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RESUMO

ESTUDOS DE FATORES BIOLOGICOS E BIOQUIMICOS ENVOLVIDOS
NA TRANSMISSAO DE TRIPANOSOMATIDEOS PATOGENICOS POR
SEUS VETORES

Luciana Teixeira Zimmermann

Orientadora: Angela Hampshire de C. S. Lopes

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Poés-Graduacdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Godes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias (Microbiologia).

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, ¢ uma das 13
doengas tropicais mais negligenciadas no mundo e a Organizagdo Mundial da
Saude aponta, como uma das principais causas do insucesso global no
combate a essas doengas, o desconhecimento da biologia dos vetores e
parasitos, sendo que uma das principais estratégias de controle € o combate
aos vetores. Tendo em vista que a taxa de desenvolvimento de populacbes de
insetos depende diretamente de caracteristicas relacionadas ao crescimento
dos estagios imaturos, onde o principal fator regulador é a temperatura,
decidimos analisar a postura de ovos de fémeas de Rhodnius prolixus, uma
das espécies vetoras da doenga de Chagas, em diferentes temperaturas. Nos
constatamos que fémeas de R. prolixus sdo capazes de por ovos entre as
temperaturas de 18 e 38°C, sendo que a postura € maior entre as temperaturas
de 22 e 34°C. A maior taxa de eclosao foi encontrada entre os ovos que foram
postos entre as temperaturas de 22 e 30°C, sendo que as temperaturas 6timas
para eclosao ficaram entre 24 e 34°C. Em experimentos preliminares
demonstramos que a presenca do conteudo do intestino de Triatoma infestans

foi capaz de inibir o crescimento de bactérias presentes em seu estdbmago.
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Esta inibicao esta relacionada a atividade da catepsina D, uma vez que esse
efeito foi abolido pela presenga de seu inibidor, a pepstatina. Acompanhando a
infecgao de T. infestans por T. cruzi, vimos que as principais formas evolutivas
encontradas no intestino dos insetos foram as formas epimastigotas e os
intermediarios entre epimastigotas e tripomastigotas. Ja no reto, as principais

formas foram as tripomastigotas.

O fator de ativacdo de plaquetas (PAF) € um fosfolipidio que possui
diversos efeitos fisioldgicos e patofisioldgicos, incluindo diferenciagao celular,
inflamacéo e alergia. Trabalhos de nosso laboratério mostraram que o PAF
induz o processo de diferenciagao celular de epimastigota para tripomastigota
em T. cruzi e é capaz de modular a interagdo de Leishmania amazonensis com
macrofagos peritoneais de camundongos “in vitro”. Observamos nesse trabalho
que, tanto quando os insetos R. prolixus sao alimentados artificialmente,
quanto em experimentos “ex vivo” utilizando-se intestino extraido dos insetos,
havia um grande aumento no numero de células de T. cruzi quando as formas
epimastigotas sao previamente tratadas com PAF 10 yM. Vimos também que
nos epimastigotas tratados com PAF a carga de superficie se encontra mais

negativa, e apresentam maior quantidade de acido sialico.

Nés vimos também o efeito do PAF, assim como de diferentes
moduladores de sinalizagao celular, na interagdo de Leishmania chagasi com
uma linhagem celular de Lutzomyia longipalpis “in vitro”. Quando os parasitos
foram pré-tratados com PAF 10 uM houve um aumento de 100% no indice de
associagado, em comparagao ao sistema controle. Neste processo, sugerimos o
envolvimento de vias de sinalizacdo celular com participacao de proteina
cinase C e proteina cinase CK2, uma vez que seus inibidores foram capazes
de modular a interacdo de L. chagasi com as células de linhagem continua, LL-

5, provenientes de Lu. longipalpis.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Rhodnius prolixus, Temperatura,
Interacao, Fator de ativacao de plaquetas, Leishmania chagasi

Rio de Janeiro
Julho de 2010



ABSTRACT

STUDY OF BIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL FACTORS INVOLVED IN
THE TRANSMISSION OF PATHOGENIC TRYPANOSOMATIDS BY THEIR
VECTORS

Luciana Teixeira Zimmermann

Orientadora: Angela Hampshire de C. S. Lopes

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
a obtengdo do titulo de Doutor em Ciéncias (Microbiologia).

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, is one of the 13 most
neglected tropical diseases worldwide, and according to the World Health
Organization, the major cause of failure in the global fight against these
diseases is the lack of knowledge about the biology of vectors and parasites,
and one of the main control strategies is to combat the vectors. Given that the
rate of development of insect populations is directly dependent on
characteristics related to the growth of immature stages, in which the main
regulating factor is the temperature, we decided to examine the egg-laying of
Rhodnius prolixus females, one of the vector species of Chagas disease, at
different temperatures. We found that R. prolixus females are able to lay eggs
between temperatures of 18 and 38°C, and the posture was greatest between
22 and 34°C. The highest hatching rate was found among the eggs that were
placed between the temperatures of 22 and 30°C, while the optimal
temperatures for hatching were between 24 to 34°C. In preliminary experiments
we demonstrated that the presence of gut contents of Triatoma infestans was
able to inhibit the growth of bacteria from its stomach. This inhibition is related
to cathepsin D activity, since this effect was abolished by the presence of its

inhibitor, pepstatin. Following the infection of T. infestans by T. cruzi, we saw
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that the major evolutive forms found in the intestine of insects were
epimastigotes and the intermediate forms between epimastigotes and
trypomastigotes. In the rectum, the major forms were trypomastigotes.

The platelet activating factor (PAF) is a phospholipid that has many
physiological and pathophysiological effects including cell differentiation, allergy
and inflammation. Our laboratory showed that PAF induces T. cruzi cellular
differentiation process from epimastigote to trypomastigote and is capable of
modulating the interaction of Leishmania amazonensis with mouse peritoneal
macrophages “in vitro”. In this work, we found that when R. prolixus insects are
fed artificially, as well as in “ex vivo” experiments using intestines extracted from
insects, there was a large increase in the number of T. cruzi epimastigotes
found when they are previously treated with 10 yM PAF. We have also seen
that in PAF-treated epimastigotes the surface charge is more negative,
presenting a higher amount of sialic acid.

We have also seen the effect of PAF, as well as various cell signaling
modulators, on the interaction of Leishmania chagasi with a cell line from
Lutzomyia longipalpis “in vitro”. When the parasites were pre-treated with 10 yM
PAF there was a 100% increase in the association index as compared with
control systems. In this process, we suggest the involvement of cell signaling
pathways with the involvement of protein kinase C and protein kinase CK2,
since their inhibitors were able to modulate the interaction of L. chagasi with the

continuous cell line LL-5, from Lu. longipalpis.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Rhodnius prolixus, Temperature,
Interaction, Platelet-activating factor, Leishmania chagasi

Rio de Janeiro
Julho de 2010
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I. INTRODUGAO

1. Os tripanossomatideos

A familia Trypanosomatidae apresenta grande importéncia na area
médica, j& que possui espécies potencialmente patogénicas para o homem
(VICKERMAN, 1985). Os tripanossomatideos s&o organismos unicelulares
eucarioticos, possuindo corpo celular, nucleo e organelas citoplasmaticas
delimitadas por uma bicamada lipidica, dentre as quais se destaca uma
mitocdndria unica, ramificada por todo o corpo celular, cujo DNA possui um
arranjo unico na natureza e forma uma estrutura tipica, denominada
cinetoplasto, que fica localizado proximo aos cinetossomos do flagelo. O DNA
mitocondrial (k-DNA) representa cerca de 30% do DNA total desses parasitos
(MCGHEE & COSGROVE, 1980; MASLOV & SIMPSON, 1995).

Nos tripanossomatideos, o flagelo unico emerge da bolsa flagelar,
localizada na regido anterior do corpo celular, e encontra-se ancorado a célula
pelos corpos basais, os quais estdo fisicamente associados a mitocéndria
(VICKERMAN & TETLEY, 1990; WEBSTER & RUSSELL, 1993).

No glicossoma, estrutura exclusiva da ordem Kinetoplastida, ocorre a
compartimentalizagdo da via glicolitica, o que tornou o mecanismo de
conversdo de glicose em piruvato mais eficiente nos tripanossomatideos do
que na maioria dos outros organismos eucariéticos. Esta organela coopera com
a mitocdndria no metabolismo energético (VICKERMAN, 1994). J& o
acidocalcissoma possui no seu interior uma alta concentracédo de fésforo,
calcio, magnésio, sodio e zinco, além de uma variedade de bombas e proteinas
trocadoras presentes em sua membrana, o que ressalta a sua importancia na
regulacdo do pH intracelular e na osmorregulagdo, no armazenamento
intracelular de energia e calcio para inumeros processos bioquimicos
essenciais (DOCAMPO & MORENO, 1999).

Os tripanossomatideos possuem um citoesqueleto formado por uma
camada de microtubulos subpeliculares que se apresentam em associacao a
membrana plasmatica, dando forma e sustentacdo a célula (BRENER &

ANDRADE, 1979). O citoesqueleto atua, também, como barreira contra a



exocitose e endocitose, que ocorrem somente na regido da bolsa flagelar,
regiao desprovida de microtubulos subpeliculares (DE SOUZA, 1984).

Os membros desta familia s&o divididos em nove géneros: Blastocrithidia,
Crithidia,  Endotrypanum,  Herpetomonas, Leishmania, = Leptomonas,
Phytomonas, Rhynchoidomonas e Trypanosoma. Os géneros Leishmania e
Trypanosoma possuem grande importancia médica e veterinaria, por
apresentar espécies causadoras de doencas no homem e em animais. O
género Phytomonas apresenta parasitos heteroxénicos de invertebrados e
plantas, também de grande importancia econémica (VICKERMAN, 1994). Além
desses, outros trés géneros foram propostos: Wallaceina (PODLIPAEV,
FROULOU & KOLESNIKOV 1990), Angiomonas (SOUSA & CORTE-REAL,
1991) e Strigomonas (BRANDAO et al., 2000).

Os géneros da familia Trypanosomatidae podem ser divididos em dois
grupos, dependendo do ciclo evolutivo que apresentam. Os géneros
monoxénicos sdo aqueles onde os parasitos desenvolvem-se em apenas um
hospedeiro, e nos géneros heteroxénicos os parasitos necessitam de dois
hospedeiros durante seu ciclo de vida (VICKERMAN, 1994).

Estes flagelados podem apresentar diferentes formas evolutivas,
caracterizadas pela morfologia do corpo celular, presenga ou auséncia de
flagelo externo, local de emersdao do flagelo e posicdo do complexo
cinetoplasto-bolsa flagelar-flagelo em relagéo ao nucleo (HOARE & WALLACE,
1966). Alguns tripanossomatideos sofrem um processo de diferenciacéo
celular, em resposta a mudancas ambientais. Este processo leva a mudancas
na forma e na fisiologia destes parasitos durante o seu ciclo de vida. Essas
transformagdes sdo de fundamental importancia no ciclo de vida desses
flagelados, uma vez que alguns possuem ciclos que envolvem um inseto vetor
e um hospedeiro vertebrado ou uma planta. Assim, faz-se necessaria a
adaptacdo do parasito a ambos o0s ambientes e isso envolve extensivas
alteragdes morfofisiolégicas (BOWEN & FLYNN, 1976; MANNING-CELA,
JAISHANKAR & SWINDLEB, 20086).



1.1. O género Trypanosoma

Neste género sdo encontrados protozodrios capazes de parasitar todas
as classes de vertebrados: peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos. A
grande maioria das espécies nao € patogénica para o homem. Quando ocorre
a infeccdo ndo necessariamente havera geracdo da doencga, para tal sao
necessarios varios fatores, como susceptibilidade do hospedeiro e a
patogenicidade do parasito (MARQUARDT & DEMARRE, 1985).

De acordo com seu desenvolvimento no inseto vetor, os membros do
género Trypanosoma foram divididos em dois grupos ou se¢des. Quando uma
espécie se desenvolve na porgdo anterior do trato digestivo do inseto, o
parasito é classificado dentro da se¢ao Salivaria, na qual a transmissao ocorre
por inoculagédo de formas infectivas durante o repasto sanguineo. Quando o
desenvolvimento ocorre na regido posterior do trato digestivo do inseto, o
parasito & classificado dentro da secdo Stercoraria, na qual a transmissao
ocorre por contaminacao fecal, o vetor elimina as fezes, contendo formas
infectivas, no local da picada, durante o repasto sanguineo (HOARE, 1966).

Dois tipos de tripanossomiases humanas sao conhecidos: a
tripanossomiase americana e a africana. A tripanossomiase africana, ou
doenga do sono, é causada pelo Trypanosoma brucei, que é transmitido por
moscas hematéfagas, conhecidas como tsé-tsé, que inoculam as formas
infectantes do parasito durante o repasto sanguineo. A tripanossomiase
americana, ou doenga de Chagas, € causada pelo Trypanosoma cruzi, que &
transmitido por insetos hematéfagos da subfamilia Triatominae (SIQUEIRA,
2000).

1.1.1. Trypanosoma cruzi e a doenga de Chagas

Esta doenca apresenta uma fase aguda, que pode levar a morte,
especialmente em criancas pequenas. A forma crénica da doenca afeta varios
orgaos do corpo, frequentemente causando dano fatal ao coragédo e sistema
digestivo. A transmissdo ocorre através de insetos triatomineos hematéfagos

(principalmente dos géneros Triatoma e Rhodnius), por transfusdo sanguinea



ou via placenta. Cerca de um ter¢co das infec¢gdes agudas evoluem para as
formas crénicas, que se desenvolvem 10-20 anos mais tarde. Quando a fase
cronica comega, normalmente ja € muito tarde para o tratamento: os sintomas
de comprometimento cardiaco ou as sérias disfungbes do esbdfago e colon
podem ser irreversiveis. Os pacientes ficam cada vez mais doentes e podem
sofrer morte subita por insuficiéncia cardiaca (RASSI, RASSI & MARIN-NETO,
2010).

Carlos Chagas, em 1909, reconheceu nao s6 a doenga, como também
seu agente etiolégico e o inseto vetor. Desde entdo, a doenga de Chagas tem
se mostrado amplamente distribuida na América Central e do Sul, com altos
indices de morbidade e mortalidade (DIAS et al., 2002). Estima-se que mais de
14 milhées de pessoas estejam infectadas na América Latina, e cerca de 100
milhdes vivem em area de risco (TELLERIA et al., 2006).

O agente etiolégico da doenga, o T. cruzi, € um parasita heteroxénico,
possuindo dois hospedeiros distintos durante seu ciclo, um vertebrado e outro
invertebrado. Estd agrupado na segdo Stercoraria, pois se desenvolve na
porgao posterior do trato digestivo do hospedeiro invertebrado. Dependendo da
fase do ciclo, o T. cruzi pode apresentar as seguintes formas evolutivas (Fig.
1): amastigota e tripomastigota sanguineo, no hospedeiro vertebrado, além de
epimastigota e tripomastigota metaciclico, no hospedeiro invertebrado.

A) Forma amastigota: caracterizada por apresentar pequenas dimensodes,
corpo arredondado, praticamente imdvel, localizada no interior da célula
hospedeira, possui um nucleo relativamente grande, redondo e excéntrico e um
flagelo curto, visivel apenas por microscopia eletronica.

B) Forma epimastigota: apresenta cinetoplasto com localizagado antero-lateral
ao nucleo e o flagelo emerge lateralmente ao corpo celular.

C) Forma tripomastigota: pode ser forma tripomastigota sanguinea (hospedeiro
vertebrado) ou metaciclicas (hospedeiro invertebrado). Possui cinetoplasto
localizado na regido posterior ao nucleo, por onde emerge o flagelo, que se
encontra ligado ao corpo celular, por quase todo o corpo do parasito. Com
movimento do flagelo, esta membrana é puxada, dando a impressdo de uma

“membrana ondulante”.
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Figura 1: Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. A: amastigota, B: epimastigota, C:
tripomastiaota. (DE SOUZA. 2002).

Em seu ciclo biolégico (Fig. 2), os triatomineos picam o hospedeiro
vertebrado infectado, ingerindo junto com sangue formas tripomastigotas do
parasito. Na por¢ao inicial do aparelho digestivo do inseto, os tripomastigotas
se diferenciam em epimastigotas. No intestino médio posterior, as formas
epimastigotas se multiplicam. No intestino posterior ocorre a diferenciagao dos
epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos. Os epimastigotas se aderem
através do flagelo ao epitélio retal por hemidesmossomas, antes que aconteca
a metaciclogénese. Os tripomastigotas metaciclicos se acumulam no intestino
posterior e sdo eliminados nas fezes e urina, juntamente com epimastigotas
nao diferenciados (DE SOUZA, 2002).

Durante o repasto sanguineo, o inseto defeca e, juntamente com as fezes,
elimina as formas tripomastigotas metaciclicas do parasito na pele do
hospedeiro vertebrado. Através de lesbes ja existentes ou provocadas pela
picada do inseto, o T. cruzi entra no hospedeiro vertebrado (Fig. 3). Dentro
dele, os parasitos entram em contato com células do sistema fagocitario
mononuclear, onde sao internalizados. Formam-se vacuolos intracelulares,
onde os tripomastigotas comegam a se diferenciar em amastigotas, enquanto a
membrana do vacuolo vai se desestabilizando até completa dissolugcido. As
formas amastigotas, agora livres no citoplasma, comegam a se multiplicar.

Apdés intensa multiplicagédo, as formas amastigotas comegam a se diferenciar



em tripomastigotas, que chegam a corrente sanguinea apds a ruptura da célula
hospedeira. Esses tripomastigotas, no sangue, podem atingir outras células e
tecidos, fazendo um novo ciclo intracelular, ou podem ser ingeridos por um

triatomineo, completando o ciclo (BRENER, 1972).
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Figura 2: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi no hospedeiro invertebrado. Adaptado
de NEVES, 2000.



Figura 3: Ciclo do T. cruzi no hospedeiro vertebrado. O parasito se adere a superficie
celular (A) e inicia o processo de internalizagao via pseudopodes (B) ou depressao na
superficie celular (C). Os lisossomos se fundem a membrana do vacuolo (D) e as
formas tripomastigotas vao perdendo o aspecto alongado, iniciando a diferenciagdo
em amastigota, enquanto a membrana do vacuolo comecga a se desestabilizar (E) até
completa dissolugdo e liberagdo das formas amastigotas livres no citoplasma (F).
Essas formas amastigotas comegcam a se multiplicar (G) e ap6s intensa multiplicagéo,
comegam a se diferenciar em tripomastigotas (H, I), que chegam a corrente sanguinea
apos a ruptura da célula hospedeira (J). Adaptado de NEVES, 2000.



1.2. O género Leishmania e as leishmanioses

As leishmanioses sdo as mais importantes doengas emergentes e estéao
em segundo lugar no numero de mortes, entre as doengas parasitarias, logo
depois da malaria. As leishmanioses sdo causadas por parasitos do género
Leishmania, transmitidos pela picada de insetos dos géneros Lutzomyia (Novo
Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo). Ha cerca de 350 milhdes de pessoas
vivendo em areas endémicas. A Bolivia, o Brasil e o Peru contabilizam 90% de
todos os casos mundiais. A forma mais perigosa da doenga € a leishmaniose
visceral (LV), que esta entre as seis doengas mais importantes causadas por
protozoarios no mundo, devido a sua incidéncia, alta mortalidade em individuos
nao tratados e criangas desnutridas, e emergéncia em individuos portadores da
infeccdo por HIV. As leishmanioses tém ampla distribuicdo geogréfica,
ocorrendo em 88 paises da Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e Américas;
afetam 12 milhdes de pessoas e estima-se a ocorréncia de 500 mil novos
casos por ano, sendo que 90% deles em Bangladesh, Brasil, india e Sudao
(http://www.who.int/en/).

Dentre as espécies deste género, cerca de 20 sdo capazes de causar
doengca no homem. Diversas espécies de Leishmania sdo capazes de gerar
diferentes formas da doenca, e devido a essa diversidade de manifestacdes
clinicas, as leishmanioses foram divididas em 4 grupos (DESJEUX, 2004):

- Leishmaniose cutdnea: provoca lesbes na pele, que podem ou nao ser
ulcerosas, na maioria das vezes é autolimitante, mas podem ocorrer formas
mais severas.

- Leishmaniose muco-cutédnea: forma desfigurante da doenga, que provoca
destruicdo das mucosas do nariz, boca e faringe, podendo levar a morte por
infecgao secundaria das vias respiratorias.

- Leishmaniose visceral ou calazar: é considerada a forma mais grave, pois
costuma ser fatal se nao tratada; os parasitos apresentam tropismo por células
do sistema fagocitico mononuclear do bago, figado, medula éssea e tecidos
linféides.

- Leishmaniose cutanea difusa: € uma forma disseminada da cutanea, aparece
em individuos com deficiéncia na resposta imune celular, ou tardiamente em

individuos tratados de calazar.



A classificagdo das espécies de Leishmania foi muito controversa, e em
1987 Lainson e Shaw propuseram uma nova classificagédo (MICHALICK, 2000),
onde as espécies que parasitam o homem foram divididas em dois subgéneros,
de acordo com o local de desenvolvimento no aparelho digestivo do inseto
vetor (Tabela 1). As espécies que atingem o intestino posterior do vetor
(peripilarias) foram agrupadas no subgénero Viannia, e as espécies que ficam
restritas as porgcdes anterior e média do intestino do vetor (suprapilarias) foram
agrupadas no subgénero Leishmania (GOSSAGE, ROGERS & BATES, 2003).
Apesar de estudos posteriores indicarem que o local de desenvolvimento no
intestino do vetor pode ser afetado por diferentes fatores, ndo sendo assim
uma boa base para taxonomia (ANEZ, NIEVES & CAZORLA, 1989; WALTERS,
1993), esta classificagéo é adotada até hoje pela maioria dos autores.

As espécies de Leishmania apresentam 2 principais formas evolutivas
durante seu ciclo de vida (GRIMALDI & TESH, 1993): a forma amastigota (Fig.
4A) e a forma promastigota (Fig. 4B), que se caracteriza por apresentar corpo
celular alongado e achatado, com nucleo na por¢gédo média do corpo celular e

cinetoplasto proximo a extremidade anterior, de onde emerge o flagelo.

Figura 4: Formas evolutivas da Leishmania. A: amastigota, B: promastigota.
Adaptado de DE LANA & TAFURI, 2005.
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Tabela 1: Classificagdo das principais espécies de Leishmania. espécies
encontradas no Brasil.
SUBGENERO LEISHMANIA
Complexo Leishmania donovani Possivel membro
L. donovani L. archibaldi
L. infantum Espécies fora do complexo donovani
L. chagasi * L. tropica
L. aethiopica
L. major
Complexo Leishmania mexicana Possiveis membros
L. mexicana * L. pifanoi
L. amazonensis * L. garnhami

L. venezuelensis

L. aristidesi

SUBGENERO VIANNIA

Complexo Leishmania braziliensis
L. braziliensis *
L. guyanensis *
L. panamensis
L. peruviana

L. lainsoni *

L. naiffi *

L. shawi *

L

. colombiensis

(adaptado de NEVES, 2000)
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Os hospedeiros invertebrados sdo insetos conhecidos como
flebotomineos. O ciclo da Leishmania no inseto se inicia quando a fémea (os
flebotomineos machos ndo sdo hematdéfagos) pica um hospedeiro vertebrado
infectado, ingerindo junto com o sangue as formas amastigotas do parasito
(Fig. 5). No interior do aparelho digestivo do flebotomineo, os parasitos se
diferenciam em promastigotas prociclicos e se multiplicam ativamente. Esta
multiplicagdo ocorre quando os parasitos ainda estdo confinados ao sangue
ingerido, pela membrana peritrofica. Estas formas promastigotas se tornam
alongadas, sendo chamadas de promastigotas nectomonas. Estas formas
escapam da membrana peritréfica, pela agao de uma quitinase produzida pelas
formas promastigotas (SCHLEIN, JACOBSON & SHLOMAI, 1991; SOARES et
al., 2002), e podem de ligar ao epitélio do intestino médio posterior via flagelo,
ou migrar para a regido anterior do intestino, onde se diferenciam em
promastigotas haptomonas e se ligam a superficie da valvula estomacal que
une o intestino médio posterior ao anterior. Quitinases produzidas pelos
parasitos irdo danificar permanentemente esta regido, permitindo a passagem
dos parasitos numa proxima alimentagdo do vetor, momento este em que a
valvula se encontraria fechada para impedir a passagem do conteudo do
aparelho digestivo (BATES, 1994). Durante a diferenciagdo em promastigotas
metaciclicas, a lipofosfoglicana (LPG), molécula responsavel pela adesao,
sofre modificagbes que permitem o desligamento do parasito e a migragéo para
as regides anteriores do trato digestivo, permitindo sua transmissao durante
nova alimentagéo do vetor (PIMENTA et al., 1992). Quando sao inoculados no
hospedeiro vertebrado, os parasitos sédo fagocitados por macrofagos e se
diferenciam em amastigotas, dentro do fagolisossoma. Estas formas se
multiplicam até romper as células, liberando as amastigotas que serao
fagocitadas por outros macrofagos. Nesta etapa, um flebotomineo, ao picar o
hospedeiro vertebrado infectado, ira ingerir as formas amastigotas (livres ou

dentro dos macrofagos), dando continuidade ao ciclo (ILG, 2001).
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Figura 5: Leishmania spp: ciclo biologico. Adaptado de MICHALICK, 2005.

1.2.1. Leishmania chagasi

A leishmaniose visceral é causada pelas espécies do complexo L.
donovani. Nesta doenca, os parasitos apresentam tropismo pelas visceras,
principalmente érgéos linféides como medula, bago, figado e linfonodos. Esta
doenca se distribui por 88 paises, porém cerca de 90% dos casos se
concentram em apenas 5, que sdo Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sud3o.
Devido a gravidade desta doenca, sao registradas 59.000 mortes por ano, com
incidéncia de 500.000 novos casos (DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO,
2006).

A L. chagasi é considerada como a unica causadora da leishmaniose

visceral na América Latina (Novo Mundo), as outras espécies estao
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relacionadas com o calazar ou leishmaniose visceral do Velho Mundo (L.
donovani na india e Leishmania infantum na regido do Mar Mediterraneo,
Europa, Africa e China). A espécie de flebotomineo responsavel pela
transmissao da L. chagasi é Lutzomyia longipalpis (SUNDAR & CHATTERJEE,
2006).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2002), a Leishmaniose
Visceral Americana (LVA) apresenta uma incidéncia de aproximadamente 4000
casos por ano. No Brasil sao registrados cerca de 3500 casos, cerca de 90%
do total de casos de toda América Latina (QUEIROZ, ALVES & CORREIA,
2004), e grande parte dos casos acomete criangas menores de 5 anos,
moradoras de areas rurais com baixa renda familiar (JERONIMO et al., 2004;
REY et al., 2005). Uma caracteristica da LVA no Brasil a a alta incidéncia de
casos assintomaticos (COSTA et al., 2002).

2. Insetos vetores

2.1. Os Triatomineos

Dentre os hemipteros pertencentes a familia Reduviidae, os triatomineos
(sub-familia Triatominae) sdo os unicos representantes hematéfagos, somando
cerca de cento e quarenta espécies descritas (JUAREZ & FERNANDEZ, 2007).
Eles possuem grande importancia médica, por agruparem espécies vetoras do
T. cruzi, causador da doenga de Chagas. Todas as espécies de triatomineos
sao potencialmente vetoras do T. cruzi, s6 que poucas delas sao importantes
do ponto de vista epidemiolégico (SHERLOCK, 1979). A relevancia das
espécies como vetoras da doenga de Chagas esta relacionada a habilidade de
adaptacao dos insetos ao habitat humano.

Os ftriatomineos estdo divididos em 6 tribos que agrupam 18 géneros
(CARVALHO et al., 1997; CARCAVALLO et al., 2000; HYPSA et al., 2002):

a) Alberproseniini: género Alberprosenia.
b) Bolboderini: géneros Bolbodera, Belminus, Microtriatoma e Parabelminus.
c) Cavernicolini: género Cavernicola e Torrealbaia

d) Linshcosteini: género Linshcosteus.
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e) Rhodniini: géneros Rhodnius e Psammolestes.
f) Triatomini: géneros Triatoma, Panstrongylus, Dipetalogaster, Eratyrus,
Hermanlentia, Meccus, Mepraia e Paratriatoma.

As tribos Rhodniini e Triatomini agrupam as principais espécies, sendo 0s
géneros Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus os de maior importancia do ponto
de vista epidemioldgico.

Todo triatomineo precisa realizar a hematofagia para completar seu ciclo
de vida e procriar, tanto os machos quanto as fémeas. Sao paurometabdlicos,
isto é, possuem metamorfose incompleta, passando por fase de ovo, ninfa e
adulto, sendo que as ninfas possuem desenvolvimento gradual, vivendo no
mesmo ambiente e tendo os mesmos habitos que os adultos (NEVES, 2000).
Da fase de ovo até a fase adulta, os triatomineos passam por 5 estagios
ninfais, realizando 5 mudas (Fig. 6). Para que ocorra a mudanga de fase, é
preciso que seja feito repasto sanguineo (um unico repasto pode ser suficiente
para ecdise), da mesma forma, a fase adulta precisa de sangue para
reproducdo (GARCIA & AZAMBUJA, 1979, 1991).

Devido ao fato dos triatomineos se alimentarem exclusivamente de
sangue durante todo seu desenvolvimento, sua dieta é deficiente em certos
nutrientes e vitaminas. Conseqlentemente, esses insetos abrigam uma
populagdo de bactérias simbiontes em seu trato digestivo, que fornecem os
nutrientes necessarios que faltam na sua alimentagdo (DASCH, WEISS &
CHANG, 1984). Essas bactérias simbiontes crescem apds a ingestdao de
sangue, se desenvolvem, e s&o transmitidas eficientemente através da
coprofagia. Insetos que por algum motivo ndo se tornam colonizados por
essas bactérias apresentam alta taxa de mortalidade entre as mudas e néao
conseguem chegar ao estadio adulto (BEARD et al., 2001).

Figura 6: Esquema dos estagios do R. prolixus. Da esquerda para direita:
ovo, ninfas de 12, 2°, 3%, 4° e 5° estagio, adulto macho e fémea.
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A primeira bactéria simbionte caracterizada em triatomineo foi
Rhodococcus rhodnii, originalmente classificada como Actinomyces rhodnii,
encontrada em Rhodnius prolixus (ERIKSON, 1935). Apesar de estudos
subsequientes demonstrarem a bactéria R. rhodnii como o principal simbionte
em diferentes espécies de triatomineos, Eichler (1998) identificou nos géneros
Triatoma e Panstrongylus outras espécies de actinomicetos simbiontes, como
Nocardia sp. e Gordonia sp. Entre 95 e 99% da populacdo de simbiontes em
triatomineos se desenvolvem na regido anterior do aparelho digestivo (cardia e
estdbmago). A passagem do estbmago, que € uma regidao de estoque, para o
intestino, onde ocorre a digestdo, causa uma consideravel queda na populagao
bacteriana, e praticamente nenhum simbionte é encontrado no reto.

Dentre os efeitos deletérios observados em insetos aposimbiontes, isto é,
que nao possuem bactérias simbiontes, se destacam: retardamento do
desenvolvimento dos estadios de ninfa, aumento de taxa de mortalidade e
disturbios na digestdo do sangue e na excregdo. Todos esses efeitos sao
revertidos se os insetos aposimbiontes sao infectados com seus respectivos
simbiontes ou alimentados com dieta rica em vitaminas do complexo B
(EICHLER & SCHAUB, 2002).

Os insetos hematdéfagos dependem de proteases para digerir as
proteinas de seu repasto sanguineo. A maioria dos dipteros utiliza proteases
alcalinas para a digestdo. Entretanto, os triatomineos possuem um aparelho
digestivo com pH &cido, e dependem principalmente de cisteina- e aspartico
proteases para digestdo. Foi identificado em R. prolixus atividade de catepsina
B e D como principais proteases intestinais, enquanto que em T. infestans
foram identificadas atividades de catepsina B e L (BORGES et al.,, 2006;
KOLLIEN et al., 2004).

Além do papel na digestdo do repasto sanguineo, alguns autores tém
sugerido que as proteases intestinais dos triatomineos podem estar
relacionadas com a infecgdo pelo T. cruzi, modulando sua sobrevivéncia e
infectividade. Entretanto, poucos estudos foram feitos conectando as proteases
do intestino dos triatomineos e a infecgao pelo T. cruzi. Borges e colaboradores
demonstraram recentemente que a infecgcao por T. cruzi modula a atividade de

catepsina D no intestino de R. prolixus, mas até o momento, nenhum estudo foi
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realizado no intuito de verificar se as proteases do intestino dos triatomineos

s&o capazes de afetar a interagdo com o T. cruzi (BORGES et al., 2006).

2.1.1. Rhodnius prolixus

Essa espécie é o principal vetor da doenga de Chagas na Venezuela,
Colébmbia e Guiana. Em relacdo as espécies de triatomineos envolvidas na
transmissao do T. cruzi, R. prolixus possui tamanho médio, machos entre 17 e
20 mm de comprimento e fémeas entre 19 e 22mm, e é considerado bastante
ativo, deslocando-se com freqléncia entre o0s ambientes silvestres,
peridomiciliares e domiciliares. Durante a alimentagdo, ingere grandes
quantidades de sangue, até 10 vezes seu proprio peso (FRIEND, CHOY &
CARTWRIGHT, 1965).

Dentre os fatores que tornam o R. prolixus uma espécie vetora importante,
destacam-se: acentuada antropofilia, rapido ciclo de desenvolvimento, elevada
densidade e alta susceptibilidade para albergar o T. cruzi (SHERLOCK, 1979).

2.1.2. Triatoma infestans

E considerado o principal vetor doméstico da doenca de Chagas na
América do Sul. Uma importante caracteristica desta espécie é sua capacidade
de atingir alta densidade populacional em areas domiciliares. Original da
Bolivia, o T. infestans também é encontrado no Paraguai, Argentina, Uruguai,
Peru e Chile (DIOTAIUTI, PEREIRA & ESPINOLA, 2000). Esta espécie é
predominantemente domiciliar, os machos atingem de 21 a 26 mm de

comprimento e as fémeas de 26 a 29 mm.

2.2. Os flebotomineos

Sao dipteros pertencentes a familia Psichodidae, e a Unica sub-familia de
importancia médica € a Phlebotominae. S&do holomatabolos, isto é, possuem
metamorfose completa, passando por fase de ovo, larva (4 estagios), pupa e
adulto (SOARES & TURCO, 2003). Apenas poucas espécies estao
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relacionadas a transmissdo das leishmanioses, sendo os 2 géneros mais
importantes Lutzomyia (Nas Américas) e Phlebotomus (Asia, Africa e Europa).

Somente as fémeas sdo hematodfagas, e além de se alimentar de sangue,
também necessitam de fontes de agucares para seu metabolismo energético
(CHANIOTIS, 1974). Ja foi demonstrado que esta alimentagao pode facilitar a
transmissao da Leishmania no flebotomineo. A acdo de algumas quitinases
produzidas pela Leishmania é inibida por produtos de degradagdo do sangue
ingerido, sendo assim, esta nova alimentagdo serviria para “limpar” residuos
destas moléculas do intestino apds a digestdo do sangue, permitindo a agao
das enzimas do parasito (SCHLEIN, JACOBSON & SHLOMAI, 1991;
SCHLEIN, JACOBSON & MESSER, 1992; BARROS et al., 2006). Além disso,
como ocorre ingestdo de saliva junto com o material ingerido pelo inseto
(CAVALCANTE et al., 2006), esta seria uma maneira de moléculas presentes
na saliva entrarem em contato com os parasitos, sem a presenca inibitéria de
produtos de degradacdo da hemoglobina. Tais moléculas poderiam ent&o atuar
diretamente na Leishmania, influenciando importantes etapas de seu
desenvolvimento, como a metaciclogénese (CHARLAB & RIBEIRO, 1993;
CHARLAB et al., 1995).

Os flebotomineos vetores de leishmanioses s&o, em muitos casos,
apenas permissiveis para o desenvolvimento completo das espécies de
Leishmania que eles de fato transmitem na natureza. As relagdes que
controlam essa especificidade parasita-vetor estdo relacionadas a habilidade
dos parasitos de inibir ou resistir a morte por enzimas proteoliticas, liberadas
pelo trato digestivo, logo ap6s a alimentacao dos insetos hematofagos, e/ou de
manter a infec¢do no tubo digestivo, durante a excregdo dos produtos de
digestao do sangue (SACKS, 2001).

2.2.1. Lutzomyia longipalpis

Foi descrita por LUTZ & NEIVA, em 1912, capturada nos estados de Sao
Paulo e Minas Gerais. Ja se suspeitava de seu envolvimento na transmissao
da L. chagasi, pois sua distribuicdo geografica coincidia com os locais de focos

de LVA. Em 1977 foi realizada a primeira transmissao experimental bem
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sucedida de L. chagasi pela picada de Lu. longipalpis, confirmando assim a
suspeita desta espécie de flebotomineo como vetora da LVA (LAINSON,
WARD & SHAW, 1977). De fato, este é o flebotomineo mais conhecido e mais
bem estudado no mundo. Este fato faz com que seja utilizado em diversos
estudos de interagdo com outras espécies de Leishmania das quais nao é o
vetor natural.

O uso de linhagens continuas de células tem sido bastante difundido
como ferramenta em diversos tipos de estudo. No caso de insetos, esta
metodologia torna-se bastante atraente, devido a facilidade e praticidade em se
manter uma cultura de células, quando comparado a manutencdo de uma
colénia de insetos em laboratério (FAMPA et al., 2003). A primeira linhagem de
células de inseto estabelecida foi de Aedes aegypti (GRACE, 1966). Desde
entdo, foram estabelecidas culturas de células de uma variedade de insetos,
como: Culex (KITAMURA, 1970), Anopheles gambiae (PUDNEY et al., 1972,
MARHOUL & PUDNEY, 1972), Triatoma infestans (PUDNEY & LANAR, 1977)
e Drosophila melanogaster (DOLFINI, COURGEON & TIEPOLO, 1970). Porém,
a primeira linhagem de flebotomineo foi estabelecida somente em 1983, por
Tesh e Modi, a partir de ovos de Lu. longipalpis coletados no Brasil. Esta
linhagem foi chamada de LL-5. Quase duas décadas mais tarde, uma segunda
linhagem foi desenvolvida (Lulo), a partir de tecidos embrionarios de Lu.
longipalpis (REY, FERRO & BELLO, 2000)

O principal uso das culturas de células de insetos esta no estudo da sua
interacdo com patdgenos humanos, apesar de ja ter sido demonstrada sua
utilizacdo em outras areas, como na producido de proteinas recombinantes
(HUMMEL et al., 1992, MCCARROLL & KING, 1997).

3. Interagao parasito-hospedeiro

Sendo os tripanossomatideos parasitos unicelulares que nao possuem
parede celular ou capsula, a membrana celular é o primeiro ponto de contato
com a superficie do hospedeiro, no momento da interagdo. Logo, € evidente
que tanto a membrana celular do parasito, quanto da célula hospedeira,

desenvolvem fungbes primordiais neste processo. Desta forma, destaca-se a
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relevancia dos estudos que visam detectar e caracterizar moléculas de
superficie, que sejam diretamente responsaveis pelo inicio e/ou persisténcia de
uma possivel infeccdo (DE SOUZA, 1995).

Nas membranas celulares, os carboidratos estdo ligados a proteinas ou
lipidios, formando respectivamente glicoproteinas e glicolipidios, que sé&o
denominados genericamente de glicoconjugados. Reconhecidamente, os
glicoconjugados de superficie exercem fungdo primordial na interagdo entre
diferentes tipos de parasitos e seus hospedeiros (KARISSON, 1989). Tal
propriedade ja foi evidenciada em diversos trabalhos, que mostram o
envolvimento dessa classe de molécula em processos celulares relacionados
ao reconhecimento, adesao, adsorcao, penetracido, apresentacao e variagcao
de antigenos e viruléncia (DE SOUZA, 1989 e 1995; PIMENTA et al., 1992,
MCCONVILLE, 1995; COLLI & ALVES, 1999; DESCOTEAUX & TURCO, 1999;
MUKHOPADHYAY & MANDAL, 2006).

Em T. cruzi, a diferenca de infectividade entre diversas cepas parece
estar relacionada com a expressao diferencial de glicoconjugados de
superficie. Acredita-se que uma glicoproteina de 82 kDa, presente na forma
tripomastigota metaciclica, seja um ligante para receptores em células de
mamiferos (RAMIREZ et al., 1993; MANQUE et al., 2000; CORTEZ, ATAYDE &
YOSHIDA, 2006). Receptores para formas tripomastigotas em macréfagos e
mioblastos provavelmente sao glicoconjugados, contendo residuos de manose
e N-acetilglicosamina, e estes residuos parecem ser importantes para a
associagado dos parasitos a estas células hospedeiras, ja que o tratamento de
macrofagos e mioblastos com manosidase e N-acetilglicosaminidase inibe a
adesdo dos parasitos (VILLALTA & KIERSZEBAUM, 1985). A expressao de
transialidases em formas tripomastigotas de T. cruzi parece estar envolvida no
escape dos parasitos do vacuolo parasitoforo (RUBIN-DE-CELIS et al., 2006).

Também em diversas espécies do género Leishmania, glicoconjugados
de superficie estdo envolvidos em eventos relevantes na interagdo com seus
hospedeiros invertebrados. Entre esses eventos estdo o reconhecimento
celular e adesao, especificidade por hospedeiros (PIMENTA et al., 1992),
protecao contra mecanismos de defesa (PUENTES et al., 1990; SACKS et al.,
2000) e viruléncia (SOARES et al., 2002; AMBROSIO & DE MESSIAS-RESON,
2005).
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Os glicoconjugados de superficie de alguns tripanossomatideos tém sido
bastante estudados, sendo a citoquimica ultraestrutural e o uso de lectinas
(proteinas com capacidade de ligagcédo especifica a determinados residuos de
acucares) importantes ferramentas nesses estudos (MATTA et al., 1999).

Pereira e colaboradores reportaram a existéncia de lectinas com
diferentes atividades no estdmago, intestino médio posterior e hemolinfa de R.
prolixus. Agucares ligantes para essas lectinas foram detectados em formas
epimastigotas, mas ndo em tripomastigotas de T. cruzi (PEREIRA, ANDRADE
& RIBEIRO, 1981). Estes autores sugerem que os parasitos se ligam as
lectinas do tubo digestivo dos triatomineos, enquanto sob a forma de
epimastigotas e que, quando um novo residuo de acgucar é adicionado a
molécula original, ligante para a lectina do parasito, este se “desliga” do tubo
digestivo do barbeiro. Cabe ressaltar que o ultimo residuo de agucar é
adicionado ao ligante para a lectina durante o processo de metaciclogénese do
T. cruzi. Processos semelhantes foram descritos na interagao de Leishmania
com seu hospedeiro invertebrado, os flebotomineos (BUTCHER et al., 1996) e
entre o0 parasito causador da malaria, do género Plasmodium, com seu
hospedeiro invertebrado, mosquitos do género Anopheles (SHAHABUDDIN &
PIMENTA,1998).

As lectinas vém sendo usadas em flagelados da familia
Trypanosomatidae com varias finalidades, dentre elas a identificagdo de
estruturas de superficie glicosiladas (MATTA et al., 1999) e a identificagao dos
estagios de desenvolvimento (WILSON & PEARSON, 1984).

4. Sinalizagao celular

Todas as células recebem e respondem a sinais do meio ambiente em
que vivem. A ligagcdo de moléculas sinalizadoras aos seus receptores inicia a
série de eventos intracelulares que regulam virtualmente todos os aspectos do
comportamento celular, incluindo metabolismo, movimento, proliferacdo e
diferenciagdo. Compreender os mecanismos moleculares responsaveis por
essas vias de sinalizagao celular tornou-se, entdo, fundamental. O interesse

por esta area é ainda maior, pelo fato que grande parte dos tipos de cancer é
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resultante de falhas nas vias de sinalizagcado, que controlam o crescimento e a
diferenciagao das células normais.

Os parasitos sofrem a influéncia de um vasto numero de moléculas do
meio externo durante seu ciclo de vida. Essas moléculas interagem com esses
parasitos e exercem papel importante nos processos intracelulares, sendo
responsaveis tanto por mudangas morfolégicas quanto bioquimicas (FLAWIA,
TELLEZ-INON & TORRES, 1997). Essas mudangas sdo mediadas pela ligagéo
de moléculas aos seus receptores, iniciando uma série de reacdes dentro da
célula, através de vias de transdugao de sinais, que podem regular diferentes
eventos, como expressao de fatores de viruléncia cruciais para a infectividade
do parasito, proliferacao, diferenciacdo e morte celular. Os mecanismos de
sinalizagdo podem envolver diversas moléculas, como proteinas G,
mensageiros secundarios, proteinas cinases e fosfatases (PARSONS &
RUBEN, 2000).

Sao conhecidas duas principais vias de transdugcdo de sinais: uma
emprega a adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e a outra usa a combinagao
de mensageiros secundarios, incluindo ions Ca** e duas substancias, o inositol
trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG). Nas duas vias € o receptor que transmite
a informacao, através da membrana plasmatica, para dentro da célula por
intermédio das proteinas G, que sao ativadas quando se ligam a guanosina
trifosfato (GTP). Estas proteinas ativam uma enzima amplificadora na parte
interna da membrana, que converte moléculas precursoras em mensageiros
secundarios (VAN HAASTERT, 2006).

As vias de transdugdo de sinais que atuam na regulacdo de fungdes
celulares envolvem rapida modificagdo de proteinas, pela adicdo ou remocéao
de grupamentos fosfato em residuos de serina, tirosina e treonina. Sabe-se
que, em eucariotos, diversas fungdes celulares sao controladas pela
fosforilagdo de proteinas. Este fato evidencia a participagao de proteinas
cinases e fosfatases e a importancia de sua regulagcdo durante o ciclo celular. E
possivel que as proteinas cinases de determinados patégenos sejam capazes
nao so de regular suas proprias atividades, mas também de regular fungdes
das células hospedeiras (PARSONS, VALENTINE & CARTER, 1993).

Em sua grande maioria, os estudos sobre sinalizagdo intracelular

envolvendo tripanossomatideos abordam as vias disparadas nas células
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hospedeiras de mamiferos, em resposta a presenga desses parasitos
(BURLEIGH & ANDREWS, 1998). Desta maneira, pouco se sabe sobre a
transducdo de sinais que ocorre nesses parasitos, a partir de estimulos
externos a eles, inclusive durante a interacdo com seus hospedeiros
(PARSONS & RUBEN, 2000). Entretanto, foram observadas inumeras
diferengas marcantes entre o conjunto das proteinas cinases de humanos e as
de tripanossomatideos (NAULA, PARSONS & MOTTRAM, 2005). Assim, o
estudo sobre as vias de sinalizagdo intracelular de tripanossomatideos, em
especial no que diz respeito a participacdo das proteinas cinases, é de suma
importancia, porque as descobertas que se seguirem a esses estudos poderao
levar ao desenvolvimento de novas drogas quimioterapicas contra esses
parasitos.

E conhecido que a interacdo de tripanossomatideos com tecidos de
vertebrados pode levar a ativacdo da sinalizagdo intracelular, tanto nos
parasitos quanto nas células hospedeiras, e que esta sinalizacdo pode ser
importante para o estabelecimento da infecgdo. Durante a interagdo de formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi com células de mamiferos, ocorre a
ativagédo de vias de sinalizagdo intracelular, tanto no parasito quanto na célula
hospedeira. Nas células hospedeiras, a ligagdo deste parasito promove uma
cascata de sinalizagéo, que leva ao rearranjo de microfilamentos (RODRIGUEZ
et al.,, 1995), recrutamento de lisossomas ao sitio de adesao (TARDIEUX et al.,
1992) e a internalizagdo do parasito (ANDREWS, 1995). Em relagdo ao
parasito, as informacgdes acerca dos eventos ativados durante a interacao de T.
cruzi com células hospedeiras ainda séo incipientes. No entanto, ja se sabe
que ocorre ativagado de proteina tirosina cinase e mobilizagao intracelular de
Ca*?, com envolvimento de fosfolipase C e IPs, no parasito (YOSHIDA et al.,
2000). Em L. donovani, foi demonstrado que a ligagdo destes parasitos a
componentes da matriz extracelular de tecidos pode interferir com a
fosforilagdo enddgena de proteinas, processo este que esta relacionado com
as vias de sinalizag&o intracelular do parasito (LIRA, ROSALES-ENCINA &
ARGUELO, 1997).
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6. Proteinas cinases

As proteinas cinases estdo criticamente envolvidas em varios processos
regulatérios (HUNTER, 1995; MANNING et al, 2002). De acordo com as
similaridades das sequiéncias de aminoacidos de seus sitios cataliticos, as
proteinas cinases eucaritticas sédo classificadas em cinco grandes grupos:
AGC, CaMK, CMGC, PTK e “outras”. O grupo AGC é representado pelas
cinases dependentes de nucleotideos (proteina cinase dependente de AMP
ciclico, PKA, e proteina cinase dependente de GMP ciclico, PKG), as cinases
dependentes de calcio e fosfolipidios (proteina cinase C, PKC), além das
cinases relacionadas a proteina S6 ribossomal. O grupo das CaMK é
representado por proteina cinases dependentes de calcio e calmodulina e o
grupo das PTK é representado pelas tirosina cinases. O grupo coletivamente
chamado de CMGC ¢ representado pelas proteinas cinases dependentes de
ciclinas (CDKs), cinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs), cinases associadas
a glicogénio sintase (GSKs) e as cinases semelhantes as CDKs (CLKs). Dentre
as cinases encontradas no grupo chamado de “outras”, temos as do grupo Ste
(de estéril). Ste20 serina/treonina cinases regulam processos celulares
fundamentais, tais como o ciclo celular, apoptose e resposta a estresse
(STRANGE, DENTON & NEHRKE, 2006).

A proteina cinase CK2 (grupo CMGC) €& amplamente difundida na
natureza e constitutivamente ativada, fosforilando residuos de serina/tirosina e
estd envolvida em um numero imenso de processos celulares (MEGGIO &
PINNA, 2003). Essa enzima é conhecida por estar engajada a varios processos
regulados pelo desenvolvimento, tais como controle do ciclo celular e da
diferenciagdo (LITCHFIELD, 2003). CK2 pode ser encontrada no nucleo,
citoplasma (ALLENDE & ALLENDE, 1995) e também na superficie de células
de mamiferos (WALTER, KINZEL & KUBLER, 1994).

Atividades de CK1 e CK2 foram descritas na superficie e sob a forma
secretada em Leishmania major (SACERDOTI-SIERRA & JAFFE, 1997). Essas
enzimas estao envolvidas com o crescimento celular e infectividade de L. major
e Leishmania amazonensis (BECKER & JAFFE,1997). Nosso grupo

demonstrou a presenga de CK2 no conteudo citoplasmatico de Herpetomonas
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muscarum muscarum (SILVA-NETO et al., 2002) e tanto na superficie quanto
sob a forma secretada em L. tropica (DUTRA et al., 2006).

O sequenciamento dos genomas de trés tripanossomatideos patogénicos
para o homem, L. major, T. brucei e T. cruzi, ja foi completado, o que permitiu a
analise do conjunto de proteinas cinases (‘kinoma”) de cada parasito
(PARSONS et al., 2005). Tal analise revelou que cada espécie possui 179, 156
e 171 proteinas cinases de eucariotos, respectivamente, o que representa
cerca de um terco do “kinoma” humano. A analise revelou que os
tripanossomatideos ndo possuem membros das familias de tirosina cinases
citossolicas ou ligadas a receptores. Entretanto, esses parasitos apresentam
membros das familias de proteinas cinases STE e CMGC em abundancia, que
parecem estar envolvidos com a regulacdo do ciclo celular, diferenciacéo
celular e resposta a estresse, durante seus complexos ciclos de vida
(PARSONS et al., 2005; NAULA, PARSONS & MOTTRAM, 2005).

Inibidores de proteinas cinases tém gerado grande interesse, devido ao
grande sucesso de drogas como Gleevec e outros inibidores de tirosina
cinases (TKs) em oncologia clinica (LI et al, 2006). Interessantemente,
parasitos da espécie T. cruzi possuem um grande numero de diferengas
génicas entre suas proteinas cinases e a de mamiferos, que podem ser
utilizadas para o desenvolvimento de novas drogas quimioterapicas contra
esse parasito (NAULA, PARSONS & MOTTRAM, 2005).

6. Fator de ativagao de plaquetas (PAF)

O fator de ativagcédo de plaquetas (PAF), 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-
fosfocolina (Fig. 7), € um fosfolipidio derivado da fosfatidilcolina, que foi
descoberto na década de 70, como um fator soluvel liberado por leucdcitos que
induzia a agregacao plaquetaria de coelhos (BENEVISTE, HENSON &
COCHRANE, 1972; CHAO & OLSON, 1993).
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Figura 7: Estrutura do PAF

Inicialmente o papel do PAF era visto somente associado a agregagéo
plaquetéaria, porém foi demonstrado que o PAF estd envolvido em diversos
processos biolégicos e patofisioléogicos, como inflamagdo, alergia e
diferenciagao celular (KULIKOV & MUZYA, 1997). O PAF é sintetizado por
varios organismos, incluindo vertebrados, invertebrados, fungos e protozoarios.
Em mamiferos, é produzido por varios tipos celulares, como macréfagos,
plaquetas, eosindfilos, neutréfilos, basofilos e células endoteliais (BOZZA et al.,
1994; CAMPBELL & HALUSHUKA, 1996).
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O receptor do PAF (Fig. 8) teve seu gene clonado e sequenciado
(HONDA et al., 1991), permitindo a elucidagéo de sua estrutura. Ele é formado
por sete dominios transmembranares e uma porgcao citoplasmatica, com
residuos de serina e treonina, possiveis sitios de fosforilacédo (ISHII &
SHIMIZU, 2000).

A atuagdo do PAF (Fig. 9) ocorre por meio da ligagao ao seu receptor,
que esta associado a proteina G, levando a diversos efeitos bioquimicos como:
ativacao da fosfolipase A, levando a producdo de eicosandides e PAF;
ativacao da via das MAP cinases; e ativacao da fosfolipase C, que através da
quebra de fosfatidilinositol bi-fosfato (PIP2) gera DAG e IP3; este ultimo libera
calcio dos reservatorios celulares, que juntamente com o DAG ira ativar a PKC,
que podera fosforilar diversas proteinas (GOUILL et al., 1997; ISHIl, NAGASE
& SHIMIZU, 2002).

Receptor do PAF
Membrana plasmatica
Proteina G
ﬂ:— —

\
-
=

@)

Reservatérios de Calcio

PLA,: fosfolipase A,; PLC: fosfolipase C; PIP 2: fosfatidilinositol bifosfato; DAG: diacilglicerol; PKC: proteina cinase C; AA: acido
aracdoénico; MAPKK: MAP cinase cinase; MAPK: MAPcinase; |P3: inositol trifosfato; Eico: eicosandides.

Figura 9: Esquema da via de transduc¢éo de sinais estimulada por PAF em células
de mamiferos.

Uma ferramenta importante para o estudo da via de sinalizacao
desencadeada pela ligagdo do PAF ao seu receptor € o WEB 2086 (3-[4-(2-
clorofenil)-9-metil-6H-tieno-[3,2-f][1,2,4]triazolo-[4,3,0-][1,4]diazepina-2-y1-1-(4-
morfolina-y1)-1-propanona), que se liga ao mesmo receptor que o PAF,
atuando como um antagonista especifico (Fig. 10) (ISHIl & SHIMIZU, 2000,
ISHII, NAGASE & SHIMIZU, 2002).
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Figura 10: Estrutura do antagonista do PAF, WEB 2086.

Em estudos anteriores de nosso laboratério, demonstramos que o PAF é
capaz de induzir um aumento de 40% na diferenciacdo celular dos
tripanossomatideos T. cruzi (RODRIGUES et al., 1996) e H. m. muscarum
(LOPES et al., 1997), com modulacdo de atividade fosfatasica na superficie
dos parasitos (DUTRA et al., 1998, 2000; RODRIGUES et al, 1999).
Sugerimos o envolvimento de transducdo de sinais nesses sistemas, com
participagdo de PKC (RODRIGUES et al., 1999; SILVA-NETO, et al., 2002). A
PKC também parece estar envolvida no estimulo causado por PAF na
interacdo de L. amazonensis com macréfagos peritoneais de camundongos
(ROSA et al., 2001). Recentemente demonstramos que o PAF é capaz de
provocar um aumento na atividade de cinase secretada em L. fropica, € um
aumento também na interacdo da L. fropica com macréfagos peritoneais de
camundongos (DUTRA et al., 2009). Também foi demonstrado em nosso
laboratério que T. cruzi sintetiza um fosfolipidio com atividade semelhante ao
PAF (Tc-PAF), que é capaz de estimular a diferenciagéo celular do proprio
parasito e a sua interagdo com macrofagos peritoneais de camundongos
(GOMES et al., 2006). Este foi o primeiro trabalho que evidenciou um lipidio

intrinseco do parasito modulando, através da ligagdo ao receptor, sua
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diferenciagao e infectividade. De acordo com os trabalhos de nosso grupo,
todos os efeitos do PAF em tripanossomatideos, assim como os do Tc-PAF,
parecem ocorrer via receptor de superficie, ja que foram revertidos pelo
antagonista de receptor de PAF, WEB 2086.

Il. PROPOSIGAO

A interacdo do T. cruzi com os vetores, ambos vertebrados e
invertebrados, é extremamente importante para a sobrevivéncia do parasito,
assim como fatores ambientais sdo extremamente importantes para a
sobrevivéncia e desenvolvimento do inseto vetor. Tendo em vista que uma das
principais estratégias de controle a doengas transmitidas por artropodes € o
combate aos vetores, fica evidenciada a importancia de fatores ambientais,
como por exemplo, a temperatura, para o desenvolvimento completo dos
insetos vetores.

Assim, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar o efeito da
temperatura no desenvolvimento de R. prolixus, assim como analisar os efeitos
do PAF na interacéo de T. cruzi e L. chagasi com seus respectivos hospedeiros

invertebrados.

Como objetivos especificos, temos:

1.  Comparar a sobrevivéncia e a postura de ovos de fémeas de R. prolixus
submetidas a diferentes temperaturas, assim como a viabilidade e o tempo de
ecloséo dos ovos;

2. Analisar o efeito da atividade da catepsina D presente no intestino de T.
infestans sobre a populagéo de bactérias simbiontes presentes no estémago do
mesmo;

3. Acompanhar a infecgdo de T. infestans por T. cruzi e observar 0 niumero
de parasitos, assim como a forma evolutiva em que eles se encontram durante
a infeccao;

4. Avaliar o efeito do PAF na interagao de T. cruzi com R. prolixus “ex vivo”;
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5. Verificar o efeito do PAF na interagdo de T. cruzi com o aparelho digestivo
de R. prolixus “in vivo”;

6. Caracterizar o efeito do PAF e moduladores de sinalizagao intracelular na
interacdo de L. chagasi com cultura de células de Lu. longipalpis “in vitro”.

. MATERIAIS E METODOS

1. Reagentes:

O fator de ativagdo de plaquetas (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-
fosfocolina), 5,6-dicloro-1-((-D-ribofuranosil) benzimidazole (DRB),
bisindolilmaleimida | (BIS) e toxina pertussis foram obtidos de Calbiochem, San
Diego, CA, USA. A neuraminidase tipo Ill de Vibrio cholerae foi obtida da Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA. WEB 2086 (3-[4-(2-clorfenil)-9-metil-6Htieno-
[3,2-] [1,2,4]triazolo-[4,3,a-] [1,4] diazepine-2-g1-1-(4-morfoline-g1)-1-
propanone), foi gentilmente cedido pelo Dr H. Heurer, de Boehringer Ingelheim,

Alemanha. Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

2. Parasitos:

Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas do clone Dm 28c foram mantidas por repiques
semanais em meio LIT (Liver Infusion Trypticase) suplementado com 10% de
soro fetal bovino, a 28°C (RODRIGUES et al., 1999), e utilizadas para estudos
de interagdo com R. prolixus.

Na interacdo com T. infestans, foi utilizada a cepa Chile 5 (isolado de T.
infestans originalmente coletados em Cachiyuyu, Chile) cedida pelo Dr. G.
Schaub, da Ruhr Universitat Bochum (RUB), Alemanha. Essa cepa foi mantida
congelada a -80°C e descongelada antes do uso. Regularmente foram feitas
passagens entre camundongos e o inseto vetor (EBERT & SCHAUB, 1983).

Leishmania chagasi
As formas promastigotas da cepa MHOM/BR/2000/MS501, isolada de um

caso de leishmaniose visceral em Bodoquena, MT, em margo de 1999, foram
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mantidas por repiques semanais em meio Warren (WARREN, 1960)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, a 28°C (MIRANDA et al, 2004).

3. Insetos:

Rhodnius prolixus

Foram utilizadas fémeas adultas da espécie R. prolixus, alimentadas a
cada 3 semanas e mantidas sob condicbes laboratoriais a 28°C e 70% de
umidade relativa, em insetario do Instituto de Bioquimica Médica da UFRJ
(BRAZ et al., 2001).

Triatoma infestans

A colbénia de T. infestans (originalmente coletados do mesmo local da
cepa Chile 5 de T. cruzino Chile) foi mantida a 26°C, 70% de umidade relativa
e ciclo de luminosidade claro/escuro de 16h/8h (SCHAUB, 1988). Os insetos
s&o alimentados com intervalos de aproximadamente 4 semanas em galinhas.
Dependendo dos experimentos eles podem ser também alimentados em
camundongos, ratos, galos ou artificialmente. Todos os experimentos
envolvendo T. infestans, assim como a cepa Chile 5 de T. cruzi, foram

realizados sob a supervisao do Dr. G. Schaub, na RUB, Alemanha.

4. Cultura de células de flebotomineos:

A cultura de células de Lu. longipalpis, originalmente obtidas a partir de
ovos dos flebotomineos (células LL-5), foi mantida por repiques semanais em
garrafas de cultura com meio MM (Mitsuhashi e Maramorosch) suplementado
com 10% de soro fetal bovino, a 26°C (FAMPA et al., 2003).

5. Acompanhamento da postura e eclosao dos ovos de fémeas de
Rhodnius prolixus em diferentes temperaturas:

Grupos de 30 fémeas foram submetidos a diferentes temperaturas entre
10 e 40°C, variando a cada 2°C, imediatamente apds a segunda alimentagéo.
Os ovos foram contados e separados diariamente. Para verificar a viabilidade

desses ovos, os mesmo foram deixados a temperatura ambiente para
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acompanhamento da eclosdo. Também foi analisada a taxa de mortalidade
dessas fémeas nas diferentes temperaturas.

Paralelamente, ovos de fémeas controle (mantidas no insetario) foram
coletados entre o 6° e o 7° dia apods a 22 alimentagdo e colocados nas mesmas
temperaturas entre 10 e 40°C para acompanhamento da eclosao.

Os valores da taxa ou frequéncia de eclosdo foram obtidos dividindo-se o
numero de ovos eclodidos pelo namero total de ovos postos.

6. Acao da atividade enzimatica intestinal sobre a populagao de
simbiontes em Triatoma infestans:

Para se observar o efeito da atividade enzimatica predominante no
intestino dos insetos sobre as bactérias simbiontes abundantes no estémago,
diferentes sistemas foram utilizados, com o conteudo do estdmago e do
intestino de ninfas de 5° estadio de T. infestans, dissecadas no 7° dia apds a

alimentacao, conforme a tabela abaixo:

1 2 3 4
Estdmago 3 ul 3 pl 3 pl 3 ul
Intestino _ 5ul 5ul _
Pepstatina A 100uM _ _ 1l 1l
Salina estéril 7u 2 ul 1 ul 6 ul

Os quatro sistemas foram incubados em triplicata por 2 horas a 37°C. Em
seguida, as amostras foram diluidas em salina estéril a 1:100 e 1:1000, e
plagqueadas em meio Agar nutritivo | em triplicata para contagem de unidades

formadoras de colénia (UFC).

7. Infeccao de Triatoma infestans por Trypanosoma cruzi:

Ninfas de 1° estagio foram alimentadas em camundongos NMRI
previamente infectados com a cepa Chile 5 de T. cruzi. Apés a alimentagdo em
camundongos, as ninfas foram posteriormente alimentadas em galinha, até

chegarem ao 5° estégio.
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As diferentes regides do aparelho digestivo dos insetos: intestino médio
anterior (estbmago), intestino médio posterior (intestino) e intestino posterior
(reto), foram dissecadas em 230yl de cloreto de sodio (NaCl) 0,9% em
diferentes dias apds a alimentagdo e homogeneizados em homogeneizador de
vidro Dounce em gelo. Uma aliquota foi retirada para contagem do numero de
células de T. cruzi em camara de Neubauer. Foi feito também um esfregaco
corado com Giemsa para determinagao das formas evolutivas apresentadas

pelo parasito.

8. Tratamento de Trypanosoma cruzi com PAF e WEB2086:

Epimastigotas de T. cruzi (clone Dm 28c) foram coletados por
centrifugacao, lavados 2 vezes com tampao salina fosfato 10 mM, NaCl 15 mM,
pH 7.2 (PBS) e incubados com PAF 10 uM ou WEB 2086 10 uM em meio LIT
sem adicido de soro. Apdés 1 hora de incubacao, os parasitos foram lavados 2
vezes em PBS. Um grupo foi também pré-tratado com WEB por 1 hora, antes
do tratamento com PAF, por mais 1 hora.

9. Tratamento de Trypanosoma cruzi com neuraminidase:

Os parasitos (clone Dm 28c) foram tratados com 0,2 U/ml de
neuraminidase tipo lll de Vibrio cholerae em PBS (pH 5,0 com CaCl, 4 mM) por
2 horas a 37°C. Esses parasitos foram pré-tratados ou nao com PAF 10 uM,

como descrito acima.

10. Interagao de Trypanosoma cruzi com intestino de Rhodnius prolixus:

Os intestinos médio posterior e posterior de fémeas de R. prolixus foram
dissecados 11 dias apds a alimentacao e incubados individualmente por 1 hora
num volume de 200 pl de PBS contendo 2 x 10° epimastigotas de T. cruzi. Os
parasitos foram previamente tratados com PAF e/ou WEB 10 uM por 1 hora, ou
com neuraminidase por 2 horas.

Apds incubacao, os intestinos foram lavados 3 vezes em PBS,
homogeneizados individualmente em 100 ul de PBS e o numero de parasitos

contados em camara de Neubauer.
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11. Infecgao de Rhodnius prolixus por Trypanosoma cruzi:

Os insetos foram alimentados artificialmente com sangue de coelho,
adicionado de 2 x 10® epimastigotas de T. cruzi/ ml, numa proporcéo de 0,2 mi
de sangue por inseto (CABRAL et al., 2001). Os parasitos foram pré-tratados
ou nao com PAF, WEB ou ambos (10 uM) por 1 hora.

Os intestinos (médio e posterior) dos insetos foram dissecados 11 dias
apos a alimentagédo, homogeneizados em 100 ul de PBS e observados ao
microscopio O6ptico, para contagem do numero de parasitos presentes,

utilizando camara de Neubauer.

12. Medida do potencial zeta:

Os parasitos (2 x 10° /ml) foram fixados em tamp&o cacodilato de sédio
0,1M pH 7,2 com glutaraldeido 2,5%, e guardados em geladeira overnight. Na
manha seguinte, as células foram lavadas 3 vezes em PBS e colocadas na
camara eletroforética de um equipamento de eletroforese celular (Rank
Brothers Il). A mobilidade eletroforética de pelo menos 40 células por grupo de
amostra foi registrada sob um potencial de 100 mV, e os resultados foram
convertidos em potencial zeta (SILVA-FILHO et al, 1987).

13. Medida do acido sialico:

Os parasitos (10° células de T. cruzi) foram ressuspensos em 2 mL de
acido formico pH 2,0 e aquecidos por 1 h a 70°C. As células foram recolhidas
por centrifugagdo e o sobrenadante separado. O pellet foi submetido a uma
segunda hidrolise com HCI 0,1 N por 1,5 h a 80°C (SOARES et al, 2000). O
sobrenadante de ambas as hidrdlises foi combinado, liofilizado, e o conteudo
de acido sidlico foi medido colorimetricamente em espectrofotbmetro pelo
meétodo do acido tiobarbiturico (WARREN, 1959).

14. Interacao de Leishmania chagasi com células de Lutzomyia
longipalpis LL-5:

A cultura de LL-5 foi passada para laminulas em placas de 24 pogos a
uma concentragao inicial de 2 x 10° células, num volume de 300 pl de meio MM

(com 10% de soro) por pogo. As placas foram incubadas por 18 horas a 28°C.
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Os parasitos foram adicionados as células aderidas a uma propor¢ao de
10 parasitos por célula. Apés 2 horas de incubacao, as laminulas foram
lavadas 2 vezes em PBS, fixadas com metanol e coradas com Giemsa. Apds a
coloragdo, as células foram descoradas em solugdo de acetona com
concentracdes crescentes de xilol. As laminulas foram montadas sobre 1aminas
de vidro com Permount. O numero de células infectadas e n&o infectadas e o
numero de parasitos foram contados em microscoépio Optico.

Antes da incubacao, os parasitos e / ou as células aderidas as laminulas
foram tratados por 1 hora com os seguintes moduladores: BIS | 20 nM (inibidor
de PKC), TBB 20 nM (inibidor de CK2), 1 ug/ml de toxina pertussis (inibidor de
proteina G inibitéria) e/lou PAF10 uM. Os resultados foram expressos como
indice de associagdo, que é obtido multiplicando a porcentagem de células
infectadas pela média do numero de parasitos aderidos por célula infectada.

15. Analise estatistica:

Os resultados obtidos sdo relativos a uma média de pelo menos 3
experimentos. Os dados foram analisados utilizando o software PRISM
(GraphPad Sofrtware, As Diego, CA). A andlise comparativa entre os diferentes

grupos foi feita com o uso do one-way ANOVA, seguido pelo teste de Turkey.

IV. RESULTADOS

1. Oviposicao e mortalidade de fémeas de Rhodnius prolixus em
diferentes temperaturas:

A postura dos ovos de R. prolixus foi acompanhada durante 35 dias apds
a alimentacéo de grupos de 30 fémeas submetidas a incubagdo em diferentes
temperaturas entre 10 e 40°C, variando a cada 2°C. A temperatura minima na
qual as fémeas foram capazes de colocar ovos foi de 18°C, porém, o numero
total de ovos foi muito reduzido, e o inicio da postura dos ovos foi tardio. O
mesmo foi observado na temperatura de 20°C (Fig. 11a e 12). Entretanto,
nenhuma fémea foi encontrada morta durante os 35 dias de experimento

nessas temperaturas.
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Fig. 11a: Oviposicao e mortalidade de fémeas de R. prolixus. Grupos de 30 fémeas
foram mantidos em temperaturas entre 18 e 24°C. O numero de ovos postos e a
mortalidade dessas fémeas foram acompanhados durante 35 dias apds a
alimentagédo. @: média de ovos postos por fémea, O: nimero de fémeas viaveis.

Nas temperaturas de 22 e 24°C a postura de ovos se inicia mais cedo, e
0 numero total de ovos postos € mais elevado do que quando comparado as
temperaturas de 18 e 20°C (Fig. 11a). Na temperatura de 22°C o pico maximo
de postura dos ovos ocorre no 8° dia apds a alimentagao, sendo que a maioria
dos ovos é posta entre o 7° e 0 14° dia. J4 a 24°C o pico maximo de ovos é
encontrado no 16° dia apos a alimentagdo, sendo que a maioria dos ovos é
colocada mais tardiamente em relacao a temperatura de 22°C. Nessas duas
temperaturas, uma Unica fémea morreu no 32° dia apds a alimentagéo.
Até o 30° dia apos a alimentagéo todas as fémeas se encontravam vivas
na temperatura de 26°C. Nos ultimos 5 dias do experimento, 9 fémeas
morreram. O pico maximo de postura foi observado no 14° dia, sendo que a

maioria dos ovos foi posta entre 0 9° e 192 dia (Fig. 11b).
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Fig. 11b: Oviposigdo e mortalidade de fémeas de R. prolixus. Grupos de 30 fémeas
foram mantidos em temperaturas entre 26 e 36°C. O numero de ovos postos e a
mortalidade dessas fémeas foram acompanhados durante 35 dias apds a
alimentagéo. @: média de ovos postos por fémea, O: nimero de fémeas viaveis.

Tanto o numero total de ovos quanto o perfil de postura diaria foi bastante

semelhante nas temperaturas de 28 e 30°C. Em ambos os casos, 0 pico

maximo de ovos postos foi visto no 15° dia apds a alimentagdo. Somente uma

fémea morreu na temperatura de 28°C no 32° dia, enquanto que na

temperatura de 30°C duas fémeas morreram depois do 31° dia (Fig. 11b).

Na temperatura de 34°C ainda se tem um numero razoavelmente grande

de ovos colocados pelas fémeas, porém a distribuicao do perfil de postura se
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encontra bastante deslocado, com o pico de postura no 6° dia, e uma brusca
queda na postura de ovos a partir do 12° dia. Também se observa uma brusca
queda no numero de fémeas vivas apds o 25° dia apds a alimentacao (Fig.
11b).

Nas temperaturas de 36 e 38°C poucos ovos foram postos pelas fémeas,
porém esse numero foi maior do que o demonstrado nas temperaturas de 18 e
20°C. Um total de 9 fémeas morreram durante os 35 dias de incubacdo na
temperatura de 36°C. Nessa temperatura o pico de postura foi observado no 7°
dia apds a alimentagéo, e somente poucos ovos foram postos apds o 17° dia.
Na temperatura de 38°C, a partir do 13° dia nenhum ovo foi posto, e a partir do
2° dia as fémeas comegaram a morrer, sendo que no 19° dia todas as fémeas
ja estavam mortas (Fig. 11b). Ap6s o 1° dia na temperatura de 40°C todas as
fémeas estavam mortas, e nenhum ovo foi encontrado (dados n&o mostrados).

A figura 12 mostra o total de ovos postos por fémea nas diferentes
temperaturas durante os 35 dias apos a 22 alimentacdo. A temperatura 6tima
para a postura de ovos foi de 22°C, sendo que até 34°C foi posto um elevado
numero de ovos. As fémeas ndo foram capazes de colocar ovos em
temperaturas abaixo de 18°C e acima de 38°C, e temperaturas proximas a
esses extremos resultaram em uma diminuicdo no namero de ovos. Todos
esses ovos postos nas diferentes temperaturas foram coletados diariamente, e
mantidos a temperatura ambiente para acompanhamento da viabilidade. A
maior taxa de eclosdo foi observada para a temperatura de 22°C. Essa taxa
sofreu uma queda com o aumento da temperatura, chegando a zero na
temperatura de 38°C. Isso significa que os ovos produzidos na temperatura de
38°C foram estéreis, visto que nenhum deles foi capaz de eclodir nas
condicOes estudadas. A taxa de eclosdo se manteve acima de 0,5, indicando

que mais de 50% dos ovos eclodiram, entre as temperaturas de 22 e 30°C.
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Fig. 12: Total de ovos postos (barras) e taxa de eclosdo (linha) de R. prolixus.
Grupos de 30 fémeas foram mantidos em diferentes temperaturas entre 16 e 40°C.
O numero de ovos postos foi contado durante 35 dias apds a alimentacdo e a
viabilidade dos ovos foi acompanhada a temperatura ambiente.

O perfil de eclosao dos ovos nos diferentes dias apés a postura é
demonstrado na figura 13. Os ovos eclodiram entre o 11% e o0 19° dia apds a
postura. Foi observado o maior tempo de eclosdo nas temperaturas mais
baixas. Nas temperaturas de 18 e 20°C o tempo médio de eclosao foi de 18
dias. O tempo de eclosdo mais curto ocorreu nas temperaturas mais elevadas:
12 dias para a temperatura de 34°C e 14 dias para 36°C. Entre as temperaturas
de 22 e 26°C os ovos demoraram entre 13 e 18 dias para eclodir, com um
tempo médio de eclosao de 15 dias para a temperatura de 24°C, e 16 dias para
22 e 26°C. Os ovos colocados nas temperaturas de 28 e 30°C tiveram um

tempo médio de eclosao de 17 dias.
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Fig. 13: Distribuicdo da eclosdo dos ovos de R. prolixus a temperatura ambiente
nos diferentes dias apds a postura. A eclosdo dos ovos postos pelas fémeas em
diferentes temperaturas foi acompanhada por até 3 semanas.

A figura 14 mostra o numero total de ovos eclodidos nos diferentes dias
apés a postura, levando-se em consideragdo todas as temperaturas
analisadas. Podemos observar que a maior parte dos ovos postos nas
diferentes temperaturas e deixados em seguida a temperatura ambiente
eclodiram no 16° dia apds a postura. Um grande numero de ovos eclodiu

também no 15% e no 179 dia.
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Fig. 14: Total de eclosdao dos ovos de R. prolixus nos diferentes dias apds a
postura. O total de eclosdo dos ovos postos pelas fémeas em diferentes

temperaturas foi somado de acordo com o dia de eclos&o.

Os resultados do tempo de eclosao podem ser mais bem visualizados na

Tabela 2. Nela se encontram, além da taxa de ecloséo, os valores do tempo

minimo e maximo de eclosao para cada temperatura, assim como a média e a

mediana.

Tabela 2: Tempo de eclosdo dos ovos de R. prolixus. A eclosdo dos
ovos em temperatura ambiente foi acompanhada por até 3 semanas.

Tempo (dias)
taxa min. max. média mediana
18°C 0,017 18 18 18 18
20°C 0,192 17 19 18,11 18
22°C 0,890 14 18 15,99 16
24°C 0,752 13 17 14,9 15
26°C 0,701 14 18 16,47 16
28°C 0,593 15 18 17,12 17
30°C 0,571 14 18 16,65 17
34°C 0,299 11 13 11,65 12
36°C 0,060 13 14 13,63 14
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2. Eclosao dos ovos de Rhodnius prolixus em diferentes temperaturas:

A eclosdo dos ovos de fémeas controle, mantidas no insetéario, foi
acompanhada em diferentes temperaturas entre 10 e 40°C, variando a cada
2°C. A temperatura maxima na qual foi observada eclosao foi de 36°C, onde
somente 5% dos ovos eclodiram (Fig. 15). Nao foi observada eclosdo nas
temperaturas acima de 36°C.

A taxa de eclosao encontrada nas temperaturas entre 24 e 34°C foi
bastante elevada, e acima de 80% dos ovos eclodiram, sendo que a Unica
temperatura onde todos os ovos eclodiram foi a de 26°C. A faixa de
temperatura de eclosdo dos ovos foi bastante estreita, quando comparada a
faixa de temperatura em que as fémeas sao capazes de colocar ovos. Nenhum

ovo eclodiu nas temperaturas abaixo de 24°C.
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Fig. 15: Taxa de eclosdo de ovos de R. prolixus em diferentes temperaturas. Ovos
postos por fémeas a 28°C foram colocados em diferentes temperaturas e a taxa de
eclosédo foi acompanhada.
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E interessante observar que nas temperaturas de 18 e 20°C as fémeas
foram capazes de colocar ovos, mesmo que poucos, sendo que 0 pico maximo
de postura de ovos foi observado na temperatura de 22°C (Fig. 12). Entretanto,
como podemos observar na figura 15, nenhum ovo foi capaz de eclodir nessas
mesmas temperaturas.

A figura 16 mostra a taxa de eclosdo dos ovos distribuida pelos diferentes
dias apds a postura. Nas temperaturas de 24, 28 e 30°C os ovos tiveram tempo
minimo de eclos&o de 13 dias, e maximo de 15 dias, com média entre 13 e 14
dias (Tabela 3). Na temperatura de 26°C, onde todos os ovos eclodiram, a
maioria dos ovos eclodiu no 15° dia apds a postura. Esta temperatura foi a
Unica em que alguns ovos eclodiram do 16° ao 18° dia; em todas as outras
temperaturas analisadas neste experimento, o tempo maximo de eclosao foi de
15 dias.
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Fig. 16: Distribuicdo da eclosédo dos ovos de R. prolixus nos diferentes dias apos a
postura. A eclosdo dos ovos postos pelas fémeas a 28°C foi acompanhada em
diferentes temperaturas por até 3 semanas.

Podemos observar na figura 17 o numero total de ovos eclodidos nos

diferentes dias apds a postura, levando-se em consideracdo todas as
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temperaturas analisadas. Podemos observar que a maior parte dos ovos
postos a 28°C e deixados em seguida em diferentes temperaturas eclodiram no
112 dia apds a postura. A partir dai, o nimero de ovos eclodidos diminui

constantemente no decorrer dos dias, até o 17° dia apos a postura.

120 A

100 -

80 A

60

40

Numero de ovos eclodidos

20 A

10 12 14 16 18

Tempo (dias apés a postura)

Fig. 17: Total de eclosdao dos ovos de R. prolixus nos diferentes dias apds a
postura. O total de eclosdo nas diferentes temperaturas dos ovos postos pelas
fémeas a 28°C foi somado de acordo com o dia de ecloséo.

Dentro da faixa de temperatura em que ocorre a eclosao dos ovos, 0
tempo de eclosao tende a diminuir, de acordo com o aumento da temperatura.
Na temperatura de 24°C, por exemplo, os ovos levaram uma média de 14 dias
para eclodir, enquanto que na temperatura de 36° C, os ovos levaram 12 dias,

em média (Tabela 3).



44

Tabela 3: Tempo de eclosao dos ovos de R. prolixus. A eclosdo dos ovos
foi acompanhada por até 3 semanas em diferentes temperaturas.

Tempo (dias)
taxa min. max. média mediana
24°C 0,897 13 15 13,65 14
26°C 1 15 18 15,34 15
28°C 0,943 13 15 13,44 13
30°C 0,905 13 15 13,52 13,5
32°C 0,908 11 13 11,82 12
34°C 0,824 10 12 11,18 11
36°C 0,050 11 13 12 12

3. Agcdo da atividade enzimatica do intestino sobre a populagdao de

simbiontes de Triatoma infestans:

No intuito de caracterizar a acdo da atividade de enzimas digestivas
presentes no intestino dos triatomineos sobre a populacdo de bactérias
simbiontes, aliquotas do conteudo estomacal, regido onde as bactérias
simbiontes sdo abundantes, foram incubadas com diferentes sistemas e os
resultados estdo demonstrados na Figura 18.

A adigdo do conteudo do intestino, rico em atividade de enzimas
digestivas, provocou uma acentuada redugdo no crescimento das bactérias
simbiontes presentes no conteudo do estdbmago. Esta redugdo foi inibida
quando o mesmo sistema foi incubado juntamente com pepstatina 100 uM, um
inibidor de catepsina D, indicando que a reducado provocada pela adicido do
conteudo intestinal seja resultado da atividade desta enzima. Podemos dizer
que a presencga do conteudo do intestino é capaz de alterar o crescimento das
bactérias simbiontes presentes no estémago de T. infestans.
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Fig. 18: Efeito da atividade enzimatica do intestino sobre as bactérias simbiontes do
estbmago de T. infestans. E: controle, somente o conteiudo do estdmago. El:
conteudo do estdbmago + conteudo do intestino. EIP: conteudo do estdmago +
intestino + pepstatina (inibidor de catepsina D). EP: controle da pepstatina,
contendo somente conteldo do estdmago + pepstatina. O numero de UFC foi
contado apds 96 hs. O grafico apresenta a média de 3 experimentos, realizados em
triplicata.

4. Interacao de Trypanosoma cruzi (cepa Chile 5) com Triatoma infestans:

Neste experimento de interagdo, as ninfas de 5° estagio dissecadas
haviam sido infectadas com T. cruzi logo na primeira alimentagédo como ninfas
de 12 estagio. Depois da infecgdo, as ninfas infectadas foram mantidas com
alimentagdo em camundongos nao infectados, até o 5° estagio de ninfa. Apos a
muda para o 5° estagio, alguns insetos foram dissecados antes da
alimentagdo, enquanto que os outros foram novamente alimentados e
dissecados em diferentes dias apds a alimentagéo.

Como esperado no caso de infeccédo antiga, ndo foram observados
muitos parasitos presentes na regido do estdmago dos insetos em nenhum dos
dias analisados (Fig. 19). Nos insetos em jejum, um grande numero de
parasitos foi visualizado no reto. Até o 5° dia apds a alimentag&o, o nimero de

parasitos no reto diminuiu, voltando a subir em niveis maiores que o
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encontrado nos insetos de jejum no 10° dia apos a alimentagdo. No intestino, a
quantidade de parasitos era baixa nos insetos em jejum; esse numero aumenta
no 22 e 32 dia, e reduz aos niveis encontrados nos insetos em jejum no 5° dia
apos a alimentagdo. Porém, no 10° dia apds a alimentagdo o numero de
parasitos no intestino aumenta até um nivel préximo ao encontrado no reto.
N&o havia insetos suficientes para continuar a contagem por mais tempo.

O numero de parasitos encontrados no estémago nas laminas a fresco foi
muito baixo, em conseqléncia, muito poucas células puderam ser evidenciadas
nas laminas coradas com Giemsa. Devido a este fato, somente as amostras do
intestino e do reto foram levadas em conta para a analise. As diferentes formas

evolutivas encontradas estao ilustradas na figura 20.

—e— Estdmago
—4— Intestino
—%— Reto

150 A
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Numero de T. cruzi x 10° T. infestans

0 2 4 6 8 10
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Fig. 19: Infecgdo de T. infestans por T. cruzi. Ninfas de 1° estagio foram
alimentadas em camundongos infectados pela cepa Chile 5 de T. cruzi. O aparelho
digestivo foi dissecado em diferentes dias apds a alimentagao dos insetos como
ninfas de 5° estagio e o nimero de parasitos presentes foi contado em cadmara de
Neubauer. E apresentada a média de pelo menos 5 insetos por ponto.
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Fig. 20: Formas apresentadas pelo T. cruzi na interagdo com T. infestans.
Amastigotas (a-c), esferomastigotas (d-f), formas intermediarias entre
esferomastigota e epimastigota (g, h), epimastigotas (i-k), formas intermediarias
entre esferomastigota (ou epimastigota) e tripomastigota (I, m), formas
intermediarias entre epimastigota e tripomastigota (n-p) e formas tripomastigotas (q,
r). Adaptado de Kollien & Schaub, 2000.

As formas amastigotas foram encontradas em baixo nivel de um modo
geral no intestino (Fig. 21). J& no reto, podemos observar pequenos picos nos
insetos em jejum, e depois no 10° dia apds a alimentacdo. Entretanto, foi
encontrada uma maior quantidade de formas esferomastigotas (Fig. 22). A
proporgao de esferomastigotas no intestino foi um pouco alta até o 3° dia apds
a alimentacao, e depois sofreu uma queda até o 15° dia. No reto, o nimero de
esferomastigotas, que era mais alto nos insetos em jejum, sofreu uma queda

ap6s a alimentacao dos insetos, e teve um elevado pico 10 dias depois.
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Fig. 21: Infecgéo de T. infestans por T. cruzi: Amastigotas. O intestino e o reto de
ninfas de 5° estagio foram dissecados em diferentes dias apds a alimentagao e as
formas amastigotas de T. cruzi foram contadas. @: intestino, O: reto.
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Fig. 22: Infecgéo de T. infestans por T. cruzi: Esferomastigotas. O intestino e o reto
de ninfas de 5° estagio foram dissecados em diferentes dias apds a alimentagdo e
as formas esferomastigotas de T. cruz foram contadas. @: intestino, O: reto.
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Fig. 23: Infeccdo de T. infestans por T. cruzi: Formas intermediarias entre
esferomastigotas e epimastigotas. O intestino e o reto de ninfas de 5° estagio foram
dissecados em diferentes dias apds a alimentagdo e as formas evolutivas de T.
cruzi foram contadas. @: intestino, O: reto.

Nao foi observada a presenga das formas intermediarias entre
esferomastigotas e epimastigotas (Fig. 23) e entre esferomastigotas e
tripomastigotas (Fig. 25) em grande quantidade, tanto no intestino quanto no
reto. Na figura 24 é mostrada uma grande diferenca entre o numero de
epimastigotas presentes no intestino e no reto. Como ja era esperado, o
numero de formas epimastigotas se encontra bastante elevado no intestino.
Com excecdo de uma queda no 3° dia apds a alimentagdo, o nimero de
epimastigotas tende a aumentar no decorrer dos dias analisados. Em
contraste, o numero de formas epimastigotas presentes no reto se mantém

baixo, em todos os dias acompanhados.
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Fig. 24: Infeccéo de T. infestans por T. cruz: Epimastigotas. O intestino e o reto de
ninfas de 5° estagio foram dissecados em diferentes dias apds a alimentagio e as
formas epimastigotas de T. cruzi foram contadas. @: intestino, O: reto.
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Fig. 25: Infeccdo de T. infestans por T. cruzi: Formas intermediarias entre
esferomastigotas e tripomastigotas. O intestino e o reto de ninfas de 5° estagio
foram dissecados em diferentes dias apds a alimentacdo e as formas evolutivas de
T. cruzi foram contadas. @: intestino, O: reto.
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As formas intermediarias entre epimastigota e tripomastigota estavam
presentes em maior quantidade do que as outras formas intermediarias.Houve
um aumento dessas formas no reto logo apds a alimentagao, em seguida foi
observada uma queda até o 10° dia, e no 15° dia houve novamente um
aumento, porém menor (Fig. 26). Ja no intestino, o numero dessas formas foi
maior que o observado no reto. Nos insetos em jejum, o numero se encontrou
elevado, porém diminuiu nos primeiros dias apds a alimentacao, apresentando

picos elevados no 5° e no 15° dia apds a alimentagéo.
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Fig. 26: Infeccdo de T. infestans por T. cruzi: Formas intermediarias entre
epimastigotas e tripomastigotas. O intestino e o reto de ninfas de 5° estagio foram
dissecados em diferentes dias apds a alimentagdo e as formas evolutivas de T.
cruzi foram contadas. @: intestino, O: reto.

O numero de formas tripomastigotas encontradas no intestino dos
insetos foi muito pequeno (Fig. 27), entretanto, esse numero foi bem elevado
no reto. As formas tripomastigotas aparecem em quantidade crescente até o 5°
dia, mas no 10° dia apds a alimentagdo sofre uma brusca queda, encontrando-

se em nlimero um pouco mais elevado no 15° dia.



52

0,5
/ g R\
0,4 \
pm——o—— \
oo - \
e 0 \ o
z \ /
5 0.2 - \ /
\ /
g
. \\‘/0/\\,
0,0 +
0 2 3 4 5 0 15

Tempo (dias)

Fig. 27: Infecgéo de T. infestans por T. cruzi: Tripomastigotas. O intestino e o reto
de ninfas de 5° estagio foram dissecados em diferentes dias apds a alimentagdo e
as formas evolutivas de T. cruz foram contadas. @: intestino, O: reto.

Os resultados da contagem nos diferentes dias apdés a alimentagao
demonstrados nas figuras 21 a 27 foram somados e estao representados na
figura 28. Esses dados mostram que as principais formas encontradas no
intestino, quando todos os dias sdo levados em conta, sdo as formas
epimastigotas e as intermediarias entre epimastigotas e tripomastigotas, e em
menor quantidade as formas esferomastigotas. Ja no reto, a forma
tripomastigota foi encontrada em maior abundéancia, seguida das formas
esferomastigotas e dos intermediarios entre epimastigota e tripomastigota,

encontrados em menor quantidade.
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Fig. 28: Infecgdo de T. infestans por T. cruzi. O intestino e o reto de ninfas de 5°
estagio foram dissecados em diferentes dias apds a alimentagdo e as formas
evolutivas de T. cruzi foram contadas. Barras em preto: intestino, em cinza: reto.
Am: amastigota, Es: esferomastigota, EsEp: intermediario entre esfero- e
epimastigota, Ep: epimastigota, EsTr: intermediario entre esfero- e tripomastigota,
EpTr: intermediario entre epi- e tripomastigota e Tr: tripomastigota

5. Efeito do PAF na interagcao de Trypanosoma cruzi (clone Dm 28c) com

Rhodnius prolixus:

A incubacao de T. cruzi com PAF 10 yM por 1 hora levou a um aumento
de mais de 3 vezes no numero de parasitos aderidos por intestino (Fig. 29).
N&o houve mudanga significativa quando os parasitos foram tratados com WEB
2086. Quando os parasitos sao tratados com WEB 10 uM, e em seguida com
PAF, na mesma concentragdo (por 1 hora cada incubagdo), observamos um
pequeno aumento no numero de parasitos encontrados quando comparados ao
controle e ao tratamento somente com WEB. Porém, quando comparamos com
o tratamento somente com PAF, observa-se uma redug¢ao drastica no niumero

de parasitos encontrados por intestino, mostrando que, neste caso, o WEB foi



54

capaz de bloquear o aumento no numero de parasitos provocado pelo
tratamento com PAF.
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Fig. 29: Interacédo de T. cruzi com R. prolixus “ex vivo”. O intestino e o reto foram
incubados com 2 x 10° epimastigotas de T. cruzi. Os parasitos foram pré-tratados
ou ndo com PAF, WEB ou ambos (10 uM) por 1 hora. Média de 6 experimentos
feitos com pelo menos 5 insetos por ponto, por experimento. * indica diferenca
significativa em relagao ao controle, e ** em relagdo ao PAF.

A figura 30 mostra que os insetos alimentados com T. cruzi previamente
tratado com PAF 10 pyM apresentaram um nivel de infecgdo maior que o grupo
de insetos controle. O PAF provocou um aumento de cerca de 4 vezes no
numero de parasitos encontrados no aparelho digestivo dos insetos. O WEB
2086, antagonista que se liga ao mesmo receptor, ndo induziu alteragéo
significativa no numero de parasitos, quando comparado com o controle.
Quando os parasitos foram incubados com WEB 2086 10 uM antes da
incubacao com PAF 10 uM, o nimero de parasitos por barbeiro foi cerca de
70% menor do que o encontrado quando os parasitos foram incubados
somente com PAF, mostrando que o WEB 2086 foi capaz de bloquear o

aumento provocado pela agao do PAF.
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Fig. 30: Interagdo de T. cruzi com R. prolixus “in vivo”. Os insetos foram
alimentados com sangue adicionado de 2 x 10° epimastigotas de T. cruziml. Os
parasitos foram pré-tratados ou nao com PAF, WEB ou ambos (10 uM) por 1 hora.
Média de 6 experimentos feitos com pelo menos 5 insetos por ponto, por
experimento. * indica diferenga significativa em relagéo ao controle, e ** em relagéo
ao PAF.

6. Efeito do PAF na carga de superficie de Trypanosoma cruzi:

Para analisar quais efeitos provocados pelo PAF nos parasitos poderiam
estar envolvidos no aumento da infec¢ao dos insetos, a carga de superficie dos
parasitos foi medida. A carga de superficie dos parasitos tratados com PAF 10
MM foi 33% mais negativa que a dos parasitos controle (Fig. 31). Uma das
hipéteses para uma carga de superficie mais negativa € um aumento da
quantidade de acido sialico. O tratamento com neuraminidase, uma enzima que
cliva o acido sialico, provocou uma redugao de quase 40% na negatividade da
superficie dos parasitos.

Parasitos tratados previamente com PAF foram incubados com
neuraminidase. Nesse caso, o aumento da negatividade provocado pelo PAF

foi totalmente abolido pelo tratamento com neuraminidase. Este achado sugere
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que a modulagdo da carga de superficie provocada pelo PAF pode estar

envolvida com o conteudo de acido sialico presente nas células.
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Fig. 31: Efeito do PAF e da neuraminidase (Neu) na carga de superficie de T. cruzi.
Os parasitos foram pré-tratados ou ndo com PAF 10 uM por 1 hora e/ou
neuraminidase 0,2 U/ml por 2 horas. As células foram fixadas e a mobilidade
eletroforética foi medida e convertida em potencial zeta. Média de 3 experimentos
feitos em ftriplicata. * indica diferenca significativa em relagdo ao controle, e ** em
relacdo ao PAF.

7. Agcao da neuraminidase na interagao de Trypanosoma cruzi com

Rhodnius prolixus:

Para verificar se o aumento da carga de superficie provocado pelo
tratamento com PAF poderia estar relacionado com o aumento do numero de
parasitos encontrados no aparelho digestivo dos insetos, foram utilizados os
mesmo sistemas de incubacao dos parasitos com PAF e neuraminidase, para a
interacdo com o inseto vetor. O tratamento dos parasitos com neuraminidase
provocou uma redugao do numero de células de T. cruzi aderidas no intestino e
reto de R. prolixus (Fig. 32), quando comparado ao controle. Quando os
parasitos foram tratados com PAF, e em seguida com neuraminidase, uma
drastica reducao foi observada no numero de parasitos encontrados nos

insetos. Esses resultados sugerem que a presenga de acido sialico na
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superficie dos parasitos € essencial para que ocorra a ligagdao ao aparelho
digestivo do inseto vetor.
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Fig. 32: Efeito da neuraminidase na interagao de T. cruzi com R. prolixus “ex vivo”.
O intestino e o reto foram incubados com 2 x 10° epimastigotas de T. cruzi. Os
parasitos foram pré-tratados ou ndo com PAF 10 uM por 1 hora e/ou neuraminidase
0,2 U/ml por 2 horas. Média de 6 experimentos feitos com pelo menos 5 insetos por
ponto, por experimento. * indica diferenga significativa em relagdo ao controle, e **
em relagdo ao PAF.

8. Modulagao da quantidade de acido sialico de Trypanosoma cruzi pelo
PAF:

Para confirmar a participacao do acido sialico na superficie dos parasitos
como um dos responsaveis pelos efeitos provocados pelo tratamento com PAF,
a quantidade de &cido sidlico foi medida, apds duas extragdes por hidrélise
acida.

A quantidade de acido sialico encontrada quando os parasitos foram
tratados com PAF foi mais que 3 vezes superior a quantidade encontrada nos
parasitos controle (Fig. 33). De alguma forma o PAF foi capaz de promover
uma alteragdo ndo somente na carga de superficie, como também na

quantidade de acido sialico presente nos parasitos.
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Fig. 33: Efeito do PAF sobre a quantidade de acido sialico de T. cruzi. Os parasitos,
pré-tratados ou ndo com PAF 10 uM por 1 hora, foram submetidos a 2 hidrdlises
acidas, e a quantidade de acido sidlico no sobrenadante das hidrélises foi medido
colorimetricamente. Média de 2 experimentos, foram feitas 3 medidas por ponto. *
indica diferenga significativa em relagéo ao controle.

9. Efeito do PAF e de diferentes moduladores de sinalizagao intracelular
na interagao de Leishmania chagasi com cultura de células de Lutzomyia

longipalpis “in vitro”:

O tratamento de promastigotas de L. chagasi com PAF 10 uM levou a um
aumento de quase 100% no indice de associagdo (Fig. 34). Esse indice
demonstra a infectividade dos parasitos para as células LL-5, levando em conta
ndao somente um maior numero de células infectadas, como também um maior
numero de parasitos associados as células infectadas. O tratamento prévio das
células LL-5 com PAF 10 uM ndo mostrou diferenga significativa no indice de
associacao dos parasitos em relacao ao controle, 0 mesmo ocorrendo quando
tanto as células LL-5 quanto os parasitos foram tratados com PAF antes da

interacao.
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Fig. 34: Interacdo de promastigotas de L. chagasi (Leish) com células LL-5 de Lu.
longipalpis. As promastigotas e as células LL-5 foram tratadas ou ndo com PAF 10
MM por 1 hora antes da interagdo. Foram realizados 3 experimentos, feitos em
triplicata.

O tratamento das promastigotas com WEB 2086, antes do tratamento
com PAF, foi capaz de bloquear o aumento do indice de associacado provocado
pelo PAF (Fig. 35). Esse resultado reforga a hipotese de que o efeito provocado
pelo PAF ocorre via ligagdo ao seu receptor especifico, uma vez que o
antagonista WEB € capaz de impedir a agdo do PAF.
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Fig. 35: Interacdo de promastigotas de L. chagasi com células LL-5 de Lu.
longipalpis. As promastigotas foram tratadas ou ndo com PAF e WEB 2086 10 uM

por 1 hora antes da interagdo. Foram realizados 3 experimentos, feitos em
triplicata.

O tratamento de promastigotas de L. chagasi com BIS, que € um inibidor
de PKC, leva a uma pequena reducao do indice de associacao em relacao ao
controle (Fig. 36). No entanto, o tratamento com BIS 20 nM por 1 hora, seguido
de tratamento com PAF por mais 1 hora, resulta em uma drastica queda do

indice de associacao que havia sido estimulado somente por PAF.
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Fig. 36: Interacdo de promastigotas de L. chagasi com células LL-5 de Lu.
longipalpis. As promastigotas foram tratadas ou ndo com BIS 20 nM e PAF 10 uM
por 1 hora antes da interagdo. Foram realizados 3 experimentos, feitos em
triplicata.
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Quando somente as células LL-5 sdo tratadas com BIS, nenhum efeito

significativo & observado (Fig. 37a). O mesmo acontece quando estas células

sdo tratadas com BIS e com PAF.
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Fig. 37: Interacdo de promastigotas de L. chagasi com células LL-5 de Lu.
longipalpis. Em (A), as células LL-5 foram tratadas com BIS 20 nM e PAF 10 uM
por 1 hora antes da interagdo, e em (B) ambas as células LL-5 e promastigotas
foram tratadas. Foram realizados 3 experimentos, feitos em triplicata.
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Na figura 37b, tanto as células LL-5 quanto os parasitos foram tratados
antes da incubacao. O indice de associacao das células tratadas com BIS foi
cerca de 20% menor que as células controle. Porém, nao houve diferenga
significativa quando as células foram tratadas com BIS antes do tratamento
com PAF.

O tratamento somente com o inibidor de CK2 (TBB) nao parece interferir
na associacdo dos parasitos as células LL-5, quando somente as
promastigotas de L. chagasi sédo tratadas (Fig. 38), ou quando somente as
células LL-5 sao tratadas (Fig. 39a). Entretanto, o tratamento com TBB antes
do tratamento com PAF leva a uma redugao no indice de associacido, quando
comparado ao tratamento somente com PAF; quando somente os parasitos
sdo tratados, ocorre uma reducédo de 21% (Fig. 38), e quando somente as
células LL-5 sdo tratadas, a reducédo é de 26% (Fig. 39a).
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Fig. 38: Interacdo de promastigotas de L. chagasi com células LL-5 de Lu.
longipalpis. Somente as formas promastigotas foram tratadas com TBB 20 nM e
PAF 10 uM por 1 hora antes da interagdo. Foram realizados 3 experimentos, feitos
em ftriplicata.
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Fig. 39: Interacdo de promastigotas de L. chagasi com células LL-5 de Lu.
longipalpis. Em (A), as células LL-5 foram tratadas com TBB 20 nM e PAF 10 uM
por 1 hora antes da interacdo, e em (B) ambas as células LL-5 e promastigotas
foram tratadas. Foram realizados 3 experimentos, feitos em ftriplicata.

Quando as células LL-5 e as promastigotas s&o tratadas com TBB (Fig.
39b), hd uma diminuigdo de mais de 43% no indice de associagdo. Isto ocorre
tanto quando ambas as células sao tratadas somente com TBB, como quando
as mesmas sao tratadas com TBB seguido de tratamento com PAF.

O tratamento dos parasitos com toxina pertussis, que € uma toxina capaz
de bloquear a acido da proteina G inibitéria, provocou uma leve reducido nos
indices de associacéo (Fig. 40). Nos parasitos tratados somente com a toxina
pertussis, a redugao foi de 27% em relagdo ao controle. J& o grupo de
parasitos tratados com toxina pertussis e depois com PAF apresentou uma
redu¢cao um pouco menor, 16%, quando comparado com o grupo de parasitos
tratados somente com PAF.

A toxina pertussis ndo foi capaz de provocar uma alteragao significativa
no indice de associacdo quando somente as células LL-5 foram tratadas (Fig.
41a), assim como nao pdde ser observada agao da toxina pertussis quando

ambas as células foram tratadas (Fig. 41b).
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Fig. 40: Interacdo de promastigotas de L. chagasi com células LL-5 de Lu.
longipalpis. Somente as formas promastigotas foram tratadas com toxina pertussis
(1 pg/ml) e PAF 10 pM por 1 hora antes da interagdo. Foram realizados 3
experimentos, feitos em triplicata.

80 4 80 4

60

indice de associagdo (%)

20 4 20 4

Controle Tox P PAF Tox P + PAF Controle Tox P PAF Tox P + PAF

Fig. 41: Interacdo de promastigotas de L. chagasi com células LL-5 de Lu.
longipalpis. Em (A), as células LL-5 foram tratadas com toxina pertussis (1 ug/ml) e
PAF 10 pM por 1 hora antes da interacdo, e em (B) ambas as células LL-5 e
promastigotas foram tratadas. Foram realizados 3 experimentos, feitos em triplicata.
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V. DISCUSSAO

A doenga de Chagas é uma das 13 doengas tropicais mais
negligenciadas no mundo e a Organizagdo Mundial da Saude aponta, como
uma das principais causas do insucesso global no combate as essas doengas,
o desconhecimento da biologia dos vetores e parasitos, que limita o
desenvolvimento de novas estratégias de controle (HOTEZ et al, 2007). No
caso da doenga de Chagas, apesar de diversos estudos terem sido realizados
em relacdo a interacao parasito-hospedeiro invertebrado, ainda ha muitos
aspectos a serem elucidados nessa area.

Em 1991 os governos da Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e
Peru se uniram através da Iniciativa no Cone Sul para eliminar o principal vetor
da doenga de Chagas, o T. infestans (MONCAYO, 2003). Além da eliminagao
do T. infestans, outro objetivo dessa iniciativa era diminuir o risco de
transmissao da doenca por transfusao sanguinea (SCHOFIELD & DIAS, 1999).
Os esforcos dessa iniciativa foram reconhecidos em 2006, quando a
Organizagdo Pan-Americana da Saude (PAHO) concedeu ao Brasil a
Certificagdo Internacional de Eliminagdo da Doenca de Chagas pelo T.
infestans (MASSAD, 2008). Entretanto, essa certificacdo n&o representa o
controle efetivo da doenga no Brasil, e sim apenas a interrupcdo momentanea
da transmissdo, especificamente pela espécie T. infestans. E importante
ressaltar que o problema do controle da doenga de Chagas ainda ndo esta
resolvido, e os avangos alcangados recentemente podem levar a uma perda da
vontade politica e da participacdo popular nas estratégias de combate, o que
seria essencial ndo somente para a continuidade do combate a transmisséo,
como também para a manutencdo dos avancos alcancados até o momento
(FERREIRA & SILVA, 2006).

Dentre as doencas transmitidas por artrépodes, uma das principais
estratégias de controle € o combate aos vetores. Frente as mudangas
climaticas, a relagdo entre o desenvolvimento de insetos vetores e a
temperatura tem sido pouco estudada. Sabe-se que a taxa de desenvolvimento
de populagdes de insetos depende diretamente de caracteristicas relacionadas
ao crescimento dos estagios imaturos, onde o principal fator regulador é a
temperatura (BAYOH & LINDSAY, 2003). No caso da doenga de Chagas, as
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possiveis alteracdes poderiam ser provocadas pelos efeitos do aquecimento
global: modificagdo da distribuicdo geografica das espécies, alteragdes no
mecanismo de disperséo pelo véo, aumento no numero de repastos (levando a
uma maior probabilidade de infecgcdo e transmissdo), aceleragédo do ciclo
biolégico e aumento da densidade populacional (ROCHA et al., 2001).

N&s constatamos que fémeas de R. prolixus sdo capazes de por ovos
entre as temperaturas de 18 e 38°C, sendo que a postura é maior entre as
temperaturas de 22 e 34°C. A maior taxa de eclos&o foi encontrada entre os
ovos que foram postos entre as temperaturas de 22 e 30°C, sendo que nenhum
dos ovos postos a 38°C eclodiu (Fig. 12).

O perfil de postura dos ovos ao longo dos dias difere de acordo com as
temperaturas (Fig. 11). Nas temperaturas mais baixas, a postura de ovos, que
€ baixa, ocorre mais tardiamente. Entre 22 e 30°C, os perfis sdo semelhantes,
com um alto nimero de ovos postos. A partir da temperatura de 34°C a postura
dos ovos se desloca, se concentrando entre os primeiros 10 dias apds a
alimentagao, sendo que muito poucos ovos sdo colocados apds o 20° dia.

E interessante observar que os ovos que demoraram mais tempo para
eclodir quando deixados a temperatura ambiente (entre 17 e 19 dias, com
mediana de 18 dias) foram postos nas temperaturas mais baixas, de 18 e 20°C.
E os ovos que demoraram menos tempo para eclodir (entre 11 e 14 dias, com
medianas de 12 e 14 dias) foram os postos nas temperaturas mais elevadas,
34 e 36°C, respectivamente (Tabela 2). Entretanto, o dia apds a alimentagao
em que um maior nimero de ovos eclodiu foi o 16° dia (Fig. 14).

Quando ovos de fémeas controle foram colocados para eclodir em
diferentes temperaturas, observamos um perfil de eclosdo diferente. As
temperaturas 6timas para eclosao ficaram entre 24 e 34°C (Fig. 15). Um dado
interessante foi que na temperatura de 22°C, onde as fémeas colocaram um
maior numero de ovos, nenhum dos ovos foi capaz de eclodir. A Unica
temperatura em que todos os ovos eclodiram foi de 26°C. Também foi
observado que os ovos nas temperaturas mais baixas demoraram mais tempo
para eclodir do que em temperaturas mais elevadas; a mediana foi de 15 dias
na temperatura de 26°C, enquanto que na temperatura de 34°C a mediana foi
de 11 dias, por exemplo (Tabela 3). Na figura 17 notamos que a maioria dos

ovos eclodiu no 11° dia apos a alimentagao, seguido do 12° e do 13° dia.
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Okasha demonstrou em uma série de trabalhos os efeitos de altas
temperaturas em R. prolixus. Ele mostrou que altas temperaturas sub-letais
prejudicam a sintese de proteinas e causam a interrupgao da ecdise, da divisao
celular e da secre¢cao do horménio cerebral (OKASHA, 1968a, 1968b e 1968c).
Também foi mostrado que a temperatura e a umidade relativa podem afetar a
viabilidade dos ovos (CLARK, 1935). Schilman & Lazzari (2004) fizeram um
interessante estudo sobre a escolha espontidnea de temperatura por R.
prolixus, focando a analise na modulacdo da preferéncia térmica em fungao
dos niveis de fome, e relacionando o efeito da temperatura no estado
nutricional e na perda de dgua nesses insetos.

Os estudos de bactérias simbiontes em triatomineos sdo bem antigos. O
primeiro registro foi feito por Dias, em 1934, quando foram observados em
cortes histologicos de células epiteliais da regiao anterior do estdmago de
Triatoma megista (Pantronsgylus megistus) elementos esféricos e baciliformes,
semelhantes aos observados na luz do estbmago e aderidos na sua superficie
interna. Também foram observados simbiontes intra- e extracelulares em R.
prolixus, e foi sugerida sua participagdo na aquisicao de vitamina B por esses
insetos (WIGGLESWORTH, 1936). Foi sugerido recentemente que as bactérias
simbiontes podem fornecer protecao aos insetos contra parasitos e predadores
(BROWNLIE & JOHNSON, 2009). De fato, essa idéia foi demonstrada usando
como modelo Drosophila melanogaster. Foi observado que a presenca da
bactéria simbionte do género Wolbachia foi capaz de conferir prote¢cdo contra
infeccdo por patégenos virais (HEDGES et al, 2008; TEIXEIRA, FERREIRA &
ASHBURNER, 2008).

Nos ultimos anos tem sido demonstrada uma nova abordagem para o
controle das doengas transmitidas por artropodes, a paratransgénese. Essa
metodologia se baseia na modificacdo genética de bactérias simbiontes
presentes nos insetos, fazendo com que elas expressem um produto que
impega a transmissdo de algum patéogeno por esses insetos (BEARD,
DURVASULA & RICHARDS, 1998; BEARD, CORDON-ROSALES &
DURVASULA, 2002). Ja foi expresso com sucesso um peptideo antimicrobiano
no simbionte de R. prolixus. O peptideo formador de poros Cecropina A,
expresso em Rhodococcus rhodnii, foi capaz de eliminar o T. cruzi de 65% dos

insetos colonizados com os simbiontes geneticamente modificados, e nos
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outros 35% dos insetos o numero de parasitos encontrados foi drasticamente
reduzido (DURVASULA et al.,, 1997). Também ja foi expresso em simbiontes
de R. prolixus e T. infestans um fragmento funcional de anticorpo de mamifero,
porém o alvo desse anticorpo nao esta relacionado com a infec¢éo por T. cruzi
(DURVASULA et al., 1999; 2008). Um dos problemas dessa abordagem é a
estabilidade e a eficiéncia da transformagdo dos simbiontes. Para contornar
esses problemas tem se usado, ao invés de plasmideos que se multipliquem
no citoplasma, plasmideos que se integrem no genoma bacteriano (DOTSON
et al., 2003). A paratransgénese € uma abordagem bastante promissora, e a
busca de novos produtos a serem expressos por bactérias simbiontes é um
atraente alvo de estudo (FIECK et al., 2010).

Diante da extrema importancia da populacido de bactérias simbiontes
para os triatomineos, e do seu possivel envolvimento na infeccdo com T. cruzi,
decidimos estudar a populagdo de simbiontes de T. infestans. Sabe-se que
nesses insetos os simbiontes se concentram na por¢cado anterior do aparelho
digestivo, mas ainda nao foram realizados estudos para elucidar a razédo pela
qual isso ocorre (EISCHLER & SCHAUB, 2002). Em experimentos preliminares
mostramos que a presenca do conteudo do intestino de T. infestans foi capaz
de inibir o crescimento de bactérias presentes no estbmago. Como a atividade
de enzimas digestivas é intensa no intestino, utilizamos a pepstatina, um
inibidor de catepsina D, para testar se essa enzima estaria envolvida nessa
reducao do crescimento provocada pelo conteudo do estdbmago. E de fato a
presenca da pepstatina bloqueou a reducdo no crescimento provocada pelo
conteudo intestinal, sugerindo que um dos possiveis mecanismos pelo qual a
populacao de simbiontes se encontra reduzida no intestino seria a atividade da
catepsina D (Fig. 18). Entretanto, ainda sdo necessarios mais estudos para
caracterizar o efeito da atividade enzimatica intestinal sobre a populacao de
simbiontes em T. infestans, e analisar se ha uma co-relagdo desses fatores
com a infecgdo por T. cruzi, como ja foi sugerido por alguns autores
(EISCHLER & SCHAUB, 2002; BORGES et al, 2006).

Quando observamos a infecgdo de T. infestans por T. cruzi, notamos
que o numero de parasitos cai no 5° dia apds a alimentagdo, depois o nimero
de parasitos volta a subir no 10° dia (Fig. 19). Se olharmos somente para a

figura 28, pressupomos que as formas predominantes encontradas sdo a
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formas epimastigotas, tripomastigotas, e as formas intermediarias entre essas
duas. Entretanto, quando correlacionamos a analise quantitativa (Fig. 19) com
as analises qualitativas (Fig. 21-27), vimos um quadro bem diferente (Fig. 42 e
43).
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Fig. 42: Infeccdo de T. infestans por T. cruzi. Intestino. Relagao entre a contagem
das diferentes formas evolutivas em esfregagos corados, e a contagem do numero
de parasitos em cadmara de Neubauer.

A figura 42 mostra que as formas predominantes de T. cruzi no intestino
de T. infestans entre o 2° e o 3° dia apos a alimentagdo sido esferomastigotas,
epimastigotas e intermediarios entre epimastigotas e tripomastigotas, porém o
numero de parasitos ainda € pequeno. No 10° dia, hd um nimero muito maior
de parasitos presentes, sendo que as formas predominantes sdo epimastigotas
e os intermediarios entre epimastigotas e tripomastigotas, ndo sendo mais
encontradas as formas esferomastigotas em quantidade significativa.

No reto, o resultado encontrado foi diferente. A forma predominante
encontrada até o 5° dia apos a alimentagao foi a forma tripomastigota (Fig. 43).
Entretanto, essas formas nao sofreram um grande aumento na quantidade no
10° dia, enquanto que as formas esferomastigotas, que no 5° dia estavam

presentes em pequenas quantidades, foram encontradas em numero bastante
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elevado no 10° dia, seguida das formas amastigotas. No entanto, nao foi
possivel realizar a contagem do nimero de parasitos no 15° dia nas laminas a
fresco (Fig. 19), data essa em que a proporgao de formas tripomastigotas
apresentou um aumento quando observadas as laminas coradas (Fig. 27). Vale
lembrar que nesse experimento as ninfas de 5° estagio utilizadas haviam sido
infectadas no 1° estagio. Sendo assim, nos insetos em jejum, praticamente néo
havia parasitos na regido anterior do aparelho digestivo, pois os parasitos se
encontravam confinados no reto. Apdés a alimentacdo pode-se observar um
aumento do numero de parasitos no intestino, devido a intensa multiplicagao
das poucas formas la existentes, e/ou devido a uma migragcao dos parasitos

presentes no reto.
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Fig. 43: Infecgéo de T. infestans por T. cruzi. Reto. Relagédo entre a contagem das
diferentes formas evolutivas em esfregagos corados, e a contagem do numero de
parasitos em cadmara de Neubauer.

Desde a sua descoberta ha cerca de 30 anos atras, o PAF, um dos
mediadores lipidicos mais importantes, tem sido encontrado amplamente
distribuido em invertebrados (SIGIURA et al., 1992; KULIKOV & MUZYA, 1997;
ISHII & SHIMIZU, 2000), sendo pouco estudado em insetos. Entretanto,

homdlogos das subunidades a e 3 da PAF-acetilhidrolase de mamiferos foram



71

reportados no genoma de D. melanogaster, sendo que a subunidade [ foi
identificada como altamente conservada desde Drosophila até mamiferos
(SHEFFIELD et al., 2000). Uma fosfolipase C, especifica para PAF, nomeada
de PAF fosforilcolina hidrolase, foi descrita nas glandulas salivares e na saliva
do mosquito Culex quinquefasciatus (RIBEIRO & FRANCISCHETTI, 2001).
Interessantemente, o WEB 2086 & capaz de inibir a reagdo de microagregagao
de hemdcitos promovida por Trypanosoma rangeli em R. prolixus (MACHADO,
AZAMBUJA & GARCIA, 2006). Além disso, recentemente demonstramos que
T. cruzi sintetiza um fosfolipidio com atividade semelhante ao PAF (Tc-PAF),
que é capaz de estimular a diferenciacao celular do préprio parasito, de formas
epimastigotas para tripomastigotas, “in vitro”, transformagdo esta que na
natureza ocorre no intestino do barbeiro. Além disso, quando epimastigotas sao
pré-tratados com o Tc-PAF, hd um aumento no indice de associagéo entre
esses parasitos e macrofagos peritoneais de camundongos (GOMES et al.,
2006). Todos os efeitos do PAF em tripanossomatideos, assim como os do Tc-
PAF, parecem ocorrer via receptor de superficie, j& que foram revertidos pelo
antagonista de receptor de PAF, WEB 2086.

Desta maneira, um dos objetivos de nosso trabalho foi o de estudar os
efeitos do PAF e de seu antagonista, WEB 2086, na interagao de T. cruzi com
o tubo digestivo de R. prolixus. A interacdo de T. cruzi com R. prolixus foi
analisada “ex vivo”, utilizando o intestino e o reto extraidos do inseto. O
tratamento dos epimastigotas com PAF, antes da interagdo, levou a um
aumento de mais de quatro vezes no numero de parasitos aderidos por
intestino. Novamente, o PAF mostrou ser capaz de modular positivamente a
infecgdo do T. cruzi. Esta modulagdo da interacdo pelo PAF foi quase
totalmente revertida quando os epimastigotas foram previamente tratados com
seu antagonista, o WEB 2086, sugerindo ser este aumento provocado pela
ligagdo do PAF ao seu receptor de membrana, nos parasitos (Fig. 29).

O tratamento das formas epimastigotas de T. cruzi com PAF 10 uM, antes
da alimentagao dos triatomineos, foi capaz de provocar um aumento de 4
vezes no numero de protozoarios encontrados no intestino de R. prolixus.
Quando os parasitos foram pré-tratados com WEB 2086 10 yM, antes da
incubacao com PAF 10 uM, o numero de parasitos encontrados foi um pouco

maior que no controle, porém bem menor que comparado ao tratamento
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somente com PAF (Fig. 30). Este conjunto de resultados demonstra que o
WEB 2086 ¢é capaz de reverter o efeito do PAF, sugerindo mais uma vez que
esta agao provocada pelo PAF nesse sistema também ocorre via ligagdo ao
seu receptor especifico na superficie do T. cruzi.

A ligagdo dos epimastigotas ao epitélio do aparelho digestivo do
triatomineo é uma importante etapa para o sucesso do ciclo do T. cruzi, uma
vez que impede a eliminagdo dos mesmos junto com o conteudo intestinal do
vetor. Este mecanismo nao ocorre somente com T. cruzi e R. prolixus
(SCHAUB et al., 1998). O primeiro passo para sucesso da infecgao do T. brucei
no vetor (mosca tsé-tsé) é a ligagdo do parasito ao epitélio e membrana
peritrofica, e a colonizagdo do intestino (GIBSON & BAILEY, 2003). E sabido
que o T. rangeli se liga preferencialmente a determinadas células epiteliais no
intestino do R. prolixus, onde sao capazes de penetrar no epitélio, atravessar a
lamina basal e chegar a hemolinfa, onde terdo acesso as glandulas salivares
(OLIVEIRA & DE SOUZA, 2001). Oocinetos de Plasmodium também sao
capazes de se ligar a membrana peritréfica e ao epitélio do intestino do vetor,
penetrando até encontrarem a lamina basal, onde se transformam em oocistos
(ARRIGHI et al, 2005).

Tendo em vista a importancia da etapa de adeséo dos epimastigotas ao
aparelho digestivo do inseto vetor, decidimos tentar caracterizar o mecanismo
pelo qual o PAF promove um aumento na infecgdo de R. prolixus por T. cruzi. E
conhecido que um importante fator que influencia a aderéncia e a seletividade
das células é sua carga elétrica negativa, exercendo papel fundamental na
interacdo parasito-hospedeiro. A carga de superficie das células consiste na
interacdo de grupamentos polares presentes na sua membrana com 0s ions
encontrados no meio externo. Uma das maneiras de se medir essa carga €
através da mobilidade eletroforética. Esta técnica mede a mobilidade das
células sob acdo de uma corrente elétrica de intensidade conhecida, em uma
camara de eletroforese celular. Desta forma, podemos calcular indiretamente o
potencial zeta, que nada mais é do que o potencial resultante entre o potencial
da superficie da célula e do meio em que ela se encontra (SOUTO-PADRON,
2002).

Ao medirmos o potencial zeta dos parasitos tratados com PAF,

observamos um aumento de 35% em relacdo ao controle. Isso mostra que o
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tratamento com PAF torna a carga de superficie do T. cruzi mais negativa (Fig.
31). Como o principal componente responsavel pela carga de superficie de
tripanossomatideos sdo unidades de &cido sidlico, realizamos a medigao
novamente da carga de superficie do T. cruzi, mas desta vez tratando as
células com neuraminidase, uma enzima que cliva o acido sidlico, a fim de
demonstrar se a diferengca na carga de superficie esta relacionada com a
composi¢ao de acido sialico da superficie dos parasitos. As células tratadas
com neuraminidase apresentaram uma reducgao de cerca de 40% no potencial
zeta, quando comparadas as células controle. Nas células tratadas com PAF e
em seguida com neuraminidase, essa redugao foi um pouco menor, em média
34%, quando comparada as células tratadas somente com PAF.

Para testar a hipétese de que o acido sialico da superficie dos parasitos
poderiam estar envolvidos na sua ligagcéo ao aparelho digestivo do inseto vetor,
foi novamente realizada a interagao “ex vivo”, mas desta vez com os parasitos
tratados também com neuraminidase (Fig. 32). Quando os parasitos sao
tratados com neuraminidase, sao recuperados cerca de 60% menos parasitos
quando comparados a interacdo no sistema controle. Porém, quando o
tratamento é feito com PAF e depois com neuraminidase, o efeito € muito mais
drastico, pois ocorre uma reducao de 95% no numero de células de T. cruzi
encontradas.

Para confirmar o envolvimento do acido sialico na superficie dos parasitos
com os efeitos provocados pelo tratamento do T. cruzi com PAF, foi feita a
quantificacao colorimétrica do acido sialico por espectrofotometria, baseada no
método do acido tiobarbiturico (WARREN, 1959). Vimos, na figura 33, que o
tratamento com PAF foi capaz de aumentar em cerca de 4 vezes a quantidade
de acido siadlico nas formas epimastigotas de T. cruzi. O conjunto desses
resultados corrobora a hipotese de que o PAF modula a carga de superficie
das formas epimastigotas de T. cruzi através da alteragdo na composi¢cao de
acido sialico na superficie das células, e essa alteracdo pode ser responsavel
pelo aumento na interacao de R. prolixus com T. cruzi promovida pelo PAF.

Moléculas de &cido sidlico foram descobertas em T. cruzi no inicio da
década de 80 (PEREIRA et al.,, 1980). Sabe-se que esses parasitos ndo sao
capazes de sintetizar acido sidlico, e utilizam uma enzima, a trans-sialidase,

para retirar moléculas de acido sialico do meio externo, colocando-os em
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aceptores em sua superficie (SCHENKMAN et al, 1994). Ha duas
possibilidades que explicariam o aumento do acido sialico nos parasitos
tratados com PAF. A primeira seria que o tratamento com o PAF faria com que
as células incorporassem mais acido sialico, ou que o acido sialico ficaria mais
exposto, e consequentemente mais acido sialico seria extraido dos parasitos. A
outra possibilidade seria que o PAF estaria de alguma forma impedindo a
desialilagdo que estaria ocorrendo nas células controle, fazendo com que a
quantidade de acido sidlico encontrada nas células controle seja menor que a
encontrada nas células tratadas com PAF. Consequentemente, notamos a
necessidade de estudos posteriores para testar essas e outras hipdteses que
expliqguem a acao do PAF.

O sequenciamento dos genomas de trés tripanossomatideos patogénicos
para o homem, L. major, T. brucei e T. cruzi, foi recentemente completado, o
que permitiu a analise do conjunto de proteinas cinases (“kinoma”) de cada
parasito (PARSONS et al., 2005). Tal analise revelou que cada espécie possui
179, 156 e 171 proteinas cinases de eucariotos, respectivamente, o que
representa cerca de um terco do “kinoma” humano. A analise revelou que os
tripanossomatideos ndo possuem membros das familias de tirosina cinases
citossolicas ou ligadas a receptores. Entretanto, esses parasitos apresentam
membros das familias de proteinas cinases STE e CMGC em abundancia, que
parecem estar envolvidos com a regulagdo do ciclo celular, diferenciagao
celular e resposta a estresse, durante seus complexos ciclos de vida
(PARSONS et al., 2005; NAULA et al., 2005).

Percebe-se, assim, que o estudo sobre as vias de sinalizagéo intracelular
de tripanossomatideos, em especial no que diz respeito a participacdo das
proteinas cinases, € de suma importancia, porque as descobertas que se
seguirem a esses estudos poderao levar ao desenvolvimento de novas drogas
quimioterapicas contra esses parasitos. Resultados de nosso laboratério
demonstram que o PAF é capaz de induzir um estimulo na diferenciagao
celular de T. cruzie H. m. muscarum (RODRIGUES et al., 1996; LOPES et al.,
1997), com envolvimento de transducao de sinais e participagao das proteinas
cinases PKC e CK2 (RODRIGUES et al., 1999; SILVA-NETO et al., 2002).

Em sua grande maioria, os estudos sobre sinalizacdo intracelular

envolvendo tripanossomatideos abordam as vias disparadas nas células
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hospedeiras de mamiferos, em resposta a presenga desses parasitos
(BURLEIGH & ANDREWS, 1998). Desta maneira, pouco se sabe sobre a
transducdo de sinais que ocorre nesses parasitos, a partir de estimulos
externos a eles, inclusive durante a interacdo com seus hospedeiros
(PARSONS & RUBEN, 2000). Resultados de nosso laboratorio demonstraram
que o PAF é capaz de modular a infeccdo de macrofagos peritoneais de
camundongos por L. amazonensis (ROSA et al., 2001). Desta maneira, um dos
objetivos de nosso trabalho foi o de analisar os efeitos do PAF e de diversos
moduladores de sinalizagao intracelular na interagao de L. chagasi com células
de linhagem continua (LL-5) de seu vetor, Lu. longipalpis.

O tratamento de L. amazonensis com PAF induziu um aumento de 46%
na infeccao, que foi inibida com WEB 2086. Além disso, o0 mesmo efeito foi
encontrado utilizando-se um inibidor da PKC, sugerindo que a agdo do PAF
nesse sistema ocorre através da ligacao ao seu receptor de membrana, com
ativacdo desta enzima. Quando os macrofagos séo tratados com PAF, a
infeccdo diminui, pois o PAF estimula a produgdo de oxido nitrico (NO) em
macrofagos, aumentando a resisténcia a infecgdo pelos parasitos
(LONARDONI, RUSSO & JANCAR, 2000).

Neste trabalho, o PAF foi capaz de aumentar a infeccao de células LL-5
de Lu. longipalpis por L. chagasi, em cerca de 100% (Fig. 34). Porém, quando
somente as células LL-5 foram tratadas, ou as células e os parasitos foram
tratados com PAF, nenhum efeito significativo foi observado. Uma possivel
explicacdo para essa diferenga entre o resultado encontrado com macréfagos
infectados com L. amazonensis é que os tipos de células utilizadas sao
diferentes. Na natureza, os macrofagos séo infectados por formas
promastigotas metaciclicas de Leishmania, provenientes da saliva do inseto
vetor. Esses protozoarios penetram nos macrofagos, se diferenciam para as
formas amastigotas, se multiplicam, rompem os macrofagos, ganhando a
circulagdo sanguinea, infectando outros macrofagos. O PAF promove um
aumento na producédo de NO, que € um importante mecanismo de defesa dos
macrofagos contra a infeccdo por Leishmania. Entretanto, as formas
promastigotas de Leishmania nao infectam células do vetor, ja que seu
desenvolvimento é restrito ao lumen do aparelho digestivo, com ligagado dos

parasitos ao epitélio, mas sem ocorréncia de invasdo das células (KAMHAWI,
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2006). Talvez essa natureza diferente dos tipos celulares e do tipo de interagao
seja o motivo pelo qual o PAF néo exercga efeito sobre as células LL-5.

O tratamento das formas promastigotas de L. chagasi com WEB 2086,
seguido do tratamento com PAF, mostra mais uma vez que o WEB 2086 inibe
a acao promovida pelo PAF, corroborando também nesse sistema que o PAF
atua através da ligagcéo ao seu receptor especifico na superficie das células.

O inibidor da PK C, BIS |, provocou uma pequena reducdo no indice de
associacdo quando os parasitos foram incubados com este inibidor. A
modulagdo mais significativa foi quando os parasitos foram tratados com BIS |
antes do tratamento com PAF, o que levou a uma reducao de mais de 30% na
infeccdo dos parasitos, quase que inibindo totalmente o aumento causado pelo
PAF e retornando aos niveis de infeccdo semelhantes ao controle (Fig. 36).
Quando somente as células LL-5 ou ambas as células foram tratadas, nao
houve diferenga significativa, com excegdo de quando ambas as células foram
tratadas com BIS |, levando a uma reducao de cerca de 20% na associagao
dos parasitos (Fig. 37).

O tratamento com TBB, um inibidor de CK2, provocou uma reducgao de
21% quando somente os parasitos foram tratados, 26% quando somente as
células LL-5 foram tratadas com TBB e PAF, e uma reducao de quase 50%
quando ambas as células foram tratadas com TBB, e com TBB e PAF. O efeito
do TBB nas células separadas néo é grande, porém, quando ambas as células
sdo tratadas, ocorre uma grande inibicado do indice de associagéo (Fig. 38 e
39).

Ja a toxina pertussis, que € um inibidor de proteina G inibitéria, mostrou
modulagao significativa somente quando os parasitos foram tratados, levando a
uma reducao de aproximadamente 37% e 16% quando tratados somente com
a toxina, e com a toxina adicionada de PAF, respectivamente (Fig. 40 e 41).
Estes resultados de interagdo das células LL-5 com L. chagasi mostram que a
maioria dos efeitos ocorre quando os parasitos séo tratados, sugerindo que a
participacdo das vias de transdugdo de sinais envolvendo proteina G, PKC e
CK2 nos parasitos deve estar relacionada com a capacidade de associagao as
células LL-5.

E interessante observar que, na associagéo de L. chagasi com células de

linhagem continua de mosquitos Aedes albopictus (C6/36), o indice de
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associagdo maximo encontrado foi de pouco mais de 30% (dados néao
mostrados). Ja o indice de associagdo mais alto para o sistema de interagao de
LL-5 com L. chagasi foi de quase 90%, provavelmente devido a especificidade
deste ultimo modelo, tendo em vista que a espécie de flebotomineo
responsavel pela transmissdo da L. chagasi € Lu. longipalpis (SUNDAR &
CHATTERJEE, 2006).

VI. CONCLUSOES

1. Postura e eclosdo de ovos de fémeas de R. prolixus em diferentes

temperaturas:

Somente as fémeas submetidas a temperaturas entre 18 e 38°C foram
capazes de colocar ovos; ndo houve postura em temperaturas acima e abaixo
dessa faixa. Entretanto, nenhum dos ovos postos na temperatura de 38°C
eclodiu. A melhor temperatura para a postura de ovos foi a de 22°C, e esses
mesmos ovos apresentaram a maior taxa de eclosdo. Considerando o total de
ovos, a maioria levou de 15 a 17 dias apds a postura para eclodir.

Quando analisamos a eclosdo de ovos controle em diferentes
temperaturas, obtivemos uma faixa mais estreita: somente entre as
temperaturas de 24 e 34°C os ovos sdo capazes de eclodir. E a maioria dos
ovos demorou entre 11 e 13 dias para eclodir.

2. Acédo do conteudo do intestino de T. infestans sobre a populagao de

bactérias simbiontes presente no estomago:

A presenga do conteudo do intestino de T. infestans foi capaz de reduzir o
crescimento de bactérias presentes em seu estbmago. Sugerimos que esse
efeito é provocado pela atividade da catepsina D, uma vez que ele foi abolido

quando usamos o inibidor especifico desta enzima.
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3. Infeccao de T. infestans por T. cruzi:

Como os insetos foram infectados ainda no primeiro estagio de ninfa,
foram encontrados muito poucos parasitos na regido do estbmago. A
quantidade de células de T. cruzi, que se encontrava baixa no intestino dos
insetos em jejum, sofreu um pequeno aumento no 32 dia, mas reduziu
novamente no 5° dia. No reto, a quantidade de parasitos, que era relativamente
alta, sofreu uma queda até o 5° dia, e tanto no intestino quanto no reto o
nimero de células de T. cruzi aumentou bastante no 10° dia apds a
alimentagao.

Dos parasitos achados no intestino, a maioria se encontrava na forma
epimastigota, seguida das formas intermediarias entre epimastigota e
tripomastigota. Ja no reto, a principal forma encontrada foi esferomastigota,
seguida das formas amastigotas e tripomastigotas.

Estudos subseqlientes estdo sendo realizados a fim de relacionar a
atividade de catepsinas e desenvolvimento das bactérias simbiontes no
decorrer da infec¢éo de T. infestans por T. cruzi.

4. Efeito do PAF na interagao de T. cruzi com R. prolixus:

O PAF foi capaz de aumentar em mais de 3 vezes o numero de
epimastigotas de T. cruzi ligados ao intestino de R. prolixus, quando os
parasitos foram tratados com PAF. O tratamento com WEB 2086 reverteu o
aumento provocado pelo PAF, mais uma vez indicando que este efeito deve
ocorrer pela ligagdo do PAF ao seu receptor especifico.

Quando os insetos foram alimentados com epimastigotas tratados
previamente com PAF, houve um aumento de cerca de 4 vezes no numero de
parasitos encontrados no aparelho digestivo de R. prolixus. O WEB 2086,
antagonista do PAF, foi capaz de inibir o efeito do PAF, indicando que este
efeito deve ocorrer pela ligagdo do PAF ao seu receptor especifico.

Os epimastigotas tratados com PAF apresentaram carga de superficie
mais negativa e uma maior quantidade de acido sidlico que os parasitos

controle.
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5. Efeito do PAF e de moduladores de sinalizagdo intracelular na
interacdao de L. chagasi com cultura de células de Lu. longipalpis “in

vitro”’:

O tratamento de promastigotas de L. chagasi com PAF levou a um
aumento de cerca de 100% no indice de associagdo destes parasitos com
células LL-5. Sugerimos o envolvimento de vias de sinalizagdo celular com
participacdo de proteina G, PKC e CK2, uma vez que inibidores dessas

proteinas interferem na interagdo dos epimastigotas com as células LL-5.
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Technical Note

Development of a Ligand Blot Assay Using
Biotinylated Live Cells

FELIPE pe ALMEIDA DIAS,' ANDRE LUIS SOUZA pos SANTOS,' ANTONIO FERREIRA-PEREIRA,'
ALEXANDRE ROMEIRO,” LUCIANA TEIXEIRA ZIMMERMANN,'*
MICHELLE TANNY CUNHA po NASCIMENTO,' GEORGIA CORREA ATELLA,?
ELVIRA MARIA SARAIVA,' RAFAEL LINDEN,?> and ANGELA HAMPSHIRE LOPES'

Adhesive interactions between cells are critical to a variety of processes, including host-pathogen relationships. The authors have
developed a new technique for the observation of binding interactions in which molecules obtained from excised tissues are
resolved by gel electrophoresis and transferred to a membrane. Biotinylated live cells are then kept in contact with that membrane,
and their interactions with proteins of interest are detected by peroxidase-labeled streptavidin, followed by a biotin-streptavidin
detection system. The adhesion proteins can eventually be identified by cutting the relevant band(s) and performing mass spec-
trometry or other amino acid-sequencing methods. The technique described here allows for the identification of both known and
novel adhesion molecules capable of binding to live cells, among a complex mixture and without previous isolation or purifica-
tion. This is especially important for the analysis of host-parasite interactions and may be extended to other types of cell-cell inter-

actions. (Journal of Biomolecular Screening 2007:1006-1010)

Key words:

INTRODUCTION

TRYPANOSOMATIDS are uniflagellated protozoa presenting
genera that parasitize solely invertebrates and some species
that are characterized by having more complex life cycles involv-
ing 2 hosts, usually an invertebrate and a vertebrate. Also, there is
a group of plant trypanosomatids transmitted by insects. Among
the 10 recognized genera of the family Trypanosomatidae, only
Trypanosoma and Leishmania are pathogenic for humans, justi-
fying their active investigation. In contrast, the plant flagellates,
Phytomonas, have only recently begun to attract attention because
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of the devastating damage they cause to agriculture, and the
remaining genera, the monoxenic parasites associated with
insects, have been largely neglected.! Nevertheless, these flagel-
lates have been widely used as a model for eukaryotic biochem-
istry. Better understanding of the interactions between the
monoxenic and plant trypanosomatids with their invertebrate
hosts is important not only for this specific group of flagellates but
also as a model for vector-borne diseases.

Phytomonas is one of the genera of the family Trypanosomatidae,
which causes lethal disorders in plants of great economic impor-
tance, including oil palms, coconut, coffee trees, and cassava, and
it is responsible for ravaging epidemics in South America. The
hemipteran insect Oncopeltus fasciatus (milkweed bug) harbors
several trypanosomatids, including flagellates of the genera
Phytomonas and Leptomonas. The species Leptomonas wallacei is
an exclusively entomophilic trypanosomatid commonly found in
guts.” Invasion of the vector salivary glands is one of the most
important events for the life cycle of Phyfomonas species.'

Malaria parasites and trypanosomatids are transmitted by
insects, and the devastating diseases they cause contribute to
significant economic losses as well as to political, social, and
economic instability in developing countries.* Four hundred
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million individuals become infected with and almost 3 million
children die of malaria each year in Africa, Asia, and South
America. Parasites of the genus Leishmania currently affect more
than 12 million people all around the world, whereas approxi-
mately 18 million people are infected with Trypanosoma cruzi in
Latin America and 1 million are infected with African try-
panosomes. Unfortunately, there is no vaccine available to pre-
vent such diseases, and the problem with drug resistance grows.*

Understanding the complexity of the mechanisms involved in
pathogenesis caused by protozoan parasites is essential for the suc-
cessful development of efficient treatment and prophylactic mea-
sures. Adhesion is a key aspect of the establishment of disease in
both animals and plants. Adhesive interactions anchor the parasite
to the host surface and constitute a critical step in the patho-
genesis of infection. The parasites may then invade the host cells,
producing potent cytopathic effects leading to target cell death.
Although a number of adhesin molecules produced by mammalian
pathogens have been characterized, molecular details of adhesins
of parasites of other animals or plants have been mostly neglected.’

Receptor-ligand interactions are usually evaluated using a
number of biochemical techniques including radioligand binding,
photoaffinity labeling, cross-linking, chemical modification, and
site-directed mutagenesis.® Blot overlay technique using sodium
dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
for qualitative and quantitative analysis has been employed for
several purposes, including binding of Ca®* to a purified kinase
of Paramecium tetraurelia, description of the structural diversity
of type 1 group A topoisomerases, protein-protein interaction of
Escherichia coli enterotoxin b through its C-terminal hydrophobic
o-helix, and others.” In this report, we describe a novel blot over-
lay assay based on the binding of live flagellates to proteins
resolved by SDS-PAGE and transferred to a membrane. The wide-
spread application of this procedure may facilitate the discovery
and identification of proteins involved in adhesive interactions of
protozoan parasites with their hosts.

MATERIALS AND METHODS

Insects

In this study, we used adult O. fasciatus kindly provided by Dr.
Patricia Azambuja Penna (Instituto Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, Brazil), from which we have established a colony in our
laboratory. The insects were kept in plastic pitchers at 26 °C and
fed with toasted, peeled sunflower seeds and fresh water.

Extracted tissues

Adult insects (about 2 cm long) were carefully dissected
using sterile stainless steel fine forceps and scissors; both their
intact salivary glands and guts were extracted. Each organ was

Journal of Biomolecular Screening 12(7); 2007

then placed in sterile 1.5-mL microcentrifuge tubes containing
200 uL phosphate-buffered saline (PBS; 150 mM NaCl, 20
mM phosphate buffer, pH 7.2) at 4 °C.

Parasites

Phytomonas serpens promastigotes (isolate 9T, CT-IOC-189)
and L. wallacei promastigotes (CT-IOC 194) were axenically
grown in screwed capped glass tubes (15X 2 cm) containing 5 mL
of a sterile medium (37 g/L brain-heart infusion and 1 mg/L folic
acid, supplemented with 10 mg/L hemin and 10% [v/v] fetal
bovine serum) at 26 °C. The parasites were maintained by weekly
transfers to fresh medium. P. serpens flagellates were used at a
stationary phase of growth (day 4), and L. wallacei flagellates
were used both at a log phase (day 2) and at a stationary phase of
growth (day 4). Before the assays, the parasites were harvested by
centrifugation at 1500g for 10 min at 4 °C. The pellets containing
the parasites were then resuspended in PBS pH 7.2 and washed 3
times by centrifugation at 1500g for 10 min at 4 °C. Cellular via-
bility was assessed by observing mobile flagellated parasites
under phase-contrast microscopy before and after incubations.
The viability of the parasites was never affected by the conditions
used in this study.

SDS-PAGE

Intact glands and guts were frozen in liquid nitrogen in a
buffer containing 20 mM Tris-HCI and the protease inhibitors 2
mM 4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride, 1 mM ethylene-
diaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate, 130 uM bestatin
hydrochloride, 14 uM N-(trans-epoxysuccinyl)-L-leucine 4-
guanidinobutylamide, 1 mM leupeptin hemisulfate salt, 0.3 uM
aprotinin, 100 uM phenylmethylsulphonyl fluoride, and 1% (w/v)
SDS, at pH 7.2. After thawing, the glands and guts were homog-
enized using a Teflon-coated microtissue grinder. Homogenates
were centrifuged at 5000g for 10 min at 4 °C, and supernatant
aliquots containing the protein extract, corresponding to 80 g
protein,'’ were separated by SDS-PAGE at 4 °C, 150 V, and
60 mA. In general, the optimal protein concentration depended on
the tissue from which the proteins were extracted, ranging from
60 to 80 ug/slot. In the present study, we used 80 pg/slot for both
salivary glands and guts. Using purified proteins, the optimal pro-
tein concentration ranged from 0.5 to 1.0 pg/slot. The molecular
mass of sample polypeptides was calculated according to the
mobility of the full-range rainbow molecular mass standards.

Gel-membrane protein transfer

Proteins from the gels were transferred at 4 °C, 100 V, 300 mA,
for 2 h, in 25 mM Tris-base, 200 mM glycin, and 20% methanol
(pH 8.0) to polyvinylidene difluoride (PVDF) or nitrocellulose
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membranes using protein transfer cells (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA). These membranes can be stored at —20 °C for at
least 2 mo, for posterior use in overlay assays.

Biotinylation of parasite surface protein

Suspensions containing 10® live parasites mL™" in PBS, pH
8.0, were treated with 20 pg Sulfo-NHS-Lc-Biotin per milli-
liter of reaction volume, for 20 min at 4 °C, as described."’ The
parasites were washed 3 times in PBS, pH 7.2, to remove
unbound biotin. Fresh preparations of biotinylated parasites
must be obtained for each experiment, as live parasites are
required for the overlay assays.

Incubation of membranes with live biotinylated parasites

The membranes containing total proteins from the salivary
glands or guts were blocked in solution A (150 mM NaCl,
0.05% Tween 20, 1% bovine serum albumin [BSA], 10 mM
Tris, pH 7.2), for 15 h at 4 °C, before incubation with the live
biotinylated parasites (107 cells/mL) in solution A, for 1 h, in a
humid chamber at 26 °C. After incubation, the blots were
washed 3 times in solution B (150 mM NaCl, 0.05% Tween 20,
10 mM Tris, pH 7.2), incubated in solution B containing
peroxidase-labeled streptavidin (0.1 ug mL™) for 1 h at 26 °C,
and then washed 3 times in solution B. Bands containing bound
parasites were detected with an electrochemiluminescence (ECL)
kit according to the manufacturer’s protocol.

Chemicals

The constituents of culture medium for the flagellated par-
asites, reagents used in electrophoresis, buffer components,
protease inhibitors, Tween 20, BSA, and peroxidase-labeled
streptavidin were purchased from Sigma Chemicals (St. Louis,
MO). PVDF and nitrocellulose membranes, full-range rainbow
molecular mass standards, and the ECL kit were purchased from
Amersham Life Sciences (Piscataway, NJ). Sulfo-NHS-Lc-Biotin
was purchased from Pierce Biotechnology (Rockford, IL). All
other reagents were analytical grade.

RESULTS AND DISCUSSION

Release of genetically engineered mosquitoes resistant to par-
asite infections has been proposed as a novel way to control
malaria transmission, and several important advances have been
made in anticipation of testing this approach.'”” One of the ulti-
mate goals of our studies is the identification and gene targeting
of molecules required for the attachment of Phyfomonas to milk-
weed bug salivary glands. Figure 1 shows the overlay blot of
extracted proteins from the salivary glands of O. fasciatus trans-
ferred to PVDF membrane. In lane 3, probed with biotinylated
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FIG. 1. Interaction of live biotinylated Phyfomonas serpens pro-
mastigotes at the stationary phase of growth with salivary gland proteins
of Oncopeltus fasciatus transferred to polyvinylidene difluoride mem-
branes. Parasites were overlaid on lane 3 only. Note the band of adhered
parasites at 130 kDa. The numbers on the left indicate molecular mass
markers expressed in kilodaltons.

live P. serpens promastigotes, a sharp band of 130 kDa is
observed. Based on the positive result of the experiment shown in
Figure 1, we proceeded to identify the potential receptor for the
parasites. Thus, salivary gland polypeptides were separated by 2-
dimensional PAGE, transferred to PVDF membranes, and incu-
bated with live biotinylated promastigotes. Again, the parasites
bound to a 130-kDa polypeptide. The spot was cut from the 2-
dimensional gels, digested with trypsin, and subjected to peptide
mass fingerprint analysis by biospectrometry as described,”
which allowed identification of the 130-kDa ligand peptide (Dias
et al, unpublished data).

Figure 2 shows the overlay assay of extracted proteins from
the guts of O. fasciatus probed with biotinylated live L. wallacei
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promastigotes. In lanes 2 and 3, the blot was probed with biotiny-
lated live promastigotes either at the log phase (lane 2) or station-
ary phase (lane 3) of growth. A strong band of molecular mass
higher than 200 KDa was detected in lanes 2 and 3 (arrow) but not
in lane 1, which was not probed with biotinylated live parasites.
In other trypanosomatids, such as Leishmania spp., the growth
phase is essential for parasite binding to the midgut of its insect
vector. The differentiation of Leishmania promastigotes from a
noninfective procyclic stage to an infective metacyclic stage dur-
ing growth within the midgut of their sand fly vectors or within
axenic culture is accompanied by structural modifications of the
surface lipophosphoglycan (LPG). The hindrance of terminally
exposed galactose residues on metacyclic LPG appears to permit
the selective release of infective-stage organisms from adhesion
to midgut epithelial cells so as to make them available for subse-
quent transmission by bite.'* Leishmania spp. and other parasites
that are transmitted to vertebrates or plants need to bind tightly to
the midgut to multiply; then, they have to be released so as to get
to the salivary glands or proboscis of the insect hosts. Conversely,
L. wallacei parasites are not transmitted to either vertebrates or
plants but only to other insects through their feces. Thus, it is
expected that L. wallacei parasites should bind equally to the
midgut, regardless of their growth phase, which was precisely
what we observed in Figure 2. Considering the interaction of
Phytomonas spp. with the salivary glands of O. fasciatus, the par-
asites bind to the midgut of the insect and then are released to pass
through the midgut epithelial cells and reach the circulatory
system (hemolymph), thereby homing at the salivary glands.
Accordingly, in previous experiments, we observed that P. ser-
pens parasites bind more efficiently to whole salivary glands of O.
fasciatus when they are at a stationary phase, as opposed to the
parasites at the log phase of growth (unpublished data), which jus-
tifies the fact that we used only parasites at the stationary phase in
the experiment shown in Figure 1.

The blot overlay technique using SDS-PAGE has been exten-
sively used for different purposes, but to our knowledge, this is the
first assay employing the binding of live cells to extracted proteins
transferred to a membrane. Thus, Son and coworkers’ used this
method to bind Ca**to a purified protein kinase from P. tetraure-
lia. Samples were subjected to SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose, and probed with “Ca?". Similarly, Kozyavkin and
coworkers® adapted the technique for adenosine triphosphate
(ATP) binding to a purified protein (a reversed DNA gyrase from
a hyperthermophile bacteria Methanopyrue kandkri). The protein
was resolved in SDS-PAGE and transferred onto a membrane,
which was probed with [0-**P]ATP. Labrie and coworkers’ used a
dot blot overlay assay to study protein-protein interactions. Toxins
from E. coli were dotted onto a membrane, which was then incu-
bated with a fusion protein. The dot blots were probed with anti-
fusion protein antiserum, and the reaction was developed using a
peroxidase-chromogenic substrate method. Also, an electrophore-
sis blot overlay assay for analyzing carbohydrate-mediated host-
parasite interactions in keratitis caused by Acanthamoeba was
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FIG. 2. Interaction of live biotinylated Leptomonas wallacei pro-

mastigotes with gut proteins of Oncopeltus fasciatus transferred to
polyvinylidene difluoride membranes. Parasites were overlaid on
lanes 2 and 3; parasites at log (2) and stationary (3) phase of growth.
Note the band of adhered parasites at >200 kDa.

described, in which whole ¥'S-labeled amoebas were used to bind
to mannose-containing glycoproteins isolated and purified from
rabbit corneal epithelium.” Although somewhat similar to that
described here, the latter method is time-consuming because the
proteins used for parasite binding were purified prior to the elec-
trophoresis. In addition, the use of biotinylated parasites described
here overcomes the need to use radiolabeled parasites. These are
extremely important differences with respect to time and safety for
performing the experiments. Finally, the protozoan parasites used
in the currently described technique were alive when added to the
membrane strips, which confers more reliability to the interactions
with the protein extracts.

Receptor-ligand interactions have traditionally been evalu-
ated using a number of biochemical techniques including radi-
oligand binding, photoaffinity labeling, cross-linking, and
chemical modification. Newell and coworkers® claimed that
these approaches have largely been superseded by site-directed
mutagenesis. These authors focused on site-directed mutagen-
esis, heterologous expression in eukaryotic cells, and radioli-
gand binding as a methodology to enable the characterization
of receptor-ligand interactions. Although this approach is cor-
rect and provides sound data, it is time-consuming and reason-
ably complicated. On the contrary, using the technique we
demonstrate in this study along with proteome analysis, one
can identify proteins from a crude extract, which are involved
with receptor-ligand interactions, in approximately 4 to 5 days.

Most host-parasite interactions are based on receptor-
mediated events. The mechanisms that intracellular parasites
have developed to both interact with the host cells and escape
immune surveillance are complex and intriguing. Many of the
most harmful parasitic diseases are transmitted by blood-sucking
insect vectors. During this stage of their life cycles, selection
pressures favor parasites that can manipulate their vectors to
enhance transmission, which includes increasing the amount of
contact between the vector and host.'® Similarly, plant and
monoxenic trypanosomatids bear surface molecules for binding
to the salivary gland and/or gut of their insect hosts.

In the present study, we show that biotinylated live promastig-
otes of P. serpens and L. wallacei bind specifically to proteins
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extracted from the salivary glands (Fig. 1) and guts (Fig. 2),
respectively, of the phytophagous insect O. fasciatus. A similar
approach should allow the identification of numerous ligands of
other protozoan parasites. Furthermore, studies of other ligand
receptor—mediated interactions may benefit from the current
approach. Simple modifications, such as the use of nondenaturing
gels, may further widen the scope of this technique.

In conclusion, we anticipate that the protocol described here
may serve as a model for various other applications aimed at the
identification of proteins involved in cell-cell surface interactions.
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24  Abstract
25

26 We investigated the effects of platelet-activating factor (PAF) on the interaction

O©oOoONOOPAWN =

10 27  of Trypanosoma cruzi with Rhodnius prolixus. The parasites (epimastigotes) were

13 28 treated with PAF and/or WEB 2086 (PAF antagonist) for 1 h prior to the interaction
15 29 experiments. PAF stimulated both in vivo and ex vivo interactions between 7. cruzi and
30 R. prolixus, while WEB 2086 abrogated these effects. PAF-treated epimastigotes also
20 31 showed an increase in surface negativity and in the amount of surface sialic acid.

22 32 Neither of these effects was observed when the epimastigotes were treated with

5 33 neuraminidase following PAF treatment. In the ex vivo interaction experiments, the
27 34 number of epimastigotes bound to the midguts of the insects was reduced when the
29 35 epimastigotes had been treated with neuraminidase.

32 36

34 37 Keywords: Trypanosoma cruzi, Rhodnius prolixus, parasite-insect interaction, PAF,

36 38 surface charge, sialic acid.
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3
1
2
2 39 1. Introduction
5
6 40
7
8 41 Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi infection, is an endemic source of
9
1? 42  morbidity and mortality in Latin America and an emerging health problem in Europe
12
13 43 and the USA (Carod-Artal et al. 2010). Recognized by the WHO as one of the world’s
14
12 44 13 most neglected tropical diseases, Chagas disease affects about 8 million people in
1; 45 Latin America, and of these, 30-40% either have or will develop cardiomyopathy,
19
20 46 digestive megasyndromes, or both (Rassi Jr et al. 2010). The disease and its entire cycle
21
gg 47  were discovered in 1909 by the Brazilian physician Carlos Chagas (Chagas 1909). T.
24 . . .. c . .
5 48  cruzi is transmitted by wound contamination with insect feces during blood sucking;
26
27 49 these bugs are of the subfamily Triatominae, Family Reduviidae (Kollien and Schaub
28
gg 50 2000). The insects become infected by ingesting the blood of mammalian hosts infected
31
32 51 with the trypomastigote form of the parasite. Because no vaccine is available,
33
34 52 prevention has relied on vector control and the deterrence of transmission by non-
35
gg 53 vectorial mechanisms (Rassi Jr et al. 2010).
38
39 54 The life cycle of T. cruzi involves distinct morphological stages. In the insect
40
j; 55 vector, trypomastigotes transform into replicative epimastigotes. These epimastigotes
ﬁ 56 then multiply and transform into metacyclic trypomastigotes, which can infect
45
46 57 mammalian cells. Once inside a mammalian host, trypomastigotes differentiate into
47
jg 58 amastigotes, which proliferate and then transform again into bloodstream
50 . . . . . . .
51 59 trypomastigotes. The transformation of epimastigotes into metacyclic trypomastigotes,
52
53 60 (i.e., metacyclogenesis) is a crucial step in the life cycle of 7. cruzi (De Souza 2002).
54
gg 61 Platelet-activating factor (PAF), 1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-
57
58 62 phosphocholine) is synthesized by a wide variety of cells, including neutrophilic
59
60 63 polymorphonuclear leukocytes, platelets, macrophages and lymphocytes. It is a
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phospholipid that exhibits a large variety of physiological and pathophysiological
effects such as cellular differentiation, inflammation, and allergy and acts via specific
G-protein-coupled receptors (Honda et al. 2002; Kasperska-Zajac et al. 2008). The
physiological role of PAF in lower eukaryotes is still largely unknown. We previously
demonstrated that PAF triggers the process of cell differentiation in Herpetomonas
muscarum muscarum (Lopes et al. 1997) and T. cruzi (Rodrigues et al. 1996) by
modulating ectophosphatase activity in these parasites (Dutra et al. 1998; Rodrigues et
al. 1999). PAF also modulates the infection of mouse peritoneal macrophages by
Leishmania amazonensis via a signaling pathway involving protein kinase C (Rosa et al.
2001) and via the activation of two isoforms of protein kinase CK2 in L. tropica (Dutra
et al. 2009). Moreover, T. cruzi epimastigotes synthesize a PAF-like molecule (Gomes
et al. 2006).

In this study, we show that PAF modulates the interaction of 7. cruzi with
Rhodnius prolixus and investigate whether the sialyl residues on the parasite surface are

required for this interaction.

2. Methods

2.1. Chemicals

The 1-0-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine (PAF) and neuraminidase
from Vibrio cholerae type 111 were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO,
USA). WEB 2086 (4-[3-[4[(2-Chlorophenyl)-9-methyl-6H-thieno[3,2-f][1,2,
4]triazolo[4,3-a]diazepin-2-yl]-1-oxopropylJmorpholine), a competitive PAF antagonist,
was kindly provided by Dr H. Heurer from Boehringer Ingelheim, Germany. All other

reagents were of analytical grade.
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5
1
2
3
p 89
5 .
6 90 2.2. Trypanosoma cruzi
7
8 91 Epimastigotes of the 7. cruzi Dm 28C clone were maintained by weekly
9
1? 92 transfers in liver infusion tryptone (LIT) medium supplemented with 10% heat-
12
13 93  inactivated fetal bovine serum (FBS) at 28°C (Camargo, 1964). All of the experiments
14
12 94  were performed using parasites harvested by centrifugation and washed three times with
1; 95 phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2) before use, unless otherwise specified.
19
20 96
21
gg 97  2.3. Rhodnius prolixus
Sg 98 Insects were obtained from Dr. Hatisaburo Masuda’s colony (Instituto de
26
27 99 Bioquimica Medica, Federal University of Rio de Janeiro, Brazil), where they were
28
gg 100  maintained in plastic flasks at 28°C and 75% relative humidity. The triatomines were
31
32 101 fed on rabbits every 3 weeks (Folly et al. 2003).
33
34 102
35
g? 103 2.4. PAF and WEB treatment
38
39 104 Epimastigotes of 7. cruzi were incubated with 10°M PAF or 10°M WEB 2086
40
j; 105 in LIT medium without supplementation. After 1 h, the parasites were harvested by
ﬁ 106  centrifugation and washed three times with PBS. For some experiments, the parasites
45
46 107  were treated with 10°M WEB 2086 for 1 h before treatment with 10° M PAF for
47
48 108  another hour.
49
50
51 109
52
53 110  2.5. Neuraminidase treatment
54
gg 111 The parasites were treated with 0.2 U/ml Vibrio cholerae type Ill neuraminidase
57
58 112 in PBS (pH 5.0 with 4 mM CaCl,) for 2 h at 37°C and then pretreated or not with 10°M
59
60 113 PAF as described above.
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2.6. In vivo interaction

Adult females of R. prolixus were fed through a silicon membrane feeder
containing citrated rabbit blood with 10°® 7. cruzi epimastigotes/ml (Cabral et al. 2001).
The epimastigotes had been pretreated or not with PAF and/or WEB 2086 for 1 h. The
midguts of the insects were dissected 11 days after feeding and homogenized with 100
ul of PBS in a glass Dounce homogenizer on ice. The number of parasites was counted

using a Neubauer chamber.

2.7. Ex vivo interaction

The midguts of adult females of R. prolixus were extracted 11 days after feeding
directly on rabbits and individually incubated with 5 x 10° 7. cruzi epimastigotes in 200
ul of PBS (pH 7.2). After 1 h, the midguts were gently washed three times with PBS
and homogenized with 100 ul of PBS, and the number of parasites was counted using a

Neubauer chamber.

2.8. Measurement of zeta potential

Glutaraldehyde-fixed parasites (2 x 10%ml) were rinsed and resuspended in a
solution of 10° M phosphate-buffered 0.15 M NaCl (pH 7.5) and then poured into the
electrophoretic chamber of a cell electrophoresis instrument (Rank Brothers II). The
electrophoretic mobilities of at least 40 parasites per assay were recorded using a
potential of 100 mV, and the resulting mean values were converted to zeta potentials

(Silva-Filho et al. 1987).

2.9. Sialic acid measurement

Page 6 of 22

Editorial Office @ Heinrich-Heine University, Zoomorphology, Cellbiology and Parasitology, 40225 Diisseldorf, Germany



Page 7 of 22 Parasitology Research

7
1
2
2 139  The parasites (10° 7. cruzi epimastigotes) were suspended in 2 ml of water adjusted to
5
6 140  pH 2.0 with 50% (vol/vol) formic acid and heated for 1 h at 70°C. The epimastigotes
7
8 141  were harvested by centrifugation and the supernatant stored at 4°C. A second hydrolysis
9
1? 142 of the pellet was performed, resuspending in 2 ml of water adjusted to pH 1.0 with 3 M
12
13 143 HCI and heating for 1 h at 80°C; the supernatant was collected by centrifugation (Reuter
14
12 144 and Schauer, 2004). Both supernatants were combined and lyophilized, and the amount
1; 145  of sialic acid was assayed colorimetrically (Warren, 1959).
19
20 146
21
gg 147  2.10. Statistical analysis
24 . . . 1
5 148 All experiments were performed in triplicate. The results are presented as the
26
27 149  mean and standard error of the mean (SEM). Normalized data were analyzed by one-
28
gg 150 way analysis of variance (ANOVA), and differences between groups were assessed
31
32 151 using the Student-Newman-Keuls post-test. A P value of < 0.05 was considered
33
34 152  significant.
35
36
37 153
38
39 154 3. Results and discussion
40
41 155
42
ﬁ 156 For the in vivo interaction experiments, when the parasites were treated with
45
46 157 PAF for 1 h before insect feeding the number of parasites in R. prolixus midguts was
47
jg 158 twofold higher than for the control group (Fig. 1 A). For the ex vivo interaction
50 . . . . . .
51 159 experiments, when the parasites were treated with PAF prior to the interactions, the
52
53 160 number of parasites in R. prolixus midguts was more than threefold higher than for the
54
gg 161  control group in which the parasites were not treated (Fig. 1 B). In both cases, treatment
57
58 162  with 10°M WEB 2086 abrogated the effects of PAF (Fig. 1 A and B). In mammalian
59
60 163  systems, PAF acts through a membrane receptor to activate a signal transduction
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cascade (Izumi and Shimizu 1995; Edwards and Constantinescu 2009). Little is known,
however, about PAF-induced signal transduction in lower eukaryotes. The results of the
present study corroborate previously described effects of PAF in trypanosomatids; these
effects also seemed to occur through PAF receptors because they were abolished by the
PAF antagonist WEB 2086 (Rodrigues et al. 1996; Lopes et al.1997; Dutra et al. 1998;
Rodrigues et al. 1999).

We measured the surface charge of the parasites by electrophoretic motility in
order to investigate the putative mechanism by which PAF could promote an increase in
the number of 7. cruzi parasites found in the midguts of R. prolixus. The zeta potential
was 35% higher when the parasites were treated with 10°M PAF for 1 h prior to the
assays (Fig. 2 A). The major portion of the net cell surface negativity of all mammalian
cells studied is attributed to the sialic acid moieties of surface glycoproteins (Maslow
and Harlos 1981). Because the same is true for trypanosomatids (Souto-Padrén and De
Souza 1986; Souto-Padrén 2002), we decided to determine if the differences in surface
charge between PAF-treated and untreated epimastigotes were related to any changes in
sialic acid composition. To that end, we performed the same ex vivo interaction and
electrophoretic motility assays using parasites treated with Vibrio cholerae type 111
neuraminidase. This type of neuraminidase preferentially hydrolyzes a-(2,3) linkages of
sialic acid, although it can also cleave a-(2,6) and a-(2,8) linkages (Dungan et al. 2005).
Treating the parasites with neuraminidase caused a pronounced reduction in the number
of parasites recovered after the ex vivo interaction experiments: PAF promoted a
threefold enhancement in parasite recovery, while neuraminidase treatment caused a
58% reduction in parasite recovery compared to untreated epimastigotes. When the
parasites were pretreated with PAF and then incubated with neuraminidase, the number

of epimastigotes recovered was 98% lower than that observed for parasites treated only
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1 9
2

2 189  with PAF. Thus, neuraminidase completely abrogated the effects of PAF in these

g 190 experiments (Fig. 2 B). The net surface charge of the epimastigotes was also modulated
5 191 by neuraminidase. When the epimastigotes were only treated with neuraminidase, their
1? 192 surface charge became less negative; the zeta potential was 9.5 mV in untreated

13 193 epimastigotes and 5.8 mV in neuraminidase-treated epimastigotes. This enhancement in
ig 194  surface negativity promoted by PAF was inhibited when the parasites were incubated
1; 195  with neuraminidase after the PAF treatment. The zeta potential, which was 12.9 mV in
;g 196 PAF-treated cells (35% more negative than in control epimastigotes), was only 8.5 mV
25123 197 in parasites treated with PAF and neuraminidase (Fig. 2 A). To confirm that this

Sg 198 enhancement in parasite surface charge negativity promoted by PAF was related to

gz 199  surface sialic acid, we performed a quantitative chemical assay to measure the amount
gg 200 of sialic acid in PAF-treated vs. untreated parasites (Fig. 3). The PAF-treated

g; 201 epimastigotes showed fourfold higher levels of sialic acid than the untreated

gz 202  epimastigotes.

35

gg 203 Taken together, the present results highly suggest that PAF modulates the

gg 204  surface charge of T. cruzi epimastigotes by altering the amount of surface sialic acid.
%E 205  Also, this change could be responsible for the increase in the number of parasites found
22 206 in the midguts of the insects upon both in vivo and in vitro interactions. Our data is in
32 207 agreement with a previous report by Alves and collaborators (2007), which shows that
47

jg 208 T. cruzi attachment to perimicrovillar membrane of R. prolixus is prevented by midgut
g? 209 incubation with sialic acid prior to the interaction assays in vitro.

gg 210 Interestingly, WEB 2086 inhibits the cellular and humoral immune responses

gg 211 induced by Trypanosoma rangeli infection in R. prolixus hemolymph (Machado et al.
g; 212 2006). In addition, the phagocytosis of yeast cells in vitro has been suggested to be

gg 213 related to the activation of PAF receptors in R. prolixus hemocytes (Figueiredo et al.
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10

2008a). Furthermore, Figueiredo and collaborators (2008b) showed that the hemocyte
phagocytosis inhibition caused by 7. rangeli infection in vivo is rescued by exogenous
arachidonic acid or PAF applied by hemocelic injection.

Figueiredo and collaborators (2008b) suggested that T. rangeli infection in vivo
depresses eicosanoid pathways and a putative insect PAF analog (iPAF) pathway
(Figueiredo et al. 2008b), supporting the role of phospholipase A; in the regulation of
arachidonic acid and iPAF biosynthesis and the role of PAF acetylhydrolase in reducing
the concentration of iPAF in R. prolixus hemolymph (Figueiredo et al. 2008b, Castro et
al. 2009). Intriguingly, we had previously shown that living 7. rangeli parasites uptake
radioactive lipids from R. prolixus lipophorin, which is the main hemolymph lipoprotein
of this insect (Folly et al. 2003). In other words, available data suggest that both the
insect and the parasite present the means to exchange signaling pathways somehow
involving lipid mediators. Accordingly, the saliva of R. prolixus is a source of
lysophosphatidylcholine (LPC) (Golodne et al. 2003), which enhances 7. cruzi
transmission, and some of its biological effects are attributed to LPC. These data
suggest that a vector-derived lysophospholipid may act as an enhancing factor for
Chagas disease (Mesquita et al. 2008).

On the other hand, it is possible that at least some of those findings could be
explained by lipid modulators produced by the parasites, rather than the insects.
Correspondingly, T. cruzi-derived thromboxane A2 (TXA2) modulates disease
pathogenesis in the absence of host-derived TXA2 (Ashton et al. 2007). These results
indicate that TXA?2 controls the proliferation of parasites and resulting inflammatory
response to infection by 7. cruzi. It is worth mentioning that results from our group
show that 7. cruzi synthesizes a PAF-like molecule that modulates in vitro

differentiation of the parasites from epimastigotes to trypomastigotes, and as a result,
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11
1
2
2 239 these parasites are more infectious towards mouse macrophages (Gomes et al. 2006).
5
6 240  Further studies should be performed to resolve the roles of lipid modulators in the
7
8 241 intricate relationships between trypanosomatids, their insect vectors and mammalian
9
9 242 hosts.
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Figure legends

Figure 1. Interaction of Trypanosoma cruzi (Dm 28c clone) epimastigotes with
Rhodnius prolixus. (A) In vivo interaction. Adult females of R. prolixus were fed
through a silicon membrane feeder containing citrated rabbit blood with 10° T. cruzi
epimastigotes/ml. These parasites had been pretreated or not with 10°® M PAF and/or
WEB 2086 for 1 h. The midguts of the insects were extracted 11 days after feeding and
homogenized, and the number of parasites was counted. (B) Ex vivo interaction. The
midguts of adult females R. prolixus were extracted 11 days after feeding directly on
rabbits and individually incubated with 10" T. cruzi epimastigotes/ml. After 1 h, the
midguts were gently washed and homogenized, and the number of parasites was
counted. Data are shown as the mean =+ standard error of the mean (SEM) of at least
three independent experiments. One asterisk (*) indicates that the result was
significantly different from the control system, and two asterisks (**) indicate that the
result was significantly different from the system in which the parasites were treated

with PAF (P < 0.05, two-tailed ANOVA, Student-Newman-Keuls post-test).

Figure 2. Effects of PAF and neuraminidase on surface charge and interactions of
Trypanosoma cruzi (Dm 28c clone) epimastigotes with Rhodnius prolixus. (A)
Glutaraldehyde-fixed parasites (2 x 10%ml) were poured into the electrophoretic
chamber of a cell electrophoresis instrument. The electrophoretic mobilities of at least
40 parasites per system were recorded under a potential of 100 mV, and the resulting
mean values were converted to zeta potentials. (B) The midguts of adult females of R.
prolixus were extracted 11 days after insect feeding directly on rabbits and individually

incubated with 10" 7. cruzi epimastigotes/ml for 1 h. The parasites had been pretreated
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384  ornot with 10° M PAF for 1 h and then treated with neuraminidase for 2 h at 37°C. The
385 midguts were gently washed and homogenized, and the number of parasites was

386 counted. Neu = neuraminidase. Data are shown as the mean + standard error of the
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10 387 mean (SEM) of at least three independent experiments. One asterisk (*) indicates that
13 388 the result was significantly different from the control system, and two asterisks (**)

15 389 indicate that the result was significantly different from the system in which the parasites
390 were treated with PAF (P < 0.05, two-tailed ANOVA, Student-Newman-Keuls post-

20 391 test).

22 392

5 393  Figure 3. Effects of PAF on the amount of sialic acid on Trypanosoma cruzi

27 394  epimastigotes. The parasites (10° 7. cruzi epimastigotes) were suspended in formic acid
29 395 (pH 2.0) and heated for 1 h at 70°C. The cells were harvested by centrifugation, and the
32 396 supernatant was stored at 4°C. A second hydrolysis of the pellet was performed by

34 397 treatment with treatment with water acidified to pH 1.0 with 3M HCI for 1 h at 80°C,
36 398 and the supernatant was collected by centrifugation. Both supernatants were combined
39 399 and lyophilized, and the amount of sialic acid was assayed colorimetrically. The data

41 400 are shown as the mean + standard error of the mean (SEM) of at least three independent
44 401 experiments. One asterisk (*) indicates that the result was significantly different from
46 402 the control system, and two asterisks (**) indicate that the result was significantly

48 403  different from the system in which the parasites were treated with PAF (P < 0.05, two-

51 404 tailed ANOVA, Student-Newman-Keuls post-test).
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Zimmermann et al. 2010: Figure 1 A
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Zimmermann et al. 2010: Figure 1 B
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Zimmermann et al. 2010: Figure 2 A
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Zimmermann et al. 2010: Figure 2 B
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Zimmermann et al. 2010: Figure 3
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