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RESUMO

Biologia da interagéo de Invertebrados e Vertebrados com Microrganismos: Um
Estudo Sobre Aspectos Celulares e Imunoldgicos

Michelle Tanny Cunha do Nascimento

Orientadora: Elvira Maria Saraiva
Maria Cristina M Motta

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacgéo
em Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées — UFRJ.

No presente estudo o mecanismo da ETose foi avaliado durante a interagdo de
células do sistema imune de vertebrados e invertebrados com microrganismos, utilizando
como modelos experimentais neutrofilos humanos e hemocitos de Periplaneta americana.
Os resultados obtidos demonstraram que ambas as células foram capazes de liberar redes
extracelulares, compostas por DNA e histonas, que aprisionam e matam Leishmania e
Escherichia coli. A liberagdo das redes também foi observada na presenca de componentes
de superficie desses microrganismos, como lipofosfiglicano (LPG) e lipopolisacarideo (LPS).
As redes formadas por hemdcitos de P. americana também possuem lipideos neutros em
sua composicao e estdo associadas com o processo de nodulagdo dos hemacitos in vitro e
in vivo. Esse conjunto de resultados demonstram que, além de células do sistema imune
inato de humanos, hemaécitos de um inseto ancestral dentro da escala evolutiva, como P.
americana, também realizam ETose, sugerindo que este mecanismo da resposta inata seja
conservado entre os seres Vivos.

Neste estudo avaliamos também a biologia da interagao de Blastocrithidia culicis com
Aedes aegypti, com o objetivo de descrever a colonizacdo de um protozoario monoxénico
em um inseto vetor. Neste sentido, os resultados demonstram que B. culicis se distribui por
todo o corpo de Ae. aegypti ao longo de 48 dias de colonizagao, promovendo uma resposta
imunolégica no mosquito, detectada através da modulagido da expressdo de fatores de
transcricdo, como Rel1, Rel2 e STAT, e da expressdo de efetores imunes, defensina A e
TEP-1. Avaliando a interacao in vitro de B. culicis com as glandulas salivares do mosquito,
demonstrou-se que o protozoario adere a superficie deste 6rgdo e que este processo é
mediado por carboidratos. No decorrer da interagao, B. culicis foi encontrada no interior das
células do epitélio glandular bem como na regidao onde a saliva é estocada. Ensaios de
interacao de B. culicis biotinilada com proteinas das glandulas e do intestino médio de Ae.
aegypti demonstraram que o protozoario reconhece e se liga especificamente a porgao
glicidica e/ou proteica das mesmas, sugerindo que sua interagdo com esses O6rgaos possa
ser mediada por receptores. Este conjunto de resultados corroboram a hipotese de que
tripanosomatideos monoxénicos colonizam insetos vetores e representam uma primeira
abordagem para o entendimento do ciclo de vida desses protozoarios em seus hospedeiros
invertebrados.

Palavras Chaves: Periplaneta americana, Eschesrichia coli, Hemdcitos, ETose, Leishmania,
neutrdfilos, Blastocrithidia culicis, Aedes aegypti.



ABSTRACT

Biology of invertebrate and vertebrate-microorganisms interaction: a study about
cellular and immunological aspects

Michelle Tanny Cunha do Nascimento

Orientadora: Elvira Maria Saraiva
Maria Cristina M Motta

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacéo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes — UFRJ.

In the present study, the ETose mechanism was evaluated during the interaction of
vertebrate and invertebrate cells with microorganisms, using human neutrophils and
haemocytes from Periplaneta americana as experimental models. Our results demonstrated
that both cells were able to release extracellular traps (ETs), composed of DNA and
histones, which trap and kill Leishmania and Escherichia coli. The release of these structures
was also observed when components of microorganisms’ surface, such as
lipophosphoglycan (LPG) and lipopolysaccharide (LPS) were used as activator of ETose.
Traps formed by haemocytes from P. americana contain neutral lipids and these structures
are also associated to the nodulation process in vitro and in vivo. Altogether these results
demonstrate that, besides human cells, haemocytes from an ancestral insect in the
evolutionary scale, such as P. americana, also undergo ETose, suggesting that this
mechanism is conserved between living beings.

In this study we also evaluated the biology of Blastocrithidia culicis-Aedes aegypti
interaction, in order to describe the colonization of a vector insect by this monoxenous
protozoan. Our results demonstrated that B. culicis spreads throughout the body of Ae.
aegypti along 48 days of colonization, promoting an immune response detected through the
modulation of transcription factors expression, such as Rel1, Rel2 and STAT, and of
expression of immune effectors, such as defensin A and TEP-1. Assessing the in vitro
interaction of B. culicis with mosquito salivary glands, it was demonstrated that the protozoa
adhere to this organ in a process mediated by carbohydrates. During the interaction, B.
culicis was found inside the salivary gland epithelial cells as well in the region where saliva is
kept. Assays using biotinylated B.culicis binding to Ae. aegypti salivary gland and midgut
proteins showed that carbohydrates and/or proteins recognize this protozoan, suggesting
that its interaction with these mosquito organs may be receptor-mediated. These results
corroborate the hypothesis that monoxenous trypanosomatids colonize insect vectors and
represent the first approach for a better comprehension of the life cycle of this protozoan
inside their invertebrate hosts.

Keywords: Periplaneta americana, Escherichia coli, Haemocytes, Innate immune system,
Leishmania, neutrophils, Blastocrithidia culicis, Aedes aegypti.
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1. INTRODUCAO

Insetos sdo seres vivos agrupados no filo Artropoda, que possuem o corpo
formado por um rigido e quitinoso exoesqueleto, segmentado em placas separadas
por regides membranosas e subdividido em cabeca, térax e abdémen. O grupo dos
insetos apresenta grande diversidade de espécies e numero de individuos que séo,
por sua vez, amplamente distribuidos e bem adaptados aos diversos ambientes do
planeta. Caracteristicas importantes, como o tamanho, o curto tempo de geragao e a
co-evolugdo com animais e plantas contribuiram para a ampla distribuicdo e
adaptacado dos insetos e também para a ampliacdo de suas fontes alimenticias. A
possibilidade de alimentar-se de sangue proporcionou aos insetos uma excelente
fonte nutricional capaz de suprir ndo s6 a demanda necessaria a maturacdo dos
ovos nas fémeas, mas também a realizagdo de outros eventos fisiolégicos
importantes, como o seu proprio crescimento corporal do inseto. Em alguns casos,
como em Aedes aegypti, somente as fémeas se alimentam de sangue na época da
maturacao de seus ovos, enquanto seus machos se alimentam de solugdes naturais
acucaradas, como o néctar de flores. Em outros casos, machos e fémeas

desempenham hematofagia por toda a vida (Black & Kondratieff, 2005).

1.1- A Interface entre os Insetos e os Microrganismos

A hematofagia constitui a principal ponte de ligacdo entre insetos e animais
vertebrados. Ao longo do processo evolutivo, diversos microrganismos co-evoluiram
nessa interface, adquirindo perfeita sincronia fisioldgica, morfolégica e bioquimica
com determinados insetos. Todo esse processo co-evolutivo permitiu a alguns
microrganismos a chegada aos vertebrados no momento da hematofagia,
aumentando assim, sua capacidade de dispersdao entre os insetos, e em
consequéncia dessa ocupacao, os vertebrados foram acometidos por doengas
causadas por esses microrganismos tornando o sucesso da co-evolugao inseto-
microrganismo um problema de saude publica.

A relagao entre microrganismos e insetos € intima e, como dito anteriormente,
depende da harmonia entre o ciclo de vida do microrganismo e processos
fisiolégicos do inseto, como por exemplo, a busca por sangue. A partir do momento
que um microrganismo € adquirido pelo seu inseto hospedeiro durante uma
alimentagao sanguinea, ele tera que completar seu ciclo biolégico no inseto a tempo

de adquirir as caracteristicas necessarias para colonizar um novo vertebrado quando



esse inseto se alimentar de sangue novamente. Além disso, € comum a
necessidade de migracdo para tecidos especificos do inseto que Ihe permita ser
transmitido com sucesso no proximo repasto sanguineo (Black & Kondratieff, 2005).
Os insetos que hospedam microrganismos que desenvolvem parte do seu ciclo de
vida em seus tecidos e sao capazes de transmiti-los a outros animais ou plantas,
sdo classificados como vetores bioldgicos. Os animais (ou plantas) que os recebem
sdo classificados como hospedeiros. Aqueles insetos que carregam consigo
microrganismos em partes externas do seu corpo, como nas patas, podendo
carrega-los de um ambiente para outro, sao classificados como vetores mecénicos,
como € o caso de Periplaneta americana (Rey, 2001).

O ciclo de vida de alguns virus, como os arbovirus, protozoarios como
Plasmodium spp., e vermes nematédeos, como os filarideos, exemplificam esse
relacionamento harménico entre patdgenos e insetos. De maneira geral, em todos
os casos citados, a fase evolutiva do patéogeno, que é infectiva para o inseto, esta
presente no sangue ou em células sanguineas do vertebrado, sendo adquiridas pelo
inseto durante a alimentagdo sanguinea. Uma vez no sistema digestorio do inseto,
esses patdgenos atravessam o epitélio intestinal em diregdo a hemocele para se
distribuirem para outros tecidos como as glandulas salivares, no caso de
Plasmodium e arbovirus, e pecas bucais, no caso dos filarideos, e serem
transmitidos novamente a outro hospedeiro vertebrado num proximo repasto
sanguineo. Os arbovirus podem, ainda, colonizar os ovarios dos insetos sendo

repassados verticalmente para a prole desses individuos (Higgs & Beaty, 2005).

1.1.1- O Sistema Digestorio de Mosquitos

O sistema digestério dos insetos pode assumir morfologia diversificada e
receber nomenclaturas diferentes em funcdo da familia de inseto em questao.
Considerando os objetivos desta tese, sera apresentado a seguir uma descrigao do
sistema digestoério e das glandulas salivares de Ae. aegypti, mosquito pertencente a
ordem Diptera (familia Culicidae) que também abriga diversos outros insetos com
importancia meédica como, anofelinos, culicdides, flebotomineos, glossinideos e
simulideos. Muitas caracteristicas descritas aqui sdo compartilhadas por anofelinos
e culicideos (Anopheles e Culex) que serdo coletivamente referidos como

mosquitos.



O canal alimentar de mosquitos € constituido por um tubo uUnico que se
estende da abertura oral, localizada na regido anterior do corpo, até o orificio anal,
na regido posterior do corpo. Cada regido desse tubo digestorio possui uma origem
embrionaria e desempenha uma fungao particular. De uma maneira geral, esse
canal alimentar é denominado intestino e apresenta-se dividido em trés partes: o
intestino anterior ou estomodeu, o intestino médio ou meséntero e o intestino
posterior ou proctodeu. Cada uma dessas regides apresenta 6rgaos anexos que
participam do processo alimentar (Fig. 1). Os detalhes anatdémicos de cada uma
dessas regides do trato digestério, bem como dos 6rgéos anexos a elas, como as
pecas bucais, o esdfago, os tubulos de Malpighi e as glandulas salivares, estédo
intimamente associados aos habitos especificos de cada inseto. Logo, o trato
digestério de mosquitos hematdéfagos apresenta uma anatomia associada

diretamente ao seu habito alimentar (Romoser, 1996).

Figura 1 — Esquema do canal alimentar de um mosquito. Pr = proboscida; BC = bomba cibarial; BF =
bomba faringeal; Es = es6fago; DD = diverticulo dorsal; Ca = cardia; GS = glandula salivar; 1A =
intestino anterior; DV = diverticulo ventral; IM = Intestino médio; TM = Tubulos de Malpighi; IP
Intestino posterior; Re = reto. (Adaptado de Snodgrass, 1959).

O intestino anterior de insetos dipteros tem origem ectodérmica e é revestido
por uma cuticula, estando envolvido com a ingestdo, condugdo e estocagem de
alimento. O processo de ingestao do alimento € iniciado pela inser¢ado da probdscide
do mosquito no vaso condutor de sangue de um vertebrado ou de seiva de uma

planta. Cada espécie pertencente a ordem Diptera apresenta uma anatomia



particular tanto para a formagdo da proboscida, quando para os demais 6rgaos
anexos a porg¢ao anterior do intestino que auxiliam na alimentagao do inseto. Em Ae.
aegypti, a probdscida funciona como a agulha de uma seringa que punge o alimento,
sendo a sucgao do mesmo auxiliada pelas bombas cibarial e faringeal. Esta porgao
inicial do intestino pode apresentar também dilatagdes que formam diverticulos ou
papos que se abrem dentro do eséfago e podem estender-se livremente para a parte
ventral ou dorsal do abdémen do inseto. O diverticulo € um érgao impermeavel que
serve para estocagem do alimento rico em carboidrato, como o néctar, e até mesmo
agua e sangue, dependendo da familia em questdo. Outro 6rgdo anexo a porgao
anterior do intestino de Ae. aegypti é a glandula salivar, que sera descrita mais
adiante. A ligacao do intestino anterior com o intestino médio se da pela cardia, uma
valvula cuja fungao é regular a passagem de alimento da porgcédo anterior para a
porcéo media do intestino, impedindo seu refluxo (Billingsley & Lehane, 1996).

O intestino médio tem origem mesodérmica e é o local onde ocorre a digestao
propriamente dita, assim como a absorgdo do alimento ingerido, sendo conhecido
também como estdbmago. Em todos os insetos dipteros o epitélio intestinal é
composto por uma camada simples de células dotadas de microvilosidades na
por¢ao apical e apoiadas por uma membrana na porg¢ao basal (Billingsley, 1990).
Uma peculiaridade observada no intestino médio dos insetos dipteros hematéfagos é
a secregao de uma estrutura quitinosa e acelular denominada matriz peritréfica, que
pode ser secretada por células especializadas da cardia ou pelo préprio epitélio que
forma o intestino médio, como ocorre em Ae. aegypti. Em ambos os casos, a
secregcao da matriz peritréfica se inicia tdo logo o inseto ingere sangue, mas esse
intervalo de tempo varia de acordo com a espécie. A matriz peritréfica forma uma
camada que envolve o sangue ingerido separando-o fisicamente do epitélio
intestinal, o que confere a esta estrutura um papel importante no estabelecimento de
microrganismos presentes no sangue ingerido (revisto por Devenport & Jacobs-
Lorena, 2005).

O intestino posterior de mosquitos possui origem ectodérmica e € quitinizado.
Esta porgdo é tipicamente separada do intestino médio pela valvula pilérica. E a
porcao intestinal envolvida com a excrecdo de materiais provenientes do intestino
médio e dos tubulos de Malpighi, além de atuar na regulagdo da composi¢céo da
hemolinfa, reabsorvendo agua e sais dos excretas. Da regidao da valvula pilérica

saem os tubulos de Malpighi e a regido imediatamente posterior a esta € chamada



de reto. Apesar de ser revestido por uma camada de quitina, o intestino posterior é
permeavel a agua e varios solutos, uma vez que a regido da ampola retal esta
envolvida com a reabsorgao de agua, ions e pequenas moléculas (Romoser, 1996;
Billingsley & Lehane, 1996).

1.1.1.1- As Glandulas Salivares

Insetos utilizam estratégias e hospedeiros variados para se alimentarem de
sangue e por isso precisam enfrentar problemas mecanicos e fisicos associados aos
seus habitos alimentares, como caracteristicas intrinsecas desses fluidos. Parte
desses problemas é resolvida pela secre¢ao produzida por suas glandulas salivares,
orgaos exocrinos fundamentais para o sucesso da alimentacgéo (Ribeiro, 1995b).

As glandulas salivares de mosquitos adultos sao 6rgaos pares localizados no
térax, banhadas pela hemolinfa que fazem parte da por¢cédo anterior do trato
digestério (Fig. 1). Por causa do habito hematofago ser restrito as fémeas, a
glandula salivar é um o6rgao sexualmente dimoérfico que apresenta diferengas
estruturais e funcionais associadas ao habito exclusivo das fémeas ou a alimentagao
rica em carboidratos, comum tanto aos machos quanto as fémeas (Orr et al., 1961;
James, 1994; Stark & James, 1996). Individualmente, cada glandula salivar é
formada por trés lobulos, sendo dois laterais e um mediano, que se apresentam com
aspecto tubular e sdo conectados entre si através de um ducto salivar comum onde
a saliva é liberada (Fig. 2). O ducto salivar € um tubo fino delineado por uma cuticula
e se invagina para dentro de cada Iébulo que forma a glandula. Saindo das
glandulas salivares, o canal salivar atravessa o pescogo do mosquito para conectar-
se a proboscida na regido da cabeca. Em geral, os trés I6bulos que formam a
glandula salivar de machos adultos apresentam semelhangas morfolégicas e
histoquimica entre si, apresentando a mesma capacidade secretdria. Ja nas fémeas,
os l6bulos laterais que formam a glandula salivar sdo morfologicamente idénticos,
mas diferem do I6bulo mediano. Cada Iébulo lateral possui trés regides: a porgao
proximal, a porcao intermediaria e a porcao distal em relacdo ao ducto salivar
comum (revisto por James, 2003) (Fig. 2).



Figura 2 — Glandula salivar de fémea Ae. aegypti. DS = ducto salivar; LL = I6bulo lateral; LM = I6bulo
médio; PP = porgao proximal dos Iébulos laterais; PD = por¢ao distal dos I6bulos laterais. Barra = 100
M. (James, 2003).

O epitélio glandular que forma cada Iébulo da glandula salivar de mosquitos
tem origem ectodermal e é formado por uma camada simples de células que estao
organizadas ao redor do ducto salivar. As células que formam este epitélio
apresentam uma superficie apical voltada para o lumem do ducto salivar, e outra
basal, voltada para a hemolinfa do inseto (Orr et al., 1961; Beckett, 1990).

Em relacdo as diferencas funcionais, as células que formam a porg¢ao proximal
dos lobulos laterais produzem e secretam componentes da saliva relacionados a
ingestdo de uma refeicdo baseada em carboidratos, como amilases e a-1-4
glucosidases. Em contrapartida, as células que formam a porg¢ao distal dos I6bulos
laterais juntamente com as células que formam todo o I6bulo mediano estédo
envolvidas com a produgao de componentes da saliva relacionados exclusivamente
a alimentagao sanguinea (revisto por James, 2003).

A saliva de insetos hematofagos nao € um fluido inerte, mas sim um potente
coquetel farmacologicamente ativo. Para obter o sangue do hospedeiro, esses
insetos desenvolveram estratégias espetaculares para manipular o sistema
hemostatico do hospedeiro vertebrado. Essas estratégias relacionam-se a produgao
de componentes que atuam na inibicdo da agregacdo plaquetaria, da
vasoconstricdo, e da cascata de coagulagdo sanguinea, além de afetar a
capacidade inflamatéria e imune do hospedeiro vertebrado (Ribeiro, 1995a).
Patégenos, como protozoarios e virus, foram capazes de co-evoluir com seus
vetores e desenvolveram também mecanismos para tirar vantagens da manipulagao
da homeostase do hospedeiro vertebrado pelo vetor, para deste modo se
estabelecerem apds a transmisséo (Titus & Ribeiro, 1988, Jones et al., 1992, Belkaid

et al., 1998). Os mecanismos bioquimicos relacionados a hematofagia que se



destinam a prevengcdo da coagulacdo do sangue, por exemplo, ndo sao
exclusividade dos insetos, sendo compartilhados por diferentes artropodes
hematofagos. Diversas classes de proteinas anticoagulantes, incluindo grupos
polifiléticos de enzimas, por exemplo, sdo comuns a diversos artropodes
hematdfagos (Stark & James, 1996; Ribeiro, 1995a). Técnicas de protedmica tém
sido amplamente utilizadas para fornecer informacdes sobre a composigao proteica
da glandula salivar de artropodes hematéfagos. Esse conjunto de proteinas
identificadas € denominado “sialoma” e ja foi estabelecido para varios insetos
vetores, incluindo Ae. aegypti, An. gambiae, An. stephensi, Rhodnius prolixus e
Ixodes scapularis (Valenzuela et al., 2002a, 2002b, 2003, 2004; Francischetti et al.,
2002; Ribeiro et al., 2004a, 2004b, 2006; 2007).

As diferentes por¢cdes do canal alimentar, bem como as glandulas salivares
dos insetos, sdo constituem tecidos que s&o utilizados por diferentes patdégenos para
estabelecimento e/ou como rota de disseminagao pelo corpo do inseto, assim como
via de transmissao para os hospedeiros vertebrados.

A sequir, serdo descritos os principais aspectos da interagdo de protozoarios
tripanosomatideos com os tecidos de seus insetos vetores, bem como suas rotas de

disseminacao e vias de transmissao para hospedeiros vertebrados.

1.2. - Os Tripanosomatideos e os Insetos Vetores

Os protozoarios chamados de tripanosomatideos pertencem a familia
Trypanosomatidae que por sua vez esta inserida na ordem Kinetoplastida. A familia
Trypanosomatidae compreende atualmente 13 géneros (Tabela 1) que agrupam
espécies de acordo com aspectos morfologicos e especificidade pelo hospedeiro.
Cinco géneros da familia Trypanosomatidae sdo constituidos por protozoarios que
necessitam de dois hospedeiros, um intermediario e outro definitivo, para
completarem seus ciclos biolégicos, sendo por isso denominados heteroxénicos.
Estao inseridos nesse grupo os géneros Leishmania, Trypanosoma, Phytomonas,
Sauroleishmania e Endotrypanum. Os dois primeiros abrigam importantes agentes
etiolégicos de doengas humanas como a leishmaniose, a tripanosomiase americana
e a africana. O género Phytomonas inclui aqueles tripanosomatideos que utilizam
como segundo hospedeiro plantas como cafeeiros e palmeiras (Rey, 2001;

Camargo, 1999).

Tabela 1- Géneros da familia Trypanosomatidae transmitidos por insetos e seus respectivos
hospedeiros.



Grupos Géneros Hospedeiros
Angomonas
(Sousa & Corte-Real, 1991)
Strigomonas
(Lwoff & Lwoff, 1931; Brandao et al., ,
2000)
Wallaceina
Monoxénicos (Podlipaev & Rokitskaya, 1999)
Blastocrithidia
(Laird, 1959, apud Wallace, 1966) Invertebrados
Crithidia (Insetos das Ordens Diptera,
(Léger, 1902, apud Wallace, 1966) Hemiptera)
Herpetomonas
(Kent, 1880, apud Wallace, 1966)
Leptomonas
(Kent, 1880, apud Wallace, 1966)
Rhynchoidomonas
(Patton,1910, apud Wallace, 1966)

Endotrypanum
(Mesnil & Brimont, 1908, apud Wallace, Invertebrados
1966) (Insetos das Ordens Diptera,
Leishmania Hemiptera)
Heteroxénicos (Laveran & Mesnil, 1903, apud Wallace, e
1966) Vertebrados

Sauroleishmania
(Ranque, 1973)
Trypanosoma

(Grubby, 1843, apud Wallace, 1966)

Invertebrados
Phytomonas (Insetos da Ordem Hemiptera)
(Donovan, 1909) e
Plantas

Dentre as muitas ordens que compdem a classe Insecta, duas se destacam
quando o assunto € a interagdo com tripanosomatideos: a ordem Hemiptera e a
ordem Diptera. Ambas possuem importancia médica por estarem relacionadas a
transmissao de tripanosomatideos patogénicos para o ser humano, como os insetos
dos géneros Lutzomyia e Phlebotomus (diptera) que transmitem diferentes espécies
de Leishmania, os do género Glossina (diptera), que sao vetores dos Trypanosomas
africanos, como Trypanosoma brucei, e os insetos dos géneros Triatoma, Rhodnius
e Panstrongylus (hemiptera) que transmitem os Trypanosomas americanos, como
Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli (Rey, 2001). O ciclo desenvolvido por
esses tripanosomatideos em seus insetos vetores inicia-se com a ingestdo de
sangue do vertebrado contendo suas formas infectivas e, dentro do inseto, o
primeiro local ocupado é o intestino. Posteriormente, cada um deles se distribuira
por diferentes tecidos do inseto para completarem seus ciclos evolutivos e serem
transmitidos novamente. Os protozoarios dos géneros Leishmania, por exemplo, sao

ingeridos pelo inseto na forma amastigota que por sua vez se transformam em



promastigotas capazes de aderir as vilosidades intestinais do flebotomineo evitando,
assim, sua eliminagdo junto com os excretas da digestdo do sangue. Os
promastigotas entdo, tém a chance de completarem sua metaciclogénese e se
diferenciarem nas formas metaciclicas, que se desligam das vilosidades e migram
em diregdo a porgao inicial do trato digestério do flebotomineo. No préximo repasto
sanguineo, o flebotomineo regurgitara os promastigotas metaciclicos no vertebrado
(Bates, 2007). O ciclo dos tripanosomas americanos, T. cruzi e T. rangeli, difere de
Leishmania spp. uma vez que as formas ingeridas pelos seus hospedeiros
hemipteros sdo as formas tripomastigotas que se diferenciardo em epimastigotas
capazes de aderir a cuticula do intestino posterior do inseto, no caso de T. cruzi, ou
atravessar o epitélio intestinal em direcdo a hemocele no caso de T. rangeli. A
metaciclogénese de T. cruzi se completa no intestino e as formas metaciclicas se
acumulam na ampola retal do inseto para sairem junto com as fezes no préximo
repasto sanguineo. Por outro lado, T. rangeli completa sua diferenciacédo nas
glandulas salivares do inseto hospedeiro, local de onde serdo transmitidos para o
hospedeiro vertebrado em sua préxima alimentagcéo sanguinea (revisto por Vallejo et
al., 2009). Com relagao aos tripanosomas africanos, o ciclo no vetor inicia-se com a
ingestado de formas metaciclicas curtas junto com o sangue do vertebrado. Uma vez
no intestino do inseto, essas formas se diferenciam em prociclicos que proliferam e
migram, por dentro do tubo digestorio, em dire¢cao as glandulas salivares. Uma nova
etapa de diferenciagdo ocorre e formas epimastigotas sdo originadas. Tardiamente,
0s epimastigotas originam formas metaciclicas longas e nao proliferativas que sao
transmitidas para outro vertebrado (Gull, 2001).

Embora a familia Trypanosomatidae inclua protozoarios de importancia
médica e econbmica, a maioria dos géneros pertencentes a esta familia é formada
por espécies que desenvolvem seus ciclos bioldgicos somente no inseto (hospedeiro
invertebrado) (Wallace 1966; Wallace et al., 1983). Esses tripanosomatideos sao
denominados monoxénicos e pertencem aos géneros Blastocrithidia, Crithidia,
Herpetomonas, Rhynchoidomonas e Leptomonas, além dos recentemente criados:
Angomonas, Strigomonas e Wallaceina (Wallace, 1966; Vickerman, 1994; Sousa &
Corte-Real, 1991; Lwoff & Lwoff, 1931[apud Wallace, 1966]; Brandao et al., 2000;
Podlipaev & Rokitskaya, 1999).

Curiosamente, tripanosomatideos monoxénicos ja foram isolados de insetos

hematofagos pertencentes a ordem Diptera, Culex pipiens, Aedes vexans,



Anopheles maculipennis, Mansonia richardii ou de percevejos da ordem Hemiptera,
como o Triatoma infestans (Wallace, 1966; Schaub, 1988). Embora se conhega em
detalhe o cilco de vida de tripanosomatideos heteroxénicos e a fonte natural de
infeccdo dos insetos, que é o sangue de animais infectados, até o presente
momento o reservatorio natural destes tripanosomatideos moxénicos ainda néo esta
estabelecido. Um caso particular de colonizagcdo e de transmissdo natural bem
elucidado é o que envolve Blastocrithidia triatomae e Triatoma infestans, que
coincidentemente € também o inseto hospedeiro de tripanosomatideos
heteroxénicos, como T. cruzi e T. rangeli. Neste caso foi demonstrado que o
protozoario monoxénico coloniza o intestino de inseto juntamente com T. cruzi e T.
rangeli e diferencia-se em cistos na ampola retal, sendo expelido juntamente com as
fezes do triatomineo (Schaub, 1988; Schaub et al., 1988). Além disso, foi
demonstrado que a transmiss&o natural de B. triatoma entre os insetos hospedeiros
pode ocorrer pelos mesmos mecanismos observados em T. cruzi e T. Rangeli, ou
seja: por coprofagia direta, que € a ingestdo de fezes de outros insetos
contaminadas com estes protozoarios, por ingestdo indireta (ingestdo de alimentos
contaminados com fezes contaminadas) (Gibbs, 1950, McGhee & Hanson, 1962,
Schaub, et al., 1989) e por canibalismo (Wallace, 1966, Schaub, et al., 1989). Essa é
a unica desricao completa existente na literatura sobre o ciclo de tripanosomatideos
monoxénicos, permanecendo seu estudo negligenciado em detrimento dos
tripanosomatideos heteroxénicos de importancia médica e econémica (revisto por
Podlipaev, 2001).

Além do trato digestivo, monoxénicos também ja foram encontrados em
outros tecidos de insetos, como nos tubulos de Malpighi, no intestino posterior, na
ampola retal, na hemolinfa e nas glandulas salivares (Wallace, 1966), mas todos
esses estudos foram apenas descritivos e ndo elucidaram o ciclo desses
protozodarios. E importante ressaltar ainda, que se comparando as informacdes
existentes sobre o ciclo de tripanosomatideos heteroxénicos, pouco é sabido sobre
0s mecanismos de colonizacao e interacdo de tripanosomatideos monoxénicos com
insetos hospedeiros, apesar desses organismos representarem um maior numero de

géneros dentro da ordem, do que os heteroxénicos.



1.2.1- O Modelo Blastocrithidia culicis-Aedes aegypti

B. culicis é um tripanosomatideo monoxénico pertencente ao género
Blastocrithia (Laird, 1959 apud Vickermam, 1994) e a familia Trypanosomatidae.
Primeiramente, B. culicis foi descrita e nomeada por Novey (1907 apud Vickermam,
1994) como Crithidia. Entretanto, Laird (1959; apud wallace, 1996) alterou esta
classificagao considerando que os tripanosomatideos do género Crithidia possuem a
forma coanomastigota piriforme, diferentemente daquela observada em Blastocrithia,
que é epimastigota. Como um membro da familia Trypanosomatidae, B. culicis
apresenta as caracteristicas comuns aos demais protozoarios desta familia, como a
presenca de mitocdndria unica e ramificada, do cinetoplasto, que é a regido alargada
da mitocéndria que contém DNA (kDNA), de microtubulos sub-peliculares e de
flagelo emergindo da bolsa flagelar (Fig 3). Entretanto, chama atencao a presenca
de uma bactéria simbidtica no citoplasma de B. culicis (Novey et al., 1907, Wallace,
1966, Brueske, 1967), bem como no citoplasma de cinco outras espécies de
monoxénicos: Crithidia oncopelti (Gill & Vogel, 1963), C. deanei (Mundim et al.,
1974), Herpetomonas roitmani (Fiorini et al., 1989; Faria e Silva et al., 1991) e C.
desouzai (Fiorini et al., 1989).

Estudos envolvendo o projeto genoma da bactéria simbidtica de
tripanosomatideos, mostram que os simbiontes das diferentes espécies séao
similares entre si e descendem de um ancestral comum, uma p-Proteobactéria do
género Bordetella. Isto significa que a endossimbiose em tripanosomatideos surgiu a
partir de um evento monofilético, tal como ocorrido na origem da mitocdndria. (Motta
et al., 1991, Faria e Silva, 1991; Du et al. 1994, Hollar et al. 1998).



endossimbionte microtibulos swbpelicu lares

Figura 3- Representacdo de Blastocrithidia culicis, um tripanossomatideo que contém
endossimbionte. Adaptado de Marcia Shimada.

Uma ferramenta importante para o estudo entre a relagdo do endosimbionte
com seu tripanosomatideo hospedeiro foi a possibilidade de se obter cepas curadas
desses protozoarios, através da remogao do simbionte pelo tratamento com o
antibidtico cloranfenicol (Chang, 1975; Mundim & Roitman, 1977). Atualmente, ja
estdo disponiveis cepas curadas ou apossimbidticas de B. culicis, C. deanei, C.
oncopelti e H. roitmani (Brueske, 1967; Chang & Trager, 1974; Mundim & Roitman,
1977; Chang, 1975; Faria e Silva et al. 1994). O cultivo de tais cepas aposimbitticas
necessita da suplementacado de fatores de crescimento essenciais, como hemina,
purina, aminoacidos e vitaminas, pois ja foi estabelecido que o endossimbionte
complementa os ciclos metabdlicos do seu protozoario hospedeiro (revisto por De
Souza & Motta, 1999). Além da influéncia nutricional, relatos da literatura
demonstram que a presenca da bactéria simbidtica promove modificacdes
ultraestrurais e fisico-quimicas no tripanosomatideo hospedeiro, tais como: (i)
alteragdes na composicdo de carboidratos da membrana plasmatica (Dwyer e
Chang, 1976; Esteves et al., 1982), (ii) na carga de superficie (Oda et al. 1984), (iii)
na diferenciagdo de H. roitmani (Faria & Silva et al., 1994) e (iv) na capacidade de
resisténcia desses tripanosomatideos aos mecanismos microbicidas de macrofagos
peritoneais de camundongo (Rozental et al. 1987). Recentemente, foi demonstrado

também que a presenga do endosimbionte altera a secrecdo de enzimas



proteoliticas do protozoario (d’Avila-Levy et al., 2001) e aumenta sua ades&o ao
intestino de insetos vetores, promovendo o seu estabelecimento no inseto (Fampa et
al., 2003). E importante mencionar, que a simbiose em tripanosomatideos apresenta
caracter mutualistico, ou seja, se isolada do protozoario, a bactéria é incapaz de
sobreviver e de se multiplicar (Azevedo-Martins et al. 2007), enquanto o
tripanosomatideo curado é incapaz de colonizar insetos (Fampa et al., 2003).

Outro aspecto que reforca a importancia de estudar a interacdo de
tripanosomatideos monoxénicos com insetos vetores, foi o surgimento de relatos
indicando a possivel infeccdo de humanos por esses protozoarios. Infecgdes por
tripanosomatideos monoxénicos foram descritas em pacientes HIV-positivos (revisto
por Chicarro & Alvar, 2003), embora a identificacdo do protozoario seja controversa,
ja que em alguns casos o protozoario isolado foi classificado como um membro
divergente do género Leishmania (Noyes et al., 2002). Entretanto, a identificacéo de
Leptomonas pulexsimulantis como agente causal de uma sindrome semelhante a
leishmaniose visceral em paciente HIV-positivo (Pacheco et al., 1998) e o isolamento
de um tripanosomatideo de inseto, geneticamente relacionado a Herpetomonas
samuelpessoai, do sangue de um paciente também HIV-positivo (Morio et al., 2008),
inclui os tripanosomatideos monoxénicos na lista de agentes oportunistas em
individuos imunossuprimidos. Além desses relatos, um trabalho pioneiro de McGhee
(1957) mostrou a infeccdo de embrides de galinha por Crithidia sp. com posterior
isolamento dos protozoarios do figado do animal e transferéncia vertical para outros
embrides. Da mesma forma Jansen e colaboradores (1988) demonstraram a
multiplicagao de diversos tripanosomatideos monoxénicos na glandula de cheiro de
gambas, mostrando a possibilidade de uma colonizacdo em vertebrados. Além
disso, ensaios in vitro mostraram que somente os tripanosomatideos monoxénicos
que contem bactéria simbidtica sdo capazes de infectar e de sobreviver por 48h em
fibroblastos de camundongo obtidos da derme (Santos et al., 2004). Recentemente,
foi relatado que a cepa de C. deanei que contém simbionte apresenta maior taxa de
associacado com fibroblasto de mamifero do que a cepa curada no inicio do processo
de interacao (1-2h). Entretanto, a medida em que os ensaios prosseguem (24-96h) o
indice de associagao é similar em ambas cepas, indicando que a habilidade do
tripanosomatideo monoxénico de sobreviver e se replicar em hospedeiros
vertebrados € independente da presencga do simbionte (Matteoli et al., 2009). Juntos

esses relatos evidenciam a importancia do estudo de tripanosomatideos



monoxénicos como agentes oportunistas de infeccbes em vertebrados e cria
controvérsias quanto a classificagao dos tripanosomatideos em monoxénicos ou
heteroxénicos.

Nosso laboratorio vem se dedicando ao estudo do processo de interagcédo de
tripanosomatideos monoxénicos com insetos vetores. Foi primeiramente
demonstrado que tripanosomatideos monoxénicos com endosimbionte interagem
mais com as linhagens celulares de insetos e com o intestino médio, explantados de
diferentes espécies de dipteros, do que suas respectivas cepas aposimbioticas
(Fampa et al., 2003). Dentre os varios tripanosomatideos monoxénicos utilizados
neste estudo, B. culicis foi a espécie que mais interagiu com as linhagens de células
e com os intestinos dos insetos analisados. Além disso, B. culicis com
endosimbionte foi capaz de se estabelecer no intestino de fémeas de Ae. aegypti,
fato ndo observado com a cepa de B. culicis que ndo apresenta o endosimbionte.
Esta ultima n&o foi encontrada no intestino do mosquito 24 horas apods sua
alimentagdo com os protozoarios (Fampa et al., 2003). Analisando a participacao de
glicoconjugados na interacédo de B.culicis com o intestino de fémeas de Ae. aegypti,
sugerimos o envolvimento de moléculas contendo manose e acido sialico neste
processo, uma vez que a adigao destes compostos a interacdo protozoario-intestino
in vitro, bem como o tratamento in vitro dos protozoarios com sialidase diminuiram
significativamente esta adesao (d’Avila-Levy et al., 2005b).

Investigando mais detalhadamente a interagdo de B. culicis com Ae. aegypti,
nosso grupo demonstrou que este protozoario € capaz de sobreviver e colonizar por
longos periodos o intestino de fémeas de Ae. aegypti que foram alimentadas com o
protozoario. A analise ultraestrutural dessa interacédo revelou que o protozoario
adere as células do epitélio intestinal do mosquito inserindo seu flagelo entre as
microvilosidades que revestem este epitélio. Outro fato importante observado neste
estudo foi a chegada de B. culicis a hemocele de Ae. aegypti nos estagios mais
avancados da infecgao (Corréa-da-Silva et al., 2006). Esse achado abriu a
possibilidade de B. culicis interagir com outros orgaos de Ae. aegypti que s&o
banhados pela hemocele, como por exemplo as glandulas salivares do mosquito.

1.3 - Sistema imune inato de Insetos
O sistema imune inato € a primeira linha de defesa utilizada por diversos

seres vivos contra microrganismos invasores. As respostas da imunidade inata sao



rapidas, eficazes, independentes de qualquer exposi¢cao prévia ao patdogeno e as
cascatas de transducado de sinais que as desencadeiam sdo conservadas ao longo
da evolugao desde insetos até vertebrados, incluindo humanos. Em comparagao aos
vertebrados, esta interseg¢ao inclui a producdo de peptideos antimicrobianos, de
radicais reativos de oxigénio e nitrogénio, de moléculas reconhecedoras de padrdes
microbianos, como por exemplo lectinas do tipo C e receptores semelhantes a Toll,
bem como fagdcitos profissionais. Além disso, o reconhecimento de patdgenos e a
ativacado desses sistemas em insetos levam também a mecanismos que nao sao
compartilhados com vertebrados, como a nodulagédo dos fagocitos, a encapsulagao
dos microrganismos invasores e a ativagdo da enzima fenoloxidase responsavel
pelo mecanismo de melanizagao (Barillas-Mury et al., 2005).

A primeira barreira do sistema inato de insetos é constituida por seu rigido
exoesqueleto formado por quitina. O exoesqueleto corresponde funcionalmente a
pele dos vertebrados e ndo s6 auxilia na homeostase do corpo evitando, por
exemplo, a perda hidrica, como também compde a primeira linha de defesa da
imunidade inata desses organismos contra invasores, uma vez que essa estrutura
funciona como barreira fisica, impedindo a entrada de microrganismos. Internamente
ao exoesqueleto estd a cavidade geral que forma o corpo do inseto, chamada
hemocele, e que abriga todos os seus 6rgaos. A hemocele é a cavidade geral do
corpo dos insetos por onde circula a hemolinfa, liquido corporal dos insetos cuja
funcdo assemelha-se ao sangue dos vertebrados. Voltado para a hemocele e
localizado logo abaixo do exoesqueleto encontra-se o corpo gorduroso, 6rgao
multifuncional dos insetos cujo papel no sistema imune é sintetizar e liberar
peptideos antimicrobianos (Gillespie et al., 1997). Estruturalmente, o corpo
gorduroso existe sob duas formas no abdémen do inseto: uma camada parietal
adjacente ao tegumento e aos musculos inter-segmentares e uma camada
perivisceral, localizada ao redor dos 6rgaos, principalmente ao trato digestério e
ovarios (Chapman, 1998).

Outros tecidos do inseto também podem participar efetivamente da resposta
imune produzindo moléculas antimicrobianas, como ocorre nos hemadcitos
circulantes na hemolinfa (revisto por Lavine & Strand, 2002) e em epitélios, como o

intestinal e o glandular (Dimopoulos et al., 1998; Tzou, et al., 2000).



Assim como ocorre em mamiferos, a resposta imune inata de insetos é
mediada pelo trabalho colaborativo entre células e fatores humorais, sendo

subdividida, didaticamente, nas etapas celular e humoral.

1.3.1- Imunidade Celular

Os efetores da resposta celular em insetos sdo células denominadas
coletivamente de hemdcitos. Essas células circulam pela hemolinfa e encarregam-se
de (1) fagocitar o microrganismo invasor, (2) formar aglomerados ao redor do
mesmo, num processo denominado nodulagdo, ou (3) formar uma capsula com
camadas celulares multiplas e recoberta por melanina, caracterizando a
encapsulacdo. Embora essas células sejam coletivamente chamadas de hemdcitos,
existem diferencas morfolégicas e funcionais que dificultam o estabelecimento de
uma nomenclatura homogénea para as diferentes subpopulagdes de hemocitos
encontradas nas varias ordens de insetos existentes. Sendo assim, os tipos de
hemaécitos encontrados em insetos pertencentes as ordens Lepidoptera, Diptera,
Orthoptera, Blattaria, Coleoptera, Hymenoptera, Hemiptera e Collembola sao
usualmente denominados pro-hemdacitos, granulécitos, plasmatdcitos, esferuldcitos e
oenocitbéides (revisto por Lavine & Strand 2002).

O primeiro passo para que ocorra uma resposta imune mediada por células é
o reconhecimento de estruturas nao-préprias presentes na superficie do
microorganismo denominadas PAMPS ou padrbées moleculares associados a
patdgenos. Tal reconhecimento é realizado por diferentes receptores, presentes nos
hemodcitos ou na hemolinfa, que sdo reconhecedores de padrdes (PRRs). Ao
contrario do que ocorre em vertebrados, os PRRs de insetos ndo sao expandidos
clonalmente, mas sao tao eficientes quanto aqueles presentes nos vertebrados e
disparam cascatas de respostas imunes capazes de controlar rapida e
eficientemente uma infecgao (revisto por Marmaras & Lampropoulou, 2009).

A fagocitose constitui um mecanismo primario da resposta inata e
evolutivamente conservado. Além disso, a fagocitose também pode ocorrer como
um processo que colabora para a homeostase do tecido, participando, por exemplo,
da eliminacao de células apoptdticas e debris durante a fase embrionaria do inseto.
Virtualmente, todos os tipos de hemdécitos sdo capazes de fagocitar microrganismos,
mas existem particularidades de acordo com a ordem de inseto em questdo, com o

tipo de microrganismo invasor e com a quantidade inoculada (Lackie,1988).



Plasmatocitos e granuldcitos sdo os fagdcitos mais comuns, e em alguns insetos os
oenocitdides também se destacam nesse processo. Em alguns casos, a fagocitose
de microrganismos € otimizada pela opsonizagao destes com proteinas que também
atuam como PRRs, como C-lectinas, proteinas contendo motivos tioester (TEPs) e
proteinas reconhecedoras de peptidoglicanos (PGPRs) (revisto por Lavine & Strand
2002).

Quando a quantidade de microrganismos invasores é muito grande, o
processo de nodulagdo € desencadeado e os hemdcitos se aglomeram sobre a
superficie do invasor formando nodulos. No caso de parasitoides e vermes
nematdodeos que parasitam insetos, invasores muito grandes para serem
fagocitados, ira ocorrer a sobreposigcdo de camadas multiplas de hemacitos sobre a
superficie estranha resultando na formacdo de uma capsula através do processo
denominado encapsulacdo. Ambos os processos, nodulacdo e encapsulacdo, sao
respostas imunoldgicas que contribuem para uma limpeza rapida e efetiva da
hemolinfa j& que ambas as estruturas, nédulo e capsula, podem aderir aos tecidos
do inseto, retirando rapidamente da circulagdo particulas invasoras ou evitando seu
espalhamento pela hemolinfa por conté-las no local da inoculagéo (Lackie,1988).
Além disso, a deposi¢cao de melanina sobre a capsula ou sobre o nédulo, quando
ocorre, auxilia na morte do invasor através da producdo local de radicais livres de
oxigénio e nitrogénio e de quinonas toxicas produzidas pela ativacdo da
fenoloxidase, enzima que controla a cascata de melanizagdo (Nappi & Christensen,
2005).

1.3.2- Imunidade Humoral

A resposta inata humoral é dada pela producéo de peptideos antimicrobianos
(AMPs) e de radicais reativos de oxigénio e de nitrogénio (ROS e RNS), pela
ativacao de cascatas enzimaticas complexas que controlam a melanizacdo e a
coagulagdo da hemolinfa e pela ativacdo de receptores reconhecedores de
patdgenos que, além de ativar hemdcitos, podem atuar como opsoninas e fatores
aglutinantes, no caso de C- lectinas (Barillas-Mury et al., 2005).

Insetos produzem uma variedade de AMPs em resposta a invasdo de
microrganismos. Lisozimas, defensinas, cecropinas e atacinas representam as
familias de AMPs que podem ser sintetizadas pelos hemacitos, corpo gorduroso e

epitélios mediante a invasdo de compartimentos do corpo do inseto. Em sua grande



maioria os AMPs correspondem a moléculas hidrofébicas capazes de atacar
diretamente a parede celular ou a membrana plasmatica do microrganismo invasor
causando lise e morte (Gillespie et al., 1997; Bulet et al., 1999). O primeiro fator
antibacteriano identificado na hemolinfa de um inseto foi lisozima e atualmente
defensinas de insetos constituem a classe de AMPs melhor caracterizada em
diferentes classes.

As defensinas sdo peptideos catidnicos, ricos em cisteinas, com
aproximadamente 40 aminoacidos, e homodlogas as defensinas de mamiferos
(Lehrer et al., 1993; Dassanayake et al., 2007). Em mosquitos, as defensinas atuam
contra uma ampla variedade de patégenos, incluindo bactérias, fungos, protozoarios
e vermes (Lowenberger et al., 1995; Cho et al., 1996; Dimopoulos et al., 1997,
Bartholomay et al.,, 2004; Kumar & Paily, 2008). Em Ae. aegypti, defensina
representa um importante AMP, sendo produzidas trés isoformas (A, B e C), das
quais duas (A e B) sdo predominantes e expressas no corpo gorduroso, enquanto a
terceira (isoforma C) é expressa em niveis bem menores no intestino do mosquito
(revisto por Lowenberger, 2001). Com relagdo as cascatas imunoldgicas ativadas
em resposta ao reconhecimento de um patdégeno, Toll e IMD (do inglés
‘immunodeficiency”) séo controladas por fatores de transcrigdo que regulam, em
nivel nuclear, a producao de defensina (e outros AMPs). O modelo melhor estudado
€ no inseto Drosophila melanogaster. Neste inseto, trés fatores de transcrigao
nucleares da familia kappa B (NF-kB) controlam as importantes cascatas do sistema
imune inato de Drosophila: Dorsal e Dif (do inglés “Dorsal-related imune factor”),
membros da cascata Toll e que sdo ativados em resposta a fungos e bactérias Gram
positivas, e Relish, membro da cascata IMD ativado em resposta a presenca de
bactérias Gram negativas (revisto por Lemaitre & Hoffmann, 2007). Tais cascatas
imunes sédo conservadas em mosquitos (Hoffmann, 2003; Michel & Kafatos, 2005),
sendo o fator Rel1 o homologo de Dif e Rel2 o homologo de Relish (Christophides et
al., 2002, 2004; Shin et al., 2005). Em fémeas de Ae. aegypti foi descrito que a
cascata Toll € modulada por Rel1 (Bian et al., 2005; Shin et al., 2005), enquanto a
cascata IMD é controlada por Rel2. A deficiéncia de Rel2 nesses mosquitos provoca
com uma susceptibilidade a bacterias Gram negativas e um acentuado prejuizo na
expressao de defensina e cecropina (Shin et al., 2003; Meister et al., 2005). A
terceira cascata de sinalizagdo da resposta imune é denominada JAK/STAT (do

inglés “Janus kinase signal transducer and activator of transcription”) e tem sido



implicada com a resposta a virus em Ae. aegypti (Souza-Neto et al., 2009) e D.
melanogaster (Dostert et al., 2005).

A coagulacao da hemolinfa € um mecanismo utilizado por insetos (e outros
artropodes) para selar uma injuria no integumento, evitando transtornos
homeostaticos decorrentes da perda de hemolinfa, ou prender microrganismos
invasores, contendo-os no local da injuria e evitando sua disseminacdo pela
hemolinfa. A coagulagado consiste na formacédo de uma matriz insoluvel que contém
fatores humorais e hemdcitos, sendo sua ativagdo semelhante a cascata de serino
proteases que atuam na coagulagdo do plasma de mamiferos. O controle da
coagulagdo €& baseado na atividade de serino proteinases que desativam as
proteases da cascata (revisto por Dushay, 2009). Recentemente foi descrito que
uma transglutaminase, homéloga ao fator Xllla de humanos, esta presente na
hemolinfa de D. melanogaster e é fundamental para a coagulagcdo da hemolinfa e
para o aprisionamento de bactérias no coagulo (Wang et al., 2010).

A melanizagao constitui um mecanismo particular da resposta humoral de
organismos invertebrados, embora seja um mecanismo igualmente importante para
a esclerotizacido da cuticula que forma o corpo dos insetos assim como o envoltorio
do ovo em algumas espécies. Para o sistema imune, a formagao e deposi¢cao de
melanina na superficie de patégenos ou de um grupo de hemdcitos nodulados é
importante para impedir a disseminacdo desses patdgenos, para individualizar
hemocitos nodulados e, em alguns casos, até mesmo para facilitar a fagocitose
(revisto por Christensen et al., 2005). A ativagdo da cascata que resulta na
melanizagao inicia-se mediante a ativacdo da enzima chave fenoloxidase (PO). PO
existe nos insetos como uma pro-enzima, a pro-fenoloxidase (pro-PO), sendo sua
ativacdo regulada pela clivagem proteolitica mediada por serino proteases. A
conversao de pro-PO em PO inicia a hidroxilagdo de monofenois, como tirosina, a o-
difenois, como dihidroxi-fenil-alanina (DOPA). Consequentemente, a oxidagao de
difenois como DOPA gera quinonas precursoras da melanina, como a dopaquinona
(Nappi & Christensen, 2005). Esse substrato pode ser utilizado pela prépria PO ou
pela enzima conversora de dopacromo (dopa descarboxilase - Ddc) para originar
melanina. Em alguns insetos, ocorre a expressdo de Ddc na superficie dos
hemdcitos interligando a resposta celular a humoral (Marvrouli et al., 2005; De
Gregorio et al., 2002; Liu et al., 1997).



A resposta imune desempenhada pelo mecanismo de melanizagcdo com
participacdo do sistema pro-PO/PO possibilita a geracdo de radicais reativos de
oxigénio e nitrogénio na hemolinfa durante o processo de melanizagdo, promovendo
citotoxicidade para o microrganismo que estda sendo melanizado (revisto por
Christensen et al., 2005). Em nivel epitelial o equilibrio Redox, em D. melanogaster,
por exemplo, é feito por proteinas da familia Duox (que contém um dominio NADPH
e outro, N-terminal e extracelular, para peroxidase) que produzem ROS
reguladamente no epitélio de e por catalases induzidas imunologicamente (“immune
responsive catalase” ou IRC) (Ritsick et al., 2004).

Serino proteases de insetos sdo enzimas que atuam na amplificagdo da
resposta imune aumentando o sistema de deteccao dos patégenos. Elas funcionam
de maneira homdloga a cascata do complemento de vertebrados e controlam, dentre
outros fatores, a melanizacdo. Como dito anteriormente, a ativagdo da cascata de
melanizagdo gera intermediarios téxicos. Sendo assim, a regulagdo da ativacdo de
serino proteases deve ocorrer de maneira precisa e pontual, resultando na ativagao
local da cascata da melanizacédo. Devido a essa exigéncia de um controle fino, uma
familia de enzimas inibidoras de serino proteases, as serpinas, existem para
controlar a ativacéo inicial de todos os sistemas e prevenir a formagao desses
intermediarios toxicos no corpo do inseto (Kanost, 1999; Cerenius et al., 2008).
Alguns patégenos sdo capazes de sintetizar inibidores de serino proteases
homologos as serpinas para evitar a ativagdo de pro-PO e consequentemente todo o
sistema de melanizagao (Cerenius et al., 2008). Curiosamente, em alguns insetos
dipteros, como Ae. aegypti e An. gambiae, um evento de expansado génica é
observado em relagdo ao numero de copias de pro-PO, serino proteases e serpinas,
sugerindo a presenga de mecanismos multiplos de ativagdo da melanizagao
(Waterhouse et al., 2007).

O processo de opsonizagao em insetos € mediado por proteinas da hemolinfa
que atuam na identificagao de particulas estranhas e consequentemente na ativagao
de mecanismos do sistema imune inato, como a fagocitose, a produgéo de AMPs e
a ativacao do sistema de melanizagdo. Embora insetos ndo tenham anticorpos para
realizar tal funcdo, a semelhanca dos vertebrados, insetos possuem proteinas
homodlogas as do sistema complemento, as lectinas do tipo C (dependentes de
calcio) e a proteina-C reativa. Novamente o modelo mais estudado é D.

melanogaster, onde mais de trinta C-lectinas com atividade imunomodulatéria foram



descritas (revisto por Muller et al., 2008). Em P. americana, diversas lectinas atuam
no reconhecimento de LPS, bactérias e protozoarios (revisto por Muller et al., 2008;
Ingram et al., 1984). Outra familia de proteinas que atuam como opsoninas, e sao
homologas aos fatores C3, C4 e C5 do sistema complemento de vertebrados, sao as
TEPs (proteinas contendo motivos tioéster). Em Drosophila, a produgcéo de TEPs é
controlada pela cascata de sinalizagdo JAK/STAT (revisto por Lemaitre & Hoffman,
2007) e em Anopheles esta opsonina € importante na resposta imune a Plasmodium
(Levashina et al., 2001; Blandin et al., 2004; Frolet et al., 2006).

1.4- Redes Extracelulares de DNA e o mecanismo da ETose na Resposta

Imune Inata de vertebrados

As respostas imunologicas mediadas pelo sistema inato de humanos também
sdo rapidas, eficazes, independentes de qualquer exposi¢ao prévia ao patdogeno e
dependentes do reconhecimento de moléculas presentes na superficie desses
microrganismos. Tais respostas também sao mediadas por um conjunto de células
fagociticas e de fatores humorais, sendo os neutrofilos as primeiras células
recrutadas para sitios inflamatérios. Esse recrutamento, mediado por quimiocinas
especificas, ocorre rapidamente, fazendo com que essas células constituam a
primeira linha de defesa contra agentes infecciosos. Uma vez no sitio infeccioso, os
neutréfilos desempenham suas fungdes classicas de fagocitar patdogenos e liberar
seus granulos toxicos, bem como mediadores quimiotaticos para diferentes tipos
celulares que complementam a resposta imune de vertebrados. Neutrofilos também
podem eliminar microrganismos de forma dependente ou independente de oxigénio.
Os mecanismos independentes de oxigénio incluem a liberagdo de proteinas dos
granulos e o mecanismo dependente de oxigénio comega com a ativagdo da
NADPH (Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) oxidase que participa na
producao de superoéxidos.

Recentemente foi atribuida aos neutréfilos uma terceira fungdo na resposta
inata que corresponde a um mecanismo de morte extracelular de patégenos apos
exteriorizagdo da cromatina neutrofilica associada as proteinas dos granulos sob a
forma de uma rede denominada Neutrophil extracellular traps - NETs. Este
mecanismo pode ser ativado por bactérias Gram positivas e Gram-negativas, fungos
(hifas e leveduras), protozoarios (como Leishmania) e alguns produtos fisiolégicos,

como interleucina 8, e sintéticos, como acetato de forbol miristato (PMA) (Brinkmann



et al., 2004; Urban et al., 2006; Guimaraes-Costa et al., 2009). As NETs emitidas
pelos neutrdfilos, além de conterem fisicamente a disseminagéo de microrganismos,
concentram localmente moléculas antimicrobianas como histonas, elastase e
mieloperoxidase, entre outras (revisto por von Kockritz-Blickwede & Nizet). A tabela
2 mostra as diversas moléculas associadas as redes extracelulares de neutrdfilos

identificadas por espectrometria de massa (Urban et al., 2009).

Tabela 2. Moléculas associadas as Redes extracelulares de neutréfilos.

Localizagfo celular Proteina
Granulos Elastase
Lactotransferrina
Azurocidina
Catepsina G
Mieloperoxidase
Proteinase 3
Lisozima C
Defensinas 1 e 3
Nucleo Histona H2A
Histona H2B: a) Histona H2B
b) Histona H2B-like

Histona H3
Histona H4

Citoplasma 5100 Proteina ligadora de Calcio A8
5100 Proteina ligadora de Calcio A9
S100 Proteina ligadora de Calcio A12
Citoesqueleto Actina
Miosina-9
Alfa-actinina
Plastina
Citoqueratina-10
Peroxissoma Catalase
Enzimas glicoliticas Alfa-enolase

Transquetolase

Adaptado de Urban et al., 2009

A emissdo de NETs pelos neutréfilos foi caracterizada como um novo
mecanismo de morte celular, cujas caracteristicas diferem de apoptose e da morte
por necrose, sendo denominado de NETose. Outras duas caracteristicas
importantes que auxiliam na diferenciagcdo entre o mecanismo da NETose dos
demais tipos de morte celular € a dependéncia da produg¢ao de radicais de oxigénio
via ativagdo do complexo da NADPH oxidase (Fuchs et al., 2007) e a ativagdo da
enzima peptidil arginina deaminase 4 (PAD4), que catalisa a deiminagéo de residuos

de arginina em diferentes tipos de histonas (H2A, H3 e H4) gerando citrulinas; etapa



importante para o rearranjo do complexo DNA/histona que antecede a liberagc&o do
DNA nuclear para a formacao das redes (Neeli et al., 2008; Wang et al., 2009).

Recentemente, Fuchs e colaboradores (2010) demonstraram que as redes
extracelulares de neutréfilos também estdo associadas com a trombose,
evidenciando a aderéncia das plaquetas as NETs, bem como sua ativacdo pela
formacgédo de filopédios. Neste trabalho, também foi demonstrado que as NETs
induzem a formagao de trombos ricos em hemacias, que as redes também ligam
proteinas encontradas no plasma sanguineo importantes para a estabilidade dos
trombos, como fibronectina, fator von Willebrand (VWF) e fibrinogénio e que o
rompimento das NETs por DNAse inibe a agregacgao de plaquetas.

Além dos neutrdfilos, outras células do sistema imune humano realizam
mecanismo semelhante quando ativadas por microrganismos, citocinas ou produtos
microbianos: mastoécitos (von Kockritz-Blickwede et al., 2008), eosindfilos (Yousefi et
al., 2008), e mondcitos (Webster et al., 2010), e por isso 0 mecanismo passou a se

chamar ETose.

1.4.1- ETose em outras classes de seres vivos

Além dos neutréfilos, eosindfilos, mondcitos e mastocitos humanos, o
processo de formacdo das redes extracelulares foi demonstrado em células do
sistema imune de outros mamiferos, como camundongo (Ermert et al., 2009), boi
(Grinberg et al., 2008), gato (Wardini et al., 2010), peixes (Palic et al., 2007), galinha
(Chuammitri et al., 2009). Em Galleria mellonella, embora n&o tenham sido
observadas redes classicas como as produzidas por neutréfilos humanos, foi
evidenciado a participagdo de acidos nucleicos derivados dos oenocitdides na
coagulagdo da hemolinfa; mecanismo importante para a morte de bactérias
(Altincicek et al., 2008).

Também foi demonstrada a presenca de DNA extracelular em plantas e sua

relevancia na defesa contra infecgdes fungicas (Wen et al., 2009).

1.4.2- P. americana como modelo para o estudo da ETose em insetos

P. americana é um inseto pertencente a ordem Blattodea, cujos registros
fésseis datam do periodo Carbonifero (Vianna et al., 2001). Esses insetos possuem
o desenvolvimento incompleto, do tipo hemimetabolo, onde a fase que emerge do

ovo € morfologicamente semelhante ao adulto, sé crescendo em tamanho até



alcancar a fase adulta. Possui distribuicdo cosmopolita, com mais de quatro mil
espécies conhecidas no mundo, sendo apenas 1% associadas ao homem e atuando
como vetores mecanicos de patdogenos e como hospedeiro intermediario de
helmintos e bactérias (Pai et al., 2003; Thyssen et al., 2004). Sao insetos com
habitos noturnos, alimentagdo onivora e, como Ae. aegypti, apresentam grande
potencial reprodutivo mesmo em cativeiro, o que proporciona uma manutengao mais
facil das col6nias em laboratdrio.

Além de possuir esse conjunto de caracteristicas interessantes e atrativas
para o estudo do sistema imune, o tamanho desse inseto e, consequentemente, a
quantidade de hemdécitos e hemolinfa que ele oferece, favorecem a sua utilizacao

como modelo experimental para estudo de imunologia de insetos.

2- OBJETIVOS

Geral: Estudar aspectos celulares da interagdo de microrganismos com hospedeiros
vertebrados e invertebrados, bem como 0os mecanismos da resposta imune ativados

por essa interagao.

Especificos relacionados aos estudos das redes extracelulares de DNA:

1- Avaliar formagdo, a composicdo e a toxicidade das redes extracelulares de
neutrofilos humanos na interagdo com diferentes espécies e formas evolutivas do

protozoario Leishmania;

2- Verificar se hemocitos de P. americana liberam DNA em resposta a produtos

microbianos, como LPS e zimosan, na presenca e na auséncia da hemolinfa;

3- Avaliar a composicdo e a ultraestrutura das redes extracelulares de DNA
liberadas por hemdcitos de P. americana por microscopia de fluorescéncia e de

eletronica de varredura;

4- Analisar, in vitro, o envolvimento e a contribuicdo da ETose para a resposta imune

de P. americana;

5- Avaliar o papel in vivo das redes de DNA em P. americana inoculada com E. coli e
DNase I.



Especificos relacionados ao estudo da Interacdo B. culicis-Ae. aegypti:

1- Elucidar o ciclo de vida de B. culicis em fémeas Ae. aegypti determinando quais

orgaos do mosquito sdo alcangados pelo protozoario ao longo da colonizagéo;

2- Determinar proteinas presentes no extrato total da glandula salivar e do intestino

as quais B. culicis biotinilada reconhece e se liga;

3- Avaliar a natureza glicidica das proteinas no extrato total da glandula salivar e do
intestino as quais B. culicis biotinilada reconhece e se liga através da marcagéo com

lectinas;

4- Avaliar o efeito da deglicosilacdo de proteinas da glandula salivar e intestino
médio de fémeas de Ae. aegypti na interagdo com B. culicis biotinilada pelo uso de

glicosidases;

5- Analisar o efeito da infecgao de B. culicis sobre os moduladores da transcricdo de
efetores da resposta imune inata de insetos (Rel1, Rel2 e STAT) e sobre as

moléculas efetoras defensina A e TEP1 por PCR em tempo real.



ANEXO |

Este anexo é composto por um trabalho publicado, que encontra-se a seguir,
e dados ndo publicados sobre o mesmo tema, cujos materiais e métodos e

resultados obtidos serdo descritos mais adiante.



3- MATERIAIS E METODOS COMPLEMENTARES AO ANEXO |

3.1- Obtencédo e manutencao dos insetos

A colbnia de P. americana foi mantida no Laboratério de Entomologia Médica
do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ. Previamente aos
experimentos, ninfas no ultimo estagio de crescimento eram retiradas da col6nia e

utilizadas imediatamente.

3.2- Colecéo de hemolinfa e hemaocitos de P. americana

Ninfas de P. americana no ultimo instar de desenvolvimento ou machos
adultos foram retirados da colénia, anestesiadas no gelo por 15 minutos e em
seguida foram injetadas com 100uL de solugao fisiolégica para barata (128mM
NaCl; 18mM CacCly; 1,3mM KCI; 2,3mM NaHCOs3;; pH 7,0) diretamente na hemocele.
A inoculacéo foi feita na regido entre os esternitos abdominais com o auxilio de uma
seringa Hamilton com agulha de 25 gauge. A hemolinfa diluida foi recuperada e
usada imediatamente. Para separar os hemdcitos da hemolifa, as ninfas foram
inoculadas com solugao anticoagulante (98mM NaOH; 145mM NaCl; 17mM EDTA;
41mM 4&acido citrico; pH 4,5) na regido abdominal e a hemolinfa recuperada foi
centrifugada a 200g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os hemdcitos

ressuspensos na solugao de ringer e usados imediatamente.

3.3- Cultivo e obtencéao de E. coli

E. coli, cepa DH5a (probe AT), expressando o gene da proteina verde — GFP
— e 0 gene de resisténcia a ampicilina, foi cultivada em meio LB-broth (Luria-
Bertani’s rich nutrient médium; Sigma) suplementado com 200ug/mL de ampicilina a
37°C. A cada experimento, uma aliquota da cultura era retirada, lavada em solucao
de ringer para barata (descrita no item 3.2) e a concentragdo das bactérias era
ajustada por comparacdo com escala McFarland (n°1, equivalente a 3 x 10° E. coli
por mL). A partir dai, diluicbes foram realizadas até que se ajustasse a concentracao

das bactérias conforme o necessario para os diversos experimentos.

3.4- Quantificacdo do DNA liberado no sobrenadante de hemolinfa ou
hemoécitos estimulados
A hemolinfa recolhida de ninfas do ultimo instar ou de machos adultos

(obtidos conforme descrito no item 3.2) ou 5x10° hemdcitos diluidos em solugédo de



ringer (200uL), foram estimulados com diferentes concentracbes de
lipopolissacarideo de E. coli (molécula inteira ou detoxificada [d-LPS], ou seja, sem a
parte lipidica - cepa 0111: B4 - SIGMA) ou zimosan (Sigma) por 1h a temperatura
ambiente. Apos o estimulo, os microtubos foram centrifugados a 200g por 10 min
para remogao das células (hemacitos e E. coli conforme a incubagao realizada). A
dosagem do DNA nestes sobrenadantes foi feita em placa de 96 pogos utilizando-se
Picogreen dsDNA kit (Invitrogen). A fluorescéncia foi detectada em fluorimetro no
comprimento de onda 480/530nm e a concentracdo de DNA em cada amostra foi
determinada através da correlagdo com curva padrdo de DNA de peixe (Sigma).

Todas as incubagdes e reagentes utilizados foram diluidos em solugéo de ringer.

3.5- Microscopia de Fluorescéncia

A hemolinfa proveniente de duas ninfas foi coletada e colocada sobre
laminulas de vidro previamente tratadas com poli-L-lisina diluida em ringer
(0,01%;Sigma). Em seguida, foi adicionado as laminulas d-LPS (100ug/mL), E. coli-
GFP (3x10°) ou B. culicis (10°) por 1h. Apds o estimulo, as amostras foram fixadas
com paraformaldeido (4%, diluido em ringer) por 1h, cuidadosamente lavadas com
solugdo de ringer e incubadas com 4'6-diamidino-2-phenylindole - DAPI
(10pg/ml;Sigma) ou homodimero de brometo de etidio (10ug/mL; Invitrogen) para
revelar a presenca de DNA. Algumas preparagbes foram tratadas com 2U de
DNasel (Fermentas) 30 min apos a adigao do estimulo, sendo a incubagado mantida
por mais 30 min, num total de 1 hora. Para evidenciar a presenca de lipideos,
algumas preparagdes foram incubadas com Bodipy 493/503® (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-
pentamethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene) (100nM, Invitrogen) ou Nile Red (9-
diethylamino-5H-benzo-a-phenoxazine-5-one, 10ug/mL;Sigma), seguindo-se as
instrugdes dos fabricantes. Simultaneamente, uma mistura de aminas reativas
conjugada a rodamina (100 ug/mL) (Rhodamine Green™ 505/535- carboxylic acid,
succinimidyl ester, hydrochloride; Invitrogen), foi usada para detectar proteinas

associadas as redes através da reacdo com aminas livres.

A presenca de histonas nas redes foi verificada através de ensaios de
imunofluoresencia com a adi¢ado de anticorpos anti-histona-3 fosforilada (100ug/mL)
(clone MC463; Millipore) ou anti-complexo DNA/histona1 (10ug/mL; Chemicon) a

preparagdes previmente estimuladas, fixadas em 4% de paraformaldeido diluido em



ringer e bloqueadas com ringer-BSA (3%) por 30 min. A marcagdo com Os
anticorpos (diluidos em ringer) foi realizada por 1h e em seguida as laminulas foram
cuidadosamente lavadas e incubadas com anticorpo secundario conjugado a FITC
(Sigma) diluidos 1:200 em solugao de ringer. Todas as preparagdes foram montadas
em meio vectashield para preservar a fluorescéncia (Vector Lab) e analisadas em
microscopio de epifluorescéncia (Zeiss) modelo Axioplan ou Axiovert equipado com

modulo ApoTome ou sistema confocal (LSM 510 META), respectivamente.

3.6- Microscopia Eletronica de Varredura — MEV

Laminulas previamente tratadas com poli-L-lisina diluida em ringer
(0,01%;Sigma) contendo hemolinfa estimulada com d-LPS (100ug/mL) por 1h foram
pré-fixadas por 30 minutos com paraformaldeido (4%), sendo em seguida fixadas
por 12 horas a 4°C em solugéo de fixagcdo (2.5% de glutaraldeido tipo Il e 4% de
formaldeido diluidos em tamp&o cacodilato de sddio 0,1M, pH7,2, contendo 3,7% de
sacarose e 5mM CaCl,). A etapa de pés-fixagao foi realizada em solugado contendo
1% de tetroxido de ésmio e 0,8% de ferrocianeto de potassio contendo 5mM de
CaCl, e diluidos em tampao cacodilato de sédio 0.1M, pH7,2, por 1 hora na
auséncia de luz, seguida de uma lavagem em tampéao cacodilato de sodio 0,1M,
pH7,2, por 10 minutos. Apds essas etapas, o material foi desidratado em séries
crescentes de etanol (50, 70, 90 e 100% duas vezes) e pelo método do ponto critico
em aparelho Balzers CDP-20 (Balzers Union, Furstentun Liechstenstein). As
laminulas foram recobertas com carbono e observadas em Microscépio Eletronico
Jeol JSM-5310.

3.7- Efeito bactericida de sobrenadantes ricos em DNA

A hemolinfa obtida de ninfas foi incubada com 100ug/mL de d-LPS por 1 hora
para estimular a liberacado das redes extracelulares ou mantida pelo mesmo tempo
sem estimulo algum. Apds estimulo, ambas as preparagdes foram centrifugadas a
200g para a retirada dos hemdocitos, e em seguida, uma aliquota foi recolhida de
cada sobrenadante para a quantificacdo de DNA liberado, conforme descrito no item
3.2. Os sobrenadantes estimulados com d-LPS, ricos em DNA, continham, em
média, 2,2 + 1,0 yg/mL de DNA e os sobrenadantes ndo estimulados, denominados
HM, apresentaram, em média, 1,2 + 0,6 pyg/mL de DNA. E.coli-GFP (3x105) foram
incubadas por 3 horas a temperatura ambiente, com o (i) sobrenadante de hemolinfa



n&o estimulada (HM), (ii) com o sobrenadante enriquecido em DNA na auséncia (d-
LPS/DNA) ou (iii) na presenga de DNasel (5U). A mesma quantidade de bactéria foi
incubada pelo mesmo periodo de tempo somente na presenga de DNase | (5U) ou
sem tratamento algum. Apds a realizagdo dos tratamentos descritos, uma aliquota
de 10uL de cada amostra foi semeada em LB-agar contendo 200ug/mL de
ampicilina e as placas foram mantidas em estufa a 34°C. A contagem visual das
unidades formadoras de colénia (CFUs) foi realizada apds 48 horas de crescimento

bacteriano.

3.8- Ensaio de atividade do sistema pro-PO/PO

Aliquotas (10uL) dos sobrenadantes obtidos acima (hemolinfa estimulada ou
nao com d-LPS) foram adicionadas a 90 yL de tamp&o cacodilato (10mM sodium
caccodylate, 10mM CaCl,, pH 7.4) e mantidas no gelo. Em seguida, 10uL dessa
preparagao foi misturada a uma solugdo saturada de L-DOPA (3mg/mL;Sigma),
diluida no mesmo tampao, e colocada, em ftriplicatas, em placa de 96 pocgos. A
formacdo de dopacromo foi acompanhada através da leitura da absorbancia a
490nm em intervalos de 0, 30 e 60 min apdés a adicdo do substrato L-DOPA. A
diferenga entre os valores das absorbancias obtidas nos intervalos de 0 e 60
minutos foi assumida como a atividade de PO/60min. O mesmo procedimento foi
realizado para verificar a atividade de PO nos sobrenadantes resultantes das 3
horas de tratamento de E. coli-GFP. Para testar a viabilidade do sistema pro-PO/PO,
outra bateria de diluigbes dos mesmos sobrenadantes (apos o estimulo com d-LPS e
apos o tratamento da bactéria) foi preparada, conforme descrito anteriormente, e
acrescida de solucdo saturada de 15uL de tripsina bovina (1mg/mL, diluida no
tampéo cacodilato citado anteriormente) (Sigma) para ativar o sistema pro-PO/PO
antes da adicdo do substrato L-DOPA e incubada por 10 min a 4°C. Apds essa
incubacgao, o substrato da PO foi adicionado e a atividade desta enzima foi verificada
através da formagao de dopacromo. Igualmente, a diferenca entre os valores das
absorbancias obtidas nos intervalos de 0 e 60 minutos foi assumida como a
atividade de PO/60min.

3.9- Inoculacéo de E.coli-GFP e DNase | em P. americana
Grupos de ninfas foram injetadas com 10ul de uma solucdo de ringer

contendo 10° ou 10° E. coli-GFP na presenca ou auséncia de DNase | (5U;



Fermentas) diretamente na hemocele, através da regido intermembranosa do
integumento localizada na porgdo ventral do abdomem do inseto. Outros grupos
foram injetados somente com DNasel ou com o tampdo de diluicdo da enzima
(50mM de Tris-acetate, 10mM de CaCl, e 50% glicerol) no mesmo volume e na
mesma regido anatdbmica. Todos os insetos inoculados foram mantidos sob as

mesmas condi¢des da colbnia por 12 horas.

3.10- Avaliagdo da formacdo de ndédulos e da fagocitose nos insetos

inoculados com E.coli-GFP e DNase |

Doze horas apds a inoculagdo descrita no item anterior, os insetos foram
anestesiados em banho de gelo e a hemolinfa de cada individuo foi recolhida
separadamente em solugao anticoagulante. Apds o recolhimento da hemolinfa, o
corpo de cada inseto foi fixado individualmente em solugcdo de 70% de metanol,
sendo a cuticula removida posteriormente para a dissecgao das crops e contagem
visual dos nédulos presos a esse 6rgao. A contagem dos nédulos foi realizada com
o auxilio de uma lupa estereoscopica, sendo a aquisigdo das imagens realizada
através de um sistema fotografico acoplado a lupa.

As hemolinfas recolhidas de cada inseto foram utilizadas para analise do
numero de hemacitos circulantes apds os tratamentos realizados em cada individuo,
bem como da eficiéncia da fagocitose de E. coli-GFP usada nestes tratamentos
conforme descrito no item anterior. Para isso, cada amostra de hemolinfa
(aproximadamente 100uL por inseto) foi centrifugada separadamente a 200g por 10
min e os hemdécitos foram fixados em paraformaldeido (4%) diluido em solugéo
anticoagulante. Posteriormente, todas as amostras foram marcadas com iodeto de
propidio (10ug/mL) por 15 minutos, lavadas uma vez e ressuspensas em solugéo
anticoagulante. A leitura de cada amostra de hemolinfa foi realizada em citdbmetro de
fluxo (FACSCalibur, BD Bioscience, USA). A analise dos resultados obtidos foi feita

com auxilio do programa summit v4.3.



4- RESULTADOS COMPLEMENTARES AO ANEXO |
4.1- Hemocitos de P. americana liberam redes de DNA quando

estimulados

As redes extracelulares de DNA sao liberadas por células do sistema imune
inato mediante o contato com microrganismos, com seus produtos ou com
moléculas sintéticas. Neutrofilos humanos, por exemplo, liberam redes
extracelulares quando sao estimulados por bactérias Gram-positivas ou negativas,
fungos ou protozoarios, bem como quando sao tratados com lipopolissacarideos,
entre varios outros compostos (revisto por von Kockritz-Blickwede & Nizet, 2009).
Para investigar a ETose em insetos e verificar seus hemdécitos também séo capazes
de liberar redes extracelulares de DNA quando sido estimulados, procedeu-se o
estimululo in vitro desses hemdcitos isolados ou na hemolinfa com concentracoes
crescentes de LPS (molécula completa), LPS detoxificado (sem a parte lipidica;d-
LPS) ou zimosan. A liberagdo das redes foi avaliada pela dosagem de DNA no
sobrenadante das culturas utilizando-se o Picogreen como agente de detecgao do
DNA. Como demonstrado na figura 4A, hemocitos provenientes de ninfas do ultimo
instar de P. americana, isolados ou na hemolinfa e estimulados por 1 hora com 100
ou 500ug/mL de d-LPS, liberaram significativamente mais DNA do que os controles
nao estimulados. A quantidade de DNA liberada pelos hemadcitos estimulados com
100 e 500ug/mL de d-LPS na auséncia da hemolinfa foi respectivamente 2,3 e 1,7
vezes maior do que na presencga da mesma. A molécula completa de LPS estimulou
a liberagdo de DNA na maior concentragdo testada (500ug/mL) quando os
hemocitos foram estimulados na hemolinfa. Diferentes concentragdes de zimosan,
um polimero formado por unidades de 1-3 glucanas presente na parede celular de
fungos, ndo foram capazes de estimular a liberacdo de DNA pelos hemdécitos de
ninfas de P. americana nem isolados nem em conjunto com a hemolinfa (fig. 4B).
Hemocitos presentes na hemolinfa coletada de individuos machos e adultos de P.
americana também foram capazes de liberar DNA quando estimulados com d-LPS

nas concentragdes de 100 e 500ug/mL (Fig. 4C).
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Figura 4- Dosagem de DNA no sobrenadante de hemacitos ou hemolinfa coletados de ninfas (A e B)
ou adultos (C) de P. americana e estimulados por 1h com diferentes concentragdes de LPS (molécula
completa), d-LPS (LPS detoxificado, sem a porgao do lipideo A) ou zimosan. Os valores relativos a
concentragcdo do DNA dosado em cada tratamento representam a média de 4 experimentos
independentes. *p>0,0001.



4.2- Hemoécitos de P. americana liberam redes extracelulares formadas

por DNA, histonas, proteinas e lipidios neutros

Com o objetivo de demonstrar que os hemdécitos de P. americana liberam
redes extracelulares formadas por DNA, preparagdes de hemacitos isolados ou de
hemolinfa foram estimuladas com d-LPS por 1h, fixadas e incubadas com diferentes
moléculas intercalantes de DNA, como DAPI, brometo de etidio e Sytox green (Fig.
5). A analise das preparagdes em microscopio de epifluorescéncia mostra que DAPI
marca uma estrutura fina e extensa formada na presengca de d-LPS tanto na
preparagao contendo hemolinfa (Fig. 5A e 5B) quanto na preparagdo contendo
apenas hemacitos (Fig. 5C e 5D) indicando que a estrutura formada em ambos os
casos € composta por DNA. Da mesma forma, preparacdées de hemolinfa foram
estimuladas sob as mesmas condi¢des, incubadas com brometo de etidio e
observadas através de microscopia confocal (Fig. 5E e 5F). Neste caso, observou-se
o mesmo tipo de estrutura fina e extensa contendo DNA, evidenciado pela presenca
do marcador fluorescente. Estes resultados foram confirmados ainda pela marcacao
com Sytox green (Fig 6). A observacao das culturas através de microscopia confocal
nos permitiu verificar a presenca de redes extracelulares contendo DNA em meio a
um nddulo de hemdcitos viaveis, uma vez que essas células ndo foram coradas pelo

Sytox green adicionado antes da fixacdo do material (Fig 6).



Figura 5 - DNA é um constituinte das redes extracelulares de Periplaneta americana. Micrografias de
fluorescéncia de hemécitos na hemolinfa (A-B;E-F) ou isolados (C-D) coletados de ninfas de P.
americana, estimulados por 1h com 100ug/mL de d-LPS e corados com DAPI (A-D) ou brometo de

etidio (E-F). A formacao das redes extracelulares contendo DNA s&o indicadas pelas setas. Barras:
20um.



Figura 6 — Micrografia de fluorescéncia, obtida em microscopio confocal, revelando a presenga de
DNA extracelular em preparagbes de hemolinfa estimulada por d-LPS (100 ug/mL) na presencga de
Sytox Green (setas). Na mesma preparagao € possivel observar hemdcitos viaveis que nao foram
marcados pelo intercalante de DNA impermeavel a células viaveis (asteriscos).

Além do DNA, as redes extracelulares descritas em neutréfilos humanos
contém proteinas nucleares, como as histonas, citoplasmaticas, como proteinas
ligadoras de calcio, granulares, como elastase e mieloperoxidase, e do
citoesqueleto, como actina (Urban et al., 2009). Através da incubagdao das
prepara¢cdes de hemolinfa, previamente estimuladas por E. coli e com anticorpos
que reconhecem Histona H3 fosforilada (Fig. 7A-C) ou o complexo DNA/histona H1
(Fig. 7D-F) e também com DAPI, foi possivel observar, por microscopia de
fluorescéncia, que DNA e histonas co-localizam nas redes extracelulares de P.
americana. Utilizando a mesma metodologia na presenga de marcadores
inespecificos de proteinas (Rhodamina green) e de lipideos neutros (Bodipy)
simultaneamente com DAPI, foi possivel evidenciar a co-localizagdo também de
DNA, proteinas e lipideos neutros nas redes extracelulares de P. americana (Fig.
8A-D). O marcador de lipidios insaturados e dominios hidrofébicos de proteinas, Nile
Red, identificou inclusbes lipidicas nas preparagdes de hemolinfa, mas sua
marcagao nao co-localiza com as redes extracelulares estimuladas com d-LPS e
visualizadas com DAPI (Fig. 8E-G).



Figura 7- Co-localizagdo de DNA e histonas em preparagdes de hemolinfa estimulas com E. coli-
GFP e incubadas com anticorpo anti-histona H3 (A-C) ou anti-histona H1/DNA (D-F). As setas em A,
B e C indicam a presenca de DNA extracelular (marcado pelo DAPI) e histona H3 associados em
determinadas regides da rede e as cabegas-de-seta indicam regides fibrosas que ndo contém DNA
extracelular e nem Histona H3 (A-C). Os asteriscos indicam a formagédo de aglomerados de batérias
presas ou nao as redes bem como associadas a hemacitos.

Nas figuras D, E e F as setas indicam a marcagdo do ndcleo de uma célula pelo anticorpo que
detecta o complexo histona1/DNA em meio as redes extracelulares de DNA marcadas pelo DAPI.
Barras = 20um.



Figura 8 - Co-localizagdo de proteinas e lipidios neutros com DNA nas redes extracelulares de P.
americana. A hemolinfa foi estimulada com E. coli e as redes extracelulares foram marcadas
simulaneamente por DAPI (A), Rhodamina Green® (C) e Bodipy 493/503® (B) revelando a presenga
de DNA, proteinas e lipidios neutros respectivamente (D).

Nile Red marca lipidios presentes nas preparagdes de hemolinfa estimuladas com d-LPS (seta em E-
F) mas néo co-localiza com o DNA presente nas mesmas preparagdes (seta em G). Barras = 100 ym.



4.3- As redes extracelulares de DNA participam dos noédulos de

hemocitos em P. americana

Para comprovar a presenca de DNA nas redes tratamos as preparagdes de
hemolinfa estimuladas com d-LPS com DNases | seguida por coloragao com DAPI
(Fig. 9). A marcagdao com DAPI revelou que a DNase foi capaz de digerir o DNA,
diminuindo a agregagao dos hemacitos promovida pelo estimulo com d-LPS (Fig. 9A
e B, setas). Assim, para investigar melhor a presenca das redes extracelulares de
DNA em associacdo com noédulos de hemdcitos, preparagdes de hemolinfa
estimuladas com d-LPS foram processadas para microscopia eletrbnica de
varredura ou fixadas e marcadas com brometo de etidio para exame em microscépio
confocal. A figura 9C mostra as imagens obtidas por microscopia eletrénica de
varredura e evidencia a intima associacao de finas e extensas estruturas (inserto)
conectando dois nédulos. Por microscopia confocal foi possivel observar uma

estrutura formada por DNA delineando um nédulo (Fig. 9D e E; setas).

4.4- As redes extracelulares de P. americana aprisionam e tém efeito
microbicida sobre E. coli

Uma das funcdes atribuida as redes de DNA é a capacidade de aprisionar
fisicamente microrganismos para impedir sua disseminagdo e, a0 mesmo tempo,
concentrar moléculas microbicidas (Brinkman et al., 2004). Para determinar se as
redes extracelulares eram capazes de aprisionar microrganismos in vitro,
preparacdes de hemolinfa foram incubadas com E. coli-GFP ou com o protozoario B.
culicis por 1 hora, quando foram fixadas e marcadas com DAPI. A figura 9 mostra
imagens obtidas em microscopio de fluorescéncia revelando E. coli-GFP presas nas
redes extracelulares coradas pelo DAPI (Fig. 10A-B), ao passo que B. culicis
aparece associada aos hemacitos, porém sem evidencias de associagao com DNA
extracelular (Fig. 10C-D).



Figura 9 - Associagdo de redes extracelulares com noédulos de hemécitos formados na hemolinfa
recolhida de ninfas de P. americana e estimulada com d-LPS.

A-B- preparacdes tratadas com Dnase | mostrando nddulos parcialmente desfeito e DNA entre os
hemdocitos (setas). Barra = 50um.

C- Analise por microscopia de varredura mostrando estruturas finas e alongadas (detalhe) unindo dois
nodulos (seta). Barra= 5um (inset = 1um).

D-E- micrografias obtidas por analise confocal revelando um filamento de DNA (seta), corado com
homodimero de brometo de etidio, margeando um nédulo. Barra = 20 um.



Figura 10 - Redes extracelulares de DNA aprisionam E. coli, mas nao B. culicis.

A-B- A hemolinfa de ninfas de P. americana foi estimulada por 1 hora com E. coli-GFP e a presenga
das redes extracelulares de DNA prendendo as bactérias (cabecas-de-seta) é evidenciada pela
marcacgao dessas estruturas com DAPI.

C-D- A hemolinfa estimulada com B. culicis (setas) ndo contém redes extracelulares de DNA.
Barras = 20 ym.



O efeito microbicida das redes extracelulares de P. americana foi testado
através do cultivo de E. coli-GFP tratadas por 3 horas com sobrenadante rico em
DNA, na presenca e na auséncia de DNase, ou de hemolinfa ndo estimulada
(Fig.11). A contagem das unidades formadoras de coldénia apds 48 horas de
crescimento bacteriano revelou que o tratamento com o sobrenadante enriquecido
em DNA foi capaz de inibir 96% do crescimento bacteriano (Fig. 11A; barra preta)
quando comparado ao crescimento da bactéria que nao recebeu tratamento algum
(fig 11A; barra branca). Por outro lado, a adicdo de DNase | a este sistema
aumentou em 3 vezes a sobrevivéncia das bactérias em relagcdo as bactérias
tratadas somente com o sobrenadante rico em DNA (Fig 11A; barra cinza-escuro). O
tratamento das bactérias com a hemolinfa livre de hemdcitos (HM) inibiu de maneira
significativa o crescimento bacteriano (16 vezes; Fig. 11A - coluna hachurada) se
comparado ao crescimento da bactéria n&o tratada. O tratamento apenas com
DNase nao afetou o crescimento das bactérias, quando comparado ao crescimento

da bactéria sozinha (Fig. 11A; coluna cinza-claro).

A atividade de PO nos sobrenadantes testados acima para tratar E. coli foi
monitorada pela formacao de dopacromo antes e apos as 3 horas de tratamento das
bactérias. Nos ensaios para verificar a atividade de PO, uma amostra dos
sobrenadantes antes e apds o tratamento de E. coli foi misturada ao substrato L-
DOPA, sendo a absorbancia verificada a 470nm 5 e 60 minutos apds a adi¢cao do
substrato. A diferenga entre a leitura final (60 min) e a inicial (5 min) apds a adigao
de L-DOPA nao mostrou a formacédo de dopacromo e consequentemente nenhuma
atividade de PO (Fig. 11B). Quando tripsina foi adicionada as mesmas amostras dos
sobrenadantes e aliquotas pds-tratamento de E. coli junto com o substrato L-DOPA,
a formacéo de dopacromo foi verificada revelando que a enzima estava presente e

funcionando embora néo tenha participado da morte bacteriana (Fig. 11C).
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Figura 11 - Efeito do sobrenadante rico em DNA no crescimento de E. coli.

A- Hemolinfa sem estimulo (HM), contendo 1,2ug/mL de DNA, ou estimulada com 100 pg/mL de d-
LPS por 1 hora (d-LPS/ DNA), contendo 2,2ug/mL de DNA, foram usados para tratar E. coli por 3
horas na presenga ou auséncia de DNase | (5U). Em paralelo, uma aliquota de bactéria foi tratada
pelo mesmo tempo somente com DNase | e outra aliquota foi mantida sem tratamento algum. Apds
esse tratamento, todas as aliquotas foram semeadas em LB-agar e mantidas a 34°C por 48 horas
quando o n° de CFU foi determinado.

B- Atividade de PO verificada através da adigcdo de L-DOPA e formacdo de dopacromo a 470nm
(ap6s 1 hora de reagéo) nos sobrenadantes ricos em DNA (obtidos apés 1 hora de estimulo com d-
LPS) e da hemolinfa ndo-estimulada (mantidos pelo mesmo tempo sem estimulo), e em todas as
aliquotas de bactérias tratadas por 3h com os respectivos sobrenadantes na auséncia ou presencga de
DNase.

C- Atividade de PO verificada apds a ativagdo do sistema de melanizagao via tripsina e adigéo de L-
DOPA. A formacdo de dopacromo foi monitorada a 470nm Os graficos representam os valores
médiostSEM de 2 experimentos independentes (realizados em duplicata para o tratamento de E. coli
e em triplicata para a atividade de PO).



4.5- O tratamento in vivo com DNase | altera a quantidade e a
distribuicdo dos nédulos de hemaocitos em P. americana inoculadas com

E. coli

Para avaliar a contribuicdo in vivo das redes extracelulares de DNA na
resposta imune inata de P. americana, grupos de ninfas foram injetados com
diferentes doses de E. coli na presenga ou auséncia de 5U de DNase | (Fig. 12).
Doze horas apoés as inoculagdes verificou-se um aumento significativo no numero de
nédulos formados somente nas ninfas de P. americana inoculadas com 10° E. coli
na presenga de DNase |, em relagdo ao numero de nodulos formados nos insetos
inoculados com a mesma dose de E. coli na auséncia da DNase. Tal efeito nao foi
observado quando os insetos foram inoculados com dose menor de bactéria com ou
sem DNase (Fig. 12A e B4 - 9).

A imagem do abddmen dos insetos inoculados com as bactérias (10%)na
presenca de DNase mostra que pequenos ndédulos estdo espalhados por todo o
abdémen dos insetos que receberam esse tratamento (Fig. 12B, setas B13-15), ao
passo que, naqueles insetos inoculados somente com as bactérias na dose
equivalente, a formac&o dos nddulos ficou restrita ao sitio da inoculacéo (Fig. 12B;
setas em B10 - 12). A inoculagdo do tampéao de diluigdo da DNase ou da enzima
sozinha nao provocou a formagao de nddulos (Fig. 12B 1-3), bem como a inoculagao

de 10° bactérias associadas ou ndo a enzima (Fig. 12 B4-9).
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Figura 12 - Efeito do tratamento in vivo com DNase no numero de nédulos formados em insetos
inoculados com diferentes doses de E. coli.

A- contagem dos nédulos na crop de ninfas de P. americana 12 horas apos a inoculagéo de 10° ou
10° E. coli na presenca ou auséncia de DNase | (5U). O grafico representa o n°® médio de nddulos +
SEM.

B- Fotografias mostrando a visdo panoramica da distribuicdo dos nédulos nos abdomens dos insetos
injetados somente com tampao (1 e 2), com 5U de DNase | (3), com 10° E. coli na auséncia (4-6) e
na presenca de DNase | (7-9) e com 10° E. coli (10-12; as setas representam o local da injeccdo) e
simultaneamente com 10° E. coli e 5U de DNase | (13-15; as setas representam o local da injecgao e

o espalhamento dos nédulos).



4.6- Avaliacdo de hemacitos circulantes apds inoculacédo de E.coli e/ou
DNase.

Para analisar as sub-populacdes de hemdcitos de P. americana por citometria
de fluxo e delimitar as sub-populagées analisadas nos experimentos seguintes, 0s
hemocitos recolhidos de um inseto foram fixados e marcados com Pl (FL2). Trés
sub-populacées de hemdécitos de P. americana foram reconhecidas pela analise de
tamanho e granulosidade por citometria de fluxo, sendo denominadas R1, R2 e R3
(Fig. 13A). A populacdo denominada R1 é formada por hemdcitos pequenos e semi-
granulares, ao passo que as populagées R2 e R3 sao formadas por hemocitos
relativamente maiores, sendo a populacédo R3 mais granulosa do que R2 (Fig. 13A).
Para verificar o percentual de hemdcitos autofluorescentes, as amostras foram
analisadas também por citometria de fluxo nos comprimento de onda de 515-545 nm
(FL1) e de 562-588 nm (FL2). Neste caso, uma pequena percentagem de células
duplo-marcadas (PI" GFP") aparecem nas trés regides (quadrante superior direito),
sendo consideradas como resultado de autofluorescéncia, uma vez que, neste caso,

os insetos nao foram inoculados com as bactérias fluorescentes (Fig. 13A).

Inoculando diferentes doses de E. coli-GFP e analisando a percentagem
média de hemocitos circulantes em R1, R2 e R3 doze horas apds a inoculagao,
verificou-se um aumento significativo na populagcédo de hemdcitos R1 e R3 (Fig. 13B
e F) somente nos insetos inoculados com 10° E. coli-GFP em comparacdo com os
insetos inoculados apenas com o tampao (barra cinza). Em R1, o aumento foi de 2,5
vezes e em R3 foi de 5,5 vezes em relagdo ao tampao. Na dose de 10° E. coli,

aumento de 2 vezes na percentagem de hemdécitos circulantes em R3 foi obtido.

Analisando o efeito da inoculagdo concomitante de 5U de DNase | sobre a
percentagem média de hemdcitos circulantes nas trés populagdes de hemdcitos nos
insetos inoculados com 10° E. coli-GFP, foi verificado que o inéculo da enzima
diminui a percentagem média de hemdcitos nas trés populagdes, comparando-se a
percentagem média de hemdcitos obtidos dos insetos inoculados apenas com as
bactérias (# nas Figs 13B, D, F). Quando a dose de E. coli inoculada foi 10 vezes
maior, a presencga da enzima inibiu a percentagem média de hemadcitos somente na
populagdes R3 (Fig. 13F). Considerando o numero de hemdcitos obtidos nas trés

subpopulagdes doze horas apds a inoculacdo de DNase como maximo, houve



diminuicdo significativa quando a enzima foi inoculada com 10° E. coli nas
populacdes R1 e R2 (Fig. 13B, D).

A analise da percentagem de hemodcitos contendo bactérias (Pl GFP)
circulando na hemolinfa dos insetos doze horas apds as inoculacdes foi realizada
nas trés subpopulagdes separadamente (Fig. 13C, E, G). Somente na subpopulagéo
R3 recuperada de insetos inoculados com 10° E.coli, na presenca e na auséncia de
DNase |, foi verificado um aumento na circulacdo de hemacitos contendo bactérias
(Fig. 13G).



Figura 13 - Efeito do tratamento in vivo com DNase na porcentagem de hemdécitos circulantes e na
fagocitose de E.coli-GFP.

A- perfil dos hemdcitos de P. americana, fixados e marcados com PI, e separados por citometria de
fluxo em fungdo do tamanho (SSC) e da granulosidade (FSC) relativos. Cada inseto tratado na figura
12 foi analisado separadamente de acordo essas regides R1, R2 e R3. Os eventos PI" (FL1) dentro
de cada regido foram considerados como o percentual maximo de hemdcitos recuperados de cada
inseto.

B, D e F- Nos insetos inoculados apenas com o tampao, o nimero médio de hemacitos recuperados
foi considerado como 100% e a percentagem de hemdcitos recuperados nos insetos inoculados com
as duas doses de E. coli-GFP foi calculada sobre essa percentagem. O numero de hemdcitos
recuperados dos insetos inoculados com DNase | foram considerados como 100% e comparados
aqueles recuperados dos insetos inoculados com bactérias e DNase. Em B esta representado a
populacdo R1 (#p=0,001); em D esta representada a regido R2 e (#p=0,02); em F esta representada
a populagao R3 (#p=0,0005). Os graficos representam a percentagem média + SEM. Em cada
experimento foram analisados entre a 5-11 insetos.

C, E e G- Os eventos duplo-positivos (PI'GFP*; quadrante superior direito) representam a
percentagem de hemdcitos que fagocitaram E. coli em realgdo ao total recuperado nas populagdes
R1 (C), R2 (E) e R3 (G).
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ANEXO I

Este anexo é composto por um trabalho publicado, que encontra-se a seguir,
e dados ndo publicados sobre o mesmo tema, cujos materiais e métodos e

resultados obtidos serdo descritos mais adiante.



5 — MATERIAIS E METODOS COMPLEMENTARES AO ANEXO I

5.1- Cultivo e obtencéo de B. culicis

O cultivo do protozoario B. culicis (forma epimastigota) foi feito em nosso
laboratorio a partir de inéculo proveniente do banco de protozoarios da Dr. Maria
Auxiliadora de Sousa (Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil — ATCC30268)
isolado de Ae. vexans. Os protozoarios foram crescidos em meio Warren (Warren,
1960) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado a 56°C em garrafas de
vidro de 200mL (Pirex®) ou em tubos de vidro com tampa de rosca (Pirex®).

Para a realizacdo dos experimentos, os protozoarios foram coletados nos
periodos de 24 a 48 hs de crescimento, contados em camara citométrica (Neubauer
Improved Chamber) e lavados 1-3 vezes com tampao fosfato 0,01M, contendo 0,9%
NaCl (PBS), pH 7,2. Todas as lavagens foram realizadas em centrifuga refrigerada
(IEC-Centra MP4R) a 4°C, 2.750 g por 10 minutos.

A mobilidade dos protozoarios foi monitorada através da observagao dos
mesmos em microscopio oOptico (Olympus BX40) antes, durante e apods as

incubacdes realizadas nos diferentes experimentos.

5.2- Cultivo e obtencéo de Ae. aegypti

O cultivo e a manutencado permanente das colénias do mosquito Ae. aegypti
foram feitos no Laboratério de Fisiologia e Controle de Vetores (LAFICAVE)-
Fundacdo Oswaldo Cruz, RJ (cepa Rockefeller) ou no Laboratério de Bioquimica de
Insetos do Instituto de Bioquimica Médica da UFRJ (cepa Red Eyes).
Semanalmente, gaiolas contendo mosquitos adultos com 3-7 dias pos-eclosdo foram
gentilmente cedidas ao laboratério de Imunobiologia de Leishmaniose. Uma vez em
nosso laboratério, as gaiolas foram imediatamente infectadas com B. -culicis,
conforme descrito a seguir, e mantidas na estufa a 26°C durante o periodo pés-

infecgao, sendo alimentadas com solugao de 15% de sacarose ad libitum.

5.3- Infeccéo de Ae. aegypti com B. culicis

Mosquitos adultos com, no maximo, 7 dias pos-eclosdo foram mantidos sem
alimentacdo por 12 horas quando, entdo, Ihes foi oferecido uma solugdo com 10’ B.
culicis por ml diluidas em solugédo de Hank’s (HBSS - Sigma) suplementada com 3%
de albumina bovina (BSA; USB®) e 15% de sacarose (pH 7,5) por igual periodo.

Passadas mais 12 horas, a solugdo de infec¢ao foi trocada por uma solugcéo de



sacarose a 15%. Aos mosquitos do grupo controle foi oferecida a mesma solugéo de

HBSS suplementada com BSA e sacarose sem a presencga de B. culicis.

5.4 - Obtencédo dos 6rgaos de fémeas de Ae. aegypti

Mosquitos foram coletados da gaiola e lavados em tubo plastico contendo
agua destilada e 1-3 gotas de detergente. Em seguida, os mosquitos foram
rapidamente enxaguados em &agua destilada e colocados em placa de Petri
contendo PBS, pH 7,2, mantida a 4°C durante todo processo de dissecgdo. Os
machos foram sempre descartados. Todos os procedimentos de dissec¢cdo foram
realizados com o auxilio de estiletes e pingas entomoldgicas.

Para os experimentos de extracao de proteinas, as fémeas tiveram suas
glandulas salivares e intestinos médios recolhidos e armazenados conforme descrito
nos itens 5.5 e 5.6, respectivamente.

Nos experimentos com mosquitos infectados com B. culicis, as glandulas
salivares eram os primeiros 6rgaos dissecados, cuidadosamente, apds a remogao
da cabeg¢a do mosquito para evitar a contaminagdo com protozoarios de outros
orgaos. Em seguida, o canal alimentar inteiro, juntamente com os ovarios, foi
retirado através da porcdo anterior do abdomem do mosquito, sendo cada 6rgao
(diverticulo, intestino médio, ovarios, tubulos de Malpighi e intestino posterior)
separado cuidadosamente e transferidos imediatamente para diferentes tubos de

poliestireno. Os abdomens também foram recolhidos e os térax foram descartados.

5.5- Avaliacdo da distribuicdo de B. culicis nos diferentes tecidos de

fémeas de Ae. aegypti alimentadas com o protozoério

Mosquitos fémeas alimentados com B. culicis ou somente com meio,
conforme descrito no item anterior, foram dissecados no 1°, 3°, 5°, 7°, 11°, 18°, 28°,
33°, 38° e 48° dia pdés-infecgcao (DPI). Grupos de dez érgados (intestinos médios,
intestinos posteriores, diverticulos, glandulas salivares, ovarios, tubulos de Malpighi
e abdomens sem os o6rgaos internos) foram recolhidos em 50 pL de PBS. Em
seguida cada grupo de orgaos foi macerado individuamente e o DNA extraido com
kit comercial (QIAamp Mini Kit; Quiagen) de acordo com o protocolo sugerido pelo
fabricante. O PCR em tempo-real foi feito utilizando-se o sistema SYBR green-PCR
master mix (Applied Biosystems) e os oligonucleotideos iniciadores utilizados para
deteccdo de B. culicis (foward: AGCAGGTCTGTGATGCTCCT,; reverse:



GGACGTAATCGGCACAGTTT) foram desenhados a partir da sequéncia do gene
ribossomal 18s do protozoario (GenBank U05679.1) e obtidos comercialmente
(Integrated DNA Tecnologies®). A concentracdo final dos oligonucleotideos
iniciadores usados nas reacoes foi de 10nM. MyD88 foi o gene de mosquito utilizado
como controle enddégeno da amplificacdo (sequéncia dos oligonucleotideos
iniciadores estdo listados na tabela 2). Todas as reacdes foram realizadas

utilizando-se o sistema StepOnePlus™ (Applied Biosystems).

5.6- Extracdo de proteinas totais da glandula salivar de fémeas de Ae.

aegypti

Para a extracdo de proteinas totais, grupos de 70 glandulas obtidas como
descrito no item anterior foram dissecadas e imediatamente colocadas em
microtubos contendo coquetel de inibidores de proteases (for mammalian tissues -
Sigma), 10 mM de fluoreto de sédio (NaF), 1 mM de ortovanadato de sddio (NaVOs),
100 pM de fluoreto de fenil-metil-sulfonil (PMSF), 0,02% de azida sédica (NaNs), 10
MM de E64, 1 mM de EDTA e 1 mM de EGTA diluidos em tampé&o Tris-HCI (20 mM),
pH 8,0, num volume final de 105 uL para cada grupo de 70 glandulas. Em seguida
os tubos foram armazenados em freezer —80°C até o uso. Antes do uso, as
glandulas foram maceradas mecanicamente com o auxilio de macerador e a esta
amostra foram adicionados 35 uL de tamp&o de amostra 4X concentrado (Tris-HCI
62 mM, pH 6.8, contendo 2% de dodecil-sulfato de sédio (SDS), 25% de glicerol,
0.01% de azul de bromofenol e 1mM de 2-B-mercaptoetanol). As amostras foram
sonicadas por 15 minutos em banho de gelo em aparelho Thornton — INPEC
ELETRONICA S.A. acoplado a gerador Chubby GA 240. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 9300 g por 10 minutos a 4°C e aliquotas de 20 pL desse

sobrenadante foram aplicadas no gel de acrilamida.

5.7- Extracdo de proteinas totais do inestino médio de fémeas de Ae.

aegypti

Grupos contendo 10 intestinos médios, obtidos conforme descrito no item 2.12
foram colocados em microtubos contendo 10uL de coquetel de inibidores de
proteases (e os mesmos constituintes do tampao Tris-HCI 20mM, pH 8,0 descritos
no item anterior, e mantidos em banho de gelo seco até a o final do processo de

disseccao. Imediatamente apds, a cada microtubo foi acrescido tampao de amostra



4X concentrado (Tris-HCI 62 mM, pH 6.8, contendo 2% de dodecil-sulfato de sédio
(SDS), 25% de glicerol, 0.01% de azul de bromofenol e 1 mM de 2-B-
mercaptoetanol), o conteudo macerado com o auxilio de um macerador de teflon e
logo em seguida fervido a 100°C por 5 minutos e centrifugado a 9300g por 10 min a
4°C. Imediatamente apos a centrifugagdo o sobrenadante foi removido e guardado

em aliquotas de 10 uL no freezer a -70°C até o uso.

5.8- SDS-PAGE e Western blot

Objetivando a separagdo das proteinas totais contidas no extrato das
glandulas salivares e dos intestinos de fémeas de Ae aegypti (item 2.12), aliquotas
equivalentes a 10 érgéos foram aplicadas em SDS-PAGE contendo 10 ou 8% de
Acrilamida ( BioRad) e gel de empacotamento a 3%. A eletroforese foi feita em
tampao Tris-glicina contendo 0.1% de SDS de acordo com o sistema descrito por
Laemmli (1970), utilizando-se o sistema Mini Protean Ill (Bio Rad) sob 100 volts
constantes durante a passagem pelo gel de empilhamento e 120 volts durante a
separagao no gel de corrida. Toda a eletroforese foi realizada a 4°C. As massas
moleculares aparentes das proteinas foram determinadas tomando-se como
referéncia as posicoes de proteinas com massas moleculares padrdes aplicadas no
mesmo gel (Page Ruler™ Unstained Protein Ladder — Fermentas Life Sciences).

ApoOs a separagcdo das proteinas totais contidas no extrato das glandulas
salivares e do intestino médio de fémeas de Ae. aegypti por SDS-PAGE, procedeu-
se imediatamente a transferéncia dessas proteinas do gel para uma membrana de
nitrocelulose (S&S NC™ pure nitrocellulose — Schleicher & Schuell). Para isso
utilizou-se o aparelho Trans-Blot® SD (Semi-Dry transfer cell apparatus - Bio Rad). A
transferéncia foi feita em 25 mM de tampé&o Tris-base contendo 200 mM de acido

aminoacético (glicina).

5.9- Marcagdo com lectinas e deglicosilagdo de proteinas totais da

glandula salivar e do Intestino médio de Ae. aegypti

As membranas contendo o extrato total das glandulas salivares ou do
intestino médio de fémeas de Ae. aegypti (obtidas como descrito no item anterior),
foram bloqueadas por 12 horas, a 4°C em TBSt, pH 7.2, contendo 1% de BSA. Em
seguida, a solugdo de bloqueio foi removida e procedeu-se a incubagao dessas

membranas, por uma hora sob agitagédo leve, com diferentes lectinas conjugadas a



fosfatase alcalina (tabela 3) diluidas em TBSt (10 pg / mL) por uma hora. Apos o
periodo de incubagdo com as lectinas, as membranas de nitrocelulose foram
lavadas trés vezes com TBSt e incubadas com o substrato para fosfatase alcalina

(BCIP/NBT — Sigma Fast™) para revelar a ligagdo das lectinas.

Tabela 3- Lectinas e suas especificidades.

LECTINAS CARBOIDRATOS
Glycine max - SBA N-acetil-D-galalactosamina
Dolichos biflorus - DBA N-acetil-D-galactosamina
Helix pomatia - HPA N-acetil-D-galactosamina
Bauhinia purpurea - BPA N-acetil-D-galactosamina; (3-galactose
Wisteria floribunda- WFA N-acetil-D-galactosamina
Griffonia simplicifolia | - GSI N-acetil-D-galactosamina
Canavalia ensiformes - ConA a-manose; a-glucose
Triticum vulgaris - WGA N-acetil-D-glucosamina
Griffonia simplicifolia Il - GSII N-acetil-D-glucosamina
Ulex europaeus | - UEA | a-L-fucose
Limulus polyphemus - LPA acido neuraminico
Arachis hypogaea - PNA N-acetil-D-galactosamina

Para efetuar as remogao de residuos de carboidratos presentes nas proteinas
do extrato total de ambos os érgédos do mosquito, as membranas de nitrocelulose
foram tratadas por 72 horas a 37°C sob leve agitagdo com a-manosidase
(2U/mL;Sigma) ou PNGase F (Peptide-N-Glicosidase F) (10U/mL;Sigma) diluidas
em tampao fosfato 50mM (pH 7,5) ou tampao acetato de sédio 50mM (pH5,5),
respectivamente, ambos acrescidos de 0,5% de triton X-100. Membranas contendo
o extrato de glandula e intestino, provenientes do mesmo Western blot, foram
incubadas sob as mesmas condigcdes na presenca somente dos tampdes das
glicosidases. Apds a obtencdo das proteinas deglicosiladas, as membranas foram
incubadas com B. culicis biotinilada, conforme descrito no item 2.18.

O controle da eficiéncia da deglicosilagdo foi feito através da incubagao das
membranas com Concanavalina A conjugada a fosfatase alcalina em tampéao Tris
(10 mM de Tris-base, 190 mM de NaCl; TBS), pH 7.2, e posterior revelagcdo com
diaminobenzidina (DAB; Sigma).

5.10- Biotinilag&o de proteinas de superficie de B. culicis
B. culicis em fase logaritmica de crescimento (10® protozoarios/mL) foi
incubada com 1mg/mL de hexanoato de sulfo-succinimidil-6-(biotinamida) (Sulfo-

NHS-Lc-Biotin — Pierce) em PBS, pH 8.0, por 20 minutos a 4°C, de acordo com o



método descrito por Dias e colaboradores (2007). Apos esta incubagdo, os
protozoarios foram lavados 3 vezes como descrito no item 2.1 e usados nos

diferentes experimentos.

5.11- Interacao de B. culicis biotinilada com proteinas totais da glandula

salivar ou do intestino médio de Ae. aegypti

As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas totais presentes no
extrato das glandulas salivares ou dos intestinos médios de fémeas de Ae. aegypti,
deglicosiladas ou nédo (obtidas como descrito no item 2.15 e 2.16), foram incubadas
em TBS contendo 0,05% de Tween 20 (TBSt) com os protozoarios previamente
biotinilados (como descrito no item 2.16). Assim, adicionou-se as membranas 107 B.
culicis-biotiniladas / mL em TBSt e procedeu-se a incubacdo por 1 hora a
temperatura ambiente sob agitagdo moderada em aparelho Shaker. Apds este
periodo, as membranas foram lavadas com TBSt 3 vezes, por 10 min cada lavagem,
para remover os protozoarios que nao se ligaram as proteinas contidas nas
membranas. Posteriormente, as membranas foram novamente incubadas em
solucdo contendo 1 mg/mL de avidina conjugada a peroxidase (Sigma) diluida em
TBSt (1:10.000) por 30 min sob leve agitacdo. Ao término desta incubacgéo,
procedeu-se mais 3 etapas de lavagens como descrito.

Para revelar a presencga de protozoarios aderidos as proteinas contidas nas
membranas, procedeu-se, em camara escura, a adicao dos reagentes de detecgéo

da peroxidase (ECL™

— Western Blotting Analysis System - Amersham Biosciences)
as membranas de nitrocelulose e posterior exposicdo a um filme fotografico
(Amersham Biosciences). Apdés 1-5 minutos de exposicao, o filme foi revelado em
solugéo reveladora (Kodak) até o aparecimento de cor, seguindo a incubagédo do

mesmo em solucgédo fixadora (Kodak) .

5.12- Avaliacdo da expresséo de fatores de transcricdo e de efetores da
resposta imune de fémeas de Ae. Aegypti infectadas com B.culicis

Mosquitos fémeas alimentados com B. culicis ou somente com meio,
conforme descrito no item 5.3, foram dissecados no 1°, 3°, 5°, 7°, 9° 11° dia pos-
infeccao (DPI). Grupos de dez abdomens (sem os 6rgaos internos) foram recolhidos

e misturados a 200 uL de Trizol® (Invitrogen). Em seguida cada grupo foi macerado



individuamente e o RNA foi extraido de acordo com o protocolo sugerido pelo
fabricante do reagente de extragdo. A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se kit
comercial de alta performance para trasncricdo reversa (High Capacity — Reverse
Transcription kit; Applied Biosystems) de acordo com as instru¢des do fabricante. O
PCR em tempo-real foi feito utilizando-se o sistema SYBR green-PCR master mix
(Applied Biosystems) na presenca de 10nM dos oligonucleotideos iniciadores
obtidos comeciamente (Integrated DNA Tecnologies®) e listados na tabela 4. O
gene de Ae. aegypti utilizado como controle endégeno das reacbes foi o gene
ribossomal RP49, cuja sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados
também encontram-se na tabela 4. Todos os pares de primers, bem como as
condicbes de reacdo utilizadas ja foram padronizadas pelo grupo do Dr. Marcos

Sorgine apresentando tipicamente eficiéncia de amplificagao > 95%.

Tabela 4- Oligonucleotideos utilizados para quantificacdo relativa por PCR em tempo real dos
genes listados.

Gene Seqliéncia dos olignucleotideos
iniciadores
aaREL1 F | GACTCGTCGGAGCTGAAATC
R | CGGTTTGTTCAGGTTGTTGA
aaREL2 F | TCTGTCGGCAGATGAAGTGA
R | GCACTGGAATGGAGAATCAAA
Defensina | F | GATTCGGCGTTGGTGATAGT
R | TTATTCAATTCCGGCAGACG
MyD88 F | CGATGCGTTCATTTTGTTTG
R | CACCGCTCAGAAATCAGCTT
TEP F | ATTTTTGACGGCTTTTGTGG
R | TGGATTACTTGCCCCACTTC
STAT F | CACACAAAAAGGACGAAGCA
R | TCCAGTTCCCCTAAAGCTCA
RP49 F | GCTATGACAAGCTTGCCCCCA
R TCATCAGCACCTCCAGCT




6- RESULTADOS COMPLEMENTARES AO ANEXO Il

6.1- Colonizacéo de B. culicis em fémeas de Ae. aegypti

A distribuicdo de B. culicis nos tecidos de Ae. aegypti foi verificada ao longo
de 48 dias apd6s a alimentagcado através da técnica de PCR em tempo real. A
presenca de B. culicis nos diferentes tecidos foi monitorada através da expressao
relativa de seu gene ribossomal 18s. Os resultados obtidos apds essa abordagem
indicam a presenca do protozoario em todos tecidos analisados, com variacboes

ocorridas no perfil da expressao em funcao do tecido e do dia analisados (Fig. 14).

O perfil de expressao relativa de 18s no intestino médio indicou uma
diminuigdo brusca de protozoarios na primeira semana poés-colonizacdo, sendo a
expressao minima detectada no 7° dia. No 18° dia, onze apds essa queda
acentuada, os niveis de expressao relativa voltam a subir, alcangando 0 mesmo
indice observado no primeiro dia depois da alimentagdo. Do 18° até o 48° dia foi
observado uma consténcia no valor médio de expressao relativa de 18s (Fig. 14). O
perfil encontrado no diverticulo assemelha-se aquele observado no intestino, mas a
diminuicdo de B. culicis € menos acentuada e ocorre nos dias 3 e 5 apds a
alimentagdo dos mosquitos com os protozoarios. No 7° dia, os niveis de B. culicis se
aproximam ao do primeiro dia pds-alimentacdo e se mantém até o final da avaliagao,
no 48° dia (Fig. 14).

No abdémen (Fig. 14), a expressao relativa de 18s indica que B. culicis
aumenta gradativamente do 3° ao 7° dia pds-alimentagéo, caindo bruscamente no
11° dia e retomando os niveis iniciais no 18° dia pds-alimentagdo. Outra queda foi
observada no 28° dia pds-alimentacdo, mas os valores iniciais sdo recuperados ao
longo da colonizagdo e mantidos até o 48° dia. Nos tubulos de Malpighi, ao contrario
do abddémen, a diminuicdo da expressao relativa ocorre No 11° dia pds-alimentagao
(Fig. 14).

Nas glandulas salivares somente os dias 7, 11, 28 e 48 pds-alimentagao
foram avaliados e o nivel maximo de expressao relativa observado ocorreu no 28°
dia pds-alimentagdo que perdurou, em niveis menores, no 48° dia pos-alimentagao
(Fig 14). No intestino posterior a presenca de B. culicis € menor do que no intestino
médio, e semelhante a este, ha uma queda no 3° dia pds alimentacdo. No 48°
observamos uma queda no intestino posterior que nao foi detectada no intestino

médio (Fig. 14). Nos ovarios, o perfil de expressao relativa aumenta gradativamente



até o dia 11, caindo no 18° dia e voltando a crescer a partir do 33° dia pos-

alimentacao (Fig. 14).

Comparando-se os niveis médios de B. culicis detectados no intestino médio e
no diverticulo ao longo da colonizagdo com os demais 6rgaos investigados, percebe-
se que os niveis de B. culicis sdo expressivamente maiores nesses 6rgaos do que
aqueles observados no abdémen, nas glandulas salivares, no intestino posterior, nos

tubulos de Malpighi e nos ovarios do mosquito (Fig. 14).

6.2- B. culicis biotinilada reconhece glicoproteinas do extrato total das

glandulas salivares e do intestino médio de fémeas de Ae. aegypti

Utilizando a técnica de biotinilar protozoarios vivos e em seguida interagi-los
com membranas de nitrocelulose contento o extrato total do intestino médio ou das
glandulas salivares de fémeas de Ae. aegypti, foi possivel observar cinco proteinas
da glandula (Fig.15C) e cinco do intestino (Fig.15F) que B. culicis reconhece e se
liga. A marcagao das membranas de nitrocelulose contendo as proteinas da glandula
(Fig. 16A) e do intestino (Fig. 16B) com lectinas revelou que todas as proteinas as

quais B. culicis se liga contém diferentes residuos de carboidratos.

Em colaboragdo com o Dr. Eric Calvo, trés proteinas da glandula salivar (com
70, 50 e 30KDa) foram sequenciadas pela por¢do C-terminal de acordo com a
técnica de degradagao de Edman e identificadas como apyrase, D7 e aegyptina,
respectivamente. Essas trés proteinas identificadas s&o soluveis, sendo encontradas

na saliva do mosquito.
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Figura 14- Determinacao da presenga de B. cuilcis em diferentes 6rgaos de fémeas
de Ae. aegypti ao longo de 48 dias de colonizag&o. Os valores de expressao relativa
foram obtidos por PCR em tempo real e referem-se a amplificagdo do gene
ribossomal 18s de B. culicis no DNA total extraido de 10 érgdos do mosquito. O
controle endégeno das reagdes foi MyD88 e os valores de expresséo relativa de 18s
foram normalizados em relagdo a menor expressdo deste gene obtida em cada
experimento. Os resultados mostrados sao representativos de 1 experimento.
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Figura 15 - Interagdo de B. culicis biotinilada
com proteinas do extrato total da glandula salivar
ou do intestino médio de fémeas de Ae. aegypti.

A- Perfil das proteinas totais da glandula salivar
de fémeas de Ae. aegypti resolvidas por SDS-
PAGE e coradas com azul brilhante de
Coomassie.

B- Nao foi detectada a presenca de proteinas
naturalmente biotiniladas na glandula quando a
membrana de nitrocelulose foi incubada somente
com avidina-peroxidase.

C- Perfil das proteinas da glandula que
reconhecem B. culicis biotinilada. As setas
indicam a presenca dos protozoarios aderidos as
proteinas da glandula. As proteinas de 70KDa
(apyrase), 50KDa (D7) e 30.5KDa (aegyptina)
foram identificadas através do sequenciamento
da porg¢ao C-terminal de acordo com a técnica de
Degradacao de Edman. As proteinas <200 KDa e
>30KDa ainda nao foram identificadas.

D- Perfil das proteinas totais presentes no
extrato total do intestino médio de fémeas de Ae.
aegypti resolvidas por SDS-PAGE e coradas
com Coomassie brilliant blue.

E- Perfil das proteinas naturalmente biotiniladas
extrato total do intestino médio reveladas quando
a membrana de nitrocelulose foi incubada
somente com avidina-peroxidase.

F- Perfil das proteinas do intestino médio que
reconhecem B. culicis biotinilada. As setas
indicam a presencga dos protozoarios aderidos as
proteinas do intestino ainda n&o identificadas.

Os numeros a esquerda indicam as massas
moleculares das proteinas padrdo expressas em
KDa.
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Figura 16 — Marcacdo de proteinas presentes extrato total do intestino médio (A) e da glandula
salivar (B) de fémeas de Ae. aegypti com lectinas. As membranas de nitrocelulose contendo as
proteinas totais do inetestino médio ou das glandulas salivares de fémeas de Ae. aegypti foram
marcadas com lectinas que reconhcem diferentes carboidratos. As proteinas as quais B. culicis se
liga estao destacadas pelas caixas vermelhas.



6.3- Participacédo de carboidratos no reconhecimento de B. culicis as proteinas

da glandula salivar e do intestino médio de Ae. aegypti

Para avaliar a participagao de carboidratos na ligacao de B.culicis as proteinas do
mosquito, as membranas de nitrocelulose contendo o extrato proteico dos dois érgaos foram
tratadas com PNGase F ou com a-manosidase antes da incubacido com os protozoarios
biotinilados (Fig. 17). A primeira enzima é uma glicopeptidase que remove todo o brago
glicidico de glicoproteinas que estdo ligados ao aminoacido asparagina, ou seja,
provenientes de glicosilagdes do tipo N. a-Manosidase € uma hidrolase acida que remove
residuos de D-manose presentes em a-manosideos. O tratamento prévio das membranas
de nitrocelulose contendo o extrato do intestino com PNGase F aboliu a ligagdo de B. culicis
as cinco proteinas do intestino de Ae. aegypti (Fig. 17A- canaleta 4; asteriscos vermelhos),
ao passo que o tratamento com manosidase aboliu a ligacdo de B. culicis a trés dessas
cinco poteinas (Fig. 17A- canaleta 6; asteriscos vermelhos). Duas proteinas do intestino
foram reconhecidas por B. culicis mesmo sem a presenca de seus residuos glicidicos (Fig.
17A- canaleta 6; asteriscos pretos). A eficiéncia do tratamento com as enzimas foi avaliada
incubando-se membranas apds o tratamento com concanavalina A, revelando que os
residuos glicidicos das proteinas do intestino foram completamente removidos por ambas

glicosidases utilizadas (Fig. 17A- canaletas 5 e 7).

Com relagcao as proteinas da glandula salivar, o tratamento com PNGase F ou
manosidase nao aboliu a ligacdo do protozoario a proteina de alto peso molecular (<200
KDa) e nem a aegyptina (30KDa) (Fig. 17A- canaletas 4 e 6; asteriscos pretos). O
tratamento com ambas glicosidases interferiu na ligagdo de B. culicis a proteinas D7
(50KDa) (Fig. 17A, canaletas 4 e 6; asteriscos vermelhos). Diferentemente da eficiéncia do
tratamento com as enzimas observado nas proteinas do intestino, a marcagdo das
membranas deglicosiladas com concanavalina A revelou que os residuos glicidicos das
proteinas da glandula foram parcialmente removidos por ambas glicosidases utilizadas (Fig.
17A- canaletas 5 e 7).
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Figura 17 - Interagcdo de B. culicis biotinilada
com proteinas deglicosiladas presentes
extrato total do intestino médio (A) ou da
glandula salivar (B) de fémeas de Ae.

aegypti.

1- Deteccdo de proteinas naturalmente
biotiniladas no intestino médio ou nas
glandulas quando a membrana de
nitrocelulose foi incubada apenas com
avidina-peroxidase. Os numeros a esquerda
indicam as massas moleculares das
proteinas padrao expressas em KDa.

2- Perfil das proteinas da glandula ou do
intestino médio reconhecidas por B. culicis
biotinilada. Os asteriscos brancos indicam a
presenga dos protozoarios revelada com
avidina-peroxidase.

3- Perfil das proteinas da glandula e do
intestino médio marcadas por ConA.

4- Interacdo de B. culicis biotinilada com
proteinas da glandula ou do intestino
previamente deglicosiladas por 72 horas com
10U de PNGase F. Os asteriscos vermelhos
indicam as proteinas que B. culicis deixou de
reconhecer apds a deglicosicdo por PNGase
A e os pretos indicam as proteinas que B.
culicis continuou ligando apds a deglicosi¢cao
por esta glicosidase.

5- Eficiéncia da deglicosilagdo por PNGase F
revelada pela incubagdo das membranas de
nitrocelulose com ConA.

6- Interacdo de B. culicis biotinilada com
proteinas da glandula ou do intestino
previamente deglicosiladas por 72 horas com
2U de Manosidase. Os asteriscos vermelhos
indicam as proteinas que B. culicis deixou de
reconhecer apés a deglicosicdo e os pretos
indicam as proteinas que B. culicis continuou
ligando apds a deglicosi¢cao por manosidase.

7- Eficiéncia da  deglicosilagdo  por
manosidase revelada pela incubagdo das
membranas de nitrocelulose com ConA.




6.4- A colonizagdo por B. culicis modula a expressao de fatores de

transcricdo e de efetores imunes em fémeas de Ae. aegypti

Fatores de transcrigdo, como Rel 1, Rel 2 e STAT, regulam importantes vias
de producao de efetores imunes, como os peptideos antimicrobianos, que atuam no
controle de infecgbes virais e bacterianas em mosquitos, sendo o corpo gorduroso o
orgao apontado como um dos principais locais de producdo desses efetores. Os
resultados obtidos apds a avaliacdo dos niveis de expressdao de RNA para Rel 1 no
abdémen de fémeas de Ae. aegypti colonizadas por B. culicis mostram que a
presenca do protozoario provoca um aumento de duas vezes na presenca desse
fator de transcricdo no 1° e no 3° dias comparando-se ao grupo de mosquitos
alimentados somente com meio. No 5° pds alimentagdo, os niveis de Rel1 sdo
semelhantes entre os mosquitos alimentados ou ndo com B. culicis ao passo que a
presenca do protozoario volta a aumentar os niveis de expressao no 7° e 9° dia pés
alimentagdo. Em seguida, no 11° dia, a presenga do protozoario ndo mais afeta a
transcricdo de Re1 no abdémen do mosquito (Fig 18). Com relagdo a Rel 2, sua
expressao decresce gradativamente do 1° ao 5° dia nos mosquitos nao infectados,
sendo aumentada pela presenca de B. culicis no 5° dia pds-alimentagdo. Nesses
mosquitos infectados, o nivel de expressdo de Rel2 é mantido no 11°dia,
contrariamente ao observado nos mosquitos controle, onde a expressao de Rel2 é

maior do que nos mosquitos alimentados com B. culicis (Fig. 18).

STAT 1 tem a sua expressdo aumentada em trés vezes no dia 1, somente
pelo fato dos mosquitos se alimentarem com a solucéo de Hank’s. Em contrapartida,
esse aumento € quatro vezes menor, no mesmo dia, na presenca de B. culicis,
sendo mantido no 3° dia pds-alimentagdo. Nos mosquitos nao alimentados com o
protozoario, os niveis de expressdo de STAT caem gradativamente ao longo dos
dias, ao passo que nos mosquitos alimentados com B. culicis ocorre um aumento
desses niveis no 5° e 7° dias, mas que, em seguida, no 9° dia, sdo novamente

reduzidos nos mosquitos alimentados com o protozoario (Fig. 18).

A transcricdo de defensina, um importante peptideo antimicrobiano da
resposta imune de mosquitos, foi inibida por B. culicis do 1° ao 9° dia pos-
alimentacdo dos mosquitos em comparacdo aos niveis observados no mesmo

periodo nos mosquitos controle. No 11° dia, entretanto, o cenario observado mostra



que a presenca dos protozoarios aumentou a transcricao de defensina em 98% em

comparacao a dos mosquitos controle (Fig. 18).

Proteinas com fungbes homodlogas as opsoninas de vertebrados, como TEP-
1, tém sido descritas como efetores da resposta imune de insetos liberados por
hemocitos e que apresentam papel relevante no controle de microrganismos que
alcangam a hemocele de mosquitos, como por exemplo Plasmodium (Blandin et al.,
2004). Comparando-se a expressdao de TEP-1 no abdémen de fémeas de Ae.
aegypti alimentadas com B. culicis as fémeas alimentadas somente com a solugao
de Hank’s, é possivel observar niveis semelhantes de expressao de TEP-1 em
ambos o0s grupos de mosquito, com excegao dos dias 5 e 11, nos quais ocorreu um
aumento expressivo de 5 e 15 vezes, respectivamente, sobre a transcricdo dessa

proteina no grupo de abdomens coletados de mosquitos infectados (Fig 18).
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Figura 18- Modulagdo da resposta imune no abdémem de fémeas de Ae. aegypti
alimentadas ou n&o com B. culicis.

Os niveis de RNA de fatores de transcricdo (Rel1, Rel2 e STAT) e de efetores imunes
(defensina e TEP-1) foram avaliados através da extragdo e RNA de 10 abddémens,
recolhidos de mosquitos alimentados com B. culicis (barras cinzas) ou somente com solugéo
de Hank’s suplementada com BSA e sacarose (barras brancas), transcri¢cdo reversa e PCR
em tempo real ao longo de 11 dias pds-almentagédo. Os valores de expressédo obtidos em
cada PCR foram normalizados em relacdo ao menor valor de expressdo obtido no mesmo
experimento. Os resultados mostrados sao preliminares e representam 1 experimento.




A resposta imune de Ae. aegypti a presenca de B. culicis no intestino médio
do mosquito, foi avaliada cinco dias apds a alimentagdo com os protozoarios. A
avaliacdo da expressao dos fatores de transcricdo Rel1, Rel2, e STAT mostrou um
aumento marcante de vinte vezes na expressado de Rel 1 nos mosquitos que foram
alimentados com B. culicis e uma diminuicdo de sete vezes na expressao de Rel2
nos mosquitos alimentados com B. culicis em comparagdo aos mosquitos controle e
nao revelou diferencas na expressao de STAT1. A expressao de defensina avaliada
nos intestinos médios cinco dias apos a alimentacéo, apresentou uma diminui¢gao de
25% na expressdo desse peptideo antimicrobiano nos mosquitos controle em

relacdo aos mosquitos alimentados com B. culicis (Fig. 19).
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Figura 19- Modulagao da resposta imune no intestino médio de fémeas de Ae. aegypti no 5° dia pos-
alimentagdo com B. culicis.

Os niveis de RNA de fatores de transcricdo (Rel1, Rel2 e STAT) e do peptideo antimicrobiano
defensina foram avaliados através da extracdo de RNA de 10 intestinos médios, recolhidos de
mosquitos no 5° dia poés-alimentagcdo com B. culicis (barras cinzas) ou somente com solugdo de
Hank’s (barras hachuradas), e transcrigdo reversa seguida de PCR em tempo real. Os valores de
expressao obtidos em cada PCR foram normalizados em relagdo ao menor valor de expressao obtido
no mesmo experimento. Os resultados mostrados s&o preliminares e representam 1 experimento.



7- DISCUSSAO

Os mecanismos da resposta inata de insetos (e outros artropodes)
assemelham-se aqueles utilizados por mamiferos e outros vertebrados no combate
a microrganismos. Com exceg¢ao da geragcdao de anticorpos, que implicam numa
resposta adaptativa cuja existéncia em insetos ainda € discutida (revisto por
Hoffman, 2003), esses dois grupos compartiiham mecanismos inatos classicos,
como a fagocitose e a producdo de peptideos antimicrobianos. A existéncia de
receptores reconhecedores de padrbées comuns em ambos, insetos e vertebrados,
bem como a conservagao de cascatas de sinalizagdo que levam a ativacao de
genes imunes, reforcam a idéia do uso de estratégias semelhantes no combate dos
mesmos patdégenos que, por outro lado, transitam em ambos o0s grupos e
compartiiham moléculas de superficie que sao reconhecidas como PAMPs
(Hoffmann et al., 1999; Imler & Hoffmann, 2001).

As redes extracelulares de DNA, cujo papel em vertebrados € conter
fisicamente os microrganismos e concentrar moléculas téxicas neste ambiente,
aumentam o leque de mecanismos da resposta inata de vertebrados e
gradativamente vém sendo descritas em varios organismos. Em insetos, Bidla e
colaboradores (2005) relataram a primeira tentativa de demonstrar a formagao de
redes extracelulares de DNA na hemolinfa de larvas no ultimo estagio de
desenvolvimento de D. melanogaster e Galleria mellonella. Entretanto, os autores
estudavam na ocasido a associacdo de DNA extracelular com a coagulagdo da
hemolinfa desses dois insetos e embora ndo tenham detectado tal associagao,
concluindo que as fibras formadas durante a coagulagao sao diferentes das NETs de
neutréfilos, os autores descreveram que os hemdcitos de Galleria denominados
coaguldcitos explodem durante a formagédo dos coagulos. Mais tarde, Altincicek e
colaboradores (2008) relataram a segunda tentativa de demonstrar a formacao de
redes extracelulares de DNA utilizando novamente a hemolinfa de larvas de G.
mellonella no ultimo estagio de desenvolvimento. Neste trabalho, os autores relatam
que nao foram observadas redes classicas como as de neutréfilos humanos, mas
que os oenocitoides liberam rapidamente seu DNA diante do estimulo imune seguido
pela degranulagdo dos granuldcitos e formagéo de fibras que se coram com Sytox
Green. Bactérias sdo aprisionadas nessas fibras e com o passar do tempo toda

estrutura é melanizada.



No presente estudo, a liberagdo de DNA e a formagdo das redes
extracelulares foram avaliados apds a estimulacdo de hemdcitos isolados ou na
hemolinfa recolhida de P. americana, um inseto hemimetabolo diferentemente de
Galleria e Drosophila, que sdo holometabolos. Moléculas presentes na superficie de
microrganismos, como o lipopolissacarideo (LPS) presente na superficie de
bactérias Gram negativas ou o polimero de glucanas presentes na parede celular de
fungos (zimosan) foram usados como estimulos para a liberacdo de redes
extracelulares. A abordagem metodologica de se estudar esse mecanismo da
resposta inata nos hemacitos isolados, livres de outros fatores da hemolinfa permite
discernir a formacédo das redes extracelulares do mecanismo de coagulagao
diferentemente de outros trabalhos citados anteriormente, pois em baratas a
coagulagao nao ocorre quando hemdécitos e hemolinfa sdo separados (Bohn, 1986
apud Lackie, 1988). Assim, os resultados aqui apresentados evidenciam a liberagao
de DNA por hemocitos isolados, bem como na presenca de hemolinfa, provenientes
de ninfas e adultos de P. americana quando eles foram estimulados in vitro com LPS
completo ou detoxificado. Classicamente, LPS é reconhecido pelo sistema imune de
vertebrados através de sua porgao lipidica, denominada lipidio A. Em P. americana
foi demonstrado a existéncia de lectinas na hemolinfa do inseto capazes de
reconhecer e ligar a molécula de LPS através de sua porg¢ao glicidica (Kawasaki et
al., 1993, Jomori et al., 1990). Algumas dessas lectinas fazem um reconhecimento
espécie-especifico, pois pequenas diferengas na por¢do glicidica do LPS de
Salmonella minesota, impedem sua ligacdo pela lectina que liga LPS (LBP).
Funcionalmente, a LBP presente na hemolinfa de P. americana atua como uma
opsonina, facilitando a fagocitose de bactérias e sendo importante na fase aguda da
resposta imune do inseto (Jomori & Natori, 1992). Uma outra lectina caracterizada
na hemolinfa de P. americana tem especificidade pelo 2-keto-3-deoxi octonato
(KDO), e reconhece LPS quando esse residuo é exposto como no LPS-delipidado
(Kawasaki et al., 1993). E interessante notar que os resultados aqui apresentados
mostram que a liberagdo de DNA mediante o estimulo com d-LPS ocorre de maneira
dose-dependente, ao passo que a molécula completa de LPS sé induziu a liberagao
de DNA na maior concentragéo utilizada (500ug /mL). Vale notar ainda que a menor
quantificacdo de DNA pela hemolinfa em relagdo aos hemdcitos isolados pode ser
devida a competicdo pelo d-LPS entre as células e as lectinas presentes na

hemolinfa. O efeito estimulatério de d-LPS também foi observado por Cardenas e



colaboradores (2004) sobre os hemdcitos de Procambarus zonangulus ao passo

que, LPS completo mostrou-se citotoxico para essas células.

Zimosan, como LPS, é um componente de microrganismos conhecido por
elicitar respostas imunoldgicas em vertebrados e invertebrados (Kimbrell & Beutler,
2001; Lavine & Strand, 2002). Sendo um polimero de B 1-3 glucanas presente na
parede celular de fungos, zimosan foi utilizado neste estudo para testar sua
capacidade de estimular os hemdécitos de P. americana a liberarem DNA. Nossos
resultados demonstraram que nas concentragdes testadas, zimosan foi incapaz de
induzir a liberagdo de DNA nos hemocitos isolados ou na presenga da hemolinfa.
Estes resultados estdo de acordo com os reportados por Gabriel e colaboradores
(2010), que descreveram recentemente que zimosan nao foi capaz de induzir a
liberagcdo de redes extracelulares de neutrofilos humanos. Neste caso, os autores

demonstraram que zimosan € preferencialmente fagocitados pelos neutrdfilos.

A formacdo de estruturas semelhantes as NETs de neutrdfilos foi
demonstrada aqui por microscopia Optica e uso de diferentes fluoréforos
intercalantes de DNA, como DAPI, Sytox Green e brometo de etidio. Preparagdes de
hemacitos isolados ou de hemolinfa e, previamente estimuladas por 1 hora com d-
LPS e incubadas com DAPI ou brometo de etidio apés a fixacdo com
paraformaldeido demonstraram a presenga de estruturas finas e longas contendo
DNA, semelhante as NETs de neutrdfilos. Igualmente, quando as preparagdes foram
incubadas simultaneamente com d-LPS e com o corante vital Sytox Green,
procedendo-se a fixagdo do material somente apds esta etapa, o intercalante
acumulou-se sobre fibras extensas e finas associadas aos hemaécitos ao passo que,
ndo marcou o nucleo de hemocitos em meio as fibras, evidenciando, desta forma, a

presenca de DNA extracelular em tais estruturas.

Uma caracteristica do DNA presente nas NETs de neutrdfilos é sua
associagao com histonas nucleares, que, em alguns casos, foram apontadas como
as moléculas associadas as redes que exercem atividade tdxica para
microrganismos (bactérias e Leishmania) aprisionados pelas redes (Brinkmann et al,
2004; Guimaries-Costa et al., 2009). A presenga de histonas (H3 e H1) foi
confirmada nas redes de DNA extracelular de P. americana através da marcacao
simultdnea dessas estruturas com DAPI e anticorpos que reconhecem essas

moléculas (anti-H3) ou em associacdo com o DNA (anti-H1/DNA). Além do DNA e



das histonas, proteinas e lipidios neutros (reconhecidos por Bodipy, mas n&o por
Nile Red) também foram evidenciados nas redes extracelulares formadas pelos
hemaocitos de P. americana. A presenga desses constituintes pode explicar, pelo
menos em parte, a ineficiéncia da DNase | em clivar as redes extracelulares por um
principio semelhante ao descrito por Hakkim e colaboradores (2010), que
demonstraram que as redes formadas pelos neutréfilos de pacientes com IUpus
eritematoso sistémico nao sio clivadas por DNase |, pois sdao densamente
recobertas por anticorpos que impedem fisicamente o acesso da enzima ao DNA.
Da mesma forma, o estudo sobre as redes extracelulares de DNA formadas por
mastocitos humanos reforga essa hipétese uma vez que, a digestdo das redes sé
ocorre quando DNase e proteinases agem em conjunto (von Kockritz-Blickwede et.
al., 2008). Por outro lado, embora a adicdo de DNase | as preparacdes estimuladas
com d-LPS n&o tenha resultado na clivagem total das redes extracelulares, o
tratamento com esta enzima mostrou uma marcante desagrega¢cado dos nodulos de
hemocitos formados nestas preparagcdes in vitro. O envolvimento das redes
extracelulares de DNA com os nédulos formados mediante o estimulo com d-LPS foi
confirmado por microscopia eletrbnica de varredura e por microscopia Optica
confocal, duas abordagens que possibilitaram visualizar o envolvimento de fibras
finas e alongadas de DNA participando da estruturagédo fisica dos nddulos. Vale
notar que, Sun & Steele (2001) mencionaram o uso de DNase (0,01%) para prevenir
a agregacgao de células em preparagdes de corpo gorduroso de P. americana e,
além disso, conforme mencionado anteriormente, oenocitdides de Galleria liberam
rapidamente seu DNA que por sua vez € incorporado ao noédulo; dados que
sustentam a hipotese de que as redes extracelulares formadas pelos hemdcitos de

P. americana estdo envolvidas com o mecanismo de nodulagéo in vitro.

Diferentes tipos de microrganismos, como bactérias, fungos e protozoarios,
estimulam a formacgao das redes extracelulares de DNA nos modelos investigados
até o presente momento (revisto por von Kockritz-Blickwede & Nizet, 2009). Nas
preparacbes de hemolinfa estimuladas com E. coli-GFP, foi possivel visualizar
bactérias presas as redes extracelulares, aglutinadas e também associadas a
superficie dos hemdécitos. Por ouro lado, quando as preparagdes de hemolinfa foram
estimuladas com B.culicis, a estrutura formada correspondia a uma extensa matriz
espessa e granulosa onde hemdcitos e protozoarios (livres e associados aos

hemdcitos) estavam imersos e o DAPI corou apenas os nucleos das células. Tal



estrutura assemelha-se a uma resposta mediada por aglutininas. Essa comparagao
possibilitou, entdo, diferenciar as estruturas formadas na hemolinfa de P. americana
em reposta a presencga de diferentes microrganismos. Estudos anteriores ja tinham
demonstrado uma forte atividade aglutinante na hemolinfa de P. americana na
presenca de protozoarios como T. rangeli, T. brucei e L. hertigi (Takle, 1988; Ingram
et. al., 1984).

O efeito microbicida das NETs de neutréfilos vem sendo demonstrado através
do tratamento das redes com DNAse, cujo rompimento desagrega os componentes
toéxicos diluindo seus efeitos, ao mesmo tempo em que permite a liberagdo dos
microrganismos das redes. A estratégia utilizada neste estudo para avaliar o papel
microbicida das redes extracelulares liberadas pelos hemadcitos de P. americana
consistiu no tratamento de E. coli-GFP por trés horas com sobrenadantes ricos ou
ndao em DNA, ou seja, estimulados ou ndo com d-LPS, na presencga e na auséncia
de DNase, e em seguida avaliar o crescimento das bactérias por 48 horas pds-
tratamento. Os resultados obtidos mostram que o sobrenadante rico em DNA inibiu
95% do crescimento bacteriano. A co-injegdo de bactérias com DNase | aumentou o
crescimento bacteriano em 3 vezes em relagdo ao sobrenadante sozinho,
evidenciando a participacao das redes extracelulares na resposta de P. americana a
E. coli. Por outro lado, hemolinfa ndo estimulada também inibiu o crescimento
bacteriano (93%), o que pode ser explicado pela presengca de DNA extracelular
detectado neste caso. Além da presencga de DNA, € possivel especular também que
neste caso outros mecanismos humorais possam ocorrer e resultar na morte das
bactérias. Um deles é a ativacdo da principal enzima formadora de melanina em
insetos, a fenoloxidase (PO), e o outro é a presenca de AMPs. A ativagao de PO nos
sobrenadantes utilizados para tratar E. coli, bem como nos sobrenadantes
provenientes do tratamento da bactéria, foi descartada nos ensaios aqui realizados
pela simples incubag¢ao dos sobrenadantes em ambas as ocasides com L-DOPA. Se
a enzima estivesse ativa, a formacado de dopacromo teria sido detectada, mas
nenhuma atividade de PO foi detectada em nenhum dos sobrenadantes antes ou
apo6s o tratamento da bactéria durante 1 hora de incubagcdo com o substrato. Por
outro lado, a presenca de PO nesses sobrenadantes foi confirmada pela adigao de
tripsina, uma serino protease capaz de converter pro-PO em PO ativa. De acordo
com os trabalhos relatados na literatura, LPS (completo) ndo ativa a PO de duas

espécies de barata ou de Bombyx mori € na presenga de E. coli a ativagdo sé ocorre



quando a hemolinfa estd completa (Lackie, 1988). Esses achados reforgam a
estratégia utilizada neste estudo, cujo objetivo foi avaliar a atividade microbicida de
sobrenadantes ricos em DNA sem a ativacdo de PO. Além da ativacado da PO, outra
hipbtese que poderia explicar a morte das bactéria nos sobrenadantes nao
estimulados seria a produ¢cado de AMPs, mas esse parametro nio foi avaliado pois a
literatura nao dispde de informacdes até o presente sobre a atividade de AMPs em

P. americana como ja foi amplamente descrito em diversos outros insetos.

O papel das redes extracelulares de DNA nao tem sido investigado em
modelos in vivo devido aos estudos sobre o mecanismo serem realizados com
células humanas. No presente estudo, ninfas de P. americana foram inoculadas com
diferentes doses de E. coli na presenca e na auséncia de DNase | para que o papel
das redes extracelulares de DNA fosse avaliado fisiologicamente, considerando a
resposta imune inata como um todo. Classicamente, a resposta imune de insetos &
definida como robusta devido a rapida capacidade de controle dos microrganismos
injetados experimentalmente na hemocele dos insetos. Sendo assim, a formacgao de
nddulos, a ativagao de PO e a coagulagao sao eventos que acontecem rapidamente
e retém os microrganismos no local da inoculagcdo (Haine et. al., 2007). Quando
E.coli-GFP foi inoculada na hemocele de P. americana, doze horas apés a
inoculagdo o nuimero de nddulos formados foi relativamente menor quando 10°
bactérias foram injetadas (3+0,8) em comparagdo com a dose dez vezes maior
(34+8) e, nitidamente a distribuicdo desses ndédulos ocorreu ao redor do local da
inoculacdo em ambos os casos. Na presenca de DNase, o numero de noédulos foi
significativamente maior na dose de 10° bactérias (109+15) em comparacdo a
mesma dose de bactérias na auséncia da enzima, ndao havendo diferenca na menor
dose de bactérias inoculadas na presenca a enzima (5+2). Com relagdo a
distribuicdo dos nddulos, houve claramente um espalhamento aleatério de nédulos
por todo o abdébmen das baratas, sugerindo novamente uma interferéncia da DNase
| no mecanismo de nodulagdo, mas desta vez in vivo. Visualizando as inclusées
melanizadas formadas aleatoriamente nesses insetos, também foi possivel inferir
que a ativagado de PO foi igualmente aleatéria e ndo mais local como nos insetos
inoculados somente com as bactérias. A ativacao local é considerada como padrao,
uma vez que a ativagado do sistema pro-PO/PO é estritamente regulada, sendo
limitada ao local da injuria ou ao redor do invasor (Cerenius, 2010). A inoculagao de

DNase | sozinha ndo induziu a formacdo de nddulos e nem foi visualizada a



melanizagado do abdémen dos insetos. Esses resultados corroboram as observagdes
in vitro e sustentam a hipétese de que as redes extracelulares de DNA contribuem
para a nodulagdo dos hemdécitos de P. americana. Ainda nesta abordagem, também
foi avaliado o efeito in vivo da DNase | sobre o niumero de hemdécitos circulantes em
trés subpopulagcdes separadas por citometria de fluxo e sobre a fagocitose das
bactérias inoculadas. Com relacdo aos hemocitos, trés subpopulagdes foram
definidas de acordo com tamanho e granulosidade: R1, formada por hemdcitos
pequenos e semi-granulares, R2, composta por hemocitos grandes e granulosos e
R3, formada por hemdcitos com tamanho semelhante ao de R2, mas com grande
granulosidade. Assumindo o numero de hemdécitos dos insetos inoculados somente
com tampao como 100% de hemdcitos circulantes, a percentagem de hemécitos foi
significativamente aumentada nas trés subpopulacdes quando 10° bactérias foram
inoculadas nos insetos, sendo possivel inferir que esse aumento percentagem de
hemacitos circulantes poderia ser explicado por um aumento da fagocitose, mas a
presenca de hemdcitos duplo-positivos dentro dessas sub-populacdées néo foi
observada. Assim, é possivel hipotetisar que novos hemacitos foram acrescentados
a hemolinfa e no periodo analisado (12 horas) foram capazes de eliminar as
bactérias inoculadas. O fato do numero de nédulos formados nao ter sido alto nessa
dose de bactérias corrobora essa hipotese. Por outro lado, a inoculagao simultanea
de 10° bactérias com DNase | impediu esse aumento de hemdcitos nas trés
subpopulagdes avaliadas e se a comparacgdo for feita entre o grupo de insetos
inoculados somente com DNase, também foi possivel observar uma redugao na
percentagem de hemdcitos circulantes nessas subpopulagdes. Mais uma vez, a
nodulagdo nao pode explicar essa diminuicdo dos hemocitos mediante a inoculagao
de DNase ja que o numero de nodulos detectados nesse grupo de insetos também
foi baixo. Da mesma maneira, a melanizacdo pode ser descartada, pois a
visualizacdo dos abdomens dos insetos ndo demonstrou sinais de deposi¢cao de
melanina. Assim, & possivel hipotetisar que a DNase possa ter afetado, nas
condigbes testadas, a ontogenia dos hemdcitos de P. americana ou ser toxica para
os hemocitos. No grupo de insetos inoculados com a maior dose de E. coli-GFP
(10°), s6 foi observado um aumento significativo na percentagem de hemdcitos
circulantes na subpopulagdo R3, em comparagao com o grupo de insetos inoculados
somente com o tampao e, neste caso, € possivel inferir que a presenga de um

numero maior de bactérias tenha induzido um aumento no niumero de hemacitos nas



trés subpopulagdes, mas no tempo avaliado os hemdécitos das subpopulagdes R1 e
R2 tenham nodulado (ja que o numero médio de nodulos contabilizados nesses
insetos foi significativamente maior), ao passo que os hemdcitos da subpopulagéo
R3 tenham permanecido circulantes. Novamente, o tratamento com DNase | afetou
a percentagem de hemocitos circulantes nesta mesma subpopulagdo R3, mas neste
caso a explicagdo mais plausivel € a nodulagdo dessas células, ja que o numero de
nddulos nesse grupo de insetos foi maior ainda do que na auséncia da DNase |
(109+15 nodulos). Observando a percentagem de hemdécitos duplo-positivos
circulantes na subpopulagao R3, foi constatado um aumento significativo de 4 vezes
nos hemdcitos contendo bactérias circulando nos insetos inoculados com 10° E. coli-
GFP e DNase |, permitindo inferir que o efeito da DNase | sobre a nodulagao dos
hemaocitos ocorre nesta subpopulagio, se considerarmos a idéia que hemacitos que
fagocitaram um grande numero de bactérias saem da circulagdo, pois nodulam e
sdo encapsulados posteriormente sobre a superficie de tecidos da hemocele (Lackie
1988).

Tripanosomatideos monoxénicos séo encontrados numa ampla variedade de
insetos pertencentes as ordens Diptera e Hemiptera (Vickerman, 1994; Podlipaeyv,
1990, 2000; Westenberger et al., 2004). O ciclo biolégico de tripanosomatideos
monoxénicos nado tém sido explorado na literatura, sendo o grande volume de
informacdes disponiveis acerca de ciclos biolégicos de tripanosomatideos
heteroxénicos em insetos vetores. Tal discrepancia decorre do fato dos
tripanosomatideos heteroxénicos causarem patologias. Por outro lado, um grande
numero de espécies de tripanosomatideos monoxénicos sdo encontrados em
insetos vetores, sendo alguns descritos como capazes de colonizar hospedeiros
vertebrados, dentre eles o ser humano (Morio et al., 2008; Pacheco at al., 1998;
Jansen at al., 1988; McGhee, 1957; Santos et al., 2004; Mateolli et al., 2009). Sedo
assim, parte do nosso estudo foi dedicada ao entendimento da interagdo de B.
culicis com Ae. aegypti, objetivando esclarecer o processo de colonizagdo do

tripanosomatideo no inseto e a resposta imune do inseto a presencga do protozoario.

Numa abordagem anterior, demonstramos que a alimentagdo dos mosquitos
com B. culicis resultava na colonizagdo do intestino médio e na chegada do
protozoario a hemocele do mosquito no periodo mais avangado da colonizagao

(Corréa-da-Silva et al., 2006). Para entender o processo de colonizagao de maneira



mais ampla, mosquitos foram alimentados com o protozoario e a distribuigdo do
mesmo nos tecidos do inseto foi verificada por PCR quantitativo ao longo de 48 dias
pos-alimentacdo. Os resultados aqui apresentados embora preliminares permitem
concluir que B. culicis nao possui uma preferéncia por compartimentos do corpo do
inseto uma vez que o protozoario foi detectado em todo o corpo do inseto ao longo
dos dias poés-alimentagédo. O intestino médio e o diverticulo foram os érgédos que
apresentaram maior taxa de expressao relativa do gene ribossomal 18s de B. culicis
indicando que esses dois o6rgaos atuam como fonte de replicacdo dos
protozoarios.Visto que a colonizagdo de B. culicis ndo mata as fémeas de Ae.
aegypti, € plausivel supor que ha um controle do numero de protozoarios em todos
0s oOrgaos ao longo da colonizagédo e essa hipotese € suportada pelo fato da
detecgao do protozoario ter sido bimodal em todos os 6rgaos, como excegao das
glandulas salivares porém, nesse 06rgdo, poucos dias pos-alimentagcdo foram
analisados. A diminuigdo abrupta de B. culicis em alguns 6rgaos observada no 7°
(intestino médio), 11° (tubulo de Malpighi e abdémen) e 18° (ovario) dias pods-
alimentacgao aliada ao fato de nenhuma diminuicao tdo acentuada ter sido observada
no diverticulo, sugere que os protozoario possam multiplicar neste 6rgéo e sair
constantemente em diregao a outros, como o préprio intestino médio, posterior ou
tubulos de Malpighi. De qualquer forma, B. culicis chega a hemocele de Ae. aegypti,
pois foi detectada a expressdo de 18s no abdébmen do inseto, confirmando os
resultados obtidos anteriormente por Corréia-da-Silva e colaboradores (2006)

utilizando a técnica de microscopia eletronica de transmissao.

A deteccao de B. culicis nos ovarios e nas glandulas salivares do mosquito
permite supor que os protozoarios sado levados pela hemolinfa para todo o corpo do
inseto. Hillyer e colaboradores (2007) publicaram um estudo esclarecedor sobre o
destino dos esporozoitos de Plasmodium sp. liberados pelos oocistos na hemocele
de An. quadrimaculatus (na altura do lado basal do intestino médio), mostrando que
os protozoarios sdo submetidos ao fluxo direcional da hemolinfa do mosquito, sendo
levados para todo o corpo inclusive para apéndices distais como patas, antenas,
halteres e asas. Em outro estudo, Salazar e colaboradores (2007) demonstraram
que o virus da dengue (tipo 2) também se dissemina por todo o corpo de Ae. aegypti
ao longo de 21 dias pos alimentagdo. Neste caso, a detecgao do virus por

imunofluorescéncia mostrou que o intestino médio, o abdébmen, as glandulas



salivares, tecidos da cabega e os tubulos de Malpighi s&o colonizados pelo virus ao

longo do periodo analisado.

O estudo realizado por Hillyer e colaboradores (2007) também demonstrou
que apos 14-20 dias do inicio da infeccdo, poucos mosquitos continham
esporozoitos circulando na hemolinfa, sendo a grande maioria dos protozoarios
visualizados dentro das glandulas salivares ou aderidos a 6rgdos como 0s ovarios.
Similarmente, os resultados aqui apresentados mostram uma baixa expressao
relativa de 18s no abdémen de Ae. aegypti durante todo o periodo pds-alimentagao
(em torno de 10%), o que sugere uma baixa quantidade de protozoario circulando na
hemolinfa. Em contrapartida, esse baixo valor nado foi observado nos demais 6rgaos
avaliados, nos quais a expressao relativa de 18s ultrapassou esse valor em diversos
dias pés-alimentacdo. Considerando que B. culicis € capaz de sobreviver na
hemolinfa de Ae. aegypti conforme demonstrado através da incubagéo in vitro do
protozoario com a hemolinfa do mosquito (Nascimento et al., 2010; anexo Il), é
possivel supor que o protozoario mantenha-se em pequeno numero na hemolinfa
porque interage com outros o6rgdos, como as glandulas salivares ou como o0s
hemocitos circulantes na hemolinfa semelhantemente ao comportamento de T.

rangeli na hemolinfa de seu inseto hospedeiro.

Embora a metodologia aqui utilizada ndo permita discernir se a presenga de
B. culicis nas glandulas salivares e nos ovarios corresponda ao lado luminal ou basal
desses 6rgdos, nosso grupo demonstrou recentemente que B. culicis radioativa
inoculada diretamete na hemolinfa de fémeas de Ae. aegypti adere a superficie das
glandulas salivares e é capaz de invadir esse 6rgao, in vitro, algando a regiao interna
da glandula onde a saliva é estocada (Nascimento et al.,, 2010; anexo Il). Estes
fatos, entdo, ndo permitem descartar a hipotese de que no 28° dia, por exemplo, a
alta expressao relativa de 18s indique a presenca de B. culicis multiplicando dentro

das glandulas salivares.

Considerando que (i) B. culicis adere a superficie do epitélio intestinal,
inserindo seu flagelo entre as células epiteliais (Corréa-da-Silva et al., 2006), (ii)
também adere ao epitélio glandular mediante um contato intimo de seu flagelo com a
ldamina basal do 6rgédo e que culmina com sua chegada ao citoplasma da célula
(Nascimento et al., 2010; anexo Il), (iii) a adesdo de outros protozoarios, como

Leishmania e Plasmodium, ao epitélio intestinal ou ao epitélio glandular de seus



respectivos insetos vetores € mediada por interagdes ligantes-receptores (Kamhawi
et al., 2004; Gosh et al., 2009), investigamos no presente estudo a ligagdo de B.
culicis a proteinas do extrato total das glandulas salivares e do intestino médio com
o intuito de identificar possiveis receptores para os protozoarios nestes tecidos e
também para avaliar o envolvimento de carboidratos no reconhecimento por B.
culicis. Assim, utilizando B. culicis viva e marcada com biotina, demonstramos que o
protozoario se liga a cinco proteinas presentes no extrato total das glandulas
salivares, das quais trés foram identificadas como apyrase, D7 e aegyptina e duas
permanecem sem identificacdo (<200KDa e a >30KDa). No extrato total de intestino
médio, B. culicis reconhece e se liga a cinco proteinas com massa molecular abaixo
de 50KDa.

Carboidratos presentes na superficies de microrganismos tém sido implicados
no processo de interacdo com células hospedeiras (Okolo, et al., 1990; Pimenta et
al., 1992; Ruiz et al., 1998; Kamhawi et al, 2004; Myskova et al., 2007) e a presenga
de residuos glicidicos nas proteinas da glandula salivar e do intestino médio que sao
reconhecidas por B. culicis foi avaliada neste estudo através da incubacado das
membranas de nitrocelulose com lectinas que reconhecem diferentes carboidratos e
do uso de glicosidases para a remogao dos carboidratos presentes nessas
proteinas. Tanto as proteinas do intestino médio quanto as proteinas da glandula
salivar as quais B. culicis biotinilada se liga foram reconhecidas por lectinas
evidenciando suas naturezas glicidicas. A participagédo de carboidratos no processo
de interacdo in vitro de B. culicis com o intestino médio do mosquito ja havia sido
demonstrada por d’Avila-Levi e colaboradores (2005), da mesma forma que
demonstramos a participacao de residuos de N-acetil glucosamina, fucose e manose
na interagao de B. culicis com as glandlas salivares de Ae. aegypti (cepa Rockfeler).
Neste estudo, caracterizamos os carboidratos presentes na superficie das glandulas
salivares de Ae. aegypti e demonstramos a presenga de manose na supeficie de B.
culicis. Além disso, demonstramos ainda que o pré-tratamento de B. culicis com
manana, ou seja o recobrimento de possiveis lectinas da superficie do protozoario
que participem do reconhecimento de residuos de manose presentes na superficie
das glandulas salivares, impede a adesdao de B. culicis evidenciando, entédo, o
envolvimento de manose na interagédo do protozoario com este 6rgao (Nascimento et
al., 2010; vide anexo IlI). Com o objetivo de verificar se o reconhecimento de B.

culicis as proteinas das glandulas e do intestino médio ocorria pela presenca dos



residuos glicosilados, as membranas de nitrocelulose contendo o extrato total de
ambos os orgaos foram previamente deglicosiladas por N-glicosidases (PNGase F e
manosidase) e em seguida submetidas aos ensaios de ligacdo com B. culicis
biotinilada. O tratamento com as glicosidases aboliu a ligacdo de B. culicis a
algumas proteinas do intestino médio e da glandula, mas nao interferiu na ligagao
dos protozoarios a outras, sobretudo a proteina de alto peso molecular (>200KDa)
da glandula salivar, cuja marcagédo com ConA apds a deglicosilagdo mostrou que os
residuos glicidicos nao foram totalmente removidos. Considerando que PNGase F é
uma N-gliosidase, ou seja, remove residuos de carboidratos ligados a asparagina, é
plausivel hipotetisar que o residuo glicidico presente nesta proteina de alto peso
molecular da glandula salivar do mosquito é proveniente de uma O-glicosilagao, por
isso nao foi removido diante do tratamento utilizado. Outra possivel explicagao é
esta proteina conter fucose ligada na posigédo a1-3, tipo de ligagdo que PNGase F é
incapaz de remover. No extrato do intestino médio, duas proteinas tiveram seus
residuos glicidicos totalmente removidos pelo tratamento com a-manosidase, mas
ainda assim B. culicis se ligou a essas proteinas, indicando que nestes casos o
protozoario reconhece diretamente as proteinas.

Como foi relatado anteriormente, a colonizagdo de B. culicis em fémeas de
Ae. aegypti ndo causa a morte do mosquito. Juntando esse fato aos resultados
obtidos durante a investigagao do perfil da distribuicdo de B. culicis nos diferentes
orgaos do mosquito, parte deste estudo foi dedicado a avaliagdo da resposta imune
de Ae. aegypti a presenca de B. culicis. Assim, a expressdo de fatores de
transcricdo como Rel1, Rel2 e STAT, e de efetores, como defensina A e TEP-1 foi
avaliada no abdémem ao longo de onze dias apos a alimentagdo dos mosquitos com
os protozoarios € no quinto dia no intestino médio. Embora os resultados aqui
apresentados sejam preliminares, é possivel peceber que a presencga de B. culicis
induz a expressao de Rel1 no abdémem dos mosquitos no 1°, 3°, 7° e 9° dias pos-
alimentacgao, ao passo que a expressao desse efetor € silenciada no 5° dia, quando
Rel2 foi o efetor induzido pela presenga de B. culicis. Da mesma forma, essa
alternancia ocorreu no 11° dia pés-alimentacdo, quando os niveis de expressao de
Rel1 diminuiram enquanto os de Rel2 aumentaram nos mosquitos alimentados com
B. culicis. Classicamente, Rel1 integra a cascata Toll ao passo que Rel2 é um
componente da cacata IMD e ambos podem levar a produ¢céao de AMPs, como por

exemplo, defensina. Em Ae. aegypti Rell e Rel2 estdo predominantemente



relacionados ao controle da transcricdo dos AMPs cecropina e defensina e de
moléculas anti-Plasmodium, como Tep-1 (Osta et al., 2004; Meister et a., 2005; Shin
et al.,, 2005; Xi et al., 2008). Recentemente, Antonova e colaboradores (2009)
demonstraram que a superexpressao de Rel2 induz constitutivamente a transcri¢ao
de defensina A no corpo gorduroso do mosquito, sugerindo que em Ae. aegypti a
cascata IMD seja regulada por Rel2, culminando com a produgéo de denfensina A.
Os autores demonstraram ainda que essa superexpressao foi importante para o
controle da infecgao por bactérias (Gram positivas e negativas) e por P. gallinaceum.
No caso de B. culicis, nem a expressao de Rel2 e nem de Rel1 foi acompanhada de
um aumento na expressdo de denfensina A, com excessao do 11° dia pos-
alimentacdo onde houve um aumento marcante na expressdo desse AMP nos
mosquitos infectados e que, por sua vez, coincide com a drastica diminuicao dos
protozoarios no abdémen do mosquito determinada nos ensaios de colonizacgio.
Ainda assim, mosquitos ndo alimentados com B. culicis também apresentaram alta
expressao de Rel2 no 11° dia que néao foi corroborada pelo aumento da expressao
de defensina no mesmo dia. Esses resultados, sugerem, entdo, que outro AMP,
como cecropina, possa estar sendo produzido neste cenario. Tais resultados
precisam ser melhor investigados com a realizagdo de experimentos que elucidem a
participagao de outros AMPs, como cecropina, € de moduladores negativos das
cascatas de sinalizacao Toll e IMD, como Cactus e Caspar, na resposta imune de
mosquitos colonizados por B. culicis. Com relagdo a TEP-1, dois grandes aumentos
da expressao desta opsonina foram observados no abddmen de mosquitos
alimentados com B. culcis: um no 5° dia e outro no 11° dia, corroborando os
aumentos observados em Rel2 nos mesmos dias. Correlacionando a presencga de B.
culicis no abdémen ao aumento de TEP-1, € possivel inferir que o aumento deste
efetor na hemolinfa contribua para a acentuada diminuicdo dos protozoarios
observada no abdémen dos mosquitos no 11° dia. De acordo com a fungao de TEP-
1 descrita na infecgao por Plasmodium, a opsonina se deposita sobre a superficie
dos protozoarios presentes na hemolinfa de Anopheles (Levashina et al., 2001,
Blandin et al., 2004; Frolet et al., 2006), induzindo sua fagocitose pelos hemdcitos e
isso poderia explicar a acentuada diminuicdo de B. culicis observada no abdomen
neste momento da colonizagao.

STAT-1 é um fator de transcricdo que transduz sinais da cascata de

sinalizagdo das quinases da familia Janus (JAK). A cascata JAK/STAT foi



relacionada com a resposta imune de Drosophila e de Ae. aegypti a virus (Dostert et
al., 2005; Souza-Neto et al., 2009) e de Anopheles a bactéria (Barillas-Mury et al.,
1999). Além disso, em larvas de Drosophila foi demonstrado que essa cascata
participa da resposta celular através da regulacao da diferenciagao de pro-hemacitos
(Krzemien et al., 2007) e proliferagdo dos hemocitos (Hanratty and Dearolf, 1993;
Harrison et al., 1995). Nos mosquitos alimentados somente com Hank’s a expresséo
de STAT-1 no abdémen foi muito alta em relacdo ao dia 0, ao passo que a
alimentagdo com B. culicis inibiu drasticamente a expressdo de STAT neste dia.
Relacionando essa diferengca na expressdo de STAT com a presenga de B. culicis
no abdémen do mosquito, pode-se observar que os protozoarios ndo chegam no
abdémen no 1° dia pdés-alimentagdo, mas de alguma maneira sua presenga no
sistema digestério modula a expressao de STAT. Contrariamente, no 5° e no 7° dia
pos-alimentagao, a presenga do protozoario no abdémen foi detectada e aumentou a
expressao deste efetor em relacdo aos mosquitos controle. Gupta e colaboradores
(2009) investigaram a participacdo de STAT na fase tardia da resposta inata de
Anopheles contra Plasmodium, demonstrando que STAT regula a expressao de
mediadores da resposta imune, como a oxido nitrico sintase, que reduzem a
sobrevivéncia do protozoario. Embora os resultados aqui apresentados ainda sejam
preliminares, os niveis de B. culicis detectados no intestino médio no 7° dia pds-
alimentagao sao relativamente baixos se comparados ao 5° dia pds-alimentacgao e,
considerando a possibilidade de STAT tamém regular a produg¢ao de 6xido nitrico no
epitélio intestinal durante a travessia de B. culicis em diregdo a hemocele, tal fato
poderia explicar a queda de B. culicis no intestino e o concomitante aumento de
STAT no abdémen observado no 5° e no 7° dias pds-alimentagao. Em contrapartida,
analisando a resposta imune no intestino médio no 5° dia pés-alimentacédo, a maior
expressao deectada nos mosquitos alimentados com B. culicis foi a de Rel1. no caso
dos outros moduladores avaliados, a presenga de B. culicis diminuiu suas
expressoes.

Embora os resultados sobre a resposta imune de Ae. aegypti durante a
colonizagdo por B. culicis mostrados e discutidos neste trabalho necessitem ser
confirmados futuramente, eles representam uma primeira abordagem imunoldgica
no cenario da interacao tripanosomatideo/inseto hospedeiro e, somados aos
resultados ja publicados sobre esse modelo experimental, mostram que, apesar do

protozoario ser reconhecido pelo sistema imune do mosquito, ambos, inseto e



protozoario, interagem e sobrevivem durante a colonizagéo.

8- CONCLUSOES

O presente estudo teve como objetivo principal investigar aspectos celulares e
imunoldégicos na interagdo de insetos com microrganismos utilizando como modelo a
interacdo de hemocitos de Periplaneta americana com microrganismos e seus
produtos, bem como a interacdo de Blastocrithidia culicis com Aedes aegypti.

Baseado nos resultados aqui apresentados, podemos concluir que:

1 — neutrdfilos humanos sao estimulados pela presenca de diferentes espécies e
formas evolutivas de Leishmania a liberarem redes extracelulares de DNA que

contém histona e elastase;

2 - hemocitos de ninfas e machos adultos de P. americana, isolados ou na

hemolinfa, liberam DNA quando estimulados por LPS completo ou detoxificado;

3 - o DNA liberado dos hemdcitos forma estruturas semelhantes as NETs liberadas
por neutrofilos humanos, sendo corado por intercalantes de DNA como DAPI,

brometo de etidio e Sytox green;

4 - histonas (H3 e H1) sdo componentes das redes extracelulares formadas por P.

americana;

5 - Bodipy® e Rhodamina Green® marcam as redes extracelulares evidenciando a
presenca de lipideos neutros e proteinas juntamente com o DNA ao passo que Nile

Red marca lipideos que n&o participam das redes;

6 - DNA extracelular esta associado aos nodulos de hemodcitos estimulados com

LPS in vitro, e as redes extracelulares aprisionam E. coli-GFP mas n&o B. culicis;

7 - o tratamento in vivo com DNase | aumenta o numero de nédulos formados em
insetos inoculados com E. coli e interfere com a distribuicdo dessas estruturas no

abddmen dos insetos;



8 - o tratamento in vivo com DNase | embora diminua a populagdo total de
hemacitos circulantes na hemolinfa de insetos inoculados com diferentes doses de
E. coli, aumenta a percentagem de hemdcitos contendo bactérias circulando na

subpopulagao R3;

9 — No conjunto nossos resultados demonstram pela primeira vez que hemdacitos de
um inseto ancestral como a Periplaneta americana sao capazes de morrer por
ETose, e que as redes extracelulares sao capazes de prender e matar bactérias.
Descrevemos pela primeira vez que lipideos também estdo associados as redes de

DNA extracelular de P. americana.

10 - B. culicis coloniza fémeas de Ae. aegypti se distribuindo por todo o corpo do

mosquito ao longo de 48 dias pos-alimentagao;

11 - B. culicis reconhece e se liga a porgcédo glicidica e protéica de proteinas
presentes no extrato total das glandulas salivares e do intestino médio de fémeas de

Ae. aegypti;

12 - a colonizagao de B. culicis modula a expressao de fatores de transcricado das
cascatas Toll, IMD e JAK/STAT e de efetores, como defensina e TEP-1, na resposta

imune de Ae. aegypti.



9- OUTROS ARTIGOS PUBLICADOS DURANTE O PERIODO DO DOUTORADO

Characterization of neutrophil extracellular traps in cats naturally infected with feline
leukemia virus. Wardini AB, Guimardes-Costa AB, Nascimento MT, Nadaes NR,
Danelli MG, Mazur C, Benjamim CF, Saraiva EM, Pinto-da-Silva LH. J Gen Virol.
2010; 91:259-64.

Cooperation between apoptotic and viable metacyclics enhances the pathogenesis of
Leishmaniasis. Wanderley JL, Pinto da Silva LH, Deolindo P, Soong L, Borges VM,
Prates DB, de Souza AP, Barral A, Balanco JM, do Nascimento MT, Saraiva EM,
Barcinski MA. PLoS One. 2009; 29;4:e5733.

Development of a ligand blot assay using biotinylated live cells. De Almeida Dias F,
Souza Dos Santos AL, Ferreira-Pereira A, Romeiro A, Teixeira Zimmermann L,
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