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RESUMO

Mendes, M.T. Avaliacdo do efeito da saliva de triatomineos (Heteroptera: Reduviidae)
sobre a biologia de células dendriticas murinas. 99 f. Dissertacdo (Mestrado) — Pos-
graduacdo em Medicina Tropical e Infectologia, Universidade Federal do Triangulo Mineiro,
Uberaba/MG, 2014.

Triatomineos sdo artrépodes hematdfagos de grande interesse médico, por serem vetores do
Trypanosoma cruzi. Durante a alimentacdo eles precisam vencer duas grandes barreiras
impostas pelo sistema de defesa dos seus hospedeiros, o sistema hemostatico e o sistema
imune. Na tentativa de subverter as barreiras hemostaticas, ¢ sabido que a saliva desses
insetos, inoculada durante a hematofagia, contém inimeras moléculas bioativas, no entanto,
poucas moléculas com atividade sobre a barreira imune foram caracterizadas. Ceélulas
dendriticas (CDs), presentes na pele de todos os vertebrados, sdo células fundamentais da
resposta imune inata e desempenham papel crucial na indugdo da resposta imune adquirida,
inclusive contra artrépodes hemat6fagos, € de grande interesse compreender se 0s
triatomineos evadem das respostas por modular essas células. Assim, 0 objetivo deste trabalho
foi investigar o efeito da saliva dos triatomineos Panstrongylus herreri, Meccus pallidipennis,
Triatoma lecticularia e Rhodnius prolixus sobre a diferenciacdo, maturacao (expressdo de
moléculas estimuladoras e co-estimuladoras e produgdo de citocinas) e apoptose de CDs.
Além disso, tentamos identificar se a saliva das espécies de triatomineos possuiam
prostaglandina E, (PGE;) em sua constituicdo. A saliva dos triatomineos adultos foi obtida
através da disseccdo das glandulas salivares e as CDs foram obtidas a partir da diferenciacédo
de células precursoras da medula 6ssea na presenca de GM-CSF (25 ng/mL). A influéncia da
saliva na diferenciacdo em CDs (expressdo de marcadores moleculares CD11lc, CD11b,
MHC-I1I, CD40 e CD86 por citometria de fluxo) foi analisada através da incubacédo de células
tronco de camundongos C57BL/6 durante 7 dias na presenca da saliva das diferentes especies.
Para avaliacdo da maturacdo, CDs ja diferenciadas foram estimuladas com LPS na presenca
ou ndo de saliva e avaliadas por citometria, para a expressao das moléculas MHC-I1, CDA40,
CD80 e CD86 ou pelo método de ELISA, para a producéo de citocinas TNF-a, IL-12p40, IL-
10 e IL-6. A diferenciacdo das CDs foi inibida pela saliva das espécies de triatomineos
testadas e essa atividade inibitéria (diluicdo 1:30 v/v) foi de 79% para a espécie P. herreri,
57% para M. pallidipennis, 38% para T. lecticularia e 76% para R. prolixus. A expressdo das
moléculas MHC-I1, CD40 e CD86 nas CDs diferenciadas na presenca de saliva foi modulada
diferencialmente nas diferentes espécies. Em relacdo a maturacdo, a saliva inibiu
diferencialmente a expressdo de MHC-II, CD40, CD80 e CD86 nas CDs estimuladas com
LPS - ligante de Toll-Like receptor 4, sendo que a molécula CD40 foi a Unica inibida pelas
quatro espécies. Com excec¢do da saliva do R. prolixus que induziu IL-6, a producdo das
citocinas TNF-a, IL-12 e IL6 foi inibida e a producédo da IL-10 foi aumentada pela saliva das
espécies testadas. Vale ressaltar que a saliva, per se, dependendo da espécie, induziu a
producdo das citocinas IL-12, IL-6 e IL-10 em CDs. A (nica saliva que induziu apoptose nas
CDs, foi a da espécie R. prolixus. A presenca de prostaglandina-E, (PGE;) na saliva dos
triatomineos ndo foi detectada. Esses resultados demonstram que a saliva dos triatomineos
possui moléculas capazes de modular a biologia de CDs e este efeito é independente da
presenca de PGE,. A diminui¢do na diferenciacdo, a modulacdo de moléculas estimuladoras e
co-estimuladoras, a inibigdo da producéo de citocinas pro-inflamatorias e a inducdo de IL-10,
além de gerar um ambiente muito menos agressivo para a alimentacdo pode tambeém favorecer
a transmissao de patogenos, incluindo o T. cruzi.

Palavras-chave: Triatomineos. Saliva. Células dendriticas. Imunomodulacéo.
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ABSTRACT

Mendes, M.T. Evaluation of the effect of triatomine saliva (Heteroptera: Reduviidae) on
the biology of murine dendritic cells. 99 f. Dissertation (Master degree) — Postgraduate
Course of Tropical Medicine and Infectology, Federal University of Triangulo Mineiro,
Uberaba/MG, 2014.

Triatomines are blood-sucking arthropods of great medical interest because they are vectors
of Trypanosoma cruzi, the ethiological agent of Chagas disease. During feeding triatomines
need to overcome two major barriers imposed by the host defense systems: hemostasis and
the immune system. While it is known that several molecules are capable of subverting the
host hemostatic barriers, only few molecules capable of subverting the immune system have
been characterized by these ectoparasites. Dendritic cells (DCs), present in the skin of all
vertebrates, are key components of the innate immune response playing a crucial role in the
induction of acquired immunity to many aggressive agents, including bloodsucking
arthropods, and are of great interest to understand whether triatomines evade the responses by
modulating these cells. Thus, the purpose of this study was to investigate the effect of the
saliva from triatomines Panstrongylus herreri, Meccus pallidipennis, Rhodnius prolixus and
Triatoma lecticularia on differentiation, maturation (expression of stimulatory and co-
stimulatory molecules and cytokine production) and apoptosis of DCs. In this work we also
try to identify if the saliva of these species have prostaglandin E2 (PGE,) in its constitution.
Saliva from adult triatomines were obtained by dissection of salivary glands and the DCs
were obtained from the differentiation of mouse bone marrow precursor cells in the presence
of GM-CSF (25 ng/mL). The influence of saliva on DCs differentiation was analyzed by
incubation of stem cells from C57BL/6 mice for 7 days in the presence of saliva and after this
time the expression of molecular markers CD11c, CD11b, MHC-II, CD40, and CD86 were
evaluated by flow cytometry. To assess the cell maturation, differentiated DCs were
stimulated with LPS in the presence or absence of saliva and the expression of MHC-II,
CD40, CD80 and CD86 was evaluated by flow cytometry and the production of cytokines
TNF-a, 1L-12p40, 1L-10 and IL-6 was evaluated by ELISA. The differentiation of DCs was
inhibited by the four tested saliva and this inhibitory activity (dilution 1:30 v / v) reached 79%
for the specie P. herreri, 57% for M. pallidipennis, 38% for T. lecticularia and 76% for R.
prolixus. The expression of MHC-II, CD40 and CD86 in DCs was differentially modulated
depending on the saliva from each species. Regarding maturation, saliva differentially
inhibited the expression of MHC-II, CD40, CD80 and CD86 in LPS-matured DCs but the
CD40 molecule was the only inhibited by the saliva of the four species. Except for the saliva
of R. prolixus, that induced IL-6 cytokine production, TNF-a, IL-12 and IL-6 were inhibited
and 1L-10 was increased in the saliva of the other three species tested. It is noteworthy that the
saliva, per se, depending on the species, induced the production of IL-12, IL-6 and IL-10. The
saliva of R. prolixus was the only one that induced DCs apoptosis. The presence of PGE; in
the saliva of the four evaluated triatomines was not detected. These results demonstrate that
triatomines saliva has molecules that modulate the biology of DCs and this effect is PGE,-
independent. We believe that the decrease in differentiation, the modulation of stimulatory
and co-stimulatory molecules and the inhibition of pro-inflammatory cytokines and the
induction of 1L-10 generates a much less aggressive environment for the feeding that could
also facilitate the transmission of pathogens, including T. cruzi.

Key-words: Triatomines. Saliva. Dendritic cells. Immunomodulation.
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

Os triatomineos (Hemiptera, Reduviidae), popularmente conhecidos como barbeiros,
sdo ectoparasitas hematofagos de grande relevancia médica, social e econémica. Esses
ectoparasitos sdo hematdfagos durante todos os estdgios de vida (estagios ninfais e fase
adulta) e obtém o sangue diretamente dos vasos do hospedeiro vertebrado (LAVOIPIERRE;
DICKERSON; GORDON, 1959). Durante todo o processo de hematofagia ha constante
deposicdo de saliva, seja esta fora ou no interior dos vasos sanguineos (SOARES et al., 2006).
A saliva e 0s movimentos das pecas bucais no hospedeiro desencadeiam respostas fisioldgicas
de reparo, como agregacdo plaquetéria, constricdo do vaso lesado, coagulacdo sanguinea,
aumento da permeabilidade vascular e quimiotaxia dos leucécitos. Neste contexto, a fim de
permitir um repasto eficiente, é sugerido que a saliva apresente varias substancias que
antagonizam os sistemas hemostatico, inflamatoério e imunoldgico do hospedeiro vertebrado.

No que se refere a presenca de moléculas que antagonizam o sistema hemostatico de
defesa dos seus hospedeiros, diversos trabalhos vém mostrando a presenca de substancias na
saliva de triatomineos com atividades vasoconstrictoras, inibidoras da agregacdo e ativacao
plaquetaria e anti-coagulantes (FONTAINE et al., 2011; DE ARAUJO et al., 2012) . No caso
de componentes imunomoduladores poucas moléculas foram caracterizadas até 0 momento.
Nesse caso especifico, ja foi mostrado que a espécie R. prolixus é capaz de produzir uma
classe de proteinas ligadoras de histamina denominada de nitroforinas. Isto parece ser muito
importante durante a hematofagia, ja que a liberacdo de histamina por baséfilos e mastécitos
pode induzir reacdo inflamatéria com aumentado da permeabilidade vascular, exsudacdo
plasmatica e inducdo de prurido no local da picada, poucos minutos apds fixacdo do
ectoparasito (RIBEIRO; WALKER, 1994; WEICHSEL et al., 1998; ANDERSEN et al.,
2000). Mais recentemente foi mostrado também que essa mesma espécie € capaz de secretar
lisofosfatidilcolina, uma molécula lipidica presente na saliva e que pode ter papel importante
na modulacdo de macrofagos e facilitacdo da transmissdo de T. cruzi para o hospedeiro
(MESQUITA et al., 2008; SILVA-NETO et al., 2012).

Apesar de ndo ter identificado a molécula, substancias presentes no intestino e
glandulas salivares de trés diferentes espéecies de triatomineos foram capazes de modular a
atividade do sistema complemento (BARROS et al., 2009). Em resumo, apesar dos poucos
estudos relacionados com a resposta imune do hospedeiro é provavel que o nimero de
moléculas com potenciais propriedades sobre células e moléculas do sistema imune
produzidas pelos triatomineos possa ser muito maior que as poucas descritas até agora, fato

18
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que pode ser facilmente confirmado nos trabalhos de proteoma, sialoma e transcriptoma de
algumas espécies ja estudadas (ARAUJO et al., 2006; ARAUJO et al., 2007; ASSUMPCAO
et al., 2008; LOPEZ-ORDONEZ et al., 2009; ASSUMPCAO et al., 2011; BUSSACOS et al.,
2011).

As células dendriticas (CDs), presentes em diferentes tecidos incluindo a pele,
constituem uma populacdo de leucocitos altamente especializada em reconhecer, capturar,
processar e apresentar antigenos. Uma vez que CDs séo consideradas as principais células
apresentadoras de antigenos (APCs), sdo amplamente conhecidas como “células
apresentadoras profissionais”. A capacidade de apresentacdo de antigenos por estas células
constitui etapa fundamental na estimulacdo de linfocitos T e B “naives” contra os mais
diversos agentes agressores, eliminacao de timdcitos auto reativos e/ou inducéo de tolerancia
(STEINMAN, 1991; CELLA ; SALLUSTO ; LANZAVECCHIA, 1997; BANCHEREAU ;
STEINMAN, 1998; ARDAVIN et al., 2001).

E sabido, desde muitos anos atrés, que a resposta imune contra artropodes
hematofagos é um fendmeno adquirido (TRAGER, 1939) e essa resposta parece depender da
atividade das células apresentadoras de antigenos (particularmente CDs na epiderme)
(BROSSARD; WIKEL, 2004). Na tentativa de evadir destas respostas, estes ectoparasitos, ao
longo da sua evolucdo passaram a produzir diferentes moléculas com propriedades sobre a
biologia dessas células (FRANCISCHETTI et al., 2009; SA-NUNES; OLIVEIRA, 2010).
Concordando com essa premissa, € sabido também que, mesmo que infestando seus
hospedeiros por poucos minutos, carrapatos, mosquitos e flebotomineos produzem moléculas
capazes de modular essa populacdo de leucécitos (SCHNEIDER et al., 2004; SCHNEIDER ;
HIGGS, 2008; SA-NUNES; OLIVEIRA, 2010; CARREGARO et al., 2011). Como ja
discutido anteriormente, no caso dos triatomineos, pesquisas nesse campo ainda estdo se
iniciando e, no caso de CDs, nenhuma molécula da saliva foi identificada e caracterizada.

Em resumo, apesar de haver dados na literatura mostrando o efeito modulador de
moléculas salivares de triatomineos sobre o sistema hemostatico, estudos avaliando seus
efeitos sobre as células do sistema imune ainda sdo escassos. Assim sendo, o0 objetivo deste
trabalho foi investigar o efeito da saliva dos triatomineos Panstrongylus herreri, Meccus
pallidipennis, Triatoma lecticularia e Rhodnius prolixus, espécies pertencentes aos géneros de
maior importancia epidemioldgica, sobre a biologia de CDs. Para tanto investigamos 0S
efeitos da saliva sobre a diferenciacdo (expressédo de CD11c e CD11b), maturagéo (expressao
das moléculas co- e estimuladoras e producéo de citocinas) e indugdo de apoptose de CDs

derivadas de células de medula 0ssea de camundongos, com o auxilio de técnicas como
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citometria de fluxo e ELISA. Além disso, outro objetivo foi avaliar a presenga de
prostaglandina-E, (PGE,) na saliva como possivel responsavel pelos efeitos observados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TRIATOMINEOS

Triatomineos sdo insetos hematdfagos pertencentes a classe Insecta, ordem Hemiptera,
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae (LENT; WYGODZINSKY, 1979). A subfamilia
Triatominae é dividida em cinco tribos, (Alberproseniini, Bolboderini, Cavernicolini,
Rhodniini e Triatomini), e organizada em 18 géneros, sendo que até 2012, englobava um total
de 142 espécies, encontradas principalmente na America Latina (GURGEL-GONCALVES et
al., 2012). Dependendo da regido, os triatomineos podem receber diferentes denominacdes,
geralmente relacionado aos seus habitos alimentares, por exemplo, no Brasil é popularmente
conhecido como barbeiro, furdo, chupdo, bicudo ou fincdo (SCHOFIELD; GALVAO, 2009).

Os triatomineos possuem ampla distribuicdo geografica. Na regido Neotropical
ocupam desde os Grandes Lagos da América do Norte até a provincia de Chubut no Sul da
Argentina (Lat. 42 N e 46 S) (SCHOFIELD; GALVAO, 2009). Fora da América, sdo
encontrados na Africa, Asia e Australia, sendo que, sete espécies sdo encontradas
exclusivamente na Africa e Asia, e 0 género Linshcosteus, Unico género extra americano, é
encontrado apenas na India (LENT; WYGODZINSKY, 1979; GORLA; DUJARDIN;
SCHOFIELD, 1997; SCHOFIELD; GALVAO, 2009).

Das 142 espécies conhecidas, 62 ocorrem no Brasil e 63% (39) dessas espécies sao
exclusivamente brasileiras. Todas as regides brasileiras sdo favoraveis para o crescimento dos
triatomineos, sendo os biomas caatinga e cerrado 0s que apresentam o maior nimero de
diversidade. A regido brasileira com maior nimero de espécies de triatomineos é o nordeste,
sendo o estado da Bahia o0 que tem maior quantidade, 25 espécies descritas, seguida por Mato
Grosso (centro-oeste) com 18 espécies, Pard (norte), Tocantins (norte) e Minas Gerais
(sudeste) com 15 espécies (GURGEL-GONCALVES et al., 2012).

A primeira evidéncia sobre a existéncia de triatomineos na América do Sul foi feita em
1590 e atribuida ao Pe. Reginaldo Lizarraga que durante visitas ha conventos no Peru e Chile
descreveu os triatomineos como sendo grandes insetos que atacavam & noite (GALVAO,
2003). A primeira espécie a ser descrita, foi feita por De Geer, em 1773, como Cimex
rubrofasciatus. Posteriormente essa espécie passou a ser chamada de Triatoma rubrofasciata,
e foi considerada desde entdo como a espécie-tipo do género Triatoma (GALVAO, 2003).

Os triatomineos sdo insetos hemimetabolos, ou seja, sofrem metamorfose incompleta.

Seu ciclo bioldgico compreende as formas de ovo, ninfa (cinco estadios) e adulto. O ovo
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possui coloracdo e formas variadas e pode ser usado como ferramenta para classificacdo
taxondémica (OBARA et al., 2007; OBARA et al., 2007; VILLALOBOS et al., 2012). As
ninfas se diferem dos adultos devido a auséncia de asas e de um aparelho reprodutor
desenvolvido e apto a reproducdo. Os adultos das diferentes espécies possuem tamanho
variando de 5,0 mm, espécie Alberprosenia goyavargasi (MARTINEZ e CARCAVALHO,
1977) a 44,0 mm, espécie Dipetalogaster maxima (UHLER, 1894). S&o insetos considerados
lentos, de voo dificil e habitos noturnos. O ciclo bioldgico possui tempo variavel de 3 a 15
meses, dependendo da espécie e das condi¢cGes ambientais, como temperatura e fonte
alimentar (LENT; WYGODZINSKY, 1979; SILVA; SANTOS; NAKANO, 1993;
MARTINEZ-IBARRA et al., 2007; BARRETO-SANTANA et al., 2011; MARTINEZ-
IBARRA et al., 2014).

Os triatomineos possuem importancia epidemioldgica por serem transmissores dos
protozoarios: Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli. O parasito T. rangeli é um
protozoario ndo patogénico para os hospedeiros vertebrados, porém o é para os hospedeiros
invertebrados (GUHL; VALLEJO, 2003). Ja o parasito T. cruzi é o agente causador da
doenca de Chagas, descoberta em 1909 por Carlos Chagas, em Minas Gerais, enquanto
trabalhava no controle de mosquitos transmissores da malaria. Carlos Chagas observou
primeiramente que os triatomineos tinham o habito de sugar o sangue de moradores da regiao.
Ao examinar esses insetos, notou que estavam parasitados com um protozoario flagelado.
Depois, descobriu que os animais também albergavam o parasito. Por fim, ele encontrou em
um habitante da regido, Berenice, 0s mesmos parasitos. Descrevendo assim, uma nova
doenca, 0 agente causador, o0s reservatorios e o vetor (GURTLER; DIOTAIUTI; KITRON,
2008; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

A transmissdo vetorial do parasito T. cruzi se da através das fezes liberadas pelos
triatomineos durante a alimentacdo. Portanto, o0 sucesso na transmissao do parasito depende
que o tempo de defecacdo seja inferior ao tempo de alimentacéo, isto esta relacionado nao
somente com espécie e estadio de desenvolvimento do triatomineo, mas também com a
guantidade de sangue ingerida e tempo de jejum, quanto maior a quantidade de sangue
ingerida mais rapida € a defecacdo (TRUMPER; GORLA, 1991; GUARNERI et al., 2003).
No caso do T. rangeli, a transmissdo do parasito se da através da saliva no momento da
hematofagia. Acredita-se, nesse caso, que a presenca de moléculas da saliva contribui
decisivamente para 0 sucesso da transmissao.

As espécies sinantropicas e com capacidade de domiciliagdo possuem maior

importancia epidemioldgica na transmissao vetorial de T. cruzi, embora provavelmente todas
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tenham capacidade de transmiti-lo (SCHOFIELD; GALVAO, 2009). Assim, 0s géneros
Panstrongylus, Meccus, Triatoma e Rhodnius abrangem a maioria dessas espécies envolvidas
nesta transmissdo e sao considerados, portanto, 0s géneros com maior relevancia
epidemioldgica. Através de campanhas de borrifacbes com inseticidas, populacdes
domiciliares de triatomineos no Brasil tém sido erradicadas, e com isso, esses nichos
ecoldgicos ficam vagos, e espécies que antes eram estritamente silvestres acabam ocupando-
o0s, destacando assim a importancia de estudos que abranjam tanto espécies domiciliares
quanto aquelas com potencial de domiciliacdo (SCHOFIELD; DIOTAIUTI; DUJARDIN,
1999).

2.2 TRIATOMINEOS DE INTERESSE NO PRESENTE TRABALHO

No Brasil existem pelo menos 62 espécies de triatomineos ja identificados, sendo que
a maioria é silvestre. No insetario do Departamento de Medicina Tropical e Infectologia da
UFTM sdo mantidas diversas espécies de triatomineos, sendo que nesta pesquisa
investigamos quatro espécies. Do género Triatoma, foi avaliada a saliva da espécie Triatoma
lecticularia, do género Meccus, foi avaliada a saliva da espécie Meccus pallidipennis, do
género Panstrongylus, a espécie Panstrongylus herreri enquanto que do género Rhodnius a
espécie Rhodnius prolixus. Essas espécies tém ganhado importancia crescente na transmissao
do T. cruzi, representam uma dentre 0s quatro principais géneros da familia Reduviidae
(Triatoma, Rhodnius, Panstrongilus e Meccus), estdo presentes em diferentes regides do

continente americano e sdo as espécies que melhor se adaptaram as condi¢des do insetario.
2.2.1 Panstrongylus herreri (WYGODZINSKY, 1948)

O triatomineo Panstrongylus herreri também denominado Pantrongylus lignarius
(WALKER, 1873) (MARCILLA et al., 2002) é uma espécie encontrada em sete paises da
América do Sul: Peru, Equador, Colémbia, Guiana, Suriname, Venezuela e Brasil.
(GALVAO et al., 2003; PATTERSON ; BARBOSA ; FELICIANGELI, 2009). Sendo que no
Brasil, encontra-se geograficamente distribuido entre os estados do Amazonas, Goias,
Maranhdo, Para e Mato Grosso (GALVAO et al., 2003; PAULA et al., 2013). Os insetos do
género possuem uma cabeca curta, olhos grandes e insercdo da antena proxima a eles
(PATTERSON; BARBOSA,; FELICIANGELI, 2009). Possuem um tamanho médio variando

de 20,5 a 31 mm e coloragdo que mistura tons de marrom claro e escuro (Fig. 1 A).
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E uma espécie predominantemente silvestre, encontrada tanto em florestas tropicais
quanto subtropicais, exceto no Peru, onde é uma das principais espécies sinantropicas e €
considerada a principal vetora da doenca de Chagas (CUBA et al., 2002; PATTERSON;
BARBOSA ; FELICIANGELI, 2009). Ocupa palmeiras, ocos e copas de arvores, ninhos de
passaros e tocas de roedores. No Brasil, na bacia do Amazonas, os adultos movem-se
livremente sobre as arvores, camuflados por sua coloragdo, enquanto as ninfas se refugiam em
buracos de arvores (GAUNT; MILES; TEIXEIRA et al., 2001). Ocasionalmente podem ser
encontrados em ambientes fechados ou em galinheiros, atraidos principalmente pela luz.

No Brasil, o primeiro relato de P. herreri naturalmente infectado com
tripanosomatideos foi feito em 1949. Os triatomineos foram capturados no estado do Para, em
alturas de 5 a 15m, sugerindo que na natureza esses triatomineos alimentam-se de animais
arboricolas. Com esses insetos capturados, 0 grupo montou uma pequena coldnia e
acompanhou o desenvolvimento desde a postura dos ovos até o surgimento dos adultos, com
isso observaram um ciclo evolutivo de aproximadamente 179 dias, aproximadamente 6 meses
(DEANE; DAMASCENO, 1949).

Em 2001, um levantamento da fauna triatominica em uma comunidade amazonense
localizada no estado do Maranhdo demonstrou que dentre os triatomineos da espécie P.
herreri, 27% estavam naturalmente infectados com o parasito T. cruzi. De uma forma geral,
este estudo observou que das 19 espécies silvestres encontradas, 11 estavam naturalmente
infectadas com o T. cruzi, demonstrando a necessidade de estudos e vigilancia sobre essas
espécies silvestres, principalmente em relacdo as espécies com histérico de domiciliagéo,
como P. herreri (TEIXEIRA et al., 2001). Na regido amazoénica localizada no Peru, uma
quantidade consideravel dos triatomineos da espécie P. herreri estavam naturalmente
infectados com o T. cruzi (62,4%), e dentre 0s que tiveram as fontes alimentares identificadas,
18,2% tinham se alimentado de sangue humano (PINTO et al., 2008).

2.2.2 Meccus pallidipennis (Stal, 1872)

O triatomineo Meccus pallidipennis, anteriormente conhecido como Triatoma
pallidipennis, foi separado em um novo género, Meccus, devido ao grande tamanho
(CARCAVALLDO et al., 2000). As fémeas possuem tamanho variando de 32 a 35 mm e 0s
machos de 31 a 35mm. Possuem uma coloragdo escura e inser¢do da antena semelhante ao
género Triatoma, na por¢cdo mediana da cabeca (LENT; WYGODZINSKY, 1979) (Fig. 1 E).
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E encontrado em vérios estados do México, nas regides Sul, Leste, Oeste e Central
(GALVAO et al., 2003; BENITEZ-ALVA; HUERTA; TELLEZ-RENDON, 2012). Essa
espécie € uma das principais responsaveis pela transmissdo vetorial de T. cruzi nessa regido.
Sendo que juntamente com outras seis especies do género Meccus Sd0 responsaveis por um
total de 74% da transmissdo de T. cruzi. (MARTINEZ-IBARRA et al., 2012). Em um
levantamento epidemioldgico realizado de 2006 a 2010, 61,39% dos exemplares de M.
pallidipennis capturados em varias regides do México, estavam naturalmente infectados com
o parasito T. cruzi (BENITEZ-ALVA; HUERTA; TELLEZ-RENDON, 2012).

Triatomineos da mesma espécie, oriundos de regides geograficamente diferentes,
podem possuir diferencas quanto a parametros bioldgicos, como ciclo de vida, resultado da
influéncia das varia¢fes nas condi¢cdes ambientais. Assim, trés colonias, recém-estabelecidas,
oriundas de diferentes regides do México apresentaram variacbes gquanto ao ciclo de vida,
taxa de alimentacdo e quantidade de ovos por fémea, sendo que a colbnia originada da regido
mais quente e Umida reuniu as caracteristicas mais favoraveis a transmissdo do T. cruzi, como
menor tempo no ciclo bioldgico e maior quantidade de ovos por fémeas (MARTINEZ-
IBARRA et al., 2014). De uma forma geral, M. pallidipennis possui um ciclo bioldgico
relativamente curto (mais ou menos cinco meses), 0 que favorece o surgimento de grandes
populacGes em um curto espaco de tempo, além de uma alta taxa de ovos por fémea e uma
baixa mortalidade, fatores que aumentam a sua incidéncia e dispersdo e consequentemente a
sua importancia na transmissao vetorial de T. cruzi (MARTINEZ-IBARRA et al., 2014).

Outra caracteristica importante para 0 sucesso na transmissao do parasito é o tempo de
defecacdo, que deve ser menor do que o tempo de alimentacdo. M. pallidipennis possui um
periodo de alimentacdo variando aproximadamente de 10 a 20 minutos, dependendo do
estadio de desenvolvimento, e um tempo de defecacdo inferior a 10 minutos com variagdo
aproximada de 3 a 9 minutos, assim a defecacdo ocorre com o vetor ainda no hospedeiro
vertebrado (MARTINEZ-IBARRA; NOVELO-LOPEZ, 2004).

Um estudo sobre a suscetibilidade ao T. cruzi, ao avaliar a porcentagem de
triatomineos infectados, a quantidade de parasitos nas fezes e a quantidade de sangue
ingerido, concluiu que dentre as espécies estudadas, a espécie M. pallidipennis é a mais
susceptivel a infeccdo pelo parasito (M. pallidipennis > T. barberi > T. phyllosoma > T.
infestans > R. prolixus) (ALEJANDRE-AGUILAR et al., 1993).
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2.2.3 Triatoma lecticularia (Stal, 1859)

Triatoma lecticularia é uma espéecie encontrada nos Estados Unidos e no México
(GALVAO et al., 2003). E uma espécie predominantemente silvestre, cuja importancia
epidemioldgica estéd relacionada com a manutencdo do ciclo silvestre do T. cruzi (SILVA,
SANTOS; NAKANO, 1993). Os insetos da espécie T. lecticularia possuem uma coloracado
mista de vermelho e preto, insercdo das antenas na porcdo medial da cabeca e um tamanho
variando de 16 a 23mm (LENT; WYGODZINSKY, 1979) (Fig. 1 I).

Um levantamento epidemioldgico sobre triatomineos silvestres no Texas, Estados
Unidos, observou uma ampla distribuicdo geografica dos triatomineos por todo o estado e
ainda uma sobreposicdo de espécies. Verificaram também uma associacdo dos triatomineos
das espécies T. lecticularia, T. gerstaeckeri e T. sanguisuga, com habitacbes humanas, sendo
que, mais da metade dos espécimes encontrados dentro ou perto de casas estavam infectados
com T. cruzi (KJOS; SNOWDEN; OLSON, 2009).

Uma das caracteristicas mais importantes e interessantes desta espécie é a sua
facilidade em se adaptar a diversos ambientes, desde regides Umidas, como matas, a regides
secas, como desertos, além de se adaptar muito bem ao ambiente laboratorial, assim trata-se
de uma espécie euritérmica e bastante eclética em relagdo a alimentacdo (SILVA; SANTOS;
NAKANO, 1993). Um estudo, que comparou trés espécies pertencentes ao género Triatoma,
observou que T. lecticularia foi a que apresentou o desenvolvimento mais rapido,
provavelmente devido a essa facilidade de adaptacdo, aproximadamente sete meses. Além
disso, verificaram uma alta taxa de eclosdo dos ovos (>70%) em um periodo de incubacdo de
aproximadamente 20 dias, 0 que comprova a existéncia de condi¢bes favoraveis no ambiente
laboratorial para o desenvolvimento dos insetos (MARTINEZ-IBARRA et al., 2007).

Além da facilidade de adaptacdo que culmina com uma grande capacidade de
dispersdo e da possibilidade de domiciliagdo, outra caracteristica extremamente importante
que inclui a espécie T. lecticularia no grupo de potencialmente capazes de transmitir o T.
cruzi é o fato de possuir um tempo de defecacdo menor que 10 min (média aproximada de 6 a
9 min) e consequentemente inferior ao tempo de alimentacdo que varia aproximadamente de
19 a 24 min (MARTINEZ-IBARRA et al., 2007).

2.2.4 Rhodnius prolixus (Stal, 1859)
O triatomineo Rhodnius prolixus possui grande importancia na transmissao vetorial da

doenca de Chagas, sendo o principal vetor do T. cruzi. E amplamente distribuido entre os
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paises da América Central (México, Guatemala, El Salvador, Costa Rica, Honduras,
Nicardgua e Panama) e da América do Sul (Bolivia, Colémbia, Equador, Guiana, Suriname,
Guiana Francesa, Venezuela e Brasil) (GALVAO et al., 2003). No Brasil, ha relatos de R.
prolixus nos estados de Goiéas, Para, Rio de Janeiro e na Amazonia (GALVAO et al., 2003).

R. prolixus possui um ciclo bioldgico relativamente rapido, mais ou menos quatro
meses, variando de 133 a 159 dias dependendo da temperatura. Temperaturas mais elevadas
favorecem um ciclo de desenvolvimento mais rapido (SILVA; SILVA, 1989). Os
triatomineos dessa espécie tendem a estar associados a palmeiras, possuem coloracdo marrom
e assim como os demais insetos do género Rhodnius possuem cabeca alongada e insercéo da
antena distante dos olhos. Os machos possuem um tamanho médio variando de 17 a 20 mm e
as fémeas ligeiramente maiores, variam de 19 a 22 mm (LENT; WYGODZINSKY, 1979)
(Fig. 1 L).

Durante uma busca por triatomineos realizada em uma area da Mata Atlantica em
Teresopolis, Rio de Janeiro, foram coletados 23 triatomineos identificados morfologicamente
como sendo R. prolixus, dos quais 13(56%) estavam infectados por T. cruzi. Os triatomineos
foram encontrados em folhas de pteridofitas, ninhos de animais, provavelmente gambas e
tronco de palmeiras. Além disso, também encontraram véarios ovos aderidos as folhas das
pteriddfitas (PINHO et al., 1998).

Algumas caracteristicas da espécie R. prolixus, aumentam a sua importancia na
transmissdo do parasito T. cruzi, como acentuada antropofilia, rapido ciclo de
desenvolvimento, que culmina com uma elevada densidade e uma intensa dispersao, habito de
defecar logo ap6s a alimentacdo e facilidade em abrigar o T. cruzi . Dentre as espécies do
género Rhodnius, apesar das semelhancas, a espécie R. prolixus apresenta a maior eficiéncia
alimentar, atingindo valores elevados de ingestdo, quando alimentados artificialmente ou em
hospedeiros vertebrados. Essas analises comparativas sugerem que as espécies com maiores
taxas de ingestdo total tendem a alcangar um status nutricional superior, permitindo-lhes
atingir maiores densidades (SANT'ANNA et al., 2001).

2.3 HEMATOFAGIA E BIOMOLECULAS PRESENTES NA SALIVA

A obtengdo do sangue pelos triatomineos € feita por canulacdo direta dos vasos
sanguineos do hospedeiro vertebrado através do auxilio de uma estrutura muscular localizada
na cabeca do inseto chamada de bomba cibarial (LAVOIPIERRE; DICKERSON; GORDON,
1959; ARAUJO et al., 2011). A primeira fase envolvida no processo de alimentagdo é
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chamada de sondagem, e ocorre atraves da perfuracdo da pele pelas mandibulas e subsequente
oscilacdo das maxilas até a penetracdo nos vasos;, a segunda fase é chamada de
ingurgitamento e trata-se da ingestdo de sangue propriamente dita. Durante todo o processo de
alimentacédo ocorre liberacéo de saliva, que serve tanto para lubrificar as partes bucais quanto
para a obtencdo de sangue, a liberacdo é feita tanto nos tecidos adjacentes ao vaso, quanto
diretamente no vaso, sendo que parte da saliva € ingerida juntamente com o sangue (SOARES
et al., 2006; SOARES et al., 2014).

A saliva, importante para o processo de alimentacdo, é produzida pelas glandulas
salivares, que sdo morfologicamente diferentes dependendo do triatomineo. Possuindo
diferencas quanto ao ndmero, tamanho e forma (Fig. 1). As glandulas salivares ficam
localizadas na cavidade toracica, junto a parte inicial do tubo digestivo. No género Rhodnius,
as glandulas sdo vermelhas, e em dois pares, um par principal e um acessério (MEIRELLES
et al., 2003). J& as glandulas salivares dos géneros Panstrongylus, Meccus e Triatoma sdo
formadas por trés pares, sendo chamadas de D1, D2 e D3, com coloragdo variando de branco
leitosa a um pouco amarelada (BARTH, 1954).

O processo de alimentacdo desencadeia no hospedeiro vertebrado uma série de
eventos que ndo somente os triatomineos, mas, todos os artrépodes hematdfagos precisam
enfrentar para uma alimentacdo bem sucedida. Fazem parte desses eventos: o sistema
hemostatico, que inclui a ativacdo plaquetéria, a cascata da coagulacdo e a vasoconstriccdo; e
0 sistema imune. Portanto, para que consigam completar sua alimentacdo, a saliva desses
artropodes precisa conter um arsenal de moléculas com atividade que contraponha esses
sistemas (RIBEIRO, 1987; RIBEIRO, 1995; SA-NUNES ; OLIVEIRA, 2010; FONTAINE et
al., 2011; DE ARAUJO et al., 2012).

Frente a vasoconstriccdo, um dos primeiros eventos desencadeados logo ap6s o dano
tecidual, a saliva dos artrépodes hematofagos reagem de duas formas, através de moléculas
que blogueiam as substancias vasoconstrictoras liberadas pelo hospedeiro vertebrado ou ainda
através da producdo de moléculas vasodilatadoras. O triatomineo da espécie R. prolixus opde
a vasoconstricdo através da substancia vasodilatadora 6xido nitrico (NO), que devido a
instabilidade é carregada por moléculas bastante estudadas na saliva desses triatomineos,
denominadas de nitroforinas (NPs), até o momento sete sdo conhecidas (NP1 a NP7)
(CHAMPAGNE; NUSSENZVEIG; RIBEIRO, 1995; MOREIRA et al., 2003; KNIPP et al.,
2007). As NPs ao serem depositadas, juntamente com a saliva nos vasos sanguineos dos
hospedeiros vertebrados, devido a mudanca de pH, liberam o conteudo de NO, que leva a

vasodilatacdo (MONTFORT; WEICHSEL; ANDERSEN, 2000).
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Para inibir a agregacdo plaquetaria, mecanismo utilizado pelo hospedeiro vertebrado
para conter a perda sanguinea, varios artropodes hemat6fagos possuem em sua saliva apirases,
que sdo enzimas que hidrolisam a adenosina-difosfato (ADP), um dos agentes agregantes,
liberados durante o dano celular e ativacdo plaquetaria (RIBEIRO et al., 1984; RIBEIRO;
VAUGHAN ; AZAD, 1990; CHAMPAGNE ; NUSSENZVEIG ; RIBEIRO, 1995; MANS et
al., 1998; VALENZUELA et al., 2001). Além de apirares, outras moléculas, que tem como
alvo, por exemplo, os agentes agregantes trombina, serotonina ou tromboxano A, também
participam da inibicdo plaquetaria resultando assim em efeitos redundantes (MANS; LOUW,
NEITZ, 2002; MANS; RIBEIRO; ANDERSEN, 2008; YOSHIDA et al., 2008;
ALVARENGA et al., 2010). A saliva do triatomineo R. prolixus além da enzima apirase
(SARKIS; GUIMARAES; RIBEIRO, 1986) possui em sua composicdo uma molécula que se
liga diretamente ao ADP, denominada Inibidor de Agregacdo do R. prolixus —1(RPAI-1)
(FRANCISCHETTI et al., 2000). T. infestans, também, além de apirases (FAUDRY et al.,
2004; FAUDRY et al., 2006) possui inibidores de agregacdo plaquetéaria induzida por
colageno, denominados de triplatin, sendo esse o primeiro relato de moléculas salivares
causando inibicdo de agregacdo plaquetaria induzida por colageno (MORITA et al., 2006). Ja
o triatomineo M. pallidipennis possui em sua saliva uma molécula denominada triabina que
inibe a agregacdo através de interacdo com o0 agente agregante trombina (NOESKE-
JUNGBLUT et al., 1995).

Em relacdo a cascata da coagulacdo, necessaria para a estabilizacdo do tampéo
plaquetario, por se tratar de uma sequéncia de reacfes, uma variedade de moléculas atuam na
sua inibicdo e em varios pontos, resultando assim em uma maior eficiéncia inibitdria. Neste
sentido, um mesmo artropode hematdfago possui em sua saliva mais de uma molécula com o
mesmo objetivo final. A saliva do mosquito Anopheles stephensi, por exemplo, possui duas
moléculas anti-coagulantes, hamadarin e anophensin, inibidoras da via-intrinseca da
coagulacdo (ISAWA et al., 2002; ISAWA et al., 2007). O triatomineo Triatoma infestans
também possui em sua saliva moléculas com atividade anti-coagulante, denominadas como
triapsina e triafestinas (AMINO; TANAKA; SCHENKMAN, 2001; ISAWA et al., 2007).
Uma das nitroforinas, NP,, encontradas na saliva de R. prolixus, além da atividade de
vasodilatacdo, também inibe a via-intrinseca da coagulacdo (RIBEIRO; SCHNEIDER,;
GUIMARAES, 1995).

O outro sistema que os artropodes precisam enfrentar € o sistema imune, responsavel
pela defesa contra patégenos e por promover o reparo tecidual. E classicamente dividido em

resposta imune inata e adaptativa. A resposta imune inata, primeira a se manifestar, é formada
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por um conjunto de células, como por exemplo, neutrofilos, mastdcitos, eosindfilos,
macrofagos e células dendriticas e componentes sollveis, como citocinas, quimiocinas,
peptideos e proteinas do sistema complemento (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). A
resposta imune adaptativa, responsavel pela memoria imunolégica, € montada através da
atuacdo de linfocitos B, produtores de anticorpos (resposta imune humoral), e linfocitos T
(resposta imune celular) (MCHEYZER-WILLIAMS; MCHEYZER-WILLIAMS, 2005;
BLUESTONE et al., 2009). E neste cenario que os artropodes hematdfagos se alimentam,
assim desde o primeiro contato apds a transposicdo da barreira fisica, células da resposta
imune inata residentes na pele podem entrar em contato com partes bucais e proteinas
salivares e posteriormente uma resposta imune adaptativa pode ser montada, e resultar, por
exemplo, na producdo de anticorpos contra proteinas salivares que podem neutraliza-las e
dificultar o processo de alimentacéo.

A maioria das moléculas salivares com atividade imunomoduladora conhecidas
pertencem aos carrapatos, principalmente porque estes artropodes permanecem por longos
periodos aderidos aos seus hospedeiros e, portanto sdo dependentes de uma forte atividade
imunossupressora. Assim as proteinas salivares destes artropodes atuam em diferentes
componentes da resposta imune, por exemplo, inibem o sistema complemento, modulam a
funcdo e ativacdo de células como macréfagos, CDs e linfdcitos e alteram a producéo de
citocinas com o objetivo de conseguirem sucesso na alimentacdo (SA-NUNES; OLIVEIRA,
2010).

O sistema complemento é formado por uma cascata proteolitica de no minimo 35
proteinas (incluindo enzimas e seus reguladores) com o objetivo final de destruir organismos
através da montagem de um complexo litico em sua superficie (FRANCISCHETTI et al.,
2009; ZIPFEL; SKERKA, 2009). Esse sistema pode ser ativado por quatro diferentes vias: 1?)
via classica de ativacdo - desencadeada pelo componente C1q ao se ligar a anticorpos ligados
a antigenos ou a proteinas C reativas; 2%) via alternativa - ativada pela clivagem espontanea do
componente C3 (GASQUE, 2004); 3% via da lectina - ativada pela ligacdo de lectinas ou
ficolinas a carboidratos presentes na superficie de patégenos (IP et al., 2009); 4%) via de
ativacdo pela acdo de trombina (HUBER-LANG et al., 2006). Essas diferentes vias
convergem para a formagdo de um complexo litico de ataqgue a membrana (MAC) (GUO;
WARD, 2005).

A primeira molécula isolada da saliva de carrapato com atividade sobre o sistema
complemento foi denominada de ISAC (Ixodes scapularis anticomplement molecule) e

isolada da saliva de Ixodes scapularis. Ela inibe a via alternativa de ativagdo, por evitar a
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ligagdo do C3b ao fator B ou por remover o fator B ja ligado ao C3b (VALENZUELA et al.,
2000). Posteriormente a ela, varias outras substancias com atividade anticomplemento foram
identificadas na saliva de carrapatos (RIBEIRO et al., 2006; TYSON et al., 2007
COUVREUR et al., 2008; TYSON; ELKINS; DE SILVA, 2008). Em relacdo aos
triatomineos, em 2003, foi demonstrado que a saliva dos triatomineos Pantrongylus megistus,
Triatoma brasiliensi e R. prolixus modulavam a ativagdo do complemento através da inibicdo
da via classica de ativacdo. Ja em 2009 foi demostrado que a saliva dos triatomineos T.
infestans, T. brasiliensi e R. prolixus além de inibirem a via classica atuam também na via
alternativa. A saliva desses triatomineos inibem a deposicéo do fator C3b e ndo interferem no
fator C1q, além disso a saliva do T. brasilense é a Unica que inibe a deposicdo do fator C4b
(CAVALCANTE; PEREIRA; GONTIJO, 2003; BARROS et al., 2009).

Outro mecanismo modulado pela saliva dos artrépodes hematéfagos € a liberacdo de
histamina. Mastdcitos e basofilos residentes na pele mediante dano tecidual, por exemplo,
causado durante a hematofagia, liberam histamina que induz uma resposta inflamatéria que
culmina com o aumento da permeabilidade vascular e exsudacdo de plasma, o que induz o
hospedeiro a tentar remover o agente causador. Moléculas com capacidade de ligacdo a
histamina ja foram descritas em carrapatos, mosquitos e também triatomineos (SA-NUNES;
OLIVEIRA, 2010). Nos triatomineos, as NPs, presentes na saliva do R. prolixus, apds
liberacdo do NO, deixam livres um sitio de ligacdo, que entdo é ocupado pela molécula de
histamina (MONTFORT; WEICHSEL; ANDERSEN, 2000; ANDERSEN et al., 2005).

Além de NPs, a saliva de R. prolixus possui uma molécula chamada
lisofosfatidilcolina (LPC) que foi descrita a primeira vez devido aos seus efeitos anti-
hemostaticos, posteriormente verificou-se que ela era capaz de modular macréfagos
(GOLODNE et al., 2003; MESQUITA et al.). A presenca de LPC ou de saliva aumentou em
cinco vezes a associacdo de macréfagos com T. cruzi, além de aumentar até seis vezes a
parasitemia sanguinea em camundongos, demonstrando assim a influéncia da saliva na
transmissao do T. cruzi (MESQUITA et al., 2008). A LPC exerce efeito quimiotatico sobre os
macrofagos que apds serem atraidos para o local de inoculagdo da saliva, tem seu célcio
intracelular aumentado e producgdo de oxido-nitrico inibida, acBes que em conjunto resultam
no aumento da associacdo entre macrofagos e T. cruzi e aumento da parasitemia (MESQUITA
et al., 2008; SILVA-NETO et al., 2012).
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2.4 CELULAS DENDRITICAS

As CDs sdo células que capturam, processam, e apresentam antigenos. Assim sdo as
responsaveis por fazerem a ligacdo entre resposta imune inata e adaptativa. Além disso, sdo
consideradas as principais células apresentadoras de antigenos (APCs). Foram descritas pela
primeira vez em 1973 por Steinman e Cohn em estudos avaliando o¢rgdos linfoides
secundarios de camundongos em que observaram células estreladas aderidas a superficies
plasticas e de vidro (STEINMAN; COHN, 2007). As CDs podem assumir diferentes
morfologias e apresentam projecdes citoplasmaticas longas e curtas, caracteristica que deu
origem a seu nome (do grego “dendron” - &rvore), aléem de cromatina frouxa, nucleo lobulado
e citoplasma grande e claro (STEINMAN; COHN, 2007). Sao células amplamente
distribuidas, sendo encontradas em tecidos periféricos ndo linfoides, tais como pele, tratos
gastrointestinal, urogenital e respiratério, 6rgdos solidos tais como figado e coracdo
(SOZZANI, 2005; BONASIO; VON ANDRIAN, 2006).

As CDs estdo em constante migracdo mesmo ainda na forma imatura, o que permite
que exercam seu papel de vigilancia quanto a presenca de agentes agressores, fisicos,
quimicos e bioldgicos. Durante processo inflamatério essa migracdo se intensifica com o
intuito de otimizar o processo de apresentacdo antigénica (SALLUSTO; LANZAVECCHIA,
1999; BANCHEREAU et al., 2000; STEINMAN; HAWIGER; NUSSENZWEIG, 2003).

A interacdo entre antigenos e CDs se da através do contato de padrdes moleculares
(PAMPs), moléculas compartilhadas com grupos de organismos, com receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), como receptores do tipo Toll (TLRs) (AKIRA;
TAKEDA; KAISHO, 2001; KAISHO; AKIRA, 2003). Apds essa interacdo, ocorre a
maturacgdo dessas células, processo que cursa com a producgéo de citocinas, tais como TNF-a,
IL-6 e IL-12 e ainda com 0 aumento da expressao de moléculas estimuladoras (MHC) e co-
estimuladoras em sua superficie, como CD40, CD80 e CD86 (KAPSENBERG, 2003).

Uma vez iniciado o processo de maturacdo e o0 processamento antigénico essas células
migram para 0s orgdos linfoides secundarios, especialmente linfonodos, onde realizaram a
apresentacdo antigénica para células T naive, fazendo assim um elo entre imunidade inata e
adaptativa (BANCHEREAU et al., 2000). Esse processo de migragéo é coordenado através da
atuacdo de varias quimiocinas, receptores de quimiocinas e moléculas de adesdo. Por
exemplo, CDs imaturas possuem em sua superficie os receptores CCR1, CCR2, CCR5 e
CXCRL1 e ap6s ativacdo aumentam a expressdo dos receptores CCR7 que as auxiliam na
migracdo para os linfonodos, onde a concentragdo de CCL-19 e CCL-21 esta aumentada
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(SOZZANI et al., 1997; SALLUSTO et al., 1998; SOZZANI, 2005). Nos tecidos linfoides
secundarios, interagem com linfdcitos T, e juntamente com fatores como padrao de citocinas e
natureza do antigeno, determinam que tipo de perfil de resposta imune sera montado, seja por
exemplo uma resposta do tipo Thl, Th2 ou Th17 (KALINSKI et al., 1999).

As CDs podem ser divididas em subtipos de acordo com o local de origem,
distribuicdo tecidual, tipo de moléculas de superficie que possui e funcbes especializadas
(SHORTMAN; CAUX, 1997; LIU, 2001; IWASAKI, 2007). Podem ainda ser dividas em
CDs linfoides ou mieloides (SHORTMAN; LIU, 2002) e dependendo da localizacdo podem
receber diferentes denominagdes, por exemplo, na pele sdo denominadas de células de
Langerhans.

Apds a descoberta da influéncia das CDs no curso da resposta imune nos diferentes
tecidos onde elas se encontram, diversas pesquisas vém sendo realizadas no intuito de se
avaliar como se da a interacdo dessas células com micro-organismos, drogas, toxinas e

ectoparasitos, dentre outros.

25 IMUNOMODULACAO DE CDs PELA SALIVA DE ARTROPODES
HEMATOFAGOS

Por se localizarem na pele, local de hematofagia, as CDs s&o constantemente
moduladas pela saliva de diferentes artropodes hemat6fagos. A saliva de diferentes espécies
de carrapatos € capaz de inibir a producdo de citocinas, como IL-12 e TNF-a e estimular a
producdo de IL-10. Além disso, exerce efeito inibitorio sobre a diferenciacdo e expressao de
moléculas estimuladoras e co-estimuladoras (CAVASSANI et al., 2005; SA-NUNES et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2011).

A saliva de diferentes flebdtomos, vetores do protozoario causador da leishmaniose,
também é capaz de modular a expressdao de moléculas estimuladoras e co-estimuladoras em
CDs, inibindo assim a proliferacdo de linfécitos T CD4 0 que resulta em uma resposta imune
inadequada (CARREGARO et al., 2008). Ao contrario dos efeitos citados, a saliva do vetor
do virus dengue, Aedes aegypti, ndo altera a expressao dessas moléculas em CDs cultivadas
com o0 virus, mas aumenta a producdo das citocinas IL-12p70 e TNF-a, favorecendo assim o
recrutamento de outros tipos celulares e atrapalhando a infeccdo pelo virus dengue (ADER et
al., 2004).

O efeito migratorio das CDs também pode sofrer influéncia da saliva de vetores. Tanto

a saliva de carrapatos quanto de mosquitos tem sido descritas alterando a migragdo dessas
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células. A saliva do mosquito Anopheles stephensi, vetor do protozoério causador da maléria,
além de estimular a degranulacdo de mastdcitos, modula a migracdo de CDs, causando uma
hiperplasia em linfonodos (DEMEURE et al., 2005). Ja a saliva do carrapato Rhiphicefalus
sanguineus inibe a migracédo de células dendriticas imaturas através da inibicdo da expressédo
do recepetor de quimiocina CCR5, mas ndo altera a migracdo de células maturadas para
linfonodos (OLIVEIRA et al., 2008).

Em relacdo as atividades da saliva de triatomineos sobre a resposta imune a literatura
é bastante escassa e especificamente sobre CDs ndo ha relatos. Neste sentido nosso trabalho

busca avaliar o efeito da saliva desses artropodes nas CDs.
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3JUSTIFICATIVA
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3 JUSTIFICATIVA

A pele, local de hematofagia de varios artrépodes, inclusive de triatomineos, é
formada por um conjunto de diferentes células, como macréfagos e CDs, e podem estar sendo
moduladas pela saliva destes insetos durante o processo de alimentagdo. Como as CDs sé&o
fundamentais para a montagem da resposta imune contra artropodes hematdfagos é de grande
interesse compreender se os triatomineos evadem das respostas dos hospedeiros mediadas por
essas células. Nesse projeto avaliamos o efeito da saliva de quatro espécies de triatomineos
(Triatoma lecticularia, Panstrongylus herreri, Rhodnius prolixus e Meccus pallidipennis)
sobre a biologia de CDs, sendo que, cada uma das espécies testadas pertence a um dos quatro
mais importantes géneros da familia Reduviidae e dependendo da espécie podem ser
encontradas em diferentes habitats tais como domésticos, peri-domesticos e silvestres. Os
resultados desse trabalho fornecerdo base para o entendimento da relagdo triatomineo-
hospedeiro no sitio de fixacdo / alimentacdo e para a possivel descoberta de novas moléculas

com propriedades anti-inflamatorias e imunomoduladoras.
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4 OBJETIVOS
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4 OBJETIVOS

4.1 OBEJTIVO GERAL

¢ Investigar o efeito da saliva de diferentes espécies de triatomineos sobre a biologia de CDs.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a concentracdo e o perfil eletroforético das proteinas presentes na saliva dos

triatomineos;

e Avaliar a influéncia da saliva de triatomineos na diferenciacdo de CDs (expressdo de
CD11c e CD11b e a expressdo de moléculas estimuladoras (MHC-II) e co-estimuladoras
(CD40 e CD86));

¢ Avaliar a influéncia da saliva de triatomineos na expressdo de CD11c e CD11b em CDs ja
diferenciadas;

e Avaliar a influéncia da saliva de triatomineos sobre a expressdo de moléculas
estimuladoras (MHC-I1I) e co-estimuladoras (CD40, CD80 e CD86) e a producgédo de
citocinas (TNF-a, IL-12, IL-6 e 1L-10) em CDs maturadas com LPS;

e Auvaliar a capacidade da saliva de triatomineos em induzir apoptose de CDs;

e Avaliar se PGE-, é um dos constituintes da saliva de triatomineos.
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5 MATERIAL E METODOS

40



CPMTI/UFTM Mendes, MT

5 MATERIAL E METODOS
5.1 REAGENTES E SOLUCOES

5.1.1 Culturade células

As células foram cultivadas na presenca do meio RPMI-1640 (GE HEALTH CARE,
SUECIA) suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino inativado (GIBCO, EUA), 50mM
de 2-mercaptoetanol (GIBCO), 1mM de piruvato de sédio (SIGMA, EUA), 256mM de
bicarbonato de sédio (SIGMA, EUA), 10 mM de HEPES (GIBCO, EUA), 100Ul/ml de
penicilina (SIGMA, EUA), 100pg/ml de estreptomicina (SIGMA, EUA) e 25mM de L-
glutamina (GIBCO, EUA). Apos o preparo do meio este foi esterilizado por filtracdo em
capela de fluxo e mantido a 4°C até o uso. Para obtencdo de CDs foi adicionado ao meio de
cultura, no momento do uso, 25ng/ml de GM-CSF murino (PEPROTECH, EUA) e para
estimular a maturacdo das CDs foi adicionado lipopolissacarideo — LPS ultra-puro (100ng/ml)
obtido de Escherichia coli cepa 0111. B4 (INVIVOGEN, EUA).

5.1.2 Tampao de lise

Com a finalidade de lisar as hemécias presentes nas suspensdes celulares obtidas a
partir da medula déssea de camundongos, foi utilizado tampéao de lise constituido de nove
partes de solucdo de cloreto de aménio 0,16 M e uma parte de Tris 0,17 M, filtrado,
autoclavado a 120°C e mantido a 4° até o uso.

5.1.3 Anticorpos monoclonais utilizados para citometria de fluxo

Foram utilizados anticorpos monoclonais anti-CD11c marcado com FITC, APC ou
PeCy7, anti-CD11b marcado com PE, anti-MHCII marcado com PE, anti-CD80 (anti-B7.1),
anti-CD86 (anti-B7.2) e anti-CD40 marcados com FITC ou PE, definidos de acordo com a
compatibilidade de utilizagdo simultdnea de mdaltiplas marca¢des (BD PHARMINGEN,
EUA).

5.2 TRIATOMINEOS UTILIZADOS
Foram utilizados triatomineos das espécies: Panstrongylus herreri (Fig.1-A), Meccus

pallidipennis (Fig.1-E), Triatoma lecticularia (Fig.1-1), e Rhodnius prolixus (Fig.1-L),
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provenientes de col6nias do insetario do Departamento de Parasitologia da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro, UFTM.

5.3 MANUTENCAO DOS INSETOS

Os triatomineos foram criados em recipientes cilindricos de acrilico, forrados com
papel filtro e contendo uma tira de cartolina, dobrada em sanfona, para aumentar a superficie
interna, fornecer abrigo e permitir o acesso a alimentagédo (Fig.2). Os potes foram tampados
com tecido fino de algod&o para permitir o repasto sanguineo dos insetos que era realizado, a

cada sete dias, em galinhas (Fig.2).
54 COLETA DE SALIVA

A saliva foi obtida conforme descrito por Mesquita et al. (2008). Triatomineos, das
diferentes espécies, de ambos os sexos e em diferentes dias de jejum (7 a 21 dias) foram
limpos com &gua e etanol e em seguida imobilizados em gelo. Com o auxilio de pincas, 0s
triatomineos da espécie R. prolixus tiveram suas cabecas deslocadas e puxadas permitindo a
exposicdo das glandulas salivares e sua coleta. Para a coleta das glandulas das demais
espécies cortou-se a lateral do abdémen e térax do inseto e ap6s a abertura do mesmo e
exposicao do conteudo torécico, através do auxilio de um microscépio estereoscopico (lupa) e
pingas, as glandulas foram localizadas e coletadas. As glandulas foram mantidas no gelo
durante todo procedimento e a cada trés pares de glandulas (trés insetos) foram acrescentados
10 pl de solucdo salina estéril. Com o auxilio de agulhas estéreis essas glandulas salivares
foram perfuradas para permitir o extravasamento da saliva e centrifugadas a 11.000 x g por 5
min, sendo o sobrenadante coletado e mantido a —70°C até 0 momento do uso.
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Figura 1. Triatomineos avaliados e obtencdo das glandulas salivares. Foram utilizados triatomineos das
espécies P. herreri (A); M. pallidipennis (E); T. lecticularia (1) e R. prolixus (L). Detalhe das glandulas salivares
durante a coleta no interior do térax dos triatomineos das espécies P. herreri (B) e M. pallidipennis (F). (*)
Localizagdo das glandulas salivares no interior do térax dos insetos apo6s abertura do abdémen. Glandulas
salivares durante a coleta ainda aderidas a cabeca dos triatomineos das espécies T. lecticularia (J) e R. prolixus
(M). Detalhe das glandulas salivares apds a coleta das espécies P. herreri (C e D), M. pallidipennis (G e H), T.
lecticularia (K) e R. prolixus (N). Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 2. Manutengdo das colbnias de triatomineos. Os triatomineos foram mantidos em recipientes
cilindricos de acrilico, tampados com tecido fino de algoddo (A-B), forrados com papel filtro e contendo uma
tira de cartolina dobrada em sanfona (D-E). (C) Os insetos eram alimentados a cada sete dias em galinhas. (D-E)
Detalhe da disposicdo dos insetos dentro do recipiente durante o repasto sanguineo. (E) Circulo: triatomineo com
a proboscide levantada se alimentando; Ponta da seta: triatomineo ingurgitado. Fonte: Arquivo pessoal.
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5.5 CONCENTRACAO PROTEICA DA SALIVA

A concentracgdo proteica da saliva foi determinada pelo método de Bredford, conforme
instrucdes do fabricante (BIO-RAD, EUA). O método consiste na ligacdo das proteinas com o
corante Coomassie Brilliant Blue G-250, que causa uma mudanca visivel de coloracdo, que
incialmente é castanha passando para diferentes tons de azul, de acordo com a concentragdo
das proteinas. 10ul de cada amostra (diluida 1:10 em agua destilada) foram adicionados a
200ul do corante (diluido 1:5 em &gua destilada), incubados a temperatura ambiente por cinco
minutos e a absorbancia analisada a 595 nm. A concentracdo de proteinas foi obtida atraves
da comparagdo da absorbancia com uma curva padrdo, com o auxilio do programa StatView
(ABACUS, EUA).

5.6 DETERMINACAO DO PERFIL PROTEICO DA SALIVA

Para determinar o perfil proteico da saliva das diferentes espécies, foi realizada
eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% na presenca de dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) conforme descrito por Laemmli (1970). A saliva foi diluida em tamp&o de amostra de
eletroforese (Tris-HCI 625 mM, pH 6,8; glicerol 25%; SDS 2%; 2-mercaptoetanol 5%) e em
seguida submetida a fervura a 100°C por 5 min. Para definicdo do volume de saliva a ser
utilizado, foi realizada uma eletroforese em gel com molde de cavidades multiplas de 5 mm,
onde foram aplicados separadamente diferentes volumes de saliva, de 0,5 a 2,5 uL. Foi
estabelecido um volume de 1uL como o menor volume onde era possivel visualizar todas as
bandas. A eletroforese iniciou-se com 60 Volts por cerca de 30 minutos e, apds a penetracao
da amostra no gel de separacdo, a voltagem foi mantida a 120 V até o corante indicador
atingir o final do gel. Em seguida, o gel foi corado com o corante azul de Coomassie. Para
obtenc¢éo do fenograma e inferir a diferenca entre o perfil proteico dos isolados, foi utilizado o
software GelComparll, versdo 5.0. Os coeficientes de similaridade foram calculados pelo

algoritmo de Dice.
5.7 DETERMINACAO DA PRESENCA DE PROSTAGLANDINA-E; (PGE))

A presenca de PGE; na saliva das espécies foi avaliada atraves do kit PGE, EIA
(ENZO LIFE SCIENCES, EUA) conforme instrucGes do fabricante. Foi colocado em placa
disponibilizada pelo kit e ja sensibilizada pelo fabricante 100 ul de cada amostra previamente

diluida. Em sequéncia os reagentes foram adicionados na ordem e em quantidade conforme
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determinado pelo protocolo do fabricante, 50 pl de conjugado azul e 50 pl do anticorpo
amarelo. Logo apos, a placa foi incubada por 2 horas em temperatura ambiente sob agitacao e,
ao final, lavada trés vezes. Apés a lavagem, foram adicionados 200 ul de substrato pNPP e a
placa foi novamente incubada por 45 minutos em temperatura ambiente, sem agitacdo. Depois
desse tempo foram adicionados 50 pl de solucdo de parada, e a absorbancia analisada a 405
nm, com correcdo em 570 nm. A concentracdo de PGE, foi determinada através da

comparagdo com curva padréo.
5.8 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados camundongos C57B1/6 wild-type criados e mantidos, conforme
determina a Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), no biotério de experimentacéo da

Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM.
5.9 SUBMISSAO DO PROJETO PARA AVALIACAO PELA CEUA

O presente trabalho foi submetido a CEUA com numero de protocolo 220 e

classificado como aprovado em 2012.

5.10 DIFERENCIACAO DE CDs

Para a obtengdo de CDs, camundongos eutanasiados tiveram seus fémures e tibias
retirados. A medula d6ssea desses 0ssos coletados foi cultivada em meio RPMI completo
suplementado com GM-CSF (25 ng/ml) conforme descrito previamente por Oliveira et al.
(2011) com algumas modificagdes. Apo6s a remocdo dos fémures e tibias, as epifises foram
seccionadas em ambiente estéril e as medulas foram lavadas com RPMI com o auxilio de
agulhas e seringa. As células precursoras colhidas foram lavadas e centrifugadas a 400 x g por
10 minutos. Apos o descarte do sobrenadante, as células foram incubadas com um tampéo de
lise, sendo assim submetidos a um novo ciclo de centrifugacdo e lavagem. Em seguida, as
células foram cultivadas na concentragdo de 2,0 x 10° células por placa de petri na presenca
dos fatores de crescimento e 10 ml de meio de cultura RPMI ja descritos. No quarto dia de
cultura foram adicionados mais 10 ml de meio de cultura suplementado com GM-CSF (50
ng/ml), totalizando 20 ml com concentracdo de 25 ng/ml. Apos sete dias de cultura as células
foram coletadas, fenotipadas e analisadas por citometria de fluxo, para determinar a
porcentagem de expressao de marcadores de CDs, tais como, CD11c e CD11b, sendo que 0s

experimentos s6 eram iniciados apos avaliacdo dessa porcentagem.
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5.11 FENOTIPAGEM DE CDs

As células cultivadas foram analisadas por citometria de fluxo conforme protocolo
descrito por Oliveira et al.(2011). As células, ap6s serem retiradas das placas, foram
centrifugadas a 400 x g por 10 min. Apds descarte do sobrenadante as celulas foram
incubadas com soro de coelho por 30 min a 4°C a fim de minimizar ligagdes inespecificas.
Em seguida, foram adicionados os anticorpos monoclonais (anti-CD11c, anti-CD11b, anti-
MHC I, anti-CD40, anti-CD80 ou anti-CD86 marcados com APC, FITC, PE ou PECy7 de
acordo com o objetivo pretendido) e incubados no escuro por 30 min a 4°C. Apos, as células
foram lavadas com PBS (2 ml/tubo) e mantidas a 4°C até o momento da aquisi¢cdo. A
aquisicdo foi realizada em citometro de fluxo FACSCalibur (BD BIOSCIENCES, EUA) e as
analises feitas através dos programas Cellquest 5.1 (BD BIOSCIENCES) e FlowJo 10
(TREESTAR, EUA).

5.12 DOSAGEM DE CITOCINAS

As citocinas 1L-12p40, TNF-o, IL-10 e IL-6 foram mensuradas através de Kits
comerciais especificos, BD OptElA (BD BIOSCIENCES) por meio de ensaio
imunoenzimatico ELISA do tipo “sanduiche”. Placas de ELISA de alta afinidade (BD
BIOSCIENCES) foram recobertas com 50 ul/poco de anticorpo de captura especifico para as
citocinas de interesse, diluidos no tampdo de coating indicado pelo fabricante para cada
citocina, e incubadas overnight a 4°C. Apds incubacdo, as placas foram lavadas trés vezes
com PBS/Tween 0,05 % em lavador automatico de placas e bloqueadas a temperatura
ambiente por 1 hora com 100 pl de “assay diluent” preparado conforme o fabricante. Em
seguida, as placas foram lavadas novamente, e 50 pul de amostras (para IL-12 dilui¢do 1:20,
IL-6 diluicdo 1:10 e demais citocinas sem diluicdo) ou do recombinante de citocinas, foram
colocadas para incubacdo por 3 h a temperatura ambiente. Apds nova lavagem foram
adicionados 50 pl do anticorpo de deteccdo juntamente com peroxidase conjugada com
estreptoavidina diluidos em “assay diluent” e incubados por mais 1 h a temperatura ambiente.
As placas foram entdo lavadas novamente e incubadas com 50 pl de tetrametilbenzidina
(TMB) durante 30 min no escuro. A reagdo foi interrompida com acido fosférico 1M e a
absorbancia foi medida em 450 nm. A concentracdo das amostras foi estimada através da
comparacdo das absorbancias obtidas na curva padrdo, obtida através da dilui¢do seriada de
citocinas recombinantes murinas. Os resultados foram analisados por regressao linear com o

auxilio do programa StatView e expressos em ng/ml ou pg/ml.
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5.13 EFEITO DA SALIVA SOBRE O PROCESSO DE DIFERENCIACAO DE CDs

Para avaliar a influéncia da saliva na diferenciacdo de CDs, células coletadas da
medula 6ssea obtidas como descrito anteriormente (item 4.10) na concentracdo de 2 x 10°
células por poco (placa de 48 pocos) em um volume inicial de 200 pl de RPMI 10% com GM-
CSF (25ng/ml), foram tratadas com diferentes concentracfes de saliva das diferentes espécies
(diluicdo 1:30; 1:100; 1:300 e 1:1000, v/v) nos dia 0 e 3 de cultura. No quarto dia de cultura
200 ul de RPMI 10% com GM-CSF (50ng/ml) foram adicionados. As células foram avaliadas
no sétimo dia por citometria de fluxo quanto a expressdo de CD11c, CD11b, MHCII, CD40 e
CD86, conforme descrito no item 4.11.

5.14 EFEITO DA SALIVA SOBRE A EXPRESSAO DE CD1lc e CD1lb EM CDs JA
DIFERENCIADAS

Para avaliar a capacidade da saliva em alterar o fen6tipo de CDs, células no sétimo dia
de diferenciagéo, obtidas como descrito anteriormente (item 4.10), na concentragdo de 1,5 x
10° células por poco (placa de 96 pocos) em um volume de 200 ul de RPMI 10%, foram
incubadas por 18 horas com a saliva dos diferentes triatomineos (diluicdo 1:30, v/v) e em
seguida avaliadas por citometria de fluxo quanto a expressdo de CD11c e CD11b, conforme

descrito no item 4.11.
5.15 EFEITO DA SALIVA SOBRE A MATURACAO DE CDs

Para a avaliacdo da influéncia da saliva na maturacdo de CDs, células ja diferenciadas,
na concentracdo de 1,5 x 10° células por poco (placa de 96 pogos) em um volume de 200 pl
de RPMI 10%, foram estimuladas com diferentes concentracdes de saliva (dilui¢cdo 1:30;
1:100; 1:300 e 1:1000, v/v) por 1 hora e em seguida com lipopolissacaridio — LPS (100
ng/ml) por 18 horas. As células entdo foram avaliadas por citometria de fluxo quanto a
expressdo das moléculas estimuladoras e co-estimuladoras MHC-I1, CD40, CD80 e CD86 em
sua superficie, conforme item 4.11. Os sobrenadantes dessas culturas foram coletados e os
niveis das citocinas 1L-12, IL-6, IL-10 e TNF-o foram dosados por ELISA, conforme item
4.12.
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5.16 EFEITO DA SALIVA SOBRE A APOPTOSE DE CDs

Para avaliar a capacidade da saliva em induzir apoptose, células ja diferenciadas,
foram submetidas ao ensaio Anexina-V e lodeto de Propideo, conforme recomendacdes do
fabricante (BD PHARMIGEM). CDs na concentracéo de 1,5 x 10° de célula por poco (placa
de 96 pocos) em um volume de 100 pl de RPMI 10%, foram incubadas com a saliva dos
diferentes triatomineos (diluicdo 1:30, v/v) por 18 horas. Apos esse tempo as células foram
retiradas da placa, lavadas duas vezes com tampao PBS e centrifugadas a 400 x g a 4°C por 10
minutos. Em seguida as células foram ressuspendidas em tampdo de anexina (BD
PHARMIGEM) e incubadas por 15 minutos. Apds esse tempo, adicionou-se anexina-V
conjugada com FITC (Isotiocianato de fluoresceina) e iodeto de propideo. Logo apds, as
células foram adquiridas em citbmetro de fluxo FACSCalibur e analisadas utilizando os
programas Cellquest 5.1 e FlowJo 10. Foram consideradas células vidveis aquelas negativas
quanto a marcacdo com Anexina-V e/ou lodeto de Propideo. Como controle positivo de
viabilidade celular foram utilizadas CDs cultivadas na auséncia de saliva e como controle

positivo de morte celular foram utilizadas células mantidas por 30 minutos a 57°C.
5.17 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados com o auxilio do programa Statistica 8 e Graph Pad
Prism 5. Primeiramente foram submetidos ao teste de normalidade de ‘“Kolmogorov-
Smirnov” e de homogeneidade de “Levine”, para verificar se os resultados assumiam uma
distribuicdo Gaussiana. Os dados paramétricos foram submetidos ao teste de ANOVA
seguido do pos- teste de Tukey, os dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis com o pés-teste de Dunn. Os resultados foram representados em graficos de
barras demonstrando a média do erro padrdo e considerados significativos quando o valor de

p foi menor que 0,05.
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6 RESULTADOS
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6 RESULTADOS

6.1 CONCENTRACAO PROTEICA

A concentragdo proteica da saliva dos diferentes triatomineos foi determinada pelo
método de Bradford e foram obtidas as seguintes concentracbes medias: 26 mg/ml para P.
herreri, 29 mg/ml para M. pallidipennis, 25 mg/ml para T. lecticularia e 20 mg/ml para R.
prolixus. Considerando o menor e 0 maior valor encontrado, as amostras variaram de 20 a 29
mg de proteina por ml. Considerando que 10 pl de amostra correspondiam a saliva coletada a
partir de trés insetos, entdo estima-se que as glandulas salivares de cada inseto tem
aproximadamente de 66 a 100 g de proteina.

Tabela 1 — Concentracdo média proteica da saliva de triatomineos

Espécie Concentracéo proteica (mg/ml)
P. herreri 26
M. pallidipennis 29
T. lecticularia 25
R. prolixus 20

6.2 ELETROFORESE DE PROTEINAS

Com o objetivo de demonstrar uma possivel diferenca entre o perfil proteico de
proteinas da saliva das diferentes espécies de triatomineos, uma eletroforese em gel de
poliacrilamida foi feita, e em sequéncia um ferograma foi construido (Fig. 3). Levando-se em
consideracdo a concentracdo proteica de cada saliva mensurada pelo método de Bradford, a
quantidade de proteina aplicada no gel variou de 20 pg a 29 pug em 1pl.

O perfil proteico observado variou consideravelmente entre as diferentes espécies,
sendo observadas, independente da espécie, bandas nao inferiores ou superiores a 15,2 a 72,8
kDa, respectivamente. Na saliva de R. prolixus a faixa de maior concentracao de proteinas foi
observada entre 23 e 15 KDa, com destaque para duas bandas mais expressivas com cerca de
23 e 20 kDa, peso referente a maioria das nitroforinas. A espécie M. pallidipennis possui
proteinas com peso variando aproximadamente de 15 KDa a 39 KDa, sendo que na faixa dos

15 a 23 kDa foram observadas quatro bandas distintas com menor quantidade de proteinas em
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relacdo ao R. prolixus. Na saliva de T. lecticularia a grande maioria das proteinas possui
baixo peso molecular, com destaque para uma banda de maior intensidade na faixa de 15
KDa. Entre as quatro espécies, P. herrreri apresentou proteinas com a maior variacdo de
pesos moleculares, de 15 a 72 kDa, tendo também uma concentracdo de proteinas na faixa dos
20 KDa.

Uma banda de baixa ou grande intensidade em determinada faixa de peso molecular
pode compreender um conjunto de proteinas distintas, que poderiam ser distinguidas com a
realizacdo de uma eletroforese bidimensional. Apesar da nao realizacdo de uma eletroforese
bidimensional, podemos concluir que os resultados aqui mostrados (nUmeros a esquerda no
fenograma indicam as diferencas no perfil eletroforético entre as salivas dos diferentes
triatomineos) sao suficientes para demonstrar que existe diferenca na constitui¢do proteica da

saliva entre as espécies. E que a espécie P. herreri é a que apresenta as maiores diferencas.

Figura 3. Fenograma obtido a partir do perfil eletroforético de proteinas salivares de triatomineos. 1uL de
saliva dos diferentes triatomineos foi submetido a uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%. O gel foi
corado com o corante azul de Coomassie. Os nimeros, a esquerda, indicam as diferengas entre os isolados. O
software GelComparll, versdo 5.0, foi utilizado para inferir a diferencga entre o perfil proteico dos isolados. Os
coeficientes de similaridade foram calculados pelo algoritmo de Dice, e as matrizes geradas foram analisadas por
UPGMA, a fim de criar o fenograma. Os nimeros, na parte inferior, correspondem aos pesos moleculares em
KDa.

6.3 DIFERENCIACAO DE CDs

As ceélulas da medula éssea de camundongos foram avaliadas durante a diferenciacao
em CDs, nos dias 0, 4 e 7 de cultura. Houve um aumento no namero de células, partindo do
dia 0 com aproximadamente 2 x 10° células por placa até no sétimo dia com um aumento de 5

a 7 vezes (Fig. 4 A-C). Além disso, ao se avaliar a expressdo de CD11b e CD11c, observou-se
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um aumento consideravel na quantidade de células duplo positivas ao longo dos sete dias
(Fig. 5 A). Para esta avaliacdo, primeiramente a populacdo de CDs foi selecionada quanto ao
perfil de granulosidade (SSC) e tamanho (FSC) (Fig. 5 C, E e G). Apos a selecdo da
populacéo, as CDs foram avaliadas quanto a expresséo das moléculas CD11c e CD11b (Fig. 5
D, F e H). Durante o processo de diferenciagdo as células sofreram mudangas em sua
morfologia chegando ao sétimo dia com um tamanho maior e com uma maior granulosidade
(Fig. 5 G). No dia 0, apenas uma minoria das células era duplo positiva CD11b" CD11c"
(4,69%), no dia 4, a populacdo duplo positiva aumentou para 25,8% e no dia 7 para 78,8 %

(variando de 67.5% a 85.3% dependendo do experimento) (Fig.5 D, F e H).

Dia7

Figura 4. Diferenciacdo de CDs ao longo dos sete dias de cultura. Células (2 x 10° cél./placa) derivadas da
medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenca de GM-CSF (25 ng/ml) por 7
dias. Imagem de microscopia Gtica de luz de um campo da placa de cultura, (A) dia 0, (B) dia 4, (C) dia 7. Fonte:
arquivo pessoal.
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Figura 5. Padronizagdo da diferenciacdo de CDs. Células derivadas da medula 6ssea de camundongos
C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenca de GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias. As células da cultura foram
coletadas e selecionadas primeiramente quanto aos pardmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e em
sequéncia foram avaliadas quanto a expressao das moléculas de superficie CD11b e CD11c nos dias 0 (C-D), 4
(E-F) e 7 (G-H). (A) representacdo grafica da evolucdo da diferenciacdo de CDs durante os sete dias de cultura.
(B) controle ndo marcado. Figura representativa de todos 0s experimentos.
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6.4 EFEITO DA SALIVA NA DIFERENCIACAO DE CDs

A saliva de todos os triatomineos avaliados inibiu significativamente (p<0,05) a
diferenciacdo das CDs (Fig. 6). Em todos os casos, a inibicdo da diferenciacdo foi dose-
dependente, exceto na espécie T. lecticularia, em que apenas as dilui¢bes 1:30 e 1:100
apresentaram efeito (Fig. 6). Ao comparar-se a quantidade de CDs diferenciadas na auséncia
de saliva (porcentagem CD11b*/CD11c” variando de 67,5 a 78,8) com a menor diluigdo
utilizada (1:30) obteve-se uma reducdo média de CDs de aproximadamente 79% para a
espécie P. herreri, 57% para M. pallidipennis, 38% para T. lecticularia e 76% para R.

prolixus. Os resultados sao representativos de dois experimentos independentes (Fig. 6).
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Figura 6. A saliva dos triatomineos avaliados inibe a diferenciacdo de CDs. Células derivadas da medula
6ssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenca de GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias, na
presenca ou ndo de saliva, P. herreri, M. pallidipennis, T. lecticularia e R. prolixus, (dilui¢do 1:30, 1:100, 1:300
e 1:1000, v/v em meio). As células da cultura foram coletadas e avaliadas para a expressdo das moléculas de
superficie CD11b" /CD11c * no sétimo dia (B) e comparadas com células cultivadas somente com meio de
cultura (A). (C) representagdo grafica da diferenciacdo. As barras representam a média + SEM de triplicatas.*:
p< 0,05 comparado com CDs cultivadas somente com meio. (Teste de Kruskal-Wallis, pds teste de Dunn). As
figuras sdo representativas de dois experimentos independentes.
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6.5 EFEITO DA SALIVA SOBRE A EXPRESSAO DE MOLECULAS
ESTIMULADORAS E CO-ESTIMULADORAS EM CDs DIFERENCIADAS NA
PRESENCA DE SALIVA

Além de avaliar a capacidade de inibir a diferenciacdo de CDs, o perfil das moléculas
estimuladoras e co-estimuladoras (MHC-I1, CD40 e CD86) nessas CDs diferenciadas na
presenca de saliva também foi avaliado. Em relacdo a molécula MHC-11, com excecdo da
espéecie M. pallidipennis, todas as demais espécies foram capazes de inibir significativamente
(p<0,05) a expressdao dessa molécula na diluicdo de 1:30, tendo porcentagem média de
inibicdo de aproximadamente 46% para P. herreri, 57% para T. lecticularia e de 70% para R.
prolixus (Fig. 7). A expresséo da molécula co-estimuladora CD40 foi inibida
significativamente (p<0,05) pelas espécies P. herreri, T. lecticularia e M. pallidipennis, com
valores médios de inibicdo de 44%, 55% e 39%, respectivamente, para a menor diluicdo
utilizada (Fig. 8 A, B e C). A saliva de M. pallidipennis também apresentou efeito na diluicéo
de 1:100 com valor médio de inibicdo de 35% (Fig. 8 C). A saliva de R. prolixus foi a Unica
capaz de exercer efeito inibitorio sobre a expressdo da molécula co-estimuladora CD86, com
valor medio de inibigdo de 80% (Fig. 9 D).
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Figura 7. A saliva dos triatomineos das espécies P. herreri, T. lecticularia e R. prolixus inibem a expresséo
da molécula de superficie MHC 11 em CDs diferenciadas na presenca de saliva. Células derivadas da medula
6ssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenca de GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias, na
presenca ou ndo de saliva, (A) P. herreri, (B) M. pallidipennis, (C) T. lecticularia e (D) R. prolixus, (diluicdo
1:30, 1:100, 1:300 e 1:1000, v/v em meio). No sétimo, dia as células da cultura foram coletadas e avaliadas
quanto a expressdo da molécula de superficie MHC-II. As barras representam a média + SEM de triplicatas. *:
p< 0,05 comparado com CDs cultivadas somente com meio. (Teste de Kruskal-Wallis, pds teste de Dunn). As
figuras sdo representativas de dois experimentos independentes.
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Figura 8. A saliva dos triatomineos das espécies P. herreri, M. pallidipennis e T. lecticularia inibe a
expressdo da molécula de superficie CD40 em CDs diferenciadas na presenca de saliva. Células derivadas
da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenga de GM-CSF (25 ng/ml) por
7 dias, na presencga ou ndo de saliva, (A) P. herreri, (B) M. pallidipennis, (C) T. lecticularia e (D) R. prolixus,
(diluigdo 1:30, 1:100, 1:300 e 1:1000, v/v em meio). No sétimo, dia as células da cultura foram coletadas e
avaliadas quanto a expressdo da molécula de superficie CD40. As barras representam a média + SEM de
triplicatas. *: p< 0,05 comparado com CDs cultivadas somente com meio. (Teste de Kruskal-Wallis, pos teste de
Dunn). As figuras sdo representativas de dois experimentos independentes.
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Figura 9. Efeito da saliva de diferentes triatomineos na expressao da molécula de superficie CD86 em CDs
diferenciadas na presenca de saliva. Células derivadas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram
colhidas e cultivadas na presenca de GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias, na presenga ou ndo de saliva, (A) P.
herreri, (B) M. pallidipennis, (C) T. lecticularia e (D) R. prolixus, (diluico 1:30, 1:100, 1:300 e 1:1000, v/v em
meio). No sétimo, dia as células da cultura foram coletadas e avaliadas quanto a expressdo da molécula de
superficie CD86. As barras representam a média + SEM de triplicatas. *: p< 0,05 comparadas com CDs
cultivadas com meio, na auséncia de saliva. (Teste de Kruskal-Wallis, pds teste de Dunn). As figuras séo
representativas de dois experimentos independentes.

60



CPMTI/UFTM Mendes, MT

6.6 EFEITO DA SALIVA NA EXPRESSAO DE CDllc e CDl1lb EM CDs JA
DIFERENCIADAS

Depois de observar o efeito inibitorio da saliva na diferenciacdo de CDs e baseado na
ideia de plasticidade celular, onde as células tem a capacidade de mudar seus fendtipos, foi
avaliado o efeito da saliva na expressdo de moléculas caracteristicas das CDs ja diferenciadas.
A saliva dos diferentes triatomineos foi adicionada as CDs ja no sétimo dia de diferenciacédo
e, apos 18 horas foram analisadas para a expressdo de CD11lc e CD11lb. A saliva dos
triatomineos ndo alterou a expressdo das moléculas CD11c e CD11b em CDs ja diferenciadas
(Fig. 10). As CDs incubadas na auséncia de saliva apresentaram uma populacdo duplo
positiva média de 78,35 % e as CDs incubadas com saliva por 18 horas apresentaram valores
médios similares, P. herreri com 76,3%, M. pallidipennis com 71,2%, T. lecticularia com
80,0% e R. prolixus com 79,1% (Fig. 10).
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Figura 10. A saliva dos triatomineos estudados ndo altera a expressdo de CD11c e CD11b em de CDs ja
diferenciadas. Células derivadas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na
presenca de GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias. No sétimo dia, as CDs ja diferenciadas foram incubadas por 18
horas com a saliva dos triatomineos P. herreri, M. pallidipennis, T. lecticularia e R. prolixus (dilui¢cdo 1:30, v/v).
Apds esse, tempo as células foram avaliadas quanto a expressdo das moléculas de superficie CD11b" /CD11c" .
(A) Percentual de CD11b" CD11c". As barras representam a média = SEM de triplicatas (B) Células cultivadas

com meio, (C) P. herreri, (D) M. pallidipennis, (E) T. lecticularia e (F) R. prolixus.
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6.7 EFEITO DA SALIVA NA PRODUCAO DE CITOCINAS EM CDs ESTIMULADAS
COM LPS

Durante o processo de maturacéo, uma das fungfes das CDs é a producdo de citocinas,
importantes para a ativagdo de linfocitos T e consequente montagem de uma resposta imune
adaptativa eficiente. Com o intuito de avaliar o efeito da saliva nesta etapa do processo de
maturacdo, CDs, no sétimo dia de cultura, foram incubadas com saliva das diferentes espécies
em diferentes concentracOes e estimuladas com LPS (100ng/ml), ligante de TLR-4. Apos 18
horas de incubacdo o sobrenadante das culturas foi coletado e utilizado para a dosagem das
citocinas, TNF-a, IL-6, 1L-12p40 e IL-10, por ELISA.

A saliva de todos os triatomineos avaliados mostrou-se capaz de inibir de forma
significativa (p<0,05) a producdo de TNF-a em CDs estimuladas com LPS (Fig. 11). A saliva
de P. herreri e de M. pallidipennis inibiu a producdo em todas as dilui¢des utilizadas, sendo
que nas diluicdes de 1:30, 1:100 e para 1:300 essa inibicdo foi maior que 95%, aproximando
dos niveis produzidos pelas células sem estimulacéo, e na diluicdo de 1:1000 essa inibicdo foi
maior que 50% (Fig. 11 A e B). A espécie T. lecticularia inibiu a producdo de TNF- a até a
diluigdo de 1:300, com valores de inibi¢cdo maiores que 80 % e a espécie R. prolixus foi capaz
de inibir aproximadamente 67% dessa producdo mas apenas na menor diluicdo utilizada
(1:30)(Fig. 11 Ce D).

A citocina IL-6 teve sua producdo inibida de forma significante (p<0,05) pela saliva
dos triatomineos das espécies P. herreri, M. pallidipennis e T. lecticularia (Fig. 12 B-D). Um
fato interessante observado e compartilnado com as espécies P. herreri e M. pallidipennis foi
0 maior nivel de inibicdo na diluicdo de 1:100 e ndo com a menor diluicdo utilizada, 1:30,
como aconteceu com T. lecticularia. Ja a espécie R. prolixus apresentou um efeito contrario,
estimulando a produgéo da citocina IL-6 (1:100 e 1:300) (Fig. 12 A).

A producdo da citocina IL-12p40 foi significativamente inibida (p<0,05) por todas as
espécies avaliadas (Fig. 13). A saliva das espécies P. herreri, M. pallidipennis e T.
lecticularia exerceu forte papel inibitério sobre a producdo de IL-12 em todas as diluicdes
utilizadas, tendo porcentagens medias de inibicdo maiores que 80% nas trés menores dilui¢coes
utilizadas (1:30; 1:100 e 1:300) (Fig. 13 A, B e C). A espécie R. prolixus foi capaz de inibir
sua producdo de forma significativa (p<0,05) apenas na menor diluicdo (1:30), com
porcentagem média de inibicdo de aproximadamente 66% (Fig. 13 D).

A IL-10 é uma citocina reguladora que esta relacionada com a instalagdo de um
ambiente anti-inflamatério. A saliva de todas as espécies avaliadas foi capaz de aumentar de
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forma significativa (p<0,05) sua producdo (Fig. 14). A saliva de M. pallidipennis e R. prolixus
aumentou de forma significativa (p<0,05) apenas na menor diluicdo utilizada, com um
aumento aproximado de 3 e 4 vezes, respectivamente (Fig. 14 B e D). A espécie T.
lecticularia foi capaz de estimular a producdo de IL-10 até a diluicdo de 1:100, sendo que na
menor diluicdo utilizada, esse aumento foi de cerca de 5 vezes (Fig. 14 C). A espécie P.
herreri estimulou a producéo de IL-10 em todas as concentragdes utilizadas, tendo na menor
diluicdo utilizada um aumento de cerca de 25 vezes (Fig. 14 A).

Além de avaliar o efeito da saliva sobre CDs estimuladas com LPS, buscou-se também
avaliar se a saliva seria capaz de, per se, modular a produgdo dessas citocinas em CDs
imaturas, sem estimulacdo com LPS. A citocina IL-6 teve sua producdo aumentada de forma
significativa (p<0,05) na menor diluicdo utilizada (1:30) por trés das quatro espécies avaliadas
(exceto T. lecticularia) (Fig. 15 A). Em relacdo a citocina IL-12 observamos um aumento
significativo (p<0,05) em sua producdo com as espécies P. herreri e R. prolixus na menor
diluicdo utilizada (1:30), porém muito inferior ao produzido pelas células estimuladas com
LPS (Fig. 15 B). A saliva de todas as espécies foi capaz de estimular de forma significativa
(p<0,05) a producdo de IL-10 na auséncia de LPS em todas as dilui¢cdes utilizadas (1:30 e
1:300) (Fig. 15 C). Em relacdo a citocina TNF-o. nenhuma das espécies avaliadas causou
alteracéo significativa em sua producéo (dados ndo mostrados).
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Figura 11. A saliva dos triatomineos avaliados inibe a producéo de TNF-a em CDs estimuladas com LPS.
Células derivadas da medula déssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenca de GM-
CSF (25 ng/ml) por 7 dias. Apds esse tempo, as células foram pré-incubadas com saliva (A) P. herreri, (B) M.
pallidipennis, (C) T. lecticularia e (D) R. prolixus, (dilui¢do 1:30, 1:100, 1:300 e 1:1000, v/v em meio) por 1
hora e depois estimuladas por mais 18 horas com LPS (100 ng/mL). Passado esse tempo, o sobrenadante da
cultura foi coletado e analisado para detec¢do de TNF- a. As barras representam a média = SEM de triplicatas. *:
p< 0,05 comparado com CDs cultivadas com LPS. (Teste ANOVA, pés teste de Tuckey). As figuras séo
representativas de trés experimentos independentes.
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Figura 12. A saliva dos triatomineos avaliados modula a produ¢do de IL-6 em CDs estimuladas com
LPS. Células derivadas da medula éssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenca de
GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias. Apds esse tempo, as células foram pré-incubadas com saliva (A) P. herreri,
(B) M. pallidipennis, (C) T. lecticularia e (D) R. prolixus, (diluicdo 1:30, 1:100, 1:300 e 1:1000, v/v em meio)
por 1 hora e depois estimuladas por mais 18 horas com LPS (100 ng/mL). Passado esse tempo, o sobrenadante
da cultura foi coletado e analisado para deteccéo de IL-6. As barras representam a média + SEM de triplicatas.
*: p< 0,05 comparado com CDs cultivadas com LPS. (Teste ANOVA, pds teste de Tuckey). As figuras sdo
representativas de trés experimentos independentes.

66



CPMTI/UFTM Mendes, MT

A P. herreri B M. pallidipennis
25+ 50
= 204 =
5 5
£ 159 £
% (=]
10 3
o™ ™
b -
2 54 =
0-
C T. lecticularia D R. prolixus
50+ 25+
= 40 = 20-
£ 30 £ 151
g 20 % 104 A
g o
= 104 . i . = 54
0- T T T 0-
Meio LPS 1:30 1:100 1:300 1:1000 Meio LPS 1:30 1:100 1:300 1:1000
1 | L 'l
r 1 r 1
Saliva + LPS Saliva + LPS

Figura 13. A saliva dos triatomineos avaliados inibe a producéo de 1L-12p40 por CDs estimuladas com
LPS. Células derivadas da medula dssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenca de
GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias. Ap0s esse tempo, as células foram pré-incubadas com saliva (A) P. herreri, (B)
M. pallidipennis, (C) T. lecticularia e (D) R. prolixus, (diluicdo 1:30, 1:100, 1:300 e 1:1000, v/v em meio) por 1
hora e depois estimuladas por mais 18 horas com LPS (100 ng/mL). Passado esse tempo, 0 sobrenadante da
cultura foi coletado e analisado para deteccéo de 1L-12p40. As barras representam a média + SEM de triplicatas.
*: p< 0,05 comparado com CDs cultivadas com LPS. (Teste ANOVA, pés teste de Tuckey). As figuras sdo
representativas de trés experimentos independentes.
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Figura 14. A saliva dos triatomineos avaliados aumenta a producdo de IL-10 em CDs estimuladas com
LPS. Células derivadas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenga de
GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias. Apds esse tempo, as células foram pré-incubadas com saliva (A) P. herreri, (B)
M. pallidipennis, (C) T. lecticularia e (D) R. prolixus, (diluicdo 1:30, 1:100, 1:300 e 1:1000, v/v em meio) por 1
hora e depois estimuladas por mais 18 horas com LPS (100 ng/mL). Posteriormente, o sobrenadante da cultura
foi coletado e analisado para detecgdo de IL-10. As barras representam a média = SEM de triplicatas. *: p< 0,05
comparado com CDs cultivadas com LPS. (Teste ANOVA, pds teste de Tuckey). As figuras sdo representativas
de trés experimentos independentes.
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Figura 15. Efeito da saliva de diferentes triatomineos sobre a producdo de citocinas em CDs imaturas.
Células derivadas da medula déssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenca de GM-
CSF (25 ng/ml) por 7 dias. Apds esse tempo, as células foram pré-incubadas com saliva (A) P. herreri, (B) M.
pallidipennis, (C) T. lecticularia e (D) R. prolixus, (dilui¢cdo 1:30, 1:100, 1:300 e 1:1000, v/v em meio) por 18
horas. Posteriormente, o sobrenadante da cultura foi coletado e analisado para deteccéo de IL-6 (A), IL-12 p40
(B) e IL-10(C). As barras representam a média £ SEM de triplicatas. *: p< 0,05 comparado com CDs cultivadas
somente com meio. (Teste ANOVA, pos teste de Tuckey). As figuras sdo representativas de trés experimentos
independentes.
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6.8 EFEITO DA SALIVA SOBRE A EXPRESSAO DE MOLECULAS
ESTIMULADORAS E CO-ESTIMULADORAS EM CDs ESTIMULADAS COM LPS

As CDs apos ativacdo sofrem mudancas quanto a expressdo de moléculas
estimuladoras e co-estimuladoras, como MHC-II, CD40, CD80 e CD86, para realizarem de
forma eficiente sua fungdo de apresentacéo antigénica. A fim de observar se a saliva é capaz
de interferir nessa funcdo das CDs, células estimuladas com LPS e incubadas com saliva
foram analisadas quanto a expressdo das moléculas MHC-II, CD40, CD80 e CD86.

A expressdo da molécula de MHC-II, importante para a apresentacdo do antigeno
propriamente dita, foi inibida significativamente (p<0,05) apenas por uma das quatro espécies
avaliadas (Fig. 16). A saliva da espécie P. herreri inibiu aproximadamente 33% da expressdo
da molécula de MCH-II nas células ativadas com LPS, na menor diluicdo utilizada (1:30)
(Fig. 16 A).

As moléculas CD40, CD86 e CD80, importantes como um segundo sinal necessario
para ativacdo de linfécitos T tiveram suas expressdes moduladas pela saliva dos diferentes
triatomineos (Fig. 17, 18 e 19). A expressdo do CD40 foi inibida em todas as espécies
avaliadas, sendo que a saliva dos triatomineos da espécie M. pallidipennis e T. lecticularia foi
capaz de agir inclusive nas maiores dilui¢des utilizadas (1:1000), além disso a saliva dessas
duas espécies foi capaz de inibir a expressdo de CD40 inclusive nas CDs imaturas, ou seja, na
auséncia de estimulacdo por LPS (Fig. 17 B e C). A saliva de P. herreri inibiu até a diluicdo
de 1:300 e a de R. prolixus até 1:100 (Fig. 17 A e D). A molécula de CD86 teve a expressao
inibida de forma significativa (p<0,05), cerca de 38% de inibicédo, apenas pela saliva de P.
herreri e na menor diluicédo utilizada (Fig. 18). O CD80 teve a sua expressao inibida de forma
significativa (p<0,05) na presenca da saliva das espécies P. herreri, M. pallidipennis e T.
lecticularia (Fig. 19 A-C).
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Figura 16. Efeito da saliva de diferentes triatomineos na expressdo da molécula de superficie MHC-11 em
CDs estimuladas com LPS. Células derivadas da medula dssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e
cultivadas na presenca de GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias. Apds esse tempo, as células foram pré-incubadas com
saliva (A) P. herreri, (B) M. pallidipennis, (C) T. lecticularia e (D) R. prolixus, (diluigdo 1:30, 1:100, 1:300 e
1:1000, v/v em meio) por 1 hora e depois estimuladas por mais 18 horas com LPS (100 ng/mL). Passado esse
tempo, as células da cultura foram coletadas e avaliadas quanto a expressdo da molécula de superficie MHC-II.

As barras representam a média + SEM de triplicatas. (Teste de Kruskal-Wallis, pos teste de Dunn). As figuras
sdo representativas de dois experimentos independentes.
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Figura 17. A saliva dos triatomineos avaliados inibe a expressdo da molécula de superficie CD40 em CDs
estimuladas com LPS. Células derivadas da medula éssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e
cultivadas na presenca de GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias. ApGs esse tempo, as células foram pré-incubadas com
saliva (A) P. herreri, (B) M. pallidipennis, (C) T. lecticularia e (D) R. prolixus, (dilui¢do 1:30, 1:100, 1:300 e
1:1000, v/v em meio) por 1 hora e depois estimuladas por mais 18 horas com LPS (100 ng/mL). Passado esse
tempo, as células da cultura foram coletadas e avaliadas quanto a expressdo da molécula de superficie CD40. As
barras representam a média + SEM de triplicatas. *: p< 0,05 comparado com CDs cultivadas com LPS. (Teste de
Kruskal-Wallis, p6s teste de Dunn). As figuras sdo representativas de dois experimentos independentes.

72



CPMTI/UFTM Mendes, MT

P. herreri M. pallidipennis
A 20- B

. ) 1
o

o
i o
+ —
© ;
- (2]
a -

o
':; o
"

T I
€ T. lecticularia D R. prolixus
20 20-

*fg - .
8" 2
o o
— —
Yo 104 o
- -
- -
(=] (=]
(6] 5 &)
® 2

Meio LPS 1:30 1:100 1:300 1:1000 1:30 1:300
L i d
L) 1

Saliva + LPS ; Saliva

T T
Meio LPS 1:30 1:100 1:300 1:1000 1:30 1:300
L L ]

saliva+LPS  Saliva

Figura 18. A saliva do triatomineo P. herreri inibe a expressédo da molécula de superficie CD86 em CDs
estimuladas com LPS. Células derivadas da medula éssea de camundongos C57BL/6 foram colhidas e
cultivadas na presenca de GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias. Apds esse tempo, as células foram pré-incubadas com
saliva (A) P. herreri, (B) M. pallidipennis, (C) T. lecticularia e (D) R. prolixus, (dilui¢do 1:30, 1:100, 1:300 e
1:1000, v/v em meio) por 1 hora e depois estimuladas por mais 18 horas com LPS (100 ng/mL). Passado esse
tempo, as células da cultura foram coletadas e avaliadas quanto a expressdo da molécula de superficie CD86. As
barras representam a média + SEM de triplicatas. *: p< 0,05 comparado com CDs cultivadas com LPS. (Teste de
Kruskal-Wallis, pos teste de Dunn). As figuras sdo representativas de dois experimentos independentes.
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Figura 19. A saliva dos triatomineos das espécies P. herreri, M. pallidipennis, e T. lecticularia inibe a
expressdo da molécula de superficie CD80 em CDs estimuladas com LPS. Células derivadas da medula 6ssea
de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenca de GM-CSF (25 ng/ml) por 7 dias. Apés esse
tempo, as células foram pré-incubadas com saliva (A) P. herreri e (D) R. prolixus, (diluigdo 1:30, 1:100, 1:300 e
1:1000, v/v em meio), (B) M. pallidipennis e (D) T. lecticularia, (dilui¢do 1:100, 1:300 e 1:1000, v/v em meio)
por 1 hora e depois estimuladas por mais 18 horas com LPS (100 ng/mL). Passado esse tempo, as células da
cultura foram coletadas e avaliadas quanto a expressao da molécula de superficie CD80. As barras representam a
média + SEM de triplicatas. *: p< 0,05 comparado com CDs cultivadas com LPS. (Teste de Kruskal-Wallis, pés
teste de Dunn). As figuras sdo representativas de dois experimentos independentes.
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6.9 EFEITO DA SALIVA NA INDUCAO DE APOPTOSE EM CDS

Para avaliar se a saliva dos diferentes triatomineos altera a viabilidade das células,
realizou-se um ensaio de apoptose, em que CDs foram incubadas com a saliva dos diferentes
triatomineos e marcamos com anexina e iodeto de propideo. Como controle positivo de
viabilidade celular utilizamos CDs incubadas somente em meio de cultura, e como controle
positivo de apoptose, CDs incubadas por 30 min a 57°C.

A saliva das espécies P. herreri, M. pallidipennis e T. lecticularia ndo foi capaz de
induzir apoptose nas CDs no tempo (18 horas) e diluicdo (1:30) utilizado. A Uunica saliva
capaz de induzir apoptose (Anexina®) de forma significativa (p<0,05) foi a de R. prolixus,

com uma porcentagem de inibicdo média de 16% em relacdo ao controle (Fig. 20).
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Figura 20. Avaliacdo do efeito da saliva na indugdo de apoptose em CDs. Células derivadas da medula dssea
de camundongos C57BL/6 foram colhidas e cultivadas na presenca de GM-CSF (25 ng/ml) por sete dias. Apos
esse tempo, as células foram incubadas com ou sem saliva, (C) meio, (D) P. herreri, (E) M. pallidipennis, (F) T.
lecticularia e (G) R. prolixus, (diluicdo 1:30, v/v em meio), por 18 horas.Posteriormente, as células da cultura
foram coletadas e avaliadas quanto a viabilidade celular. (B) comparacdo entre controle positivo de viabilidade
celular e apoptose induzida por calor. (A) representacdo grafica da viabilidade celular, as barras representam a
média £ SEM de triplicatas. *: p< 0,05 comparado com CDs cultivadas com meio. (Teste de Kruskal-Wallis, pos
teste de Dunn). As figuras séo representativas de dois experimentos independentes.
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6.10 AVALIACAO DA PRESENCA DE PROSTAGLANDINA-E; (PGE))

Buscando determinar um possivel responsavel para os efeitos observados e baseado
em dados da literatura, que demonstraram relacdo entre efeitos semelhantes aos descritos e a
presenca de PGE-2 na saliva de outros artropodes, buscou-se dosar a presenca de PGE, na
saliva das espécies de triatomineos (SA-NUNES et al.; OLIVEIRA et al., 2011).

Segundo o fabricante, o teste utilizado é capaz de detectar concentracdes de até 13,4
pag/mL de PGE,, contudo as amostras de saliva testadas ndo apresentaram presenca de PGE;

detectaveis.
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7 DISCUSSAO
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7  DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a saliva dos triatomineos inibe a diferenciacdo e
modula a maturacdo de CDs, sendo que, os efeitos observados sdo independentes de PGE,.
Esses resultados sdo muito importantes porque demonstram pela primeira vez que
triatomineos sdo capazes de modular a biologia de CDs e vem ao encontro de outros achados
da literatura que mostram efeitos similares em outros artropodes hematoéfagos, com o
agravante que os efeitos observados aqui foram encontrados mesmo em altas diluicdes das
salivas. Além disso, esses achados agregam conhecimento do potencial efeito da saliva de
triatomineos, visto que até o presente momento, com raras excec¢des, apenas estudos sobre
atividades anti-hemostaticas da saliva de triatomineos tinham sido relatadas (FONTAINE et
al., 2011; DE ARAUJO et al., 2012).

Foram utilizadas quatro diferentes espécies de triatomineos pertencentes aos quatro
principais géneros envolvidos na transmissdo do T. cruzi, sendo que fora do ambiente
laboratorial, duas delas tem maior historico com o habitat peri-doméstico e doméstico (M.
pallidipennis e R. prolixus) e as outras duas mais relacionadas a habitats silvestres (T.
lecticularia e P. herreri). Os efeitos da saliva sobre a biologia de células dendriticas variaram
dependendo da espécie de triatomineo. As diferencas evolutivas e de géneros podem
contribuir para explicar as diferencas em alguns resultados, como os obtidos pela dosagem de
proteinas e perfil eletroforético, conforme demonstrado na tabela 1 e figura 3. Durante a
evolucdo, artrépodes hematdfagos ao se alimentarem em diferentes hospedeiros foram
desafiados por diferentes sistemas de defesa, ou seja, foram submetidos a variadas pressoes
evolutivas o que pode ter selecionando certas moléculas salivares, resultando assim em uma
maior diversidade. Exemplo disso é que dois estudos recentes demonstraram que ha grande
diferenca entre a expressdo de genes para proteinas salivares, quando diferentes espécies do
género Anopheles foram submetidas a diferentes pressdes seletivas e que essas mudangas
aconteceram ao longo dos anos de maneira a selecionar positivamente 0s vetores mais
adaptados (ANDERSEN et al., 2003; ARCA et al., 2014).

No caso especifico das diferencas nas concentracfes das proteinas salivares vale
ressaltar que a espécie R. prolixus possui apenas um par de glandulas salivares enquanto as
outras trés espécies estudadas possuem trés pares e esses apresentam composi¢cdes variadas
dependendo do par avaliado (ANHE; LIMA-OLIVEIRA; AZEREDO-OLIVEIRA, 2007).
Vale ressaltar também que os efeitos bioldgicos da saliva demonstrados neste trabalho nédo
apresentam correlagdo com a concentracdo proteica e por isso preferimos, apds experimentos

79



CPMTI/UFTM Mendes, MT

pilotos, avaliar apenas em dilui¢Oes fixas para todas as espécies ao invés de fazer as analises
por concentracdo definida de proteinas.

Em relacdo a biologia de CDs o primeiro ponto avaliado foi a capacidade da saliva em
inibir a sua diferenciacdo. CDs sdo diferenciadas a partir de células precursoras da medula
Ossea e essa diferenciacdo pode ser mimetizada in vitro pela adicdo dessas células com GM-
CSF. Nos nossos experimentos a porcentagem de diferenciacdo na presenca de GM-CSF
alcancou valores de 82% e essa dindmica de diferenciacdo estd de acordo com a literatura
(SA-NUNES et al.; SA-NUNES et al.; OLIVEIRA et al., 2011). Os resultados demonstraram
que a saliva das quatro espécies avaliadas inibiu significativamente a diferenciagdo das CDs.
Esses resultados parecem relevantes, uma vez que monaocitos recrutados para a pele podem se
diferenciar localmente em CDs (CHEONG et al., 2010), assim essa inibi¢éo local pela saliva
seria de grande importancia, por modular o repovoamento celular. Em concordancia com os
nossos achados, efeito similar foi observado pela agéo da saliva do carrapato Rh. sanguineus
que inibiu cerca de 65% a diferenciacdo de CDs (CAVASSANI et al., 2005). Tanto nos
nossos experimentos como nos experimentos de Cavassani et al, (2005) os efeitos
encontrados foram decorrentes da saliva total e portanto sem a caracterizacdo da molécula
responsavel por esse efeito. Na tentativa de descobrir moléculas com essa atividade, em 2013,
foi descrita uma nova proteina derivada do carrapato Rhipicephalus appendiculatus, com 17,7
KDa, denominada Japanina, com atividade inibitéria na diferenciacdo de CDs (PRESTON et
al., 2013). Apesar de parecer um efeito padrdo para todos os artrépodes hematdfagos, a
capacidade da saliva em inibir a diferenciacdo de CDs ndo é comum a todos eles. E sabido
que a saliva do mosquito A. aegypti ndo resulta nos mesmos efeitos, ou seja, a saliva ndo é
capaz de inibir a diferenciagéo das CDs (BIZZARRO et al., 2013).

Além de avaliar o efeito na diferenciacdo de CDs foi analisado também a expressao
das moléculas MHC-11, CD40 e CD86 nestas células diferenciadas na presenca da saliva.
Assim, além da inibicdo da diferenciacdo das CDs, as moléculas MHC-11, CD40 e CD86
também tiveram suas expressdes inibidas. A molécula de MHC-I1 foi inibida pela saliva das
espécies P. herreri, T. lecticularia e R. prolixus, a molécula de CD40 foi inibida pela saliva
das espécies P. herreri, M. pallidipennis e T. lecticularia, e a molécula de CD86 teve sua
expressdo inibida pela espécie R. prolixus. Resultado interessante, pois mesmo as células que
se diferenciaram em CDs poderiam ter suas funcbes prejudicadas durante a apresentacao
antigénica, ou seja, mesmo conseguindo certo repovoamento celular este ndo seria eficaz.

Resultados um pouco diferentes com a saliva do carrapato Rh. sanguineus foram observadas
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ja que as moléculas MHC-II e CD40 ndo tiveram suas expressdes alteradas e apenas a
molécula CD86 teve sua expressdo inibida (CAVASSANI et al., 2005).

Uma vez constatado o efeito inibitorio da saliva sobre a diferenciacdo de CDs
investigamos também se a saliva tinha a capacidade em alterar os marcadores de
diferenciacdo (CD11c e CD11b) de CDs ja diferenciadas. A saliva de nenhuma das quatro
espécies avaliadas foi capaz de alterar o fendtipo CD11c*/CD11b" das CDs. Ao contrario do
observado em nossos estudos é sabido que a saliva do carrapato R. sanguineus reverte a
populacdo de CDs diferenciadas (CD11c¢*/CD11b") para uma popula¢io CD11c /CD11b e
CD11¢c /CD11b" (CAVASSANI et al., 2005). Assim, podemos deduzir que, diferente do
sugerido para carrapatos Rh. sanguineus (CAVASSANI et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008)
durante a inoculacédo de saliva por triatomineos, CDs residentes da pele, continuariam como o
fenotipo de CDs e que as moléculas da saliva presentes nessas espécies de carrapatos nédo
estdo presentes ou estdo presentes em baixas concentragcdes em triatomineos.

N&o somente artropodes hematdfagos exercem efeito inibitdrio sobre a diferenciacao
de CDs. E sabido que bactérias comensais podem contribuir para a manutencdo da
homeostasia intestinal através da modulacdo da diferenciacdo de CDs, visto que ja foi
verificado que algumas bactérias, por inibir MyD88, tém a capacidade de inibir a
diferenciacéo e expressdo da molécula MHC-II, desde que elas tenham entrado em contato
com as células em estagios iniciais de diferenciacdo (DAVIES; SHEIL; SHANAHAN, 2009),
fendmeno demonstrado em nossos experimentos. Outra explicacdo seria baseada no fato de
que a ativacdo de receptores TLR pode resultar tanto em estimulacdo quanto inibicdo da
diferenciacdo de CDs, dependendo de qual TLR participa dessa interacdo (BARTZ et al.,
2006; SIOUD et al., 2006). A inibicdo na diferenciacdo de CDs baseada na interacdo com
TLRs é mediada pela ativacdo de SOCS-1, inibidor intracelular da via de sinalizacdo
JAK/STAT que ¢é ativada pela acdo de GM-CSF, resultando assim na perda de sensibilidade
ao GM-CSF (BARTZ et al., 2006).

Outra possibilidade para explicar a inibicdo da diferenciacdo nos estagios iniciais do
processo, seria a ligagdo de alguma molécula presente na saliva com 0 GM-CSF adicionado
na cultura ou até mesmo a anulagéo de seu efeito. Estudos prévios com a saliva de carrapatos
demonstraram a afinidade de moléculas presentes na saliva frente a algumas citocinas e
quimiocinas, bloqueando suas agdes (GILLESPIE et al., 2001; HAJNICKA et al., 2001).
Futuros estudos serdo conduzidos para confirmar ou rejeitar essa hipétese.

Apo6s a captura e processamento dos antigenos, as CDs passam por um processo de

maturacao necessario para a apresentacao antigénica e ativacéo de linfocitos T. O processo de
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maturacdo engloba uma serie de fatores, como aumento na produgéo de citocinas e expressao
de moléculas estimuladoras e co-estimuladoras. Assim com o objetivo de esclarecer qual o
impacto da saliva na maturacdo das CDs, avaliamos a producédo das citocinas TNF-a, IL-12,
IL-6 e IL-10 e a expressdo das moléculas MHC-I1, CD40, CD86 e CD80 de CDs estimuladas
com LPS, ligante de TRLA4.

A saliva das quatro espécies avaliadas foi capaz de inibir a producdo das citocinas
TNF-o e IL-12, sendo a saliva das espécies P. herreri, M. pallidipennis e T. lecticularia
aquelas que apresentaram efeito inibitorio que alcancou niveis basais de producdo. A quarta
espécie, R. prolixus, que de uma forma geral ndo apresentou forte inibi¢do, possui saliva
constituida principalmente por nitroforinas (CHAMPAGNE; NUSSENZVEIG; RIBEIRO,
1995; MOREIRA et al., 2003; KNIPP et al., 2007) e at¢ 0 momento nenhuma atividade
envolvendo CDs foi atribuida a essas moléculas. Vale ressaltar que a saliva de R. prolixus
induziu 16 % de apoptose e isso poderia explicar um pouco essa inibicdo apenas na diluicéo
de 1:30. A citocina IL-6 teve sua producdo inibida por P. herreri, M. pallidipennis e T.
lecticularia e aumentada por R. prolixus. Em relacdo a citocina IL-10 todas as espécies
avaliadas aumentaram sua producdo, porem ndo na mesma intensidade. P. herreri aumentou a
producdo de IL-10 cerca de 20 vezes a mais do que as outras espécies, sugerindo que essa
espécie de triatomineo poca possuir mais moléculas com capacidade de estimular essa
producdo, ou que possua moléculas mais potentes, lembrando que no resultado obtido pela
eletroforese de proteinas (fig. 3) essa espécie foi a que apresentou o maior nimero de bandas
e a que apresentou ter menos similaridade.

Os eventos observados sdo bastante relevantes, visto que as citocinas IL-12 e TNF-a
estdo relacionadas com a inducdo de inflamacdo e montagem de um perfil de resposta do tipo
TH1, ambiente hostil para os vetores e patdgenos transmitidos (KAPSENBERG, 2003). A
citocina IL-6 dependendo do modelo usado pode estar envolvida tanto com eventos anti-
quanto pro-inflamatérios (SCHELLER et al., 2011). Ja a citocina I1L-10 é bastante conhecida
por seus efeitos imunossupressores (BANCHEREAU et al., 2000; LANZAVECCHIA ;
SALLUSTO, 2001) e assim como triatomineos outros artropodes hematdfagos induzem a sua
producdo. De uma forma geral, a saliva dos triatomineos avaliados além de inibir a producédo
de citocinas pro-inflamatorias induz a sintese de citocinas anti-inflamatorias.

Além de avaliarmos a producéo de citocinas em CDs ativadas com LPS, foi avaliada
também a acdo direta da saliva em CDs imaturas, na auséncia de estimulacdo com LPS. A
saliva das quatro espécies avaliadas ndo alterou a producdo de TNF-a (dados ndo mostrados).

Por outro lado, a citocina IL-6 teve sua producdo estimulada pelas espécies P. herreri, M.
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pallidipennis e R. prolixus e a producdo da IL-12p40 foi aumentada pelas espécies P. herreri
e R. prolixus, nas concentragbes mais altas testadas. A citocina IL-10 teve sua producao
induzida por todas as espécies avaliadas. A induc¢édo da producéo das citocinas IL-12p40 e IL-
6, na auséncia de LPS, pode ser explicada pela ativacdo de alguma outra via, que ndo TLR4,
visto que a inducdo de ativacdo desta via pelo LPS juntamente com a saliva culmina com a
inibicdo de suas producges. Vias diferentes de ativagdo podem atuar na sintese das mesmas
citocinas (HOSHINO et al., 1999; HEMMI et al., 2000). Vale ressaltar que no caso da IL-12,
essa inducdo da producdo pela saliva foi muito inferior aquela encontrada quando essas
celulas sdo estimuladas com LPS.

A influéncia da saliva em estimular a sintese de I1L-10 € bastante relevante visto que
varios dos eventos observados podem ser consequéncia desta producdo. A literatura descreve
esta citocina inibindo a producdo de citocinas pro-inflamatorias, diminuindo a expressdo de
MHC-II (DE WAAL MALEFYT et al., 1991), diminuindo a expressdao de CD80 (CHANG;
FURUE; TAMAKI, 1995), inibindo a apresentacdo antigénica (BEISSERT et al., 1995),
inibindo a producéo de I1L-12 (KOCH et al., 1996), e até blogueando a diferenciacdo de CDs
(BUELENS et al.; ALLAVENA et al., 1998; SCHWARZ et al., 2013).

Os mecanismos que esses triatomineos utilizam para modularem a producdo de
citocinas ainda ndo sdo bem conhecidos e uma das possibilidades para a inibig&o na producao
de algumas citocinas, poderia ser o bloqueio da interacdo entre LPS e o TLR4. Outra
possibilidade seria a interacdo de alguma molécula salivar com algum fator intracelular, como
observado, por exemplo, com o protozoario Toxoplasma gondii que modula vias de
sinalizacéo intracelular para facilitar sua sobrevivéncia no hospedeiro (SCHNEIDER et al.,
2013). Nesse sentido um bom exemplo que explica essa inibi¢do das vias de sinalizacdo sao
0s carrapatos R. sanguineos que inibem as MAP-kinases ERK-1/2 e p38 que sdo essenciais
para a ativacao de varias populacdes celulares (OLIVEIRA et al., 2010).

Nossos resultados demonstraram que as moléculas MHC-I1 e CD86 s tiveram suas
expressdes inibidas por uma das quatro espécies testadas, P. herreri. O CD80 teve sua
expressao inibida por trés das quatro, exceto o R. prolixus. E a expressdo da molécula de
CDA40 foi inibida de forma significativa por todas as espécies testadas. A ativacdo de
linfocitos T € dependente de um conjunto de interacGes, que envolvem a presenca das
moléculas MHC-II, CD40, CD86 e CD80 com seus respectivos ligantes, na falta de qualquer
um dos sinais necessarios para a ativacdo, o processo fica prejudicado, e o linfocito T pode
entrar em um estado de anergia celular (SCHWARTZ, 1990). Diante disto, a modulagéo na

expressao dessas moléculas pela saliva juntamente com a reducdo da producgéo de citocinas
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pré-inflamatérias podem ter grande importancia para o sucesso do parasitismo dos
triatomineos.

Concordando com nossos resultados varios outros trabalhos tem demonstrado a saliva
de artrépodes tendo efeito inibitorio na expressdo de moléculas estimuladoras e co-
estimuladoras em CDs e na producdo de citocinas pro-inflamatdrias, o que induziria a um
padrdo de resposta do tipo TH, (FERREIRA; SILVA, 1999; CAVASSANI et al., 2005; SA-
NUNES et al., 2007; SKALLOVA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011; PRESTON et al.,
2013).

Outra forma de modulagdo de CDs € através da inducdo de apoptose. Mecanismo ja
descrito sendo utilizado, por exemplo, por alguns organismos como virus e bactérias
(RESCIGNO; BORROW, 2001). Os resultados demonstraram que das quatro espécies de
triatomineos, apenas uma delas, R. prolixus, foi capaz de induzir apoptose nas condicdes
testadas. Diante do que ja foi discutido a respeito desta espécie sugerimos que talvez parte dos
outros efeitos observados, por exemplo, na inibicdo de algumas citocinas onde o efeito sé foi
visualizado na menor diluicdo, seja causado por essa apoptose ou pelo somatério de eventos,
inibicdo e inducdo de apoptose.

Os efeitos observados — ou parte deles — na modulagédo de CDs pela saliva Ixodes
scapularis, como a inibicdo da producdo das citocinas IL-12 e TNF-a ¢ estimulagdo da
producdo de IL-10, sdo causados devido a presenca de PGE;, na saliva (SA-NUNES et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2011). PGE; é um lipidio com varias atividades de imunomodulacao
que age em diferentes células da resposta imune. Em CDs, entre outros efeitos, inibe a
diferenciacdo, inibe a producdo de citocinas pro-inflamatorias e estimula a producédo de 1L-10
(VASSILIOU; JING; GANEA, 2003; SHA; BRUNE; WEIGERT, 2012; AGARD;
ASAKRAH ; MORICI, 2013). Em nossos experimentos ndo foi detectado a presenca de PGE-
» Na saliva dos triatomineos, assim os efeitos observados ocorrem independentemente de sua
presenca.

De uma forma geral os resultados demonstraram que a saliva desses triatomineos
possui moléculas capazes de modular o sistema imune de seus hospedeiros vertebrados,
agindo em CDs desde a diferenciacdo até a maturacdo, sendo que a saliva da espécie P.
herreri parece ser constituida das moléculas mais potentes. Além disso, esses resultados
esclarecem mais sobre a interacdo triatomineo-hospedeiro e fornecem novas perspectivas para
o descobrimento de novas moléculas com possiveis usos clinicos, principalmente pela grande

especificidade que algumas moléculas oriundas de artropodes hemat6fagos possuem.
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8 CONCLUSOES
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8 CONCLUSOES

Nossos resultados permitem concluir que:

e As quatro espécies avaliadas possuem diferentes proteinas salivares;

e A saliva das quatro espécies de triatomineos inibe a diferenciacdo de CDs de
camundongos;

e CDs diferenciadas na presenca de saliva tiveram a expressdo das moléculas estimuladoras
e co-estimuladoras moduladas pela saliva dos triatomineos. A expressdo de MHC-II foi
inibida por P. herreri, T. lecticularia e R. prolixus, a de CD40 inibida por P. herreri, M.
pallidipennis e T. lecticularia, e a de CD86 foi inibida apenas por R. prolixus;

e A saliva de nenhuma das espécies alterou a expressao das moléculas CD11b e CD11c em
CDs ja diferenciadas;

e A saliva das quatro espécies testadas inibiu a producdo das citocinas pré-inflamatorias,
TNF-a e IL-12, e estimulou a producdo da citocina anti-inflamatoria 1L-10 em CDs
estimuladas com LPS. A producdo da citocina IL-6 foi estimulada pela saliva do
triatomineo R. prolixus e inibida pela saliva de P. herreri, M. pallidipennis e T.
lecticularia.

e CDs imaturas tiveram a sintese da citocina I1L-12 estimulada pela saliva das espécies P.
herreri e R. prolixus, a da IL-6 foi estimulada pela saliva das espécies P. herreri, M.
pallidipennis e R. prolixus, e a da IL-10 foi estimulada pelas quatro espécies;

e A expressdo das moléculas estimuladoras e co-estimuladoras, em CDs estimuladas com
LPS, foi modulada de diferentes maneiras pela saliva dos diferentes triatomineos, sendo a
molécula de CD40 a Unica inibida por todas as espécies;

e R. prolixus foi a Gnica espécie que induziu apoptose de CDs;

e A saliva de nenhuma das quatro espécies de triatomineos possui PGE-, em sua
constituicao.

e De uma forma geral a saliva desses triatomineos possui moléculas capazes de modular o
sistema imune de seus hospedeiros vertebrados, agindo em CDs desde a diferenciacéo até

a maturacdo, direcionando a resposta imune para um padrdo de resposta imunoregulador.
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