultados demonstram que a
defensina C parece estar correlacionada com a atividade antibacteriana analisada
nas amostras de trato digestivo e que possuem papel fundamental no controle da
populacdo de bactérias da microbiota intestinal como também observado por Vieira
et al., (2015; 2016). Ja a prolixicina ndao parece ter como fungédo o controle da
microbiota como observado por esses autores e também em nossos resultados em
que o tratamento com L-arginina demonstra uma tendéncia diminui¢do de pro/ no
trato digestivo (Fig. 17C).

Em contrapartida, o tratamento com L-NAME que inibe a NOS e diminui RNS,
gera tendéncia no aumento da quantidade de parasitas no trato digestivo e aumenta
a expressao de defC no corpo gorduroso (Fig. 16.B). Vieira et al (2016) observaram
que infecgao de R. prolixus com T. cruzi Dm28c induz a expressao de defensina C

no corpo gorduroso. Dessa forma, como o composto L-NAME induz aumento na
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quantidade de T. cruzi no trato digestivo, esses parasitas podem estar induzindo o
aumento da expressdao de defensina C no corpo gorduroso. Ja foi descrito
anteriormente que a presenca de bactérias ou parasitas no trato digestivo, mesmo
sem que ocorra invasdao a hemocele estimula a secrecédo sistémica de AMPs na
hemolinfa de diversos insetos, incluindo Phlebotomus, Glossina e Drosophila
(Boulanger et al., 2004; Boulanger et al., 2002; Hao et al., 2001; Herrera-Ortiz et al.,
2011). Adicionalmente, também foi demonstrado que apés a indugao da expressao
de AMPs no corpo gorduroso, esses sdo secretados diretamente na hemolinfa e
podem difundir-se por todo o corpo do inseto (Bulet & Stocklin, 2005).

A indugdo de AMPs mediados por ON é relatada em diversos trabalhos (Foley
e O’Farrell, 2003; Herrera-Ortiz et al., 2011; Ishii et al., 2013). Em Drosophila, os
autores sugerem que a NOS regula a produgdo de AMP pois em insetos tratados
com L-NAME e desafiados por infecgao de bactérias ocorre supressao na producao
de AMPs (Foley e O’Farrell, 2003). Em Anopheles, o tratamento dos insetos com ON
exdgeno induz a expressao dos AMPs, atacina, cecropina e gambicina (Herrera-
Ortiz et al., 2011).

Além disso, o ON pode regular a produ¢cdo de AMPs de forma sistémica no
inseto (Hao et al., 2001 e 2003; Herrera-Ortiz et al., 2011). Em moscas tsé-tsé, a
indugdo de AMPs no corpo gorduroso apos infec¢ao por parasitas no trato digestivo
provavelmente ocorre via sinalizagdo de resposta imune por moléculas como ON e
H,0,, prevenindo o inseto de uma possivel infecgao generalizada (Hao et al., 2001 e
2003). Assim como, AMPs produzidos no trato digestivo de insetos antes mesmo
dos parasitas entrarem em contato com a membrana do intestino médio indica a
possibilidade do NO produzido na hemocele atuar como sinalizador dessa resposta
imune (Herrera-Ortiz et al., 2011). Sugere-se, portanto, que o ON produzido na
hemocele, apos inoculagdo de L-arginina, alcanga o intestino médio através da
circulacao, induzindo a expressdo de defensina C nesse compartimento e nao
diretamente no corpo gorduroso. O ON é uma molécula gasosa que se difunde
facilmente pelos tecidos e por essa razdo € um sinalizador imediato de respostas
imunoldgicas em outros tecidos (Nappi et al., 2000).

Além de alterar o desenvolvimento de T. cruzi e de microbiota e alterar
respostas imunolégicas de R. prolixus, o substrato L-arginina, também causa
alteragcbes na fisiologia de insetos. Como o ON participa de diferentes funcdes

fisiologicas dos insetos (Muller, 1997; Rivero, 2006), a indugao da produgao desse
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reativo altera o desenvolvimento do inseto como observado no presente trabalho. O
tratamento com L-arginina causa paralisia de movimentos, menor taxa de
alimentagao dos insetos, alteragdes morfoldgicas (hemocele repleta de gases) (Fig.
15) e alteragbes na ecdise dos insetos. Larvas de bicho de seda desafiados com
diferentes microrganismos apresentaram paralisia suave mediada por um peptideo
paralitico que induz expressao de NOS, e outras respostas imunoldgicas (Ishii et al.,
2013). A acado de ON no sistema nervoso dos insetos é relatada em diversos
trabalhos (Flora-Filho e Zilberstein, 2000; Bicker 2001; Settembrini et al., 2007).
Dessa forma seria interessante investigar em R. prolixus a agao de ON no sistema
nervoso e atividade locomotora e correlagdo com respostas imunologicas.

Dessa forma, concluimos, que a indugao e inibicdo da producio de reativos
de nitrogénio possui papel fundamental na fisiologia de R. prolixus, alterando tanto a
populacdo de bactérias cultivaveis da microbiota intestinal como as respostas
imunoldgicas. Além disso, pode-se sugerir que as espeécies reativas de nitrogénio
influenciam outras respostas imunolégicas do inseto atuando como mensageiros

entre diferentes 6rgaos e tecidos.
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VI. CONCLUSOES

O tratamento de Rhodnius prolixus via oral com L-NAME, diminui a
quantidade de Oxido nitrico na hemolinfa, aumenta a quantidade de

Trypanosoma cruzi e diminui a atividade da fenoloxidase no trato digestivo.

A inoculagdo com L-NAME na hemocele de Rhodnius prolixus ocasiona
menor expressdao da enzima o6xido nitrico sintase e maior expressdo da

defensina C no corpo gorduroso.

O tratamento de Rhodnius prolixus com L-arginina administrada oralmente
induz a producdo de oOxido nitrico, diminui a atividade antimicrobiana,
aumenta a populagdo de bactérias na microbiota e diminui 0 numero de

Trypanosoma cruzi no trato digestivo.

A inoculagéo de L-arginina na hemocele de Rhodnius prolixus diminui a
expresséo génica da enzima 6xido nitrico sintase 24 horas apods aplicagéo e
aumenta a expressao do peptideo antimicrobiano, defensina C, no intestino
meédio anterior 24horas apos a inoculagao.
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