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RESUMO

A doenca de Chagas permanece como uma doenca parasitaria de alta incidéncia na Ameérica
Latina e em outros paises e é causada pelo Trypanosoma cruzi que se desenvolve no trato
digestivo de triatomineos. Alguns fatores como o status nutricional podem influenciar no
desenvolvimento de T. cruzi em vetores, gerando diversas formas intermediarias,
influenciando a metaciclogénese e consequentemente a transmissdo da doenca. Algumas
evidéncias tém demonstrado que a infeccdo de triatomineos pelo T. cruzi promove
modificacdes no seu bacterioma intestinal, também conhecido como microbiota intestinal.
Entretanto, existem poucos estudos avaliando a influéncia desta interacdo triatomineo-
microbiota-parasito no que diz respeito ao seu desenvolvimento e a capacidade infectiva do T.
cruzi. O objetivo deste trabalho é avaliar o desenvolvimento da cepa Bol-5 de T. cruzi em
uma microbiota intestinal de T. infestans perturbada e a infectividade de tripomastigotas
metaciclicos oriundo de vetores com a microbiota alterada a mamiferos. A caracterizacdo a
microbiota intestinal de T. infestans mantido em col6nia laboratorial foi realizada pelo
sequenciamento do gene rRNA 16S de amostras das porcdes intestinais anterior, média e
posterior. Foi observado o predominio de Arsenophonus spp. e Rhodococcus spp. em todas as
porcdes intestinais avaliadas. Além disso, a composicdo de bactérias intestinais na primeira
quinzena poés repasto sanguineo apresentou géneros bacterianos diferentes da segunda
quinzena em todas as porcdes intestinais avaliadas. O desequilibrio desta microbiota intestinal
promovido pelo repasto sanguineo com coquetel de antibioticos apresentou uma abundancia
relativa de Arsenophonus spp. e Rhodococcus spp. mais evidente do que insetos controles nas
porcdes anterior e média. O mesmo fenémeno ndo foi observado na porcdo posterior. Para
avaliar o desenvolvimento do parasito em microbiota intestinal perturbada de T. infestans,
dois grupos de ninfas de 5° estagio larval foram alimentadas com tripomastigotas sanguineos
da cepa Bol-5 de T. cruzi em sangue contendo coquetel de antibidticos ou ndo (Controle). O
estabelecimento da infeccdo da cepa Bol-5 em todos os insetos do grupo Antibidticos ocorreu
cerca de 30 dias mais cedo que no grupo Controle, com maior quantidade de parasitos nas
fezes de T. infestans com a microbiota intestinal alterada quando comparado aos controles
(p<0,05). A infeccdo de camundongos, via intradérmica, utilizando fezes de T. infestans do
grupo antibioticos apresentou menor parasitemia que camundongos infectados com fezes de
insetos controles (p= 0,0002). O mesmo fenémeno ndo foi observado com infeccdo realizada
via intraperitoneal. Além disso, a mortalidade de camundongos do grupo Antibiéticos foi
inferior (10%) aos do grupo Controle (60%). A avaliacdo histologica de orgdos dos
camundongos infectados apresentou infiltrado inflamatério semelhante em todos os grupos
experimentais. Este conjunto de resultados demonstram que a microbiota intestinal de T.
infestans influencia negativamente o desenvolvimento da cepa Bol-5 de T. cruzi e que embora
a microbiota intestinal inflencie na infectividade de tripomastigotas metaciclicos em
camundongos, ndo interefere com patogenia da cepa Bol-5 de T. cruzi.

Palavras-chave: Triatomineos, T. infestans, microbiota intestinal, T. cruzi, antibiéticos.



ABSTRACT

Influence of Triatoma infestans intestinal bacterioma on Trypanosoma cruzi development in
vector and parasite infectivity to murine model

Chagas disease remains a parasitic disease of high incidence in Latin America and other
countries and is caused by Trypanosoma cruzi that develops in the digestive tract of
triatomines. Some factors such as nutritional status may influence the development of T. cruzi
in vectors, generating several intermediate forms, influencing metacyclogenesis and
consequently the transmission of the disease. Some evidence has shown that T. cruzi infection
of triatomines promotes changes in its intestinal bacterioma, also known as intestinal
microbiota. However, few studies are evaluating the influence of this triatomine-microbiota-
parasite interaction concerning its development and to the infective capacity of T. cruzi. This
work aims to evaluate the Tc Bol-5 strain development in a T. infestans disturbed gut
microbiota and the vector-derived metacyclic trypomastigotes infectivity to mammals. T.
infestans gut microbiota (laboratory colony) evaluation was performed by 16S rRNA gene
sequencing from samples of the anterior, middle and posterior gut portions. The
predominance of Arsenophonus spp. and Rhodococcus spp. was observed in anterior, middle
and posterior portions. Besides, the gut microbiota composition in the first fortnight after
blood meal showed different bacterial genus from the second fortnight in anterior, middle and
posterior portions. This gut microbiota unbalance promoted by blood meal with antibiotic
cocktail showed a more evident relative abundance of Arsenophonus spp. and Rhodococcus
spp. in the anterior and middle portions, than control insects. This phenomenon was not
observed in the posterior portion. To evaluate parasite development in a T. infestans disturbed
GM, two groups of stage 5 nymphs were fed with Bol-5 strain blood trypomastigotes in blood
containing antibiotics cocktail or not. The Bol-5 strain infection establishment occurred about
30 days earlier in the antibiotics group. Also, the number of parasites in T. infestans faeces
with altered GM was higher. Intradermal infection of mice with T. infestans faeces showed
lower parasitemia in mice of the antibiotics group than the control group. Also, mice mortality
of the antibiotic group was lower than the control group. Histological evaluation showed
similar inflammatory infiltrate in all experimental groups. This set of results shows that the Ti
GM negatively influences the development of the Bol-5 strain and although the GM
influences the infectivity of metacyclic trypomastigotes to mice, it does not interfere with
Bol-5 strain pathogenesis.

Keywords: Triatomines, T. infestans, intestinal microbiota, T. cruzi, antibiotics.
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1 INTRODUCAO

1.1 A DOENCA DE CHAGAS E Trypanosoma cruzi

A Doenca de Chagas (DC) possui como agente etiolégico o Trypanosoma cruzi, um
protozodrio hemoflagelado, pertencente a Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae
(REY, 2008). O T. cruzi possui ampla distribuicdo na América do Sul e sul dos Estados Unidos,
sendo, portanto, considerada uma doenca parasitiria de alta incidéncia na América Latina
(ALVAREZ et al, 2016). Transmitido principalmente por fezes de insetos hemat6fagos,
pertencentes a Familia Reduviidae, Subfamilia Triatominae (triatomineos), o T. cruzi é capaz de
infectar mais de 100 espécies de mamiferos de diferentes ordens (REY, 2008; DEVERA;
FERNANDES; COURA, 2003.

As incidéncia e prevaléncia da DC vém diminuindo desde a década de 1980 (MONCAYO;
SILVEIRA, 2009). Entretanto, a crescente mobilidade populacional de individuos entre os paises
endémicos e ndo endémicos, como os Estados Unidos e o Canada, contribuiram para a difusao
dessa infeccdo parasitaria por todo o mundo (BERN et al., 2011; MONTGOMERY et al., 2014;
GREENAWAY; CASTELLI, 2019). Neste contexto, embora inicialmente considerada uma doenca
negligenciada com implicacGes sociais e econémicas em paises da América Latina, a DC tem se

tornando um problema de satide pitiblica global (WHO, 2019).

Atualmente, estima-se que oito milhdes de pessoas em todo o mundo estdo infectadas pelo T.
cruzi e que a DC é responsavel por mais de dez mil mortes anualmente. O tltimo relatério da
Organizacdo Mundial de Satide (OMS) estimou que a Argentina, Brasil, México e Bolivia

concentram a maior prevaléncia de pessoas infectadas pelo T. cruzi em 2010 (WHO, 2019).

Embora o Brasil possua maior prevaléncia estimada (1.505.235) do que a Bolivia (607.186),
esta representa uma regido com alta incidéncia de infeccdo vetorial, sendo registrado cerca de mais
de oito mil novos casos anualmente, e é responsavel por 92,6% dos novos casos registrados na sub-
regido do Cone Sul. Ademais, Argentina e Bolivia respondem por 30,62% dos novos casos de DC
na América Latina (WHO, 2019). A regido de Cochabamba apresentou taxas de infestacao
doméstica por triatomineos variando de 70 a 90% entre os anos de 2005 e 2011 (ESPINOZA;
BORRAS; ABAD-FRANCH, 2014). Dentre as espécies de triatomineos, o Triatoma infestans é o
principal vetor presente na regido da Bolivia (PINTO et al., 2019) e é responsavel quase

exclusivamente pelas infeccGes vetoriais nesta regido (ESPINOZA ECHEVERRIA et al., 2017).



O T. cruzi apresenta trés formas principais morfologicamente distintas: a forma
amastigota que é intracelular obrigatoria, ovéide, sem flagelo livre e visivel, com cinetoplasto
em forma de disco convexo-céncavo e aparéncia de bastonete curto, curvado e localizado
préximo ao nicleo ovéide e compacto; e as formas epimastigotas e tripomastigotas que sdo
flageladas e que, apesar de semelhantes, podem ser diferenciadas por meio da posicdo do
cinetoplasto em relacdo ao nticleo. As formas epimastigotas possuem dimensdes e formas
bastante varidveis, citoplasma abundante, cinetoplasto como nas formas amastigotas, situado
préximo ao nticleo na regido anterior a bolsa flagelar. As formas tripomastigotas sdo menores
que as formas epimastigotas e apresentam cinetoplasto grande e redondo proximo a regido

posterior a bolsa flagelar flagelo (REY, 2008).
1.1.1 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi apresenta ciclo de vida heteroxénico, com estdgios morfologicos e
funcionalmente distintos, de acordo com o ambiente no qual o parasito se encontra, alternando
entre formas replicativas (epimastigotas e amastigotas) e nao-replicativas (tripomastigotas). A
forma tripomastigota sanguinea é infectiva para insetos vetores e a forma tripomastigota

metaciclica é infectiva para hospedeiros mamiferos (Figura 1) (LIDANI et al., 2017).

Figura 1: O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi
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A infeccdo do hospedeiro mamifero ocorre quando o triatomineo, durante o repasto

sanguineo, libera juntamente as fezes e urina as formas tripomastigotas metaciclicas do T.



cruzi. Devido a sua incapacidade de penetrar na pele intacta de hospedeiros mamiferos, o T.
cruzi usualmente infecta seus hospedeiros mamiferos por penetracdo de regides de mucosa
(ocular e oral) ou lesGes cutaneas, incluindo-se as solu¢ées de continuidade determinadas pela
picada dos triatomineos (BRENER, 1973; ZELEDON; RABINOVICH, 1981; KOLLIEN;
SCHAUB, 2000; SCHUSTER; SCHAUB, 2000). Na sequéncia, as formas tripomastigotas
metaciclicas penetram nas células do hospedeiro e se diferenciam em formas amastigotas.
Estas formas se multiplicam no interior de células do hospedeiro, diferenciam-se em formas
tripomastigotas ndo replicativas, que apos a ruptura celular ganham a corrente sanguinea,
podendo entdo, ser ingeridas por insetos vetores durante o repasto sanguineo (SCHAUB;

LOSCH, 1988).

No limen intestinal dos vetores, as formas tripomastigotas ingeridas através do repasto
sanguineo podem se diferenciar em duas diferentes formas: os esferomastigotas que sdo
formas ndo replicativas ou epimastigotas que sdo as formas replicativas nos vetores. As
formas epimastigotas colonizam todo o trato intestinal do triatomineo e na regido da ampola
retal se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, processo denominado de

metaciclogénese (Figura 1) (SCHAUB; LOSCH, 1988).
1.1.2 Diversidade genética do T. cruzi

As cepas de T. cruzi apresentam uma diversidade genética e uma multiplicidade de
genotipos e fendtipos (MACEDO et al., 1992). Os primeiros sistemas de classificacdo de
cepas de T. cruzi foram baseados na identificacdo de marcadores isoenzimaticos, que embora
tenham se mostrado eficientes a priori, sugeriam que a estrutura populacional do T. cruzi teria
origem em clones evolutivamente independentes. Com o advento de estudos genéticos
baseados em marcadores multiloci (DNA fingerprinting, Random Amplification of
polymorphic DNA, Reacdo em Cadeia da Polimerase de repeticdes de sequéncias simples, e
cariotipagem molecular) se demonstrou existir uma maior variabilidade intraespecifica e foi
sugerida uma individualidade genética absoluta entre as linhagens clonais (OLIVEIRA et al.,

1998).

Ao longo dos anos, visando definir os subgrupos de T. cruzi relevantes, intimeras
abordagens metodologicas foram empregadas para caracterizar a sua estrutura populacional,
que resultaram em diferentes designacdes: zimodemas, schizodemas, biodemas, clones,

linhagens, clados e, mais recentemente, Unidades de Tipagem Discreta (DTU) e haplétipos



(INST OSWALDO CRUZ et al., 2009). Em 1999, as cepas de T. cruzi foram classificadas de
acordo com suas caracteristicas bioldgicas, bioquimicas e moleculares, em dois grupos
principais T. cruzi I (Tcl), associado ao ciclo silvestre, e T. cruzi II (Tcll), associado ao ciclo

doméstico (ANONYMOUS, 1999).

Com os avanc¢os no conhecimento da diversidade do T. cruzi, a genotipagem multilocus
revelou seis DTU distintas, agrupadas em duas divisdes principais, a DTU I e a DTU II
abrangendo cinco DTU (Ila-e) (BRISSE; DUJARDIN; TIBAYRENC, 2000). As DTU foram
definidas como “conjuntos de acdes que sdo geneticamente mais relacionadas entre si do que
com qualquer outra acdo e que sdo identificaveis por marcadores genéticos, moleculares ou
imunoldgicos comuns” (TIBAYRENC et al., 1986). Em 2009, um consenso de especialistas,
classificou as cepas de T. cruzi em seis DTU, T. cruzi I-VI (INST OSWALDO CRUZ et al.,
2009) (Quadro 1).

Quadro 1: Nomenclatura atual de DTU de Trypanosoma cruzi
Equivaléncia em

DTU Abreviatura L )

classificacGes anteriores

T. cruzil Tcl T. cruzi I’ e DTU I

T. cruzi Il Tcll T. cruzi I e DTU IIb°

T. cruzi 111 Tclll DTU IIc¢’

T. cruzi IV TclV DTU IIa°

T. cruzi V TcV DTU IId®

T. cruzi VI TcVI DTU Ile®

Legenda: a: (ANONYMOUS, 1999); b: (BRISSE; DUJARDIN; TIBAYRENC, 2000).

Inimeras abordagens tém sido empregadas a fim de caracterizar a diversidade
bioquimica e genética dos isolados de T. cruzi. Até o momento, nenhum alvo genético tinico
permite a resolucdo completa da DTU, e a utilizacdao de em um tnico alvo é desaconselhada
devido a potencial influéncia da troca genética e a variabilidade intraespecifica (ZINGALES

et al., 2012).

Lewis e colaboradores (2009) propuseram uma estratégia de tipificacao sequencial de
trés marcadores (Figura 2A), consistindo na aplicacdo combinada de amplificacdo por PCR do
rRNA de 24Sa e por PCR-RFLP (PCR seguido por anélise do polimorfismo de tamanho dos
fragmentos de restricao) dos genes que codificam a proteina de choque térmico 60 (HSP60) e
da isomerase de glicose-6-fosfato (GPI). D'Avila e colaboradores (2009) propuseram a andlise
por PCR-RFLP do gene COII para discriminar Tcl e Tcll das outras DTU, seguida da

amplificacdo do espacador ndo transcrito (NTS) dos genes SL das cepas nao classificadas para



definir dois clusters distintos, um formado por TcllIl e TcIV e outro por TcV e TcVI, e a
amplificacdo de 24Sa rRNA para resolver a diferenca entre elas (Figura 2B). O terceiro
esquema proposto permite a tipagem direta de DTU em amostras bioldgicas e clinicas,

empregando ensaios sequenciais de multiplex PCR em tempo real (Figura 2C) (ZINGALES et

al., 2012).

Figura 2: Estratégias para genotipagem de DTU de Trypanosoma cruzi
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1.2 TRIATOMINEOS (INSETOS VETORES)

A Subfamilia Triatominae é constituida por aproximadamente 140 espécies,
encontradas em paises latino-americanos e constituem potenciais vetores para o T. cruzi.
Embora a maioria destas espécies contribuam para o ciclo silvestre (ocorrido em ambiente
silvestre), algumas delas possuem importincia para o ciclo doméstico e, portanto, sdo
consideradas importantes vetores da DC. Dentre elas se destacam o T. infestans, o
Panstrongylus megistus e o Rhodnius prolixus (KOLLIEN; SCHAUB, 2000; SCHOFIELD;
GALVAO, 2009).

Em todos os seus cinco estdgios de ninfas e também na fase adulta, os triatomineos se
alimentam de sangue, podendo ingerir entre 6-12 vezes o seu proprio tamanho. Usualmente,
uma alimentacdo é suficiente para o desenvolvimento do préoximo estdgio larval,
permanecendo apenas pequenos residuos do alimento no estdbmago apoés a ecdise. Ao final da
total digestdo do sangue, inicia-se um periodo de fome que pode durar mais de 12 meses
dependendo da espécie, das condi¢cGes climaticas e do seu estdgio de desenvolvimento (ninfa

ou adulto) (KOLLIEN; SCHAUB, 2000; SCHAUB; LOSCH, 1988).
1.2.1 Fisiologia do sistema digestivo de triatomineos

Durante o repasto sanguineo, os triatomineos sdo capazes de ingerir uma enorme
quantidade de sangue, seguida de imediata diurese. Além disso apresentam lenta digestdo
alimentar e capacidade de sobreviver a longos periodos de jejum (KOLLIEN; SCHAUB,
2000). Devido a acdo de anticoagulantes, produzidos na glandula salivar destes insetos, o
sangue ingerido ndo sofre processo de coagulacdo e permanece armazenado na porcao
anterior do trato digestivo (estomago). Ainda neste ambiente, sofre acao de hemolisinas e
enzimas que atuam principalmente sobre carboidratos, permanecendo parcialmente digerido e
conduzido em pequenas quantidades para o intestino médio (KOLLIEN; SCHAUB, 2000;
LANGE et al., 1999).

Em mamiferos, a hemoglobina corresponde a aproximadamente 60% das proteinas
sanguineas, podendo chegar a concentracdes superiores a 150 mg/ml. No intestino médio de
insetos, a digestdo da hemoglobina promove um aumento da quantidade de aminodcidos e do
grupo prostético da hemoglobina (Heme), o qual promove a formacdo de espécimes reativas
de oxigénio (ERO) (DAVIES, 1989; VAN DER ZEE; BARR; MASON, 1996). Graca-Souza

e colaboradores (2006) propuseram que a resisténcia ao estresse oxidativo induzido pelo



Heme, apds a alimentacdo de hematdéfagos, seria um grande avanco na evolucao destes insetos

(GRACASOUZA et al., 2006).

Durante o repasto sanguineo de triatomineos, horménios diuréticos sdo secretados no
estdbmago, promovendo o transporte de dgua e ions para a ampola retal através dos tiibulos de
Malpighi, que sdo considerados érgido excretor de triatomineos (ENGEL; MORAN, 2013). O
transporte de liquidos induz a excrecdo do contetido retal (restos da digestao da alimentacdo
anterior), contendo grande concentracao de esferas de 4cido trico. Cerca de 24 horas apos a
alimentacdo o pH da ampola retal até entdo ligeiramente 4cido torna-se mais alcalino

(GARCIA etal., 2010).

O processo de digestdo e de absorcdo ocorre principalmente na regido do intestino
médio, pela acdo de catepsinas que requerem acidificacdo do contetido intestinal (KOLLIEN;
SCHAUB, 2000). Apo6s aproximadamente 10 dias, novas fezes de coloracdo marrom-escura,
oriundos da nova digestdo, aparecem novamente no reto. Desta forma, a alimentacdo promove
mudancgas intestinais nos vetores, especialmente na ampola retal, e consequentemente nas

condicdes ambientais para o desenvolvimento do parasito (GARCIA et al., 2010).
1.3 BIOLOGIA DA RELACAO PARASITO-HOSPEDEIROS
1.3.1 Desenvolvimento de Trypanosoma cruzi em triatomineos

O desenvolvimento do T. cruzi inicia ap6s a alimentacdo do inseto com sangue do
hospedeiro mamifero infectado. O trato intestinal dos triatomineos apresenta trés diferentes
regides importantes para o desenvolvimento de T. cruzi: o intestino anterior ou estémago, o
intestino médio ou delgado e a ampola retal ou reto (Figura 3) (GARCIA et al,, 2010). As
mudancas no ambiente intestinal, apés a alimentacdo, possuem relacdo com os diferentes
estdgios do desenvolvimento de T. cruzi, como a mudanca entre as diferentes formas do

parasito e a metaciclogénese (KOLLIEN; SCHAUB, 2000).



Figura 3: Estagios de desenvolvimento de Trypanosoma cruzi no intestino de triatomineos
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Adaptado de Garcia e colaboradores (2010).

No estdbmago, os tripomastigotas sanguineos se diferenciam em epimastigotas (Figura 3)
(BRENER, 1973). Ao chegarem ao estdmago, junto ao alimento, os parasitos entram em
contato com componentes da saliva, e/ou enzimas digestivas, além de fatores hemoliticos.
Estes fatores promovem mudancas ambientais importantes na temperatura, osmolaridade e
suplementacdo alimentar, e consequentemente afetam o parasito (KOLLIEN; SCHAUB,
2000).

Apos a passagem para a regido do intestino médio, formas epimastigotas se dividem
repetidamente e aderem a membrana perimicrovilar das células intestinais. Desta maneira, a
medida que o tempo de infeccdo progride, ocorre um aumento do nimero de parasitos na
regido do intestino médio e da ampola retal (GARCIA; GONZALEZ; AZAMBUIJA, 1999).
Ainda no intestino médio, em periodos de jejum prolongado, formas epimastigotas podem
sofrer mudancas para formas esferomastigotas como mecanismo de sobrevivéncia em

ambientes com baixa disponibilidade nutricional (KOLLIEN; SCHAUB, 2000).

Apo6s aderir a cuticula da ampola retal, por interacdes hidrofébicas, os epimastigotas
sofrem metaciclogénese (Figura 3) (GARCIA et al., 2010; KOLLIEN; SCHAUB, 2000). A
metaciclogénese é o evento crucial no ciclo vital do T. cruzi (SCHAUB; LOSCH, 1988), e



diversos fatores sdo considerados importantes para este processo como o pH, a osmolaridade,
o soro de mamifero, os componentes hemolinfaticos e os extratos intestinais, dentre outros
(GARCIA et al., 2010). Apesar de a metaciclogénese ter sido alvo de muitas investigacdes, a
maioria dos estudos foram realizados empregando métodos in vitro de diferenciacao de

epimastigotas em tripomastigotas (SCHAUB; LOSCH, 1988).

Outros estudos tém demonstrado que as variacdes nutricionais no trato intestinal de
vetores podem contribuir para a geracdo de formas intermedidrias do parasito no intestino de
insetos vetores, bem como determinar o sucesso no desenvolvimento do parasito (Figura 4)

(KOLLIEN; SCHAUB, 2000; PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ et al., 1994).

Figura 4: Morfologia das formas de Trypanosoma cruzi observadas no intestino de triatomineos
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Legenda: Diferentes estagios de T. cruzi no intestino de Triatoma infestans apés curto (setas azuis) ou
longo (setas pretas) periodo ap6s alimentacdo de insetos em jejum e durante longo periodo de fome
(setas vermelhas). Adaptado de Kollien e Schaub (2000).

Triatomineos submetidos a um periodo de fome apresentam uma grande quantidade de
formas esferomastigotas e um nimero reduzido de epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicos. Neste contexto, a identificacdo de esferomastigotas indica seu importante papel
no ciclo de vida do T. cruzi em condi¢des de estresse ambiental (KOLLIEN; SCHAUB,

2000). Entretanto, poucas horas ap6s a alimentacdo, a proporcdo de formas epimastigotas



aumenta e progridem para formas tripomastigotas, apresentando evidéncias de

metaciclogénese pela urina (SCHAUB; LOSCH, 1988).

Em situacOes de escassez nutricional (periodos de jejum dos triatomineos) formas
epimastigotas também se desenvolvem em esferomastigotas que posteriormente se
diferenciam em células gigantes que apds o fim do periodo de intenso jejum se diferenciam
em epimastigotas novamente. A proporcdo de tripomastigotas aumenta a medida que este

estagio de divisdo multipla ocorre (SCHAUB; LOSCH, 1988).

A taxa de metaciclogénese também sofre influéncia do estado nutricional do vetor e
pela quantidade de parasitos no ldmen intestinal. Um desenvolvimento mais lento
aparentemente estd associado a uma baixa proporcao de tripomastigotas metaciclicos (DE
LANA et al, 1998; SCHAUB, 1989). Ademais, em baixas temperaturas, a taxa de
metaciclogénese também é reduzida (KOLLIEN; SCHAUB, 2000).

O estabelecimento de parasitos no trato digestivo de vetores é considerado cepa-
dependente (GRISARD et al., 1999; MACHADO et al., 2001) e a porcentagem de insetos
contendo parasitos nas diferentes por¢oes intestinais apds a infeccdo pode variar alguns dias
(VIEIRA et al., 2015). Embora todas as formas intermedidrias possam estar presentes no
ambiente intestinal de triatomineos e serem eliminadas em suas fezes/urina, somente a forma
tripomastigota metaciclica é capaz de infectar o hospedeiro mamifero (SCHUSTER;

SCHAUB, 2000).
1.3.2 Interacao do T. cruzi com hospedeiro mamifero

Durante o processo de invasdo celular que ocorre logo apés a infeccdo do hospedeiro
mamifero, o T. cruzi interage com moléculas e componentes presentes nas células hospedeiras
e na matriz extracelular, promovendo a fagocitose, apesar de a fagocitose ser um importante
mecanismo natural de resisténcia as infeccdes (DVORAK, 1984; DVORAK; HYDE, 1973).
Embora muitos parasitos sejam destruidos no vactolo fagocitario (fagolisossoma), o T. cruzi é
capaz de escapar deste e atingir o citoplasma da célula hospedeira (TEIXEIRA et al., 2011).
Além disso, alguns estudos demonstraram que macrofagos residentes nao-ativados podem
controlar uma infeccdo de razdo parasito-célula hospedeira de 5:1, porém, macréfagos sao

destruidos se esta razdo for de 10:1 (DVORAK, 1984; KRESS et al., 1975).
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Um importante fator de sucesso do T. cruzi para sobreviver nos hospedeiros vertebrados
é a evasdo da resposta imune celular (ALBAREDA et al., 2013; GIGLEY et al., 2012).
Alguns estudos tém demonstrado a existéncia de diferentes estratégias desenvolvidas pelo
parasito para modular a resposta imune de mamiferos (CARDOSO; REIS-CUNHA;
BARTHOLOMEU, 2015; DECOTE-RICARDO et al., 2017; LUNA-GOMES et al., 2014).
Um dos mecanismos mais eficientes para o estabelecimento de uma infeccdo persistente é a
inducdo de apoptose de células T e B, promovendo efeitos imunomodulatérios na resposta
imune do hospedeiro (CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2015; DOSREIS,
2011).

A inacessibilidade a componentes séricos da resposta imune humoral, devido sua rapida
penetracdo em células ndo-fagocitdrias como as células musculares, é considerado um dos
mecanismos de escape do T. cruzi. Entretanto, a acdo transitéria de anticorpos humorais na
infeccdo foi relatada em camundongos (TEIXEIRA et al., 2011), demonstrando que o pré-
tratamento de camundongos com soro imune contendo altos titulos de anticorpos revelou que
anticorpos IgG2b sdo protetores contra a infeccdo pelo T. cruzi e que IgM e IgG1 forneceram
protecdo minima ou inexistente (TAKEHARA et al., 1981), sugerindo que a resposta de IgG
ainda na fase aguda da infeccdo é importante para o controle da infeccao (TEIXEIRA et al.,

2011).

1.3.3 O bacterioma intestinal de triatomineos e a resposta imune do hospedeiro

mamifero

Durante o repasto sanguineo, a saliva de triatomineos eliminada no momento da picada
possui moléculas bioativas (anticoagulantes, vasodilatadores, imunossupressor anti-
histaminico, inibidor da agregacdo plaquetdria induzida por coldgeno e apirase) (RIBEIRO,
1995). Além disso, as fezes de triatomineos eliminadas durante a alimentacao sdo constituidas
por elementos abidticos (restos da digestao do sangue) e bidticos (microbiota) (DA MOTA et
al., 2012), sendo que a urina é composta de sulfato, fosfato, potissio, sodio e cloreto

(KOLLIEN et al., 2001).

Estudos realizados em modelo murinho tém demonstrado que a saliva e as fezes sdo
capazes de induzir quimiotaxia celular e abundante infiltracdo de neutréfilos e monécitos na
regido de contato dos mamiferos com estes elementos (MESQUITA et al., 2008; MONTEON
et al., 2016; MONTEON et al., 20009, 1996). Porém, a composicao da resposta inflamatéria
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dependerd do tipo de fluido inoculado. A saliva, imediatamente apés a picada, promove um
processo alérgico com infiltracdo de neutréfilos, eosinéfilos e mondcitos, acompanhada de
intensa degranulacdo mastocitiria e seguida de uma reacdo de hipersensibilidade tardia
(MONTEON et al., 2016; MONTEON et al., 1996). A reacdo inflamatéria induzida pelas
fezes é marcada pelo predominio de células neutrofilicas, seguida pela infiltracdo de células
mononucleares (MONTEON et al., 2009). Ademais, exposicdes prévias sucessivas a
microbiota intestinal de triatomineos sdo capazes de reduzir a parasitemia de T. cruzi em

camundongos experimentalmente infectados (MONTEON et al., 2016).

Estas evidéncias recentes incitam a existéncia de uma possivel resposta imune do
hospedeiro contra o bacterioma intestinal dos triatomineos, que possivelmente explicaria o
fato de que em zonas muito endémicas para DC, com abundancia de triatomineos, apenas um

terco das pessoas estd infectada pelo T. cruzi (MONTEON et al., 2016).
1.4 BACTERIOMA INTESTINAL DE TRIATOMINEOS

Desde os primeiros trabalhos utilizando R. prolixus e P. megistus tem sido reportada a
colonizacdo do intestino de triatomineos por bactérias (DIAS, 1934). Ademais, o
desenvolvimento dos triatomineos depende fortemente de sua comunidade bacteriana
simbionte, adquirida a partir da propria populacdao de insetos por coprofagia. Efeitos
biolégicos prejudiciais significativos em triatomineos infectados com microrganismos nao
simbiontes no trato intestinal foram relatados, dentre eles: retardo no desenvolvimento de
estagios ninfais (BRECHER; WIGGLESWORTH, 1944), aumento na mortalidade dos insetos
(HARINGTON, 1960), reducao do sistema traqueal (SCHAUB; EICHLER, 1998), disttirbios
de digestdo e excrecio (BRECHER; WIGGLESWORTH, 1944; SCHAUB; EICHLER,
1998). Estes efeitos patolégicos foram revertidos quando os insetos foram novamente
colonizados por microrganismos simbiontes ou com alimentacdo enriquecida de vitamina B
(LAKE; FRIEND, 1968; SCHAUB; EICHLER, 1998). Estas evidéncias foram confirmadas
por diferentes estudos posteriormente, demonstrando a importancia dos simbiontes intestinais
para o desenvolvimento e manutencdo fisioldgica de triatomineos (EICHLER; SCHAUB,

2002).

Bactérias intestinais sdo adquiridas principalmente durante a alimentacdo, na qual
bactérias comensais da pele do hospedeiro podem ser ingeridas, ou ainda por coprofagia e/ou

canibalismo. Desta forma, a composicao por algumas espécies de bactérias dominantes é
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bastante comum e influenciada basicamente por caracteristicas do hospedeiro (JURBERG E
GALVAO, 2006). Também por esta via, o sistema digestivo de vetores pode ser invadido por
parasitos exdgenos que competem com o bacterioma local, na qual predominam as espécies
mais resistentes ou favoraveis, seja as bactérias invasoras, seja o bacterioma simbionte e

consequentemente o hospedeiro (VIEIRA et al., 2014).

Empregando metodologias baseadas em cultivo de microrganismos, o primeiro
simbionte bacteriano em triatomineos descrito foi o Rhodococcus rhodnii isolado no intestino
de R. prolixus, e posteriormente também relatada em outras espécies de triatomineos,
incluindo T. infestans. Posteriormente, foi demonstrado que outras bactérias tais como
Nocardia spp., Gordonia spp. e Rhodococcus equi-like também constituiam o bacterioma

intestinal de triatomineos (EICHLER; SCHAUB, 2002).

Estudos recentes vém constantemente descrevendo a existéncia de outras espécies de
simbiontes intestinais em triatomineos. Entretanto, consensualmente tém sido demonstrado
que o bacterioma intestinal de triatomineos é constituida por uma baixa diversidade (DA
MOTA et al., 2012; DIAZ et al., 2016; GUMIEL et al., 2015; MONTOYA-PORRAS et al.,
2018). Muito embora triatomineos selvagens apresentem um ntimero maior de espécies
compondo o bacterioma do que triatomineos mantidos em colénias laboratoriais (DA MOTA
et al., 2012), independentemente destas condices, a diversidade desta comunidade bacteriana
é menor do que a relatada em outros organismos, como camundongos e humanos por exemplo
(KENNEDY, KING E BALDRIDGE, 2018; WANG et al., 2017), incluindo outros insetos
nao hemat6fagos (BRAUMAN et al, 2001; ENGEL; MORAN, 2013; MONTOYA-
PORRAS etal., 2018).

Alguns estudos demonstram possiveis associacdes entre as diferentes composicdes de
simbiontes intestinais com os diferentes géneros de triatomineos (DIAZ et al., 2016), o habitat
natural desses insetos (bioma) e sua origem (se sdo mantidos em col6nias laboratoriais ou
coletados na natureza) (DA MOTA et al., 2012; DIAZ et al., 2016; GUMIEL et al., 2015).
Ademais, alguns simbiontes apesar de ndo obrigatérios contribuem para a fisiologia do vetor

(CASTRO et al., 2012b; EICHLER; SCHAUB, 2002).

Contudo, microrganismos vivendo em ambientes intestinais de insetos vetores de
doencas apresentam importante papel na habilidade destes vetores em adquirir, manter e

transmitir patégenos, seja pela competicdo direta por nutrientes presentes no ambiente
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intestinal, pela producdo de fatores ou componentes antiparasitdrios ou mesmo pela
estimulacdao de uma resposta imune do vetor contra o parasito (AZAMBUJA; GARCIA;

RATCLIFFE, 2005; CASTRO et al., 2007; DILLON; DILLON, 2004; WEISS; AKSOY,
2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar do recente aumento de estudos de simbiontes intestinais de insetos, o
conhecimento geral sobre como essas comunidades bacterianas estdo organizadas apenas
comeca a surgir. Muito embora existam evidéncias de que o T. cruzi seja capaz de induzir a
producdo de fatores imunolégicos no vetor e desta forma reduzir o bacterioma intestinal de
triatomineos (DIAZ et al., 2016). Este fenémeno ainda ndo foi demonstrado em um modelo
de infeccdo semelhante ao natural e também ndo foi avaliado o desenvolvimento do parasito

ao longo do tempo e, portanto, apenas retratam momentos pontuais apos o repasto sanguineo.

Além disso, em mamiferos, os fend6menos envolvidos no momento da infeccao podem
ser essenciais para o sucesso da disseminacao do parasito, replicacdo e instalacdo da infeccao
(MONTEON et al., 2009). Até o momento, os estudos experimentais avaliando a possivel
contribuicdo do bacterioma intestinal dos triatomineos na capacidade do T. cruzi de infectar
hospedeiros mamiferos sdo escassos e fornecem poucas evidéncias da influéncia do

bacterioma intestinal na infeccdo de triatomineos.

Neste contexto, a investigacdo da influéncia que bactérias intestinais possuem sobre o
processo de infeccdo do T. cruzi, bem como sua relacdo na interacdo parasito-hospedeiro pode
representar uma chave para a identificacdio de componentes a serem empregados no
desenvolvimento de novas estratégias ou ferramentas para o controle da transmissdo da DC.
Portanto, nossa hipotese é de que o bacterioma intestinal de T. infestans influencia no

desenvolvimento e na infectividade do T. cruzi.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do bacterioma intestinal de T. infestans no desenvolvimento de T.

cruzi no vetor e na infectividade do parasito no modelo murino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e (aracterizar o bacterioma intestinal de T. infestans selvagens e de colénia laboratorial;

¢ Validar um modelo de andlise de desequelibrio do bacterioma intestinal de T. infestans de

colonia laboratorial;

¢ Compreender a dindmica do bacterioma intestinal de T. infestans durante o processo de

hematofagia de T. infestans de col6nia;
e (aracterizar a cepal Bol-5 de T. cruzi isolada de T. infestans;

¢ Analisar comparativamente o desenvolvimento da cepa Bol-5 de T. cruzi em T. infestans

submetido ou ndo a um desequilibrio do bacterioma intestinal;

e Avaliar o envolvimento do bacterioma intestinal do vetor na infectividade e

patogenicidade da cepa Bol-5 de T. cruzi ao modelo murino.
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CAPITULO |
Estudo comparativo (qualitativo) do bacterioma intestinal de Triatoma
infestans selvagens e de colbnias laboratoriais

17



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MANUTENCAO E ALIMENTACAO DE COLONIAS DE Triatoma infestans

4.1.1 Manutencao de colonias de vetores

A colénia de T. infestans utilizada neste trabalho foi originalmente obtida da regido de
Cochabamba na Bolivia, com o auxilio da Dr*. Nora Medrano-Mercado (Universidad Mayor
de San Simén — UMSS). Os insetos sdo mantidos no insetdrio do Laboratério de
Protozoologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP)
Localizado no Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), em estufa BOD a uma umidade relativa de 75% e temperatura de 25 °C.
Semanalmente, as colénias recebem alimentacdo natural diretamente em camundongos e/ou
ratos, os quais sdo previamente sedados com Cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg).
Os animais utilizados para a alimentacdo dos insetos foram fornecidos pelo Biotério Central
da UFSC e foram manipulados de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA). O uso de animais no presente projeto foi aprovado

pela Comissao de Etica no Uso de animais (CEUA) sob protocolo niimero 9923170516.

4.1.2 Alimentacao experimental de vetores

Para os experimentos, insetos adultos e/ou ninfas de 4° e 5° estagios permaneceram em
jejum por no minimo 21 dias, sendo entdo separados em diferentes grupos experimentais
(Quadro 2). Os insetos foram alimentados artificialmente com sangue humano obtido por
puncdo venosa com citrato a 3,8% e inativado a 56 °C, em banho-maria, por 30 minutos. Cada
grupo experimental, recebeu sangue acrescido ou nao de coquetel de antibidticos contendo

Vancomicina e/ou Gentamicina nas concentra¢cdes descritas no quadro 2.
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Quadro 2: Caracteristicas dos repastos sanguineos ofertados aos diferentes grupos
experimentais de T. infestans de coldnia laboratorial

Experimento Grupo Estagio (n) Tratamento
Controle Adultos (3) Sangue
Controle Ninfas (3) Sangue
Piloto I Vanco_0,5mg  Adulto (1) Sangue + Vanco 0,5mg/ml

Vanco_0,5mg  Ninfas (2) Sangue + Vanco 0,5mg/ml
Vanco_lmg Adulto (1) Sangue + Vanco 1,0mg/ml
Vanco_1lmg Ninfas (2) Sangue + Vanco 1,0mg/ml
Controle Ninfas (3) Sangue
Antibiético Ninfas (3) Sangue + Vanco 1,0mg/ml + Genta 1,0mg/ml
Controle Ninfas (81) Sangue
Antibiético Ninfas (81) Sangue + Vanco 1,0mg/ml + Gental,0mg/ml
Legenda: Vanco = Vancomicina e Genta = Gentamicina

Piloto IT

Alimento

As diferentes preparacdes de repastos sanguineos foram adicionadas em alimentadores
artificiais e mantidos a 37° C por circulacao de dgua aquecida (GARCIA et al., 1989). O
contetido dos alimentadores foi homogeneizado a cada 15 minutos a fim de evitar
sedimentacdo de células e ou parasitos. Os insetos foram pesados antes e ap6s a alimentacdo
para estimar o volume de sangue ingerido e apenas ninfas totalmente ingurgitadas foram
utilizadas nos experimentos e mantidas em BOD com temperatura e umidade do ar

controladas.

4.1.3 Coleta de intestino de Triatoma infestans

4.1.3.1 Experimentos “Piloto”

Nos dois experimentos piloto realizados, denominados “Piloto I” e “Piloto II”, as
amostras intestinais de T. infestans foram obtidas no 10° dia apds o repasto sanguineo. No
Piloto I foi realizada coleta de intestino inteiro e no Piloto II a porcdo anterior (estdmago), o
intestino médio e a ampola retal foram coletados separadamente. Em ambos os experimentos,
a cavidade abdominal dos insetos foi exposta ap6s remocdo do dorso (pronoto, escutelo e
hemiélitro) com auxilio de pincas e tesoura cirtirgicas esterilizadas em alcool 70%. Em
seguida, o tecido intestinal foi minuciosamente coletado, depositado sobre 1dmina de vidro
estéril, e apos ser transferido para tubo de polipropileno de 1,5 ml, foi congelado a -80 °C. A
separacdo das porcdes intestinais do Piloto II foi realizada sobre ldminas de vidro estéreis,
com auxilio de lamina de bisturi descartavel e, posteriormente congeladas separadamente em
tubo de polipropileno de 1,5 ml a -80 °C. Todas as amostras foram descongeladas uma tnica

vez no momento da extracao de DNA.
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4.1.3.2 Experimentos “Alimento”

Aproximadamente 166 ninfas de 5° estdgio, divididas em dois grupos, foram
alimentadas com sangue (controle) ou sangue contendo Vancomicina (1 mg/ml) e
Gentamicina (1 mg/ml). A cada trés dias, foram realizadas coletas do intestino fragmentado
(anterior, médio e ampola) de nove ninfas de cada grupo, que apds a seccdo, os fragmentos
iguais de trés ninfas foram inseridos no mesmo tubo de polipropileno (triplicata bioldgica) em

triplicata técnica.

4.2 DETERMINACAO DA CONSTITUICAO DO BACTERIOMA INTESTINAL DE
TRIATOMINEOS

4.2.1 Extracao de DNA do contetido intestinal

O DNA gendémico das amostras de tecido intestinal de todos os experimentos foi
extraido utilizando o DNeasy PowerSoil kit (QIAGEN), de acordo com as orientacdes do
fabricante. As amostras extraidas foram submetidas a quantificacdo e avaliacdo de qualidade e
pureza por espectrofotometria em um aparelho Picodrop P100 (Picodrop) e armazenados a -
20 °C. A fim de confirmar a presenca de DNA microbiano (rRNA 16S), 2 pl de DNA
gendmico de todas as amostras foram submetidos a PCR, utilizando 10 pmol/pl dos
iniciadores 341F (5’-CCT ACG GGR SGC AGC AG-3’) e 806R (5’-GGA CTA CHV GGG
TWT CTA AT-3’) (WANG E QIAN, 2009), 200 pM de dNTP e 1 unidade de GoTaqg DNA

polimerase (Promega) em tampdo fornecido pelo fabricante.

As reacoes foram realizadas em termociclador Veriti 96-well Thermal Cycler (Applied
Biosystems), iniciando com etapa de desnaturacdo do DNA a 95 °C por cinco minutos,
seguida de 35 ciclos com desnaturacdo a 95 °C por 45 segundos, ligacao de iniciadores a 55
°C por 30 segundos e elongamento a 72 °C por 45 segundos. Os produtos das reaces foram
resolvidos em géis de poliacrilamida a 10% e corados por brometo de etidio (1 mg/ml). As
amostras apresentando produto de amplificacdo de aproximadamente 465 pares de bases (pb)

foram encaminhadas para o sequenciamento em larga escala.

4.2.2 Sequenciamento do rRNA 16S

O sequenciamento do rRNA 16S das amostras obtidas foi realizado na plataforma
MiSeq Sequencing System (Illumina Inc.) pela empresa Neoprospecta Microbiome
Technologies, seguindo protocolo proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies,

Florianopolis, Brasil).
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Para as amostras dos experimentos “Piloto I” e “Piloto II”, as bibliotecas foram
produzidas, através de amplificacdo por PCR, utilizando 2 pl de DNA genémico das amostras
para producdo das bibliotecas, empregando os iniciadores 341F e 806R, especificos para
regido V3-V4 de rRNA 168, e adicionando os adaptadores Illumina para o sequenciamento.
Apo6s a purificacdo das bibliotecas para remocdao de componentes da PCR, as bibliotecas
foram sequenciadas utilizando-se o kit de sequenciamento MiSeq Reagent Kit V2, com 300

ciclos, cobertura de 60.000 reads por amostra e abordagem de “single-end reads”.

Para as amostras do experimento “Alimento”, as bibliotecas foram produzidas, através
de amplificacdo por PCR, utilizando volume igual (2 pl) de DNA gen6mico das amostras e os
iniciadores 341F e 806R, especificos para regido V3-V4 de rRNA 16S, adicionando os
adaptadores Illumina para o sequenciamento. Apés a purificacdo das bibliotecas para remocao
de componentes da PCR, foi realizada uma normalizacdo das bibliotecas por PCR quantitativa
em tempo real (QPCR) utilizando iniciadores especificos para os adaptadores Illumina, senso
(5'-AAT GAT ACG GCG ACC ACC GAG AT-3') e antissenso (5’-CAA GCA GAA GAC
GGC ATA CGA-3'). As reacdes de qPCR para normalizacdo das bibliotecas foram realizadas
em placas de 96 pocos em volume final de 10 pl contendo: 1pl do produto da biblioteca
diluida 1:200 em &gua livre de nuclease, 10 pmol/pl dos iniciadores e o reagente GoTaq
qPCR Master Mix (Promega), de acordo com as especifica¢des do fabricante. As placas foram
seladas com MicroAmp Optical Adhesive Film (Applied Biosystems) e analisadas em
equipamento ABI Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems). A
amplificacdo foi realizada com etapa inicial de desnaturacio do DNA a 95 °C por cinco
minutos, seguida de 35 ciclos com desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, ligacdo de
iniciadores a 55 °C por 30 segundos e elongamento a 72 °C por 45 segundos. Apos os ciclos
de amplificacdo, a curva de dissociacdo foi obtida com ciclo tnico de 95 °C por 15 segundos,
60 °C por 15 segundos e, novamente 95 °C por 15 segundos. As reacdes foram feitas em
triplicata técnica e um pool de bibliotecas de amostras controles foi empregado como
normalizador para todas as placas. Finalmente, com o resultado obtido, uma diluicdo
equimolar das bibliotecas foi realizada para o sequenciamento. Estas bibliotecas normalizadas
foram sequenciadas utilizando-se o kit de sequenciamento MiSeq Reagent Kit V2, com 300

ciclos, cobertura de 60.000 reads por amostra e abordagem de “single-end reads”.
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4.2.3 Analises Metagenomicas

Apos a recepcdo das sequéncias da empresa Neoprospecta ja com os adaptadores
removidos, as mesmas foram submetidas a uma andlise primdria utilizando o programa
FastQC (versdo 0.11.5) para verificacdo da qualidade e confirmacdo da remocdo dos
adaptadores. As sequéncias das amostras de triatomineos selvagens foram submetidas a uma
abordagem Denoising para avaliacao de qualidade, remocdo de sequéncias de baixa qualidade
e remocao de quimeras, utilizando trés diferentes métodos de anélise. Os métodos Deblur e
DADA?2, utilizando-se o programa Qiime™ 2 versio 2019.1 (BOLYEN et al., 2018) e o
terceiro método de andlise foi baseado em um pipeline no programa VSEARCH versdo 2.7.1

(ROGNES et al., 2016), conforme detalhamos a seguir.
4.2.3.1 Método Deblur

Nesta andlise, as sequéncias foram submetidas a um filtro inicial de qualidade com um
escore PHRED > 20 para avaliacdo da qualidade dos nucleotideos das sequéncias, removendo
bases ambiguas, sequéncias quiméricas e sequéncias com tamanho menor que 225 pb.
Posteriormente, foi realizada um corte das amostras em 260 pb, mantendo as sequéncias
Unicas e identificando sequéncias de DNA eucarioto (DNA mitocondrial, cloroplastos e de
Archaea) utilizando como parametro de referéncia 88% das Unidades Taxon6micas
Operacionais (OTU) da base de dados GreenGenes (versdao 13_8), para exclusdo de DNA
diferentes ao 16S rRNA. As variacdes de amplificacdo de sequéncia (ASV) foram
identificadas e realizado o agrupamento das sequéncias em OTU, empregando uma
similaridade de 97% com a sequéncia mais préxima. Finalmente, foi realizada uma remocao
de OTUS com uma dnica sequéncias (singletons) e OTU com frequéncia inferior a duas

repeticbes em uma mesma amostra.
4.2.3.2 Método DADA2

As sequéncias foram rsubmetidas a uma avaliacdo da qualidade dos nucleotideos das
sequéncias aplicando um escore PHRED > 20, realizada a remocdo de bases ambiguas e
sequéncias quiméricas. Devido ao inicio de todas as sequéncias ter apresentado alta qualidade
na andlise inicial de FastQC, esta etapa foi ignorada (--p-trim-left 0) e a truncagem/corte das
amostras foi determina em 260 pb, assim como no método Deblur. As variacdes de

amplificacdo de sequéncia (ASV) foram identificadas e obtidas as OTU, empregando uma
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similaridade de 97% com a sequéncia mais préxima. Posteriormente, foi realizado a remocao

de ASV raras (frequéncia menor que 0,1% da frequéncia média da amostra).
4.2.3.3 Método usando VSEARCH

As andlises utilizando este pipeline foram realizadas submetendo as sequéncias a um
filtro de qualidade utilizando software Trimmomatic versdo 0.38 (BOLGER; LOHSE;
USADEL, 2014), com um escore PHRED > 20 para avaliacdo da qualidade dos nucleotideos
das sequéncias, removendo bases ambiguas, sequéncias quiméricas e sequéncias com
tamanho menor que 225 pb. Posteriormente, sequéncias ndo bacterianas e sequéncias
quiméricas foram removidas empregando banco de dados do Ribosomal Database Project
(RDP) (COLE et al.,, 2014). As OTU foram identificadas utilizando Software Qiime,
empregando uma similaridade de 97% com a sequéncia mais préxima, removendo OTU com

frequéncia menor que 10 sequéncias.
4.2.4 Identificacao das OTU e analises de diversidade

Apos a obtencdo de OTU das amostras utilizando qualquer uma das metodologias
anteriormente detalhadas, a identificacdo destas foi obtida classificando as sequéncias com
correspondéncia de 97% com os bancos de dados SILVA versdo 132, utilizando o Qiime 2 ou
o VSEARCH, de acordo com a metodologia empregada. Os graficos de abundancia relativa,
curvas de rarefacdo e andlises de alfa e de beta diversidade foram realizadas utilizando o R,

versdo 3.5.3 (https://www.R-project.org/).

23



5 RESULTADOS

5.1 ANALISE COMPARATIVA DE METODOS DE ANALISES DE SEQUENCIAS
METAGENOMICAS

A andlise comparativa dos diferentes métodos de andlise de sequéncias metagénomicas
visou determinar o método mais adequado para as amostras deste estudo e foi realizada
submetendo o resultado do sequencimento do rRNA 16S de intestino inteiro de trés espécimes
de T. infestans selvagens, coletados na regido de Cochabamba (Bolivia), aos trés diferentes
métodos descritos nos tépicos anteriores (Deblur, DADA?2 e pipeline utilizando o programa

VSEARCH).

O nidmero total de sequéncias obtidas a partir do sequenciamento do gene rRNA 16S
das amostras de triatomineos selvagens (49.628,3+19.700,7) foi reduzido durante a andlise
pelo método Deblur (4.326,0+1.842,4) (Figura 5A). Por outro lado, as andlises utilizando o
método DADA2 (46.487,0+19.027,0) e VSEARCH (44.076,6+18.029,6) ndo apresentaram
perdas de sequéncias. No entanto, o nimero de OTU identificadas utilizando o método
Deblur (147) foi maior que utilizando os métodos DADA2 e VSEARCH (75 e 19,

respectivamente) (Figura 5B).
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Figura 5: O método DADA? é capaz de identificar géneros bacterianos menos abundantes
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Legenda: Comparagdo entre os métodos de analises metagenomicas utilizando Qiime (Deblur e
DADA?2) e VSEARCH, utilizando sequéncias de bacterioma intestinal de T. infestans selvagens (n=3).
(A) Nimero de sequéncias antes e apos as analises com os diferentes métodos. (B) Numero de OTU
identificadas. Abundéancia relativa de géneros bacterianos identificados pelas OTU obtidas por cada
um dos métodos utilizados: (C) Deblur; (D) DADA2; (E) VSEARCH.

A identificacdo das OTU obtidas pelo método Deblur, utilizando o banco de dados
Silva identificou a presenca de Proteobactérias (géneros Serratia e Escherichia-Shiguela),
Firmicutis (género Bacillus) e Actinobacteria (género Rubrobacter) (Figua 5C). Além destes
géneros, a andlise utilizando o método DADA?2 identificou a presenca de Proteobactérias
(géneros Acinetobacter, Caulobacter, Enhydrobacter, Enterobacter, Methylobacterium,

Moraxella, = Pseudomonas, Psychrobacter, = Sphingomonas,  Stenotrophomonas e
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Thermomonas), Firmicutis (géneros Anoxybacillus, Sthaphylococcus e Streptococcus),
Actinobacterias (géneros Corynebacterium, Dietzia, e Micrococcus) e Bacteriodetes
(Sphingobacterium) (Figura 5D). O método utilizando o VSEARCH identificou a presenca de
Proteobactérias (géneros Acinetobacter, Caulobacter, Enterobacter, Erwinia, Escherichia-
Shiguela, Pannonibacter, Pseudomonas, Serratia e Sphingomonas), Firmicutis (géneros
Bacillus, Planococcus), Actinobacterias (géneros Corynebacterium, Dietzia, Janibacter e

Rubrobacter) (Figura 5E).

Os géneros Anoxybacillus, Enhydrobacter, Methylobacterium, Micrococcus,
Moraxella,  Psychrobacter,  Sphingobacterium,  Sthaphylococcus, Streptococcus. e
Thermomonas foram identificados exclusivamente pelo método DADA2. O método VSEACH

identificou exclusivamente Erwinia spp., Pannonibacter spp., Planococcus spp. e Janibacter

SpPp-

5.2 COMPARAGCAO DA DIVERSIDADE DO BACTERIOMA INTESTINAL DE T.
infestans SELVAGENS E DE COLONIAS LABORATORIAIS

A diferenca de diversidade e a composicdao do bacterioma intestinal de triatomineos
selvagens e de triatomineos mantidos em nossa colonia laboratorial foi avaliada comparando
o sequenciamento da regido V3-V4 do gene rRNA 16S de trés T. infestans (adultos) selvagens
com o sequenciamento de T. infestans (pool de trés adultos e pool de trés ninfas) da colénia
mantida em nosso laboratério, sendo as amostras dos insetos de laboratério obtidas 10 dias
ap6s a alimentacdo com sangue humano. O nidmero de sequéncias obtidas pelo
sequenciamento de intestino de T. infestans selvagens (46.487,0+23.303,2) foi maior do que o
de T. infestans de colénias (58.740+8.387,7). Entretanto, o niimero de OTUs em T. infestans

de selvagens (75) foi proximo ao de col6nias laboratoriais (70).
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Figura 6: O bacterioma intestinal de Triatoma infestans selvagens é diferente de Triatoma infestans
mantido em col6nia laboratorial
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Legenda: Abundancia relativa de géneros identificados a partir das OTU idnetificadas no bacterioma
de Triatoma infestans selvagens (n=3) com os insetos adultos (pool de 3) e ninfas (pool de 3) de
colonia laboratorial apés 10 da alimentagéo..

A identificacdo de OTU das amostras do conjunto de T. infestans selvagens foi
constituido por Acinetobacter spp., Anoxybacillus spp., Bacillus spp., Caulobacter spp.,
Corynebacterium spp., Dietzia spp., Enhydrobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia-
Shigella spp., Methylobacterium spp., Micrococcus spp., Moraxella spp., Pseudomonas spp.,
Psychrobacter spp., Rubrobacter spp., Serratia spp., Sphingobacterium spp., Sphingomonas
spp., Sthaphylococcus spp., Stenotrophomonas spp., Streptococcus spp. e Thermomonas spp.
(Figura 6C, Selvagem). Embora a maioria destes géneros bacterianos estejam presentes em
todas as amostras analisadas, a distribuicdo foi bastante diversa nas diferentes amostras,
sendo que duas delas apresentam predominio do Filo Proteobacteria e apenas uma foi
predominantemente constituida por Firmicutis. Por outro lado, a identificacio de OTU das
amostras do conjunto de triatomineos de laboratério identificou a presenca de Arsenophonus

spp., Corynebacterium spp., Enterobacter spp., Enterococcus spp., Escherichia-Shigella spp.,
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Pectobacterium spp., Rhodococcus spp. e Serratia spp. (Figura 6C, Laboratério). Ou seja,
apenas alguns géneros em comum foram identificados nos dois grupos: Corynebacterium

spp., Enterobacter spp., Escherichia-Shigella spp. e Serratia spp.

Ademais, a abundancia relativa identificada em T. infestans adultos e ninfas de 5°
estadgio foram diferentes entre si. Embora tenham sido identificados os géneros Arsenophonus,
Enterococcus, Pectobacterium e Rhodococcus em ambos os estdgios de vida, no bacterioma
intestinal de ninfas foi identificado, além dos géneros anteriormente mencionados,
Corynebacterium spp. e no bacterioma de adultos foram identificados também Moraxella
spp. e Serratia spp. Ademais, a abundancia relativa de Arsenophonus spp., Enterococcus spp.
e Rhodococcus spp. foram diferentes entre os distintos estadgios de vida avaliados (Figura 6C,

Laboratério).

5.3 DISBIOSE INTESTINAL PROMOVIDA PELA ALIMENTACAO COM COQUETEL
DE ANTIBIOTICOS

Duas estratégias diferentes foram empregadas a fim de promover alteracdes no
bacterioma intestinal de T. infestans, sendo ambas baseadas na ingestao de antibiéticos

associados ao repasto sanguineo.
5.3.1 Disbiose intestinal promovida por Vancomicina

A comunidade bacteriana do intestino inteiro de triatomineos adultos e ninfas de 5°
estdgio, alimentadas com Vancomicina a 0,5 mg/ml (n= 1 e 2, respectivamente) ou
Vancomicina a 1 mg/ml (n = 1 e 2, respectivamente) foi comparada a de triatomineos controle

(3 adultos e 3 ninfas) 10 dias apés o repasto sanguineo.

A identificacdo de OTU dos triatomineos adultos e ninfas controles, 10 dias apds a
alimentacdo, identificou uma composicdo bacteriana constituida por Arsenophonus spp.,
Corynebacterium spp., Enterobacter spp., Enterococcus spp., Escherichia-Shigella spp.,
Pectobacterium spp., Rhodococcus spp. e Serratia spp. (Figura 7). A abundancia relativa
destes géneros variou entre os diferentes estdgios de desenvolvimento, com excecdo de
Corynebacterium spp. que foi identificado apenas em ninfas e Enterococcus spp. e Serratia

spp. que foram identificados somente em adultos.
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Figura 7: Vancomicina promove uma disbiose qualitativa no bacterioma intestinal de Triatoma
infestans favorecendo o predominio de Arsenophonus spp. e Rhodococcus spp.
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Legenda: Composicdo do bacterioma apds sequenciamento do intestino inteiro de ninfas (n=3) e de
adultos (n=3) de T. infestans, 10 dias apds alimentacao artificial com sangue (controle) ou de ninfas
(n=2) e de adultos (n=1) alimentadas com sangue humano inativado suplementado com Vancomicina
a 0,5 mg/ml ou 1 mg/ml.

A alimentacdo dos triatomineos adultos com Vancomicina a 0,5 mg/ml ou 1 mg/ml
identificou uma abundancia relativa predominante de Arsenophonus spp. (Figura 7).
Entretanto as ninfas alimentadas com as mesmas concentracoes de Vancomicina apresentaram
uma abundancia relativa constituida em sua maioria por Arsenophonus spp. e Rhodococcus
spp. (Figura 7). Foram detectadas poucas sequéncias de Enterobacter spp., Escherichia-
Shigella spp. e Serratia spp. nos triatomineos alimentados com Vancomicina em ambos os
estdgios de desenvolvimento (adulto e ninfa) dos triatomineos. Entretanto, o niimero de

segéncias ndo foi diferente nos grupos analisados (Quadro 3).
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Quadro 3: Numero de sequéncias e OTU obtidas pelo sequenciamento do intestino inteiro de ninfas e
de adultos de T. infestans, 10 dias apds alimentacao artificial.

Estagio  Intestino Tratamento N de Sequéncias N de OTU
Adulto Inteiro Controle 57012 10
Ninfa Inteiro Controle 48732 9
Adulto Inteiro Vanco 0,5 mg/ml 58311 4
Ninfa Inteiro Vanco 0,5 mg/ml 97709 10
Adulto Inteiro Vanco 1 mg/ml 46521 5
Ninfa Inteiro Vanco 1 mg/ml 43409 5
Ninfa Anterior Controle 46774 7
Ninfa Médio Controle 62814 4
Ninfa Posterior Controle 41762 6
Ninfa Anterior Vanco+Genta 2 mg/ml 2780 2
Ninfa Médio  Vanco+Genta 2 mg/ml 45653 6
Ninfa Posterior Vanco+Genta 2 mg/ml 303 1

Legenda: Vanco = Vancomicina e Genta = Gentamicina

5.3.2 Disbiose intestinal de T. infestans promovida por Vancomicina associada a

Gentamicina

A Gentamicina foi associada a Vancomicina para a alimentacdo de ninfas a fim de
potencializar a disbiose promovida pela Vancomicina. O impacto da associacao destes
antibioticos no bacterioma presente nas trés diferentes porcdes intestinais (anterior, médio e
posterior) foi avaliado em um pool de ninfas (n=3) alimentadas com Vancomicina (1 mg/ml)
+ Gentamicina (1 mg/ml) comparando com um pool de ninfas (n=3) controles, 10 dias ap6s o

repasto sanguineo (Figura 8).
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Figura 8: A associagdo de Vancomicina e Gentamicina promove disbiose qualitativa no bacterioma
intestinal de Triatoma infestans
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Legenda: Composicdo do bacterioma apds sequenciamento de porgdes intestinais (anterior, médio e
posterior) de ninfas de T. infestans (pool de 3), 10 dias apods alimentacdo artificial com sangue
(controle) ou sangue contendo Vancomicina a 1 mg/ml e Gentamicina a 1 mg/ml (2mg).

A identificacdo de OTU das trés diferentes porcdes intestinais de ninfas controle (n=3)
identificou uma composicdo bacteriana constituida por Arsenophonus spp., Enterococcus
spp., Rhodococcus spp. e Sthaphylococcus spp., com abunddncia relativa destas espécies
similar nas trés porcGes intestinais avaliadas (Figura 8, Controle). Por outro lado, embora a
alimentacdo com o coquetel de antibi6ticos tenha promovido uma diminuicdo significativa da
abundancia relativa de Enterococcus spp. e Rhodococcus spp. nas por¢des anterior e posterior
do intestino em comparacdo com as ninfas controle, o mesmo fenémeno nao foi observado na

porcdo média do intestino (Figura 8, 2 mg).
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5.4 COMPOSIGAO DO BACTERIOMA INTESTINAL DE Triatoma infestans APOS O
REPASTO SANGUINEO

A variacao da composicao do bacterioma intestinal de ninfas (n=162) de T. infestans foi
acompanhada durante o periodo de 30 dias p6s repasto sanguineo com sangue humano (n=81)
ou com sangue humano suplementado com Vancomicina (1 mg/ml) e Gentamicina (0,5
mg/ml) (n=81), coletadas em intervalos de 3 ou 5 dias para realizacdo de sequenciamento do
gene de rRNA 16S. Todos os resultados apresentados sdo referentes a triplicatas técnicas de
pool de trés ninfas em cada triplicata (n=9 ninfas por ponto experimental). A abundancia
relativa das triplicatas técnicas, em cada ponto experimental, estd representada na figura 9 e

cada uma das triplicatas biolégicas esta disponivel no anexo 1.

Durante o periodo de jejum (dia 0), o bacterioma intestinal de ninfas dos dois grupos
experimentais (controle e antibiotico) foi constituida basicamente pelos géneros
Arsenophonus, Rhodococcus e Providencia (Figura 9A, B e C). Apenas uma pequena

quantidade de Morganella spp. foi observada na porcao do intestino médio (Figura 9B).
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Figura 9: Vancomicina e Gentamicina aumenta Rhodococcus spp. no intestino de ninfas de
Triatoma infestans de colonia apds alimentagao
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Legenda: Acompanhamento da composicdo do bacterioma intestinal de ninfas de T. infestans pelo
sequenciamento de porcdes intestinais (anterior, médio e posterior) nos 30 dias seguintes a
alimentagdo artificial com sangue (controle) (n=81) ou sangue contendo Vancomicina (1 mg/ml) e
Gentamicina (0,5 mg/ml) (n=81). Abundancia relativa de OTU identificadas nas porcoes anterior (A),
médio (B) e posterior (C). Os dados representam a soma de trés triplicatas técnicas de triplicatas
biolégicas, n=9 ninfas por ponto experimental.
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54.1 Composicao do bacterioma intestinal de ninfas de Triatoma infestans de colonia

laboratorial apds o repasto sanguineo

A identificacdo de OTU presentes no bacterioma intestinal de ninfas controles
demonstrou uma composicdo predominante de Arsenophonus spp. e Rhodococcus spp. em
todas as diferentes porcdes intestinais e durante todo o periodo avaliado (Figura 9, controle).
Entretanto, os géneros Enterococcus, Pectobacterium, Providencia. e Morganella também
foram observados nas porcdes anterior e médio em alguns dos pontos avaliados. Apenas a
porcdo posterior apresentou uma abundéancia relativa mais diversa do que as demais porcoes a
partir do 20° dia ap6s o repasto sanguineo, com a presenca de OTU correspondentes aos

géneros Escherichia-Shigella, Rubrobacter e Streptococcus (Figura 9C, controle).

O bacterioma intestinal das ninfas controle apresentou uma composicdo diferente entre
a primeira e a segunda quinzena apds o repasto sanguineo, nas trés porcdes intestinais
avaliadas. Na porcao anterior, no inicio da digestdo, foi observada uma abundancia relativa de
Enterococcus spp. que diminuiu de acordo com a passagem dos dias (Figura 9A, controle), e
foi sucedida pelo aumento na abundéncia relativa de Rhodococcus spp. e pela presenca de
Providencia spp. e Morganella spp. (Figura 9A, controle). Em todas as por¢es intestinais
avaliada foi identificado o género Pectobacterium em apenas uma das triplicatas no terceiro

dia apos a alimentacdo (Anexo 1).

Na porcao medial do intestino de ninfas do grupo controle foi observada, em todos os
pontos experimentais, uma abundancia relativa de Rhodococcus spp. inferior a observada na
porcdo anterior (Figura 9B, controle). Ademais, semelhante a porcdo anterior, a abundancia
relativa de Enterococcus spp. manteve-se evidente apenas durante a primeira quinzena apos a
alimentacdo (Figura 9A e B, controle). Nos 15° e 20° dia apés a alimentacdo foi observada
uma abundancia relativa proporcional de Providencia spp. e Morganella spp.,

respectivamente (Figura 9B, controle).

No intestino posterior de ninfas controle a abundancia relativa de Rhodococcus spp. foi
menor que nas porcfes anterior e médio (Figura 9C, controle). A sucessdo dos géneros
Enterococcus e Providencia apresentaram comportamento similar aos apresentados nas
porcdes anterior e posterior. Entretanto, ap6s 20 dias foi observada uma composicdo

bacteriana diferente dos primeiros dias seguintes ao repasto sanguineo (Figura 9C, controle).
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5.4.2 Disbiose promovida por Vancomicina e Gentamicina no intestino de ninfas de T.

infestans de coldnia laboratorial

A alimentacdo das ninfas com Vancomicina e Gentamicina também apresentou
predominancia de Arsenophonus spp. e Rhodococcus spp em todas as diferentes porcoes
intestinais e durante todo o periodo avaliado (Figura 9, antibiotico). Entretanto, outros
géneros bacterianos, tais como Enterococcus, Providencia, Morganella, Escherichia-
Shigella, Rubrobacter, Streptococcus, e Vibrionimonas, estiveram presentes em alguns pontos

avaliados (Figura 9, antibiético).

Nas porcdes anterior Arsenophonus spp. e Rhodococcus spp. foram os géneros
predominantes em todos os pontos avaliados e, o aumento gradual da abundancia relativa de
Rhodococcus spp., com a passagem do tempo pés repasto sanguineo, foi bastante evidente

(Figura 9A, antibiotico).

A porcao medial do intestino de ninfas alimentadas com antibi6ticos apresentou a
presenca de Pectobacterium spp. e Morganella spp. nos primeiros 10 dias pos alimentacdo
(Figura 9B, antibiotico), entretanto, o aumento gradual da abundancia relativa de
Rhodococcus spp. com a passagem do tempo foi bastante evidente (Figura 9B, antibiotico).
Na porcdo posterior foi identificado um aumento da abundancia relativa de Rhodococcus spp.
na primeira semana apés a alimentacdo, com um aumento na diversidade da comunidade
bacteriana a partir do 15° dia apds a ingestdo do coquetel de antibidticos (Figura 9C,
antibiético). E importante ressaltar que a reducio no niimero de sequéncias observado pode
ser subestimada tendo em vista que a presenca do DNA de microrganismos presentes nado

necessariamente representa a presenca de bactérias vivas.
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6 DISCUSSAO

Virios paises da América-latina apresentam-se como regides de alta prevaléncia de
pessoas infectadas pelo T. cruzi, possivelmente devido as altas taxas de infestacdo por insetos
vetores (triatomineos) nestes locais. A Bolivia representa uma regiao com alta incidéncia de
infeccdo humana por via vetorial, especificamente a regido do Cochabamba apresenta altas
taxas de infestacdo doméstica por triatomineos e, portanto, esta regido constitui uma
importante fonte para a realizacdo de estudos biolégicos objetivando compreender a dindmica
e os fatores que contribuem para a infeccdo pelo T. cruzi, que por sua vez, podem favorecer a
identificacdo de estratégias que diminuam a incidéncia de reservatérios do parasito reduzindo
as taxas de infeccao vetorial ou mesmo auxiliar no desenvolvimento de ferramentas de

profilaxia eficazes.
6.1.1 Métodos de analises metagenomicas

Diversos métodos sao empregados para andlises de sequenciamento de fragmentos do
gene rRNA 168, obtidos de amostras coletadas em diferentes fontes (THOMAS; GILBERT;
MEYER, 2012). A maioria dos estudos publicados até o momento, tradicionalmente tem
utilizado em seus pipelines de analises, métodos baseados no agrupamento de sequéncias com
similaridade de 97% para identificacdio de OTUs. Entretanto, este tipo de abordagem pode
incorrer no descarte de sequéncias com menor abundancia nas amostras, e portanto,
comprometer os resultados obtidos e levar a inferéncias errdenas (NEARING et al., 2018).
Os métodos de andlise Denoising foram desenvolvidos como ferramentas para identificar e
remover “ruidos” antes da etapa de agrupamentos das sequéncias e, assim, minimizar as

possiveis perdas de sequéncias (CALLAHAN et al., 2016).

O sequenciamento do bacterioma intestinal de T. infestans selvagens foi submetido a
comparacdo utilizando dois métodos empregando a estratégia Denoising (Deblur e DADAZ2) e
o pipeline utilizando o programa VSEARCH, este sem a realizacao de Denoising, a fim de
determinar qual delas seria mais indicado para a realizacdo das andlises dos sequenciamentos

das amostras deste estudo.

A reducdo do nidmero de sequéncias obtidas pela analise empregando o método Deblur,
associado a identificacdo de poucos géneros de bactérias em amostras de T. infestans

selvagens (Figura 5A), foi decisivo para a exclusdo deste método para as andlises deste
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estudo. Portanto, devido o niimero de sequéncias semelhante entre os métodos DADAZ e
VSEARCH, e a identificacdo de géneros ter sido maior utilizando o método DADAZ2 que o
VSEARCH (Figura 5B, C e D), foi determinado o uso de DADA2 para a realizacdo das

analises metagen6micas destes estudo.

6.1.2 Composicao e diversidade do bacterioma instestinal de triatomineos selvagens e

de colonias laboratoriais

O ambiente intestinal de triatomineos constitui um ambiente de continua interacdo entre
microrganismos, no qual, bactérias e parasitos inter-relacionam-se compartilhando nutrientes
e sendo exposto a mecanismos de selecdo natural. Algumas evidéncias tém demonstrado que
o bacterioma intestinal é capaz de interferir com o estabelecimento da infeccdo de
triatomineos pelo T. cruzi e, a0 mesmo tempo, o parasito é capaz de modular esta comunidade
bacteriana e estabelecer a infeccdo (DfAZ et al., 2016; VIEIRA et al., 2014, 2015). Estudos
avaliando a dinamica da interacdo parasito-microbiota-vetor podem ser importantes para a
compreencdo dos mecanismos de transmissdo da DC aos hospedeiros mamiferos e fornecer
evidéncias para esclarecer porque em regides com infestacdo por insetos vetores exacerbada a
incidéncia de pessoas infectadas, ainda que elevada, ndo seja proporcional (MONTEON et al.,

2016).

Ao longo da histdria, diferentes tecnologias foram empregadas objetivando caracterizar
o bacterioma intestinal de triatomineos. Embora os métodos baseados em cultivo de bactérias
tenham sido importantes para fornecer as primeiras evidéncias da relacdo microbiota-vetor-
parasito (EICHLER; SCHAUB, 2002; SOARES et al., 2015), o advento dos métodos de
analise independentes de cultivo, como o sequenciamento por NGS de metagenomas, foram
decisivos para permitir a avaliacdo mais detalhada destas comunidades e fornecer evidéncias
mais robustas sobre sua composicdao e sua dindmica durante a infeccdo pelo T. cruzi (DA
MOTA et al., 2012; DIAZ et al., 2016; MONTOYA-PORRAS et al., 2018; VIEIRA et al.,
2015).

Conforme o esperado, o sequenciamento do gene rRNA 16S a partir de amostras do
intestino de triatomineos selvagens da regido de Cochabamba na Bolivia demonstrou um
bacterioma intestinal mais diverso que o de T. infestans mantidos em laboratorio (Figura 6).
Este fen6meno possui relacdo direta com as diferentes fontes de alimentacdo disponiveis para

os triatomineos no ambiente silvestre onde se alimentar do sangue de diferentes espécies de
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mamiferos domésticos e selvagens e realizar coprofagia ou canibalismo (JURBERG &
GALVAQ, 2006). Além disso, existem relatos demonstrando que a diversidade do bacterioma
intestinal de insetos em geral, é menor quando comparado a outros organismos (ENGEL;

MORAN, 2013).

Embora triatomineos de col6nias laboratoriais tenham sua diversidade bacteriana menor
que triatomineos selvagens e ndo seja possivel inferir a microbiota de T. infestans selvagens
através da amostragem de T. infestans mantidos em laboratério. Diversos estudos tém
demonstrado que a utilizacdo de vetores de col6nias sdo importantes devido ao fato de
permitirem a manipulacdo do bacterioma intestinal dos vetores e consequentemente
fornecerem evidéncias de possiveis fatores e mecanismos envolvidos na infeccdo de
mamiferos pelo T. cruzi (AZAMBUJA; GARCIA; RATCLIFFE, 2005; CASTRO et al.,
2012a; WEISS; AKSQY, 2011). O bacterioma intestinal de individuos originados na colénia
de T. infestans do Laboratério de Protozoologia da UFSC é constituido basicamente por
Arsenophonus spp., Rhodococcus spp., Pectobacteria spp., e Serratia spp., além de outros
géneros menos abundantes. Portanto, este bacterioma é semelhante ao de Panstrongylus
megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma juazeirensis, Triatoma sherlocki e R. prolixus de
diferentes coldnias laboratoriais relatados na literatura. Reforcando a hipétese existente de
que estes microrganismos constituem o cerne do rol de simbiontes intestinais cruciais ao

desenvolvimento destes triatomineos, sendo detectados em colénias mantidas em colonias.

Outra caracteristica demonstrada pelo presente estudo é que embora a predomindncia
dos géneros Arsenophonus spp. e Rhodococcus spp. aparentemente seja independente do
estdgio de vida de T infestans, as ninfas de 5° estigio apresentam um bacterioma menos
diverso que os insetos adultos (Figura 6 e 7). Ao passo que seja tentador apontar que o
isolamento e o confinamento destes triatomineos em condi¢Ges laboratoriais sejam efetores de
tal selecdo, acreditamos que estudos mais elaborados com o emprego de um maior nimero de
individuos sejam necessdrios a fim de confirmar estas evidéncias preliminares. Vale ressaltar
ainda, a existéncia de poucos relatos na literatura demonstrando a diferenca entre o
bacterioma de insetos adultos comparando os diferentes estigios de desenvolvimento
(RODRIGUEZ-RUANO et al., 2018). Portanto, esta caracteristica pode ser melhor explorada
em estudos futuros, tendo em vista a existéncia de relatos demonstrando este fenémeno em

outros organismos.
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E importante ressaltar ainda, a inexisténcia do género Nocardia observado no
bacterioma intestinal de T. infestans selvagens e de colonias laboratoriais deste estudo. Esta
evidéncia também foi observada por outros estudos utilizando sequenciamento de larga escala
(DA MOTA et al., 2012; DIAZ et al., 2016; VIEIRA et al., 2015). Estes resultados
contradizem os estudos realizados utilizando métodos dependentes de cultivo, os quais
demonstram a importdncia de bactérias deste género para o desenvolvimento de triatomineos
(Wigglesworth, 1936; Goodchild, 1955; Erikson, 1935). Entretanto, é dificil afirmar que
Nocardia spp. ndo constitui um componente do bacterioa intestinal de triatomineos tendo em
vista que alguns trabalhos utilizando seugenciamento identificaram a presenca deste género
bacteriano em insetos selvagens (MONTOYA-PORRAS et al.,, 2018; OLIVEIRA et al,,
2018).

6.1.3 Sucessdao ecoldégica no bacterioma intestinal de ninfas de T. infestans apods o

repasto sanguineo

O sequenciamento do gene rRNA 16S do bacterioma de diferentes porcées intestinais
de T. infestans de colénia ndo demonstrou diferenca relevantes entre as porcdes anterior e
média (Figuras 8 e 9), entretanto, a composicdo apresentada pelo bacterioma intestinal da
porcdo posterior, de ninfas de 5° estagio, aparentemente é maior na segunda quinzena apés a
alimentacdo (Figura 9). Diversas evidéncias relatadas podem explicar estes achados. Alguns
estudos tém demonstrado a ocorréncia de um aumento de bactérias na porcao anterior do trato
intestinal de triatomineos logo apos o repasto sanguineo (EICHLER; SCHAUB, 2002; HILL;
CAMPBELL; PETRIE, 1976; WIGGLESWORTH, 1931). Estas bactérias ingeridas no
momento da picada do vetor encontram ambientes favoraveis para seu crescimento, sendo
controladas pela explosdo de radicais livres, como produto da degradacdo de hemoglobina, e
outros componentes sanguineos (DAVIES, 1989; VAN DER ZEE; BARR; MASON, 1996).
Além disso fatores associados a imunidade dos triatomineos, como a producdo de peptideos
antimicrobianos, também contribuem para o controle desse crescimento bacteriano (DIAZ et

al., 2016).

Entretanto, existem poucos relatos na literatura avaliando diferentes porcdes intestinais
de triatomineos, e todos eles utilizaram formas epimastigotas para a realizacdo da infeccdo
dos triatomineos (EICHLER; SCHAUB, 2002; HILL; CAMPBELL; PETRIE, 1976) o que
dificulta a inferéncia concreta de mecanismos envolvidos no controle do bacterioma intestinal

na porcao medial destes insetos. Porém, os mesmos fatores envolvidos no controle bacteriano
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na porcdo anterior também estdo presentes no intestino médio, embora em menor intensidade
tendo em vista que o alimento chega a esta porcdo em processo de digestdo mais avancado
(DIAZ et al., 2016). Além disso, muitos dos componentes soliiveis produzidos na porcio
anterior sdo drenados pelos tibulos de Malpighi e acumulados na ampola retal onde serdo

eliminados junto as fezes durante o préximo repasto sanguineo (WIGGLESWORTH, 1931).

O bacterioma da ampola retal dos triatomineos sofre influéncia do acimulo do produto
da digestdo na porcao anterior, além dos fatores imunes dos insetos apresentados
anteriormente, o que muito pode ter associacdo com o aumento da diversidade das bactérias
intestinais observado na porcdo posterior das ninfas avaliadas na segunda quinzena ap6s o
repasto sanguineo. Entretanto, este fenomeno precisa ser melhor investigado, em outras

espécies de triatomineos de laboratérios em geral e principalmente de triatomineos selvagens.

Este conjunto de dados, possibilita hipotetizar que a variabilidade encontrada no
bacterioma de insetos selvagens pode ser em influenciada ndo apenas pela exposicdo a
diferentes bactérias oriundas da alimentacdo, mas também sofre influéncia do actimulo de
produtos da digestdo na ampola retal. Pois, devido a escassez de nutrientes dificultar o
crescimento bacteriano nestas regides, associado a formacdo de um ambiente mais hostil, com
presenca de radicais livres, acidificacdo do pH, e altas concentraces de sais, promova a
selecdo de bactérias capazes de resistir nestes ambientes. Por outro lado, insetos mantidos em
laboratério acabam por perder sua diversidade nestas regides devido a exposicdo a poucos

microrganismos diferentes presentes nos ambientes laboratoriais.

Possivelmente, esta hipotese poderia ser melhor esclarecida comparando o
sequenciamento de todo o DNA (shotgun) presente nas diferentes porcdes intestinais de

triatomineos selvagens e de col6nias de diferentes laboratérios.

6.1.4 Disbiose do bacterioma promovida por Vancomicina e Gentamicina no intestino

de ninfas de T. infestans de colonia laboratorial

A administracdo de coquetel de antibidticos foi a estratégia empregada para desenvolver
um modelo de desequilibrio no bacterioma intestinal dos triatomineos. Aparentemente, os
antibioticos ndo comprometeram a fisiologia dos triatomineos, pois, embora tenhamos
utilizados altas concentracdes de Vancomicina e Gentamicina durante os experimentos, foram
observadas taxas de ecdises de ninfas e oviposicdo de adultos semelhantes o grupo de ninfas

alimentadas com antibioticos e o grupo controle (dados ndo mostrados). Além disso, a morte
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de insetos no grupo de ninfas alimentadas com antibiéticos foi proporcional ao grupo
controle. O uso de antibiéticos em estudos avaliando o bacterioma intestinal de triatomineos e
outros insetos foi previamente relatado por Castro e colaboradores (2012a), entretanto
nenhuma observacdo de variacOes bioldgicas das ninfas foi mencionada (CASTRO et al.,

2012a)

A associacdo de Gentamicina a Vancomicina promoveu a disbiose qualititativa do
bacterioma intestinal de triatomineos (Figura 7 e 8), comprovando a potencializacdao do
espectro de acdo da Vancomicina quando associada a Gentamicina (COTTAGNOUD;
COTTAGNOUD; TAUBER, 2003; LOWY; CHANG; LASH, 1983;
WATANAKUNAKORN; BAKIE, 1973).

A associacdo de Vancomicina e Gentamicina promoveu uma selecdo de bactérias dos
géneros Arsenophonus e Rhodococcus, aparentemente favorecendo a identificacdo de maior
ntimero de reads de Rhodococcus spp. em relacdo a insetos controle (Figura 9). Sugerindo o
crescimento da populacdo de Rhodococcus spp no ambiente intestinal. Este fenémeno pode
ocorrer devido ao Rhodococcus spp. apresentar um unico envelope celular rico em
lipoarabdomanana (LAM) e completamente diferente de bactérias Gram positivas e negativas
(MEIJER; PRESCOTT, 2004). Portanto, por ndo sofrerem acdo do coquetel de antibioticos
utilizado, que possuem como mecanismo de acdo a interferéncia com a sintese da parede
celular e alteracdo da permeabilidade da membrana citoplasmética bacteriana, bem como
inibicdo da sintese protéica, e devido a pouca competicdao por nutrientes se construiu um

ambiente favoravel a seu crescimento.

Embora o crescimento de Rhodococcus spp. tenha ocorrido nas trés por¢des intestinais
avaliadas nas ninfas alimentadas com Vancomicina e Gentamicina, este fenémeno foi mais
evidente na porcdo anterior (Figura 9 e Anexo 1), que foi o primeiro ambiente a sofrer acao
dos antibidticos, reforcando a hipotese de que estas bactérias sdo mais resistentes ao coquetel

de antibiéticos empregados.
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7 CONCLUSOES

O bacterioma intestinal de T. infestans selvagens é mais diverso quando comparado a T.
infestans mantidos em condicdes laboratoriais. Ademais, T. infestans mantidos em laboratério

apresentam o predominio de Arsenophonus spp., Rhodococcus spp. e Enterococcus spp.

O desequilibrio promovido por Vancomicina e Gentamicina reduz a presenca de outras
espécies de microrganismos menos abundantes, favorecendo a identificacao de mais reads de

Rhodococcus spp. no intestino anterior e médio de T. infestans.
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CAPITULO Il
Estudo da interacao bacterioma-parasito-hospedeiros
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8 MATERIAIS E METODOS

8.1 ISOLAMENTO E MANUTENCAO DE CEPA Bol-5 e Bol-33 DE T. cruzi

Duas cepas de T. cruzi (Bol-5 e Bol-33) utilizadas neste estudo foram previamente
isoladas de T. infestans oriundos da regido de Cochabamba na Bolivia, em parceria com a Dr".
Nora Medrano-Mercado (UMSS). As formas epimastigotas, de ambas as cepas, foram
mantidas em nitrogénio liquido desde seu isolamento em meados de 1999 até o inicio deste
estudo. Ap6s o descongelamento, as formas epimastigotas foram mantidas a 27,5 °C, em meio
de cultura LIT (Liver-infusion tryptose) suplementado 10% de soro bovino fetal (SBF),
através de repiques semanais.

As formas tripomastigotas destas cepas foram obtidas a partir de cultura em meio LIT
mantidas sem repique por 15 dias. A diferenca dos parasitos foi verificada por contagem
diferencial em ldmina corada por Giemsa, sendo utilizadas as culturas que apresentaram
aproximadamente 15% de formas tripomastigotas. Em seguida, a cultura foi concentrada por
centrifugacdo a 2.000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente (TA). Apds o descarte
do sobrenadante, os parasitos foram suspendidos em PBS, pH 7,2, e entdo realizada infeccao
de dois camundongos BALB/c, um para cada cepa isolada. Apos a verificacdo de parasitemia
detectavel (1x10°), foi realizada uma segunda passagem da cepa Bol-5 para novos
camundongos BALB/c, a partir da transferéncia de sangue do camundongo previamente
infectado. Simultaneamente, o sangue do mesmo animal infectado foi usado para realizar a
infeccdo de cultura de fibroblastos murinos (1.929, ATCC CCL-1) que foram mantidos por
meio de repiques semanais utilizando meio de cultura “Roswell Park Memorial Institute”
(RPMI) suplementado com 10% de SBF a 37 °C e 5% de CO, para realizacdo dos

experimentos.

8.1.1 Caracterizacao genética das cepas Bol-5 e Bol-33 de T. cruzi

DNA gendmico de formas epimastigotas foi extraido através do método de fenol-
cloroférmio (SAMBROOK, J; FRITSCH, E.F.; AND MANIATIS, 2001). As amostras foram
submetidas a quantificacdo e determinacdo de pureza por espectrofotometria (BioPhotometer,
Eppendorf), sendo entdo armazenadaa a -20°C. A determinacdo da DTU a qual pertence as
cepas Bol-5 e Bol-33 foi confirmada por PCR do gene COII, seguida de RFLP usando a
enzima Alul. Posteriormente foi realizada amplificacdo do espacador ndo transcrito (NTS) do
gene mini-exon e amplificacdo de 24Sa rRNA por PCR de acordo com D’Avila e

colaboradores (2009).
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8.1.2 Experimentos de susceptibilidade da cepa Bol-5 de T. cruzi a coquetel de
antibioticos

8.1.2.1 Curva de crescimento da cepa Bol-5 de T. cruzi

As curvas de crescimento de formas epimastigotas foram avaliadas a partir de um
in6culo de 4x10° epimastigotas/ml, em volume final de 4 ml de meio LIT suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF), sem a presenca de antibidticos (controle), contendo
Vancomicina (1 mg/ml) ou Gentamicina (1 mg/ml) ou coquetel de Vancomicina (1 mg/ml) e
Gentamicina (0,5mg/ml). As culturas foram mantidas em incubadora a 27,5 °C e a contagem
de parasitos foi realizada em camara de Neubauer a cada 48 h pelo periodo de

aproximadamente duas semanas.
8.1.2.2 Teste de citotoxicidade em formas epimastigotas

As culturas de formas epimastigotas das cepas Bol-5 e Y de T. cruzi foram mantidas nas
mesmas condicdes descritas no item 8.1.2.1 utilizando Vancomicina (1 mg/ml) ou
Gentamicina (1 mg/ml) ou Vancomicina (1 mg/ml) e Gentamicina (0,5mg/ml), em triplicatas
técnicas. A viabilidade dos parasitos foi avaliada por microscopia éptica, para verificacao da
densidade e motilidade dos parasitos e em seguida foi realizado o experimento colorimétrico
de MTT ([3-(4,5-dimetil tiaxole-2-il)-2-5-difenil brometo de tetrazélio]), conforme descrito

por Loosdrecht e colaboradores (1991) e modificado por Sieuwerts e colaboradores (1995).

8.1.2.3 Teste de susceptibilidade de formas tripomastigotas sanguineas

O sangue periférico obtido de camundongo infectado com a cepa Bol-5 de T. cruzi, em
terceira passagem, foi dividido em dois tubos de polipropileno e teve determinada a
concentracdo de formas tripomastigotas sanguineas de cada um dos tubos por contagem em
cdmera de Neubauer. Adicionamos, em um dos tubos Vancomicina (1 mg/ml) e Gentamicina
(0,5 mg/ml) e no outro volume igual de PBS (controle). Ambos os tubos foram submetidos a
incubacdo a 37 °C por aproximadamente 48 horas. Procedemos com a determinacdo da

concentracdo de parasitos as 3 h e 24 h de incubacao.
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8.2 MANUTENCAO E ALIMENTACAO DE COLONIAS DE Triatoma infestans

8.2.1 Alimentacao experimental de T. infestans com formas tripomastigotas de T. cruzi

Ninfas de 4° e 5° estdgios permaneceram em jejum por aproximadamente 21 dias, foram
separadas em dois grupos experimentais (n= 81 ninfas/grupo), sendo alimentadas
artificialmente com sangue humano obtido por puncdo venosa com citrato 3,8%, inativado em
banho-maria a 56 °C por 30 minutos e acrescido de formas tripomastigotas sanguineas da
cepa Bol-5 de T. cruzi (2x10* parasitos/ml de sangue) oriundas de camundongos previamente

infectados.

O grupo controle foi alimentado apenas com sangue inativado contendo parasitos e o
grupo experimental recebeu sangue inativado contendo parasitos e acrescido de Vancomicina
(1 mg/ml) e Gentamicina (0,5 mg/ml). Estes repastos foram adicionados em alimentadores
artificiais e mantidos a 37 °C pela passagem de dgua aquecida O contelido dos alimentadores

foi homogeneizado a cada 15 minutos a fim de evitar sedimentacdo de células e ou parasitos.

Os insetos foram pesados antes e apos a alimentacdo para estimativa de volume de
sangue ingerido e apenas ninfas totalmente ingurgitadas foram mantidas em BOD com
temperatura e umidade controladas. Novas alimentacdes foram realizadas na 5% e 9° semana
ap6s a infeccdo com sangue humano obtido por puncdo venosa com citrato 3,8%, inativado

em banho-maria a 56 °C por 30 minutos em ambos 0s grupos.

8.2.2 Acompanhamento do desenvolvimento da cepa Bol-5 de T. cruzi em T. infestans

Fezes frescas de ninfas infectadas com formas tripomastigotas sanguineas da cepa Bol-5
de T. cruzi, alimentadas com e sem antibiéticos, foram semanalmente obtidas em tubos de
polipropileno de 0,6 ml contendo 10 pl de PBS e imediatamente observadas por microscopia
optica a fim de identificar a presenca de formas tripomastigotas metaciclicas. Em seguida
foram produzidos esfregacos permanentes que, apos coloracdo pelo método de Giemsa, foram
avaliados por microscopia 6ptica para realizacdo da contagem diferencial de formas

epimastigotas e tripomastigotas.
8.3 ASPECTOS ETICOS NO USO DE ANIMAIS

O presente estudo foi desenvolvido de acordo com as orientacdes da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério —- SBCAL/COBEA (Sociedade Brasileira de

Ciéncia em Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e do
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National Institutes of Health Guide para o Cuidado e Utilizacdo de Animais de Laboratério. O
estudo possui aprovacdo CEUA da Universidade Federal de Santa Catarina sob niimero de
registro 9923170516. Todos os critérios para a criacdo, manejo e manutencdo dos
camundongos e ratos foram rigorosamente seguidos a fim de garantir um tratamento

cuidadoso e ético com 0s animais.

8.3.1 Manutencao de colonias de camundongos

Os camundongos isogénicos da linhagem BALB/c foram oriundos do Biotério Setorial
do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do CCB/UFSC onde
permaneceram durante todo o periodo de experimentacdao. Os camundongos foram mantidos
em microisoladores acoplados a estante ventilada contendo filtros HEPA para controle de
entrada e saida de ar (Alesco), com oferta de dgua e dieta com racdo irradiada ad libitum. A
temperatura ambiente foi mantida entre 20-22°C, com umidade relativa entre 40-70% com

ciclos de claro/escuro de 12 h.

8.4 AVALIACAO DA INFECTIVIDADE DA CEPA Bol-5 de T. cruzi EM MODELO
MURINO

8.4.1 Infeccao de camundongos BALB/c

Fezes de T. infestans alimentados com Vancomicina (1 mg/ml) e Gentamicina (0.5 mg/
ml) e com sangue sem antibiéticos (controle), ambos infectados com a cepa Bol-5 de T. cruzi
foram coletadas em PBS pH 7,2 suplementado com 10% de glicose. Apés a determinacdo da
concentracdo de formas tripomastigotas a partir de contagem em camera de Neubauer, ambas
as amostras foram diluidas em PBS suplementado com 10% de glicose e ajustadas para a
concentracdo de 10* tripomastigotas por ml. Aliquotas foram separadas para realizacdo de
extracdo de DNA gendémico e posterior quantificacdo do bacterioma por PCR quantitativa em

tempo real (qQPCR).

Camundongos BALB/c machos e fémeas de 6-8 semanas foram separados em cinco
grupos experimentias (n=8/grupo) sendo infectados com 50 pl de fezes preparadas conforme
descrito previamente; Grupo 1. inoculacdo via intraperitoneal de fezes de T. infestans
infectados e alimentados com sangue; Grupo 2. inoculagdo via intraperitoneal de fezes de T.
infestans infectados e alimentados com sangue contendo antibiéticos; Grupo 3. inocula¢do via

intradérmica de fezes de T. infestans infectados e alimentados com sangue; Grupo 4.
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inoculacdo via intradérmica de fezes de T. infestans infectados e alimentados com sangue
contendo antibiéticos; Grupo 5. inoculacdo via intradérmica de PBS suplementado com 10%
de glicose (controle sem infeccdo). Para a inoculagdo intradérmica, os camundongos foram

previamente tricotomizados para maior precisdo na inoculacdo.

A parasitemia sanguinea foi avaliada por aproximadamente 30 dias ap6s a inoculacao,
em intervalos de dois ou trés dias, por meio da técnica de Brener (1962). Os dados médios
associados ao desvio padrdo da média de cada dia contado foi utilizado para determinacdo da
curva de parasitemia. Sangue periférico foi coletado 15, 25 e 45 dias ap6s infeccdo, por
puncdo cardiaca de camundongos sedados com Cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg),
para obtencdo de soro para avaliacdo de anticorpos séricos especificos para a cepa Bol-5 de T.

Cruzi.

8.4.2 Quantificacao de microbiota nas fezes utilizadas na infeccao de camundongos

A quantificacdo do bacterioma intestinal presente nas amostras de fezes inoculadas nos
camundongos foi realizada por PCR quantitativa em tempo real (QPCR), em placa de 96
pocos em volume final de 10 pl contendo: devido a grande diferenca na quantidade de DNA
obtido nas duas amostras, 2 pl do DNA gen6mico de ambas as amostras (fezes de
triatomineos infectados com sangue contendo ou nao antibiéticos), 10 pmol/pl dos iniciadores
341F (5’-CCT ACG GGR SFC AGC AG-3’) e 806R (5’-GGA CTA CHV GGG TWT CTA
AT-3’) (WANG E QIAN, 2009) e o reagente GoTaqg gPCR Master Mix (Promega), de acordo
com as especificacbes do fabricante. As placas foram seladas com MicroAmp Optical
Adhesive Film (Applied Biosystems) e analisadas em equipamento ABI Prism 7900HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems). A amplificacdo foi realizada com etapa
inicial de desnaturacdo do DNA a 95 °C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos com
desnaturacdo a 95 °C por 45 segundos, ligacdo de iniciadores a 55 °C por 30 segundos e
elongamento a 72 °C por 45 segundos. Apés os ciclos de amplificacdo, a curva de dissociacao
foi obtida com ciclo tinico de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 15 segundos e, novamente 95

°C por 15 segundos. As reacdes foram feitas em triplicata técnica.

8.4.3 Contagem diferencial de leucécitos em sangue periférico

A contagem diferencial de leucécitos foi realizada 30 dias apds a infeccdo dos
camundongos inoculados conforme descrito no item 8.4.1, em esfregacos de sangue

preparados imediatamente apds a coleta das amostras e corados pelo método de May-
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Grunwald-Giemsa, modificado (ROSENFELD, 1947). As laminas foram analisadas por

microscopia de luz e realizada a contagem cega de no minimo 100 leucécitos.

8.4.4 Avaliacao histopatolégica de camundongos infectados com fezes de T. infestans

infectados com a cepa Bol-5 de T. cruzi

Aos 60 dias de infeccdo, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento
cervical e em seguida foram coletados fragmentos de esb6fago, estdbmago, reto, figado,
coracdo, musculo esquelético, baco, linfonodos inguinais e peritoneo dos animais infectados
via intraperitoneal ou pele dos camundongos infectados via intradérmica. Os fragmentos
foram fixados em formalina tamponada (10%) e processados através da técnica de histologia
convencional. Para tanto, cortes seriados de 5pm de espessura foram corados com
hematoxilina-eosina e examinados em microscopio éptico em toda sua extensdo. A andlise
das laminas foi realizada por método adaptado de Talvani e colaboradores (2000).
Brevemente, a intensidade de inflamacdo foi determinada pela identificacdo de focos de
infiltrado inflamatério com niimero maior ou igual a 15 leucécitos avaliados em 50 campos
(100x) e classificado como: ausentes (escore=1), leve/discreto (>25 focos, escore 2),
moderado (26-50 focos, escore 3) e intenso (>50 focos, escore 4). As caracteristicas do
infiltrado inflamatério foram classificados como: ausente (escore 0), local (escore 1), difuso
(escore 2) ou multifocal (escore 3). A presenca de parasitos foi avaliada pela contagem de
ninhos de parasitos, classificados como: ausentes (escore 0), leve (5 ninhos, escore 1),
moderada (>5-15 ninhos, escore 2) e intenso (>16 ninhos, escore 3), seguida da contagem de
amastigotas em cada ninho. O escore final foi obtido pela soma dos escores nas caracteristicas

previamente descritas. (TALVANI et al., 2000).

8.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram tabulados usando o Microsoft Office Excel 2018 e
analisados em Software Prism (versdo 6.0, GraphPad), expressos como média e o desvio
padrdo da média. A comparacdo entre os grupos foi dada pela andlise de teste t student e/ou
variancia (ANOVA) utilizada para avaliar as possiveis diferencas entre os grupos. Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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9 RESULTADOS

9.1 Caracterizacado genética e bioldgica da Cepa Bol-5 de T. cruzi

A genotipagem foi realizada empregando a abordagem de D'Avila e colaboradores
(2009) para determinar a DTU a qual pertencem as cepas Bol-5 e Bol-33 de T. cruzi. A PCR-
RFLP do gene COII apresentou padrdo de bandas que excluiu a possibilidade de ambas as
cepas pertencerem a DTU Tcll (Figura 10A). Porém, na amplificacdo do espacador nao
transcrito (NTS) dos genes SL, ambas as cepas apresentaram padrdo de bandas excluindo a
possibilidade de pertencerem as DTU TcllIl e TcIV (Figura 10B). Por fim, a amplificacdo do
gene 24Sa rRNA confirmou que as cepas Bol-5 e Bol-33 pertencem as DTU Tcl e TcV,

respectivamente (Figura 10C).

Figura 10: A cepa Bol-5 de Trypanosoma cruzi pertence a DTU Tcl e apresenta parasitemia patente
em camundongos BALB/c.
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Legenda: Determinacao da DTU das cepas Bol-5 e Bol-33 de T. cruzi: (A) eletroforese de produto de
PCR-RFLP do gene COII (entre 30pb e 294pb); (B) eletroforese de produto de amplificacdo do gene
NTS-SL (entre 15pb e 200pb); (C) eletroforese de produto de amplificacao do gene 24Sa rRNA (entre
110pb e 125pb). A primeira coluna de cada gel apresenta o padrao de massa molecular — pUC18
digerido com HaellI (11 pb — 587 pb). As colunas identificadas por Tc representam cepas controles de
cada DTU. (D) Cinética de parasitemia de duas passagens sucessivas da cepa Bol-5 em camundongos
BALB/c.
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A infeccdo intraperitoneal de camundongos BALB/c (n=2) com formas tripomastigotas
obtidas de culturas de epimastigotas envelhecidas de ambas as cepas Bol-5 e Bol33, foram
acompanhadas até o 19° dia de infeccdo. A cepa Bol-5 promoveu nesta 1* passagem uma
infeccdo detectavel (patente), com aproximadamente 7x10° tripomastigotas/ml de sangue
(dados ndo mostrados). A cepa Bol-33 apresentou parasitemia indetectdvel (subpatente)

(dados ndo mostrados).

Sucessivas passagens da cepa Bol-5 foram realizadas em camundongos para
manutencdo de caracteristicas biolégicas da cepa, tais como infectividade e replicacdo em
hospedeiros mamiferos. Na segunda passagem em camundongos (n=3), a parasitemia foi
acompanhada até o 19° dia de infeccdo e apresentou média de 8,1x10° parasitos por ml de
sangue (815.000,0 + 388.973,0) (Figura 10D). Parasitemia semelhante foi observada na 3?
passagem com pico de parasitos apresentando média de 1,1x10° parasitos por ml de sangue
(1.166.667,0 + 163.299,3) no 25° de infeccdo e sucedido pela queda da parasitemia (Figura
10D).

9.2 Comportamento in vitro de formas epimastigotas e tripomastigotas da Cepa Bol-5 de

T. cruzi na presenca de Vancomicina e Gentamicina

O comportamento da cepa Bol-5 de T. cruzi na presenca de Vancomicina e Gentamicina
foi primeiramente avaliado pela curva de crescimento in vitro de formas epimastigotas. O
pico de crescimento de culturas de formas epimastigotas sem a presenca de antibiéticos foi
atingido no 7° dia de cultivo (47.500.000,0 + 6.905.614,0). Entretanto, culturas de
epimastigotas contendo Vancomicina (1 mg/ml) e Gentamicina (1 mg/ml) apresentaram
crescimento comprometido (23.750.000,0 + 4.879.805,0) quando comparado as culturas
controle (p=0.0083). Esse efeito foi ainda mais evidente na concentracdo de Vancomicina (2
mg/ml) e Gentamicina (2 mg/ml) (10.750.000,0+4.160.829,0) quando comparado ao controle
(p=0.0014) e a cultura com antibiéticos a 1 mg/ml (p=0.0246) no sétimo dia de crescimento
(Figura 11A).
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Figura 11: A associagao de Vancomicina com Gentamicina retarda o crescimento in vitro de formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi, porém nao possui acao em formas tripomastigotas presentes no
sangue de camundongos infectados.
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Legenda: Avaliacdo do comportamento in vitro da cepa Bol-5 de T. cruzi na presenca de
Vancomicina e Gentamicina: Curva de crescimento de epimastigotas sem a presenca de antibidticos
(controle), e com antibidticos associados (A), cada um a 1 mg/ml ou 2 mg/ml; (B) com antibiéticos
separados, cada um a 1 mg/ml ou associados (V=1 mg/ml e G= 0,5 mg/ml); (C) Teste de viabilidade
celular de epimastigotas das cepas Y e Bol-5, cultivados sem antibiéticos (controle), com antibiéticos
separados (cada uma a 1 mg/ml) ou associados (V= 1 mg/ml e G= 0,5 mg/ml); (D) Contagem de
formas tripomastigotas sanguineas vivas em sangue (controle) e sangue acrescido de V=1 mg/ml e
G=0,5mg/ml) com 0, 3,5 e 24 horas de incubagao a 37 °C. Os resultados foram comparados utilizando
teste ¢ student considerando o nivel de significante p<0,05.

O crescimento de epimastigotas da cepa Bol-5 com Vancomicina (1 mg/ml) ndo diferiu
do crescimento dos parasitos em cultura sem a presenca de antibidticos (p= 0,1984) (Figura
11B). Por outro lado, o crescimento in vitro de epimastigotas contendo Gentamicina (1
mg/ml) foi significativamente menor do que o observado para a cultura controle em todos os
pontos avaliados (p<0,022) (Figura 11B). Entretanto, culturas crescidas com a associacdo de
Vancomicina (1 mg/ml) e Gentamicina (0,5 mg/ml) ndo diferiram das culturas controle
(p=0.4969) ap6s nove dias de crescimento, embora tenham apresentado inicio de crescimento

significativamente inferior (p=0.0189) (Figura 11B).

A viabilidade celular de formas epimastigotas da cepa Bol-5 na presenca de

Gentamicina (1 mg/ml) foi significativamente menor do que o controle sem antibioticos
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(p=0,0011) (Figura 11C). Esta menor viabilidade também foi observada nos parasitos
mantidos com concentracdo reduzida de Gentamicina (0,5 mg/ml) associada a Vancomicina
(1 mg/ml), ndo diferindo a porcentagem de parasitos cultivados com Vancomicina (1 mg/ml)
(p=0,9617). Nenhuma alteracdo de viabilidade celular de epimastigotas da cepa Y de T. cruzi

foi verificada utilizando os mesmos tratamentos (Figura 11C).

Os efeitos dos antibioticos sobre as formas tripomastigotas sanguineas foram avaliados
em trés momentos apos a adicdo da combinacdo de Vancomicina (1 mg/ml) e Gentamicina
(0,5 mg/ml). Ndo foram observadas diferencas entre o controle e as culturas de parasitos
adicionadas de antibioticos, apenas uma reducao no nimero de parasitos nos dois grupos com

o passar do tempo (Figura 11D).

9.3 Desenvolvimento da infeccao da cepa Bol-5 de T. cruzi em T. infestans

A infeccdo da cepa Bol-5 de T. cruzi foi avaliada em ninfas de 5° estagio larval de T.
infestans. Em um primeiro experimento, as ninfas foram divididas em dois grupos (Controle
— sem antibidticos e Antibidéticos — Vancomicina 1 mg/ml e Gentamicina 0,5 mg/ml) e
alimentadas com sangue contendo 1x10° parasitos/ml adicionado ou ndo dos antibiéticos.
Neste experimento, o grupo Antibioticos apresentou mortalidade maior que 80% (n= 64 de 80

ninfas) entre o 12° e 0 15° dia apés a alimentacdo (dados ndo mostrados).

A partir deste resultado, o desenvolvimento da infeccdo da Bol-5 de T. cruzi foi
acompanhado apés alimentacdo dos dois grupos de ninfas de T. infestans (Controle e
Antibiéticos) com sangue contendo 1x10* parasitos/ml, sendo o grupo Antibiéticos adicionado
de Vancomicina 0,5 mg/ml e Gentamicina a 0,25 mg/ml (Figura 12). A ingestdo de sangue
pelas ninfas dos dois grupos foi semelhante (p= 0,8748), ou seja, cada inseto de ambos os

grupos se alimentaram em média com 400 mg de sangue (Figura 12A).
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Figura 12: O desenvolvimento da infeccao da Bol-5 de Trypanossoma cruzi é mais rapida em
Triatoma infestans alimentado com Vancomicina e Gentamicina
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Legenda: Avaliacdo do desenvolvimento da infecgdo da cepa Bol-5 de T. cruzi em Triatoma infestans
alimentados com apenas sangue (Controle) (n=40) ou sangue contendo Vancomicina a 0.5mg/ml e
Gentamicina a 0.25mg/ml (Antibidticos) (n=40). (A) Peso das ninfas antes e apds a infeccao; (B)
Percentual de ninfas contendo parasitos em fezes frescas (10 ninfas avaliadas); (C) Contagem relativa
diferencial entre formas epimastigotas e tripomastigotas, em ambos os grupos experimentais, durante
as 12 semanas seguintes a infeccao. (D) Microscopia dptica representativa de fezes coletadas 4
semanas apos a infeccao. Epimastigotas (setas verdes) e tripomastigotas (setas azuis).
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Parasitos sé foram identificados nas fezes de ninfas do grupo Controle apds a terceira
semana de infeccdo, enquanto que no grupo Antibidticos as primeiras ninfas com fezes
positivas foram identificadas na segunda semana pos infeccdo (Figura 12B). Além disso,
todas as ninfas do grupo Antibiético apresentaram parasitos nas fezes na sétima semana poés
infeccdo, diferente do grupo Controle que teve todas as ninfas com fezes positivas apenas na

décima primeira semana pos infeccao (Figura 12B).

A contagem diferencial de formas epimastigotas e tripomastigotas presentes nas fezes
s foi possivel apés a quarta semana pés infeccdo, sendo que uma ninfa do grupo Antibioticos
possuia um grande nimero de parasitos, dos quais 90% foram epimastigotas e 10%
tripomastigotas (Figuras 12B e 12C). Neste ponto experimental, no grupo Controle ndo foi

possivel realizar a quantificacdo dos parasitos (Figura 12D).

Na sétima semana pos infeccdo, ap6s todas as ninfas serem novamente alimentadas
apenas com sangue, o grupo Antibidticos apresentou proporcdes de epimastigotas e
tripomastigotas semelhantes ao grupo controle (p>0,42) (Figuras 12C, 13 A e 13B). A
contagem diferencial do grupo controle foi comprometida na oitava semana apés a infeccdo
devido terem sido identificados parasitos apenas nas laminas do grupo Antibioticos (Figura

12C, 13C e 13D).

Na nona semana p6és infeccdo uma terceira alimentacdo das ninfas, de ambos os grupos
com sangue sem adicao de antibiéticos foi realizada. Na décima primeira e décima segunda
semana apos infeccdo, as fezes de ninfas do grupo Antibiéticos apresentaram maior contagem
relativa de tripomastigotas do que ninfas do grupo Controle (p= 0,0051 e p=0,0422) (Figura
12C). Além disso, na décima segunda semana pés infeccdo no grupo Antibiéticos houve uma
inversdo na proporcdo de epimastigotas e tripomastigotas, havendo maior proporcao das

formas infectantes (45.018+18.821 e 54.982+18.821, respectivamente) (Figura 12C e 13).
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Figura 13: Ninfas de Triatoma infestans alimentadas com antibidticos apresentam formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi em tempo mais reduzido do que ninfas do grupo controle
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Legenda: Fotos de microscopia optica representativas de esfregacos de fezes de ninfas infectadas com
tripomastigotas sanguineos via alimentacdo contendo apenas sangue (Controle) (n=40) ou sangue
contendo Vancomicina 0.5 mg/ml e Gentamicina 0,25 mg/ml (Antibidticos) (n=40). Imagens
representativas de ambos os grupos em 7 semanas (A e B), 8 semanas (C e D), 11 semanas (E e F) e
12 semanas (G e H) p6s infecgdo. Epimastigotas (setas verdes) e tripomastigotas (setas azuis).
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9.4 Infectividade, em modelo murinho, de tripomastigotas metaciclicos da cepa Bol-5 de

T. cruzi desenvolvidoes em T. infestans com e sem disbiose intestinal

A infectividade da cepa Bol-5 de T. cruzi para camundongos BALB/c foi avaliada a
partir da inoculacdo intradérmica ou intraperitoneal de fezes dos grupos de T. infestans
Controle e Antibidticos, contendo 1x10* parasitos por camundongo. A quantificacio de
bactérias totais por PCR quantitativa em tempo real (qPCR) realizada em fracdo de fezes
removida antes da inoculacdo nos camundongos demonstrou que o inéculo referente ao grupo

Antibidticos possuia aproximadamente quatro vezes menos bactérias que o grupo Controle

(Figura 14A).

Figura 14: A inoculagdo intradérmica de fezes de Triatoma infestans com menor quantidade de
bactérias intestinais promove diminui a infeccao promovida por tripomastigotas metaciclicos da cepa
Bol-5 de Trypanosoma cruzi
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Legenda: Avaliacdo da infecgdo de camundongos (n= 40) a partir da inoculacdo de fezes contendo
tripomastigotas metaciclicos desenvolvidos em T. infestans artificialmente alimentados com sangue
(Controle) ou com Vancomicina 0,5 mg/ml e Gentamicina 0,25 mg/ml (Antibidticos). (A)
Quantificacdo relativa do gene rRNA 16S por qPCR de aliquota de pool de fezes utilizados nas
inoculagées. (B) Parasitemia promovida pela inoculacao por vias intradérmica e intraperitoneal de
pool de fezes de ambos os grupos de T. infestans. (C) Curva de sobrevivéncia dos camundongos
infectados com as fezes de T. infestans dos dois grupos e pelas duas formas. Os resultados foram
comparados utilizando teste t student considerando significante p<0,05.
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Os camundongos infectados por via intradérmica com fezes de T. infestans do grupo
Antibidticos apresentaram pico de parasitemia no 28° dia de infeccdo, sendo estatisticamente
inferior ao grupo Controle (p= 0,0002) (Figura 14B). O pico de parasitemia promovido pela
inoculacdo, via intraperitoneal ocorreu no 26° dia de infeccdo e ndo foi estatisticamente
diferente entre os dois grupos (p= 0.6788). Além do mais, a parasitemia apresentada pelo
grupo controle por via intradérmica foi estatisticamente semelhante aos grupos que receberam

fezes por via intraperitoneal de ambos os grupos de T. infestans (p= 0,0982) (Figura 14B).

Os camundongos infectados de todos os grupos experimentais exceto os infectados via
intradérmica com fezes de insetos do grupo Antibiético, comecaram a morrer no 30° dia pés
infeccdo (Figura 14C). Na inoculagdo intradérmica, o grupo de camundongos infectados com
fezes de T. infestans do grupo Antbiéticos apresentou taxa de sobrevivéncia de 90%,
enquanto que o grupo infectado com fezes Controle apresentou taxa de sobrevivéncia de 40%
(Figura 14C). Na inoculacdo intraperitoneal, a taxa de sobrevivéncia dos camundongos
infectados com fezes de T. infestans do grupo Controle foi de 60%, enquanto o grupo
infectado com fezes de T. infestans do grupo Antibioticos apresentou 10% de sobrevivéncia

(Figura 14C).

A avaliacdo diferencial de leucécitos no sangue periférico de camundongos inoculados
com fezes de T. infestans alimentados ou ndo com antibi6ticos demonstrou um valor relativo
de neutréfilos em camundongos inoculados via intraperitoneal foi maior que o de
camundongos inoculados por via intradérmica (p=0,0135) e camundongos ndo infectados
(p<0,0001). Em contrapartida, a inoculacdo das fezes por via intradérmica apresentou valor
relativo de monécitos maior (p= 0,0085) que a inoculacdo via intraperitoneal e que
camundongos ndo infectados (p=0,0036). Além disso, todos os camundongos que receberam
fezes contendo parasitos, independente da via de inoculacdo, apresentaram menor nimero

relativo de linfécitos do que camundongos controles (p<0,0001) (Figura 15A).
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Figura 15: A infeccdo com tripomastigotas metaciclicos da cepa Bol-5 de Trypanosoma cruzi
promove uma leucocitose em camundongos, com evidente neutrofilia pela inoculacao via

intraperitoneal e monocitose pela via intradérmica.
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Legenda: Avaliacdo da leucocitose no 30° dia apds a inoculagdo de tripomastigotas metaciclicos
desenvolvidos em T. infestans artificialmente alimentados, no momento da infeccdo, com sangue
(Controle) ou com Vancomicina a 0,5 mg/ml e Gentamicina a 0,25 mg/ml (Antibiéticos). (A)
Contagem diferencial de leucocitos sanguineos. (B) Microscopia representativa de esfregaco
sanguineo de camundongos inoculados com PBS via intradérmica; inoculados com fezes de T.
infestans “Controle” (C) ou “Antibidticos” (D) por via intradérmica; e via intraperitoneal (E e F)
respectivamente. (L. = linfécito, M = monécito, N = neutréfilo).
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A andlise histopatologica de fragmentos de tecidos hepético, retal, muscular esquelético
e cardiaco ndo apresentaram diferenca no escore empregado para avaliacdo da intensidade da
inflamacdo (Figura 16A). Entretanto, na avaliacdo do tecido muscular estriado cardiaco de
camundongos infectados via intradérmica, identificou-se focos inflamatérios mononucleares
multifocal leve, predominantemente perivascular e focos inflamatérios
linfohistioplasmocitario multifocal leve no pericardio de camundongos do grupo Antibiéticos
(Figuras 16C e E) e do grupo Controle foram identificados infiltrado inflamatério
mononuclear, moderado, focalmente extenso com dois ninhos apresentando mais de 20
parasitos em apenas um dos camundongos (figura 16B, D e F). Além disso, a inflamacdo
observada no tecido cardiaco de camundongos infectados via intraperitoneal apresentou
apenas focos inflamatérios mononucleares intensos e difusos com areas de necrose associada

ao pericardio (Dados ndo mostrados).

Os fragmentos de tecidos de 6rgdos linféides secundarios (baco e linfonodos inguinais)
avaliados apresentam apenas hiperplasia da polpa branca e congestdao moderada nos tecidos
do baco. Os linfonodos inguinais ndo apresentaram achados histomorfolégicos atipicos (dados

ndo mostrados).
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Figura 16: A reducdo do nimero de bactérias intestinais nas fezes de T. infestans nao interfere com a
patogenia da cepa Bol-5 de Trypanosoma em infecgdo por via intradérmica
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Legenda: Avaliagdo histolégica de fragmentos teciduais de figado, intestino, muisculos esquelético e
cardiaco de camundongos 60 dias pés infecgdo, via intradérmica, com tripomastigotas metaciclicos
desenvolvidos em T. infestans artificialmente alimentados, no momento da infeccdo, com sangue
(Controle) ou com Vancomicina a 0,5 mg/ml e Gentamicina a 0,25 mg/ml (Antibiéticos). (A) Escore
de avaliagdo da inflamag&o nos tecidos. Microscopia representativa de inflamagao do tecido cardiaco
de camundongos infectados com fezes Controle (B e D), Antibéticos (C e E) e nao infectados (G).
Microscopia representativa de ninho de amastigota encontrado em apenas um dos camundongos
infectados com fezes Controle (F).

61



10 DISCUSSAO

Diferentes combinagbes experimentais de espécies de triatomineos e/ou cepas de
parasito demonstram uma tendéncia de vetores locais serem mais suscetiveis a cepas de T.
cruzi das mesmas dreas geograficas (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ et al., 1994). Em
nosso cendrio de infeccdo experimental, utilizamos inicialmente duas cepas (Bol-5 e Bol-33)
isoladas de T. infestans coletado na regidao de Cochabamba na Bolivia, mesma regido de
origem da nossa colonia de T. infestans. Além disso, todos os experimentos foram realizados
buscando reduzir artificialidades experimentais e desta forma, mimetizar o ciclo biolégico do

prasito.

A avaliacao da infeccdo promovida pelas cepas Bol-5 e Bol-33 foi realizada e apenas a
cepa Bol-5 apresentou parasitemia patente em camundongos BALB/c, com pico no 25° dia de
infeccdo e comportamento semelhante a cepas previamente isoladas caracterizadas como
apresentando viruléncia moderada (STEINDEL, 1993). A cepa Bol-33 (Tc V) apresentou uma
parasitema subpatente (dados ndo mostrados) e por este motivo apenas a cepa Bol-5 foi
utilizada em todos os experimentos deste capitulo, devido a necessidade de mensurar a

parasitemia promovida nos dois grupos de T. infestans alimentados com e sem antibioticos.

10.1 Susceptibilidade da cepa Bol-5 de T. cruzi a Vancomicina e Gentamicina

O uso de antibidticos para manipulacdo de microbiota intestinal tem sido empregado em
diversos experimentos utilizando camundongos (KENNEDY; KING; BALDRIDGE, 2018) e
insetos, incluindo triatomineos (VIEIRA et al.,, 2016). Nossos primeiros resultados
demonstraram que a Vancomicina e Gentamicina possuem forte acao sobre epimastigotas em
cultura (Figurall A, B e C) e que aparentemente a Gentamicina contribui significativamente
para este fenémeno, pois a reducao de sua concentracdo diminui o impacto destes antibidticos
em epimastigotas. Porém, a susceptibilidade in vitro de formas epimastigotas de T. cruzi a

antibioticos ainda ndo foi demonstrada em outros trabalhos até o momento.

Conhecidamente, em bactérias, a Gentamicina se liga a subunidades ribossomais da
célula bacteriana, induzindo a producdo de proteinas anormais e possui espectro de acdo
amplo sobre bactérias gram-negativas. Ao contrdrio da Vancomicina que possui espectro de

acdo a bactérias gram-positivas e interfere com a sintese de parede bloqueando a incorporacao
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no peptidoglicano das subunidades dcido N-acetilmuramico e N-acetilglucosamina, ao se ligar

a estas moléculas (WATANAKUNAKORN; BAKIE, 1973).

Muito embora a curva de crescimento ndo tenha demonstrado uma acdo da
Vancomicina sobre epimastigotas, o experimento de viabilidade celular confirmou a morte de
aproximadamente 50% dos parasitos de culturas com este antibiotico. Esta divergéncia de
resultados pode ser explicada por questdes metodoldgicas, devido a contagem de parasitos na
curva de crescimento ser realizada em microscopia utilizando critérios morfolégicos e,
portanto, dificultar a identificacdo de parasitos mortos. A viabilidade celular dos parasitos de
cultura foi obtida empregando ensaio bioquimico, o qual depende da permeabilidade da
membrana celular dos parasitos e, portanto, constitui um método mais preciso de avaliar a

morte dos parasitos.

O experimento de viabilidade também utilizou a cepa Y de T. cruzi, e ndo foi observada
toxicidade, o que sugere que a susceptibilidade a Vancomicina e Gentamicina pode ser cepa
dependente. Antibioticos (Penicilina e Ampicilina) foram utilizados para avaliar a resposta
imune de triatomineos e a interacdo do T. cruzi com o bacterioma intestinal destes insetos
(CASTRO et al., 2012a), no entanto nenhum efeito negativo dos antibiéticos foi avaliado
sobre as cepas utilizadas. Ademais, experimento realizado com a cepa Y de T. cruzi, utilizada
em diversos estudos da literatura (AMATO NETO, 2010), ndo demostrou o mesmo fenémeno
que foi observado pela cepa Bol-5, o que nos permiti inferir que esta susceptibilidade a
Vancomicina e Gentamicina pode ser cepa dependente. Estas evidéncias de susceptibilidade
da cepa Bol-5 de T. cruzi precisam ser melhor investigadas em estudos empregando diversas

cepas diferentes e realizando cinética de concentracées destes e de outros antibiéticos.

Apesar de epimastigotas serem aparentemente susceptiveis a Vancomicina e
Gentamicina, os tripomastigotas sanguineos ndo foram susceptiveis aos antibioticos em
analise ex vivo (Figura 11D). Isso se deve, possivelmente devido a existéncia de outros
componentes celulares e moleculares presentes no sangue dos camundongos. Uma vez que a
infeccdo dos triatomineos foi realizada com tripomastigotas sanguineos prosseguimos com o

experimento.

A associacdo destas evidéncias contribuiram para nossa decisdo de ndo investigar a

fundo a acdo destes antibidticos em epimastigotas, considerando nosso objetivo principal de
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promover um desequilibrio no bacterioma intestinal do T. infestans e permitir o

desenvolvimento do parasito in vivo.

10.2 Desenvolvimento da cepa Bol-5 de T. cruzi em T. infestans

A associacio de formas tripomastigotas sanguineos (10° parasitos/ml) com
Vancomicina (1 mg/ml) e Gentamicina (0,5 mg/ml) resultou na morte da maioria das ninfas
no primeiro experimento realizado (dados ndo mostrados). Embora nao tivéssemos um grupo
de insetos alimentados com antibidticos sem parasitos, para excluir completamente esta
possibilidade, acreditamos que a morte das ninfas ndo tenha acontecido devido a alimentacdo
com antibioticos, pois a taxa de mortalidade, em experimentos prévios (capitulo 1), neste
grupo experimental foi igual a grupo controle, mesmo empregando concentracdes maiores dos

mesmos antibidticos.

Considerando que o bacterioma intestinal de insetos hematéfagos possui um
importante papel no processo de digestdo do alimento (GAIO et al.,, 2011), fendmeno
observado nas fezes de ninfas deste estudo alimentadas com antibioticos. Nas quais
observamos claramente a baixa quantidade de bactérias intestinais (Figuras 12 e 13) que foi
confirmada pela quantificacdo de rRNA 16S de amostras de fezes dos insetos (Figura 14A) e
uma reducdo do processo de digestdo observado nos esfregacos corados pelo Giemsa. Noés
acreditamos que possivelmente a reducdo da digestdo alimentar promovida pela reducdo do
bacterioma, tenha sido agravado pela carga parasitaria administrada e sua movimentacdo na
luz do intestino tenha levado ao rompimento da membrana perimicrovilar produzida apés a
alimentacdo de triatomineos (DUARTE; MACEDO; LUZ, 2017), que se apresentava fragil
nos primeiros dias apos a alimentacdo das ninfas em todos os experimentos realizados (dados

ndo mostrados).

Devido a estas observacdes realizamos outro experimento, no qual a concentracdo de
de tripomastigotas sanguineos foi reduzido para 10* parasitos/ml, e as concentracdes de
Vancomicina e Gentamicina também foram reduzidas para 0,5 mg/ml e 0,25 mg/ml,
respectivamente. O qual apresentou semelhante taxa de mortalidade das ninfas nos dois

grupos experimentais (Antibioticos e Controle).

O estabelecimento da infeccdo em ninfas de T. infestans alimentadas com

tripomastigotas sanguineos da cepa Bol-5 de T. cruzi ocorreu um més antes em ninfas do
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grupo antibioticos do que ninfas controle. Além disso, no grupo Antibiéticos foi observada
uma maior quantidade de parasitos nas fezes de ninfas do que no controle (Figuras 12 e 13).
Confirmando as primeiras evidéncias deste estudo que demonstraram, na analise a fresco, que
o nimero de ninfas com fezes positivas para a infeccdo foram maiores no grupo Antibioticos
do que no grupo controle. Ademais, no grupo antibioticos houve uma inversdao da relacdo
tripomastigotas e epimastigotas que ndo foi observada no grupo Controle (Figura 12). Todos
estes achados reforcam a hipotese de que o T. cruzi necessita do controle do crescimento

bacteriano no limen do intestino destes triatomineos para se desenvolver.

Embora, estes achados nao sejam suficientes para fornecer subsidios para confirmar a
hipétese de que o bacterioma intestinal contribui negativamente para o estabelecimento da
infeccdo pelo T. cruzi. A associacdo dos nossos resultados com outras evidéncias da literatura
(CASTRO et al., 2012a; DIAZ et al., 2016) reforcam que o T. cruzi induz a producio de
fatores imunes em triatomineos (peptideos antimicrobianos, por exemplo) que agem
controlando o crescimento bacteriano e favorecem o estabelecimento da infeccdo pelo T.
cruzi e pelo T. rangeli, parasito hemoflagelado patogénico para triatomineos (VIEIRA et al.,

2016).

Porém, faz-se necessdria a realizacdo de repeticGes destes experimentos empregando um
ntimero maior de insetos, com grupos experimentais alimentados com antibidticos ou nao
porém sem a presenca da infeccdo a fim de confirmar estes achados. Além disso, outros
estudos empregando diferentes espécies de triatomineos e cepas de T. cruzi podem contribuir
para confirmar a universalizacdo destes fenémenos a todos os triatomineos ou determinar se

esta dindmica bacterioma-vetor-parasito limita-se ao contexto cepa-triatomineo.

10.3 Infectividade e patogenia em camundongos da cepa Bol-5 de T. cruzi desenvolvida

em T. infestans com microbiota desequilibrada

O sucesso da infeccdo, replicacdo e instalacdo do T. cruzi sofre influéncia de fenémenos
envolvidos no momento do primeiro contato parasito-hospedeiro (MCMENIMAN et al.,
2009; MONTEON et al., 2009). Entretanto, até o momento, existem poucos estudos
experimentais avaliando a contribuicdio do bacterioma intestinal de triatomineos na

infectividade do T. cruzi.
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O curso da infeccdo do T. cruzi em hospedeiros mamiferos é varidvel, sofrendo
influéncia de intimeros fatores ligados ao hospedeiro, ao ambiente e a cepa do parasita
(PINTO et al.,, 1986). A parasitemia produzida pela infeccdo por via intradérmica e
intraperitoneal com fezes de T. infestans do grupo Controle foram iguais (Figura 14),
demonstrando que na infeccdo pela cepa Bol-5, assim como a cepa Y (PINTO et al., 1986), a
via de inoculacdo ndo contribui ou interfere com o estabelecimento da infeccdo, embora
infeccdes mais uniformes e virulentas sejam obtidas apés inoculacdes intradérmica (NEAL;
MCHARDY, 1977). Porém isto nao pode ser generalizado para todas as cepas de T. cruzi,
considerando o relato de outras cepas em que a via de inoculacdo pode influenciar na

parasitemia observada (PINTO et al., 1986; SANTANA; HAGSTROM; HECHT, 2015).

Devido a semelhante parasitemia apresentada pela infeccdo intraperitoneal utilizando
fezes de triatomineos infectados do grupo Antibiéticos, ou seja, apresentando menor
quantidade de bactérias, com a parasitemia promovida com as fezes do grupo Controle
independente da via (Figura 14), sugere que possivelmente bactérias intestinais ndo possuem
influéncia sobre o estabelecimento da infeccdo pela cepa Bol-5 quando inoculada via
intraperitoneal. Este fenémeno pode se explicado devido o periténio ser um tecido rico em
macroéfagos residentes (CASSADO; D’IMPERIO LIMA; BORTOLUCI, 2015) e estas células
serem parasitadas pelo T. cruzi em vertebrados, propiciando um ambiente adequado para o
estabelecimento da infeccdo, embora a destruicdo de parasito por restas células seja possivel
através da fagocitose (PINTO et al., 1986). Por outro lado, bactérias comensais podem ser
mais suscetiveis a estas populacdes celulares e ainda podem ser eliminadas por outros
mecanismos da imunidade como por exemplo lise pelo complemento (ABBAS; LICHTMAN;

PILLAI 2017).

Em contrapartida, a reducdo da parasitemia e da mortalidade dos camundongos
infectados por via intradérmica com fezes de T. infestans com menor quantidade de bactérias
(Figura 14) pode estar associada a uma menor abundincia de macréfagos nestes ambientes
quando comparado ao peritoneo e pela inflamacdo e resposta imune especifica induzida pelas

fezes de triatomineos no local da infeccdo (MONTEON et al., 2016, 2018).

Embora a infeccdo intradérmica de camundongos com fezes de T. infestans com
bacterioma perturbado tenha promovido uma reducdo na parasitemia destes animais
comparado aos camundongos infectados com fezes do grupo Controle (Figura 15), a

patogenia promovida pela cepa Bol-5 ndo foi diferente nos camundongos de ambos o grupos.

66



Sugerindo que possivelmente o bacterioma intestinal contribua para a infeccdo apenas na fase

aguda da doenca.

Este conjunto de dados, associados a evidéncias demonstrando que a pré-exposicdo a
fezes de triatomineos reduz a parasitemia em camundongos (MONTEON et al., 2016)
sugerem que as bactérias nas fezes podem influenciar o estabelecimento da infeccdo pelo T.
cruzi. E que a acdo da imunidade inata no momento da infeccdo tem papel crucial no

estabelecimento da infeccdo pelo T. cruzi.

A leucocitose observada nos camundongos infectados, no 30° dia de infeccdo,
demonstrou o estabelecimento de uma inflamacdo crénica. O aumento de monécitos na
corrente sanguinea de camundongos inoculados, via intradérmica, com fezes de T. infestans
infectados com a cepa Bol-5 de T. cruzi, associado a neutrofilia promovida pela inoculacdo
via intraperitoneal (Figura 16) sugerem que o T. cruzi interage com a imunidade inata do
hospedeiro de maneira diferente dependendo da via de infeccdo. Além disso, estes achados
podem ser um indicio de que a transmissdo vetorial do T. cruzi é capaz de induzir o
recrutamento de mondcitos para o sitio de infeccdo, considerando evidéncias na literatura
demonstrando a presenca de 70-80% de macréfagos no sitio de infeccdo pelo T. cruzi 50 dias

ap6s a infeccdo (MONTEON et al., 2018).

Portanto, o bacterioma intestinal pode representar uma importante chave para
compreendermos melhor a relacdo parasito-hospedeiro. Porém estes achados precisam ser
melhor investigados, realizando experimentos avaliando a resposta imune inata e adaptativa
(humoral e celular), inclusive nos contextos de maior e menor quantidade de bactérias, afim

de se obter mais evidéncias e esclarecer melhor os fendmenos envolvidos nestes fendmenos.
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11 CONCLUSOES

O desequilibrio qualitativo do bacterioma intestinal, promovido por Vancomicina e

Gentamicina, reduz o tempo de desenvolvimento da cepa Bol-5 de T. cruzi em T. infestans.

O bacterioma intestinal de T. infestans influencia o estabelecimento da infeccdo pela

cepa Bol-5 de T. cruzi em camundongos BALB/c dependendo da via de infeccdo utilizada.

O desesequlibrio do bacterioma intestinal de T. infestans ndo teve influencia na

patogenia da cepa Bol-5 de T. cruzi.
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12 CONSIDERACOES FINAIS

Durante este estudo foi realizado uma caracterizacdo do bacterioma intestinal de T.
infestans mantidos em col6nias no laboratério de Protozologia da UFSC e foram analisados
aspectos relacionados a interacdo deste bacterioma com o T. cruzi, tais como o

desenvolvimento do parasito no vetor e sua infectividade em camundongos BALB/c.

Os resultados apresentados neste estudo associados com outras evidéncias relatadas
contribuem para demonstrar que o bacterioma intestinal influencia negativamente o
desenvolvimento do T. cruzi no ambiente intesinal de T. infestans. E também que a presenca
de bactérias no momento da infeccdo por este parasito pode ser decisivo para o

estabelecimento da infecgao.

Algumas limitagdes contribuiram para que alguns resultados que necessitavam de
melhor investigacdo ndo tenham sido explorados com maior propriedade e reconhecemos que
esta é uma das limitacdes deste estudo. Uma das limitacdes bioldgicas foi relacionada ao
ntimero de insetos disponiveis em col6nia e o tempo de desenvolvimento dos triatomineos. O
tempo experimental longo foi também um fator limitante importante, considerando que

desptinhamos de apenas dois anos e meio para a realizacdo e conclusao do estudo.

Embora alguns experimentos tenham sido repetidos, como por exemplo o experimento
de infectividade da cepa Bol-5 de T. cruzi desenvolvida em T. infestans com bacterioma
intestinal com e sem desequilibrio, e tiveram seus resultados confirmados demostrando uma
reducdo da parasitemia pela infeccdo via intradérmica de fezes T. infestans contendo menor
quantidade de bactérias, reconhecemos a importancia da repeticao de todos os experimentos e

os realizaremos para a realizacdo da publicacdo destes resultados.
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ANEXO 1

Figura 17: Comportamento da comunidade bacteriana intestinal de Triatoma infestans de colénia
apos alimentagao de cada triplicata bioldgica.

Controle Antibiéticos
T Dias’ apo6s a infecgéo | r Dias ap()s a infecgéo ]
1.00-
© o

- ‘ ‘ =
S 3 3 |
= o
D Soso- go
== '~
=2 A |
<3

.00- I et *

1273 dizig Aipe W2l W23 423 123 A2ie 1208 1218 123 1l2is 128 12 1218 421812

50 B0l e 0
0- | ‘
0‘- \ ||| |\\ \|| |\| ||| I' |‘| |||
0.00- I =
2
0.00- -

10008, 423 112531 1233 9213 A28 irgiln ol 1l 128 123 128 123,923 1238 128 1

o _.
3 o
Abundancia Relativa

Médio
Abundancia Relativa
o
b
3

N
o

Género

M Arsenophonus spp.
B Corynebacterium spp.
[ Enterococcus spp.
Escherichia-Shigella
I Finegoldia spp.
Morganella spp.
B Pectobacterium spp.
| Providencia spp.
B Rhodococcus spp.
B Rubrobacter spp.
B staphylococcus spp.
[ streptococcus spp.
. Vibrionimonas spp.

Abundancia Relativa
Abundancia Relativa

Posterior

Legenda: Abundancia relativa de OTU em cada triplicata nas diferentes por¢des intestinais durante
30 dias apds alimentagdo artificial com sangue murino contendo 1 mg/ml de vancomicina e 1
mg/ml de gentamicina (Antibidticos) ou ndo (Controle). Foram avaliadas as porg¢ées anterior (A),
média (B) e posterior (C). N igual a 3 ninfas de 5° estagio larval por triplicata em ponto
experimental.
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