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Consideracgdes Iniciais

A subfamilia Triatominae da familia Reduviidae contém mais de 120 espécies,
das quais vérias sdo potenciais vetores de Trypanosoma cruzi, protozoario causador
da doenca de Chagas (Tripanosomiase Americana). As principais espécies dessa
familia ocorrem nas Américas (Lent e Wygodzinsky, 1979), mas um género e varias
espécies ocorrem na india (Scheifer, 1998). As espécies de triatomineos com maior
importancia epidemiologica sdo Triatoma infestans, T. dimidiata, T. brasiliensis, T.
maculata, T. sordida, Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus, entre outras (Dias,
2007).

Por volta de 1930, Sir Vincent Wigglesworth inovou o estudo da fisiologia de
insetos, quando comegou a utilizar ninfas e adultos de Rhodnius prolixus como
modelo. A partir de seus achados foram estabelecidos os principios béasicos da
endocrinologia de insetos e as interagdes entre os hormonios produzidos durante os
processos de muda, metamorfose e reproducéo. Wigglesworth observou que as fases
de ninfa e a metamorfose dos insetos eram controladas por diferentes horménios tais
como o protoracicotropico (HPTT), o juvenil (HJ) e ecdisona, por ele denominados
“‘horménio cerebral’, “hormédnio inibidor’” e “horménio da muda”, respectivamente
(Wigglesworth, 1972).

Wigglesworth também investigou outros aspectos da fisiologia do R. prolixus,
incluindo a reproducdo, desenvolvimento embrionario, cuticula, respiracdo, excrecéo
(Wigglesworth, 1972). Seus classicos trabalhos permitiram a elaboracdo de uma teoria
coerente de como o0s insetos se desenvolvem e podem seletivamente ativar os
horménios responsaveis pela ecdise.

R. prolixus, por ser de habito alimentar descontinuo, tem como vantagem, o fato
de que uma Unica alimentacdo sanguinea por estagio € capaz de deflagrar
sincronicamente eventos fisiolégicos relacionados ao seu desenvolvimento além das
facilidades de manipulagcéo e criagdo em larga escala. Outra vantagem do uso de R.
prolixus, € sua disposicdo a alimentacdo pela utilizacdo de um aparato artificial, ao
gual € adicionado sangue contendo anticoagulante ou desfibrinado. Este
comportamento permite, em curto periodo de tempo, o tratamento oral dos insetos
com diferentes drogas e microorganismos, inclusive tripanossomatideos, pela simples
adicdo ao sangue alimentar. Seu ciclo de vida no laboratério necessita, em média, de
seis 6 meses para completar o ciclo de ovo a imago, sendo que a longevidade do
inseto adulto favorece os experimentos em laboratorio (Garcia e cols., 1975; 1984). No
laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Insetos, criado pelo Dr. Eloi Garcia ha cerca
de 50 anos, sob influéncia do saudoso “Mestre Ubatuba”, o R. prolixus tem sido
utilizado como modelo para estudos de processos biolégicos. Estas investigacdes sdo
basicamente concentradas no sistema digestério, imune e neuroenddcrino do inseto
vetor.

O conhecimento da fisiologia, bioquimica e imunologia do R. prolixus foi,
visivelmente, aprofundado por diversos grupos, na grande maioria, de brasileiros.
Neste sentido, inUmeras publicacbes se concentram em aspectos hormonais,
proteases e outras enzimas hidroliticas do tubo digestivo, fisiologia da alimentacéo e
glandulas salivares, efeitos de produtos naturais, imunidade celular e humoral e



interacdo entre tripanosomatideos (T. cruzi e T. rangeli) com o inseto vetor, dando
énfase a relacdo de fatores intestinais envolvidos com o estabelecimento dos
parasitos (Garcia e cols., 2010).

O Sistema Neuroendécrino - Sintese e Liberacdo de Hormdnios

O sistema enddcrino envolve a secre¢cdo de horménios, definidos como
substancias quimicas que atuam como sinalizadores celulares, exercendo suas
funcbes em células alvos distantes do seu local de sintese. Em geral, os hormonios
séo transportados aos tecidos influenciando uma série de processos fisioldgicos, tais
como reprodugdo, comportamento alimentar, digestdo, sintese e estoque de
carboidratos e lipidios. Nos animais com simetria bilateral o sistema enddcrino envolve
populacdes celulares especializadas, compactadas em glandulas, conhecidas como
glandulas enddcrinas encontradas em varias partes do corpo. Nos insetos, 0s
hormbnios séo sintetizados pelos centros neuronais, neuro-glandulares ou
glandulares, como as células neurossecretoras, as “corpora cardiaca”, as “corpora
allata” e as glandulas protoracicas (Hartenstein, 2006).

As células neurossecretoras (CNS) sao encontradas ao longo de todo o sistema
nervoso nos insetos, em sua maioria no cérebro. Com excecdo do horménio juvenil e
ecdisteréides, que sdo produzidos pelas “corpora allata” (ou “corpus allatum” quando
as glandulas sao fundidas) e glandulas protoracicas, respectivamente, o sistema
nervoso central produz grande parte dos hormdnios conhecidos. As “corpora cardiaca”
consistem em um par de corpos neuro-glandulares dispostos atrds do cérebro e
responsaveis pelo estoque do horménio protoracicotropico (HPTT) (Fig 1).
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Figura 01 - Representacdo esquematica da sintese, liberacdo e acdo dos
principais neuro-hormonios e hormoénios de Rhodnius prolixus. A figura
representa o alimentador e os insetos sugando sangue, o esquema do cérebro e
glandulas protoracicas e “corpus allatum”, que produzem ecdisona e horménio juvenil,
respectivamente, e os efeitos destes hormdnios sobre a muda dos estadios ninfais e a
passagem para imago. O desenho representa também outros compostos como 0s
hormonios diurético e antidiurético e os eicosandides e seus efeitos no inseto.

Em geral, o sistema nervoso interage com o sistema endocrino levando a
mecanismos reguladores bastante especificos de muda, reproducdo, morfogénese.
Dessa forma, os dois sistemas atuam coordenadamente, como sistema
neuroendocrino, de forma a regular as func¢des corporais dos insetos.

Hormonio Protoracicotrépico e Horménio ecdisona

O hormonio protoracicotropico (HPTT) €& sintetizado por células
neurossecretoras dispostas na “pars intercerebralis”, a regido mediana do
protocérebro. A liberagdo do HPTT na hemolinfa, a partir das “corpora cardiaca’,
estimula a secrecdo de ecdisona pelas glandulas protoracicas (Fig 1). A ecdisona é
um hormonio esterdide hidroxilado, que apresenta estrutura similar aos esteroides
presentes em vegetais e animais. Os ecdisterbides possuem estrutura com 27 atomos
de carbono, funcéo cetbnica localizada no anel B e grande polaridade, caracteristicas
que diferenciam os ecdisteréides dos hormonios esterdides de mamiferos (Stoka,
1987). Os ecdisteroides constituem o primeiro grupo de compostos isolados que



apresentam atividade indutora da muda em insetos, sendo reconhecidos como
ecdisteréides todos 0s compostos que possuem estrutura similar a ecdisona
(Goodwin, 1978).

Os ecdisterdides normalmente sdo carreados das glandulas protoracicas até o
tecido receptor periférico, através de proteinas transportadoras plasmaticas
(Wigglesworth, 1972). Nos tecidos periféricos a ecdisona é convertida em 20-
hidroxiecdisona, composto capaz de ativar as células hipodérmicas, com a
restauracdo da capacidade de crescimento das mesmas e sintese protéica, permitindo
a formac&do de uma nova cuticula, resultando na liberacdo da cuticula velha (apolise)
(Wigglesworth, 1972) (Fig 2).
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Figura 02. Estruturas dos principais hormdnios de Rhodnius prolixus.

Sabe-se que a liberacdo de ecdisterdides ocorre na forma de pulsos, antes de
cada muda, sendo controlada principalmente pelo HPTT (Vafopoulou e Steel, 1989).
Em experimentos de radioimunoensaios para medicdo de ecdisteréides de ninfas de
5° estadio de R. prolixus foram observados dois periodos de liberacdo do HPTT: o
primeiro ocorre poucas horas apds o repasto sanguineo e o segundo entre o quinto e
sexto dias apds a alimentagcdo, em um periodo conhecido como “periodo critico da
cabeca” (Knoblock e Steel, 1989). Em R. prolixus s@o observados dois picos de
ecdisona antes de cada muda. O primeiro ocorre um dia apos a alimentacdo, com um
pequeno aumento da concentracdo de ecdisona na hemolinfa, enquanto que o



segundo, bem maior, ocorre no meio do processo de muda (Vafopoulou e Steel,
1989).

Horménio Juvenil

Hormonio Juvenil (HJ) (Fig 1) tem papel essencial sobre o desenvolvimento,
especialmente sobre a morfogénese, bem como sobre 0 comportamento e processo
reprodutivo dos insetos, tais como desenvolvimento de ovario, producdo de
vitelogenina e captacdo desta para dentro do ovOcito, acasalamento e oviposicao
(Davey, 2000) (Fig 1). Em R. prolixus, Davey (2000) demonstrou um fator allatotropico,
estimulador do CA —liberado pelo “corpus cardiacum” apds a alimentagdo de fémeas
adultas. Baehr (1973), em um modelo classico de ensaio com eletrocoagulacdes das
células neurossecretoras localizadas na “pars intercerebralis”, estudou a fisiologia da
muda de triatomineo, observando também que o cérebro tem atividade estimuladora
do CA. Neste caso, a “parsectomia”, resultou na supressdo do HJ, um efeito
semelhante ao encontrado quando o inseto é submetido a allatectomia.

Muitos dos eventos, morfogénicos ou reprodutivos, dependem de um periodo
especifico de liberacdo do HJ. Sabe-se que o hormdnio pode ter o nivel aumentado
pela allatotropina ou diminuido pela allatostatina, duas familias de neuropeptideos
controladores da atividade do CA (Weaver e Audsley, 2009). Kataoka (1989), a partir
de um modelo in vitro de “corpus cardiacum” (CA), isolado de Lepiddptera, foi quem
primeiro purificou uma allatotropina, composta por 13 aminoacidos, com atividade
estimuladora da sintese de HJ (Kataoka, 1989). Desde entdo, outros neuropeptidios
idénticos ou semelhantes foram identificados em Orthoptera, Diptera e Coleoptera
(Elekkonich e Horodyski, 2003). Resultados obtidos sugerem que o modelo de
ativacdo do CA, via allatotropina, seja comum, mas ndo universal entre 0s insetos.
Alguns autores especulam que a funcdo cerebral allatotropica, estimuladora da
sintese de HJ, seja secundaria, tendo o0 neuropeptidio, primariamente, funcao
miotrOpica, como a contracdo intestinal vista em Manduca sexta, Leucophaea
maderae e Periplaneta americana (Elekkonich e Horodyski, 2003).

Hormonios diurético e antidiurético

Um dos pesquisadores que mais estudou o mecanismo de excrecdo de R. prolixus
foi Simon Maddrell que comecou seu trabalho no laboratério de V. B. Wigglesworth,
ainda como estudante, em 1959. Maddrell focou sua investigacdo nos tabulos de
Malpighi, os quais produzem a urina via soluto e solvente transportados através das
células destes tubulos. Os sais transportados pela urina sdo reabsorvidos pelo
intestino posterior, 0 que leva o inseto a excretar grandes volumes de fluidos mantendo
seu balanco osmotico. Maddrell trabalhou intensamente na identificagdo dos
hormoénios responsaveis por este processo. O hormoénio diurético - identificado por
Maddrell nos anos de 1960 - a 5-hidroxitriptamina (5-HT, mais conhecida como
serotonina) (Fig 2) (Wigglesworth, 1972), e o horménio antidiurético CAP,,, o qual
encerra a diurese 3-4 horas apés a alimentagéo (Quilan e cols., 1997).

Embora a 5-HT seja o uUnico hormonio diurético identificado até agora em R.
prolixus hoje é aceito que mais de um neurohormoénio atue sobre a excrecao . Nesta



espécie, sabe-se que cada estadio de ninfa pode realizar um repasto sanguineo que
atinge até 10 vezes seu peso corporal. Isto restringe a mobilidade do inseto tornando-
se essencial que o fluido alimentar (particularmente a 4gua e sais) seja eliminado o
mais rapido possivel pelo inseto. Assim, 0 animal muitas vezes, comeca a urinar
mesmo antes de terminar a alimentacdo. A alimentacdo no Rhodnius induz liberacéo
de 5-HT da massa ganglionar mesotoracica (Orchard, 2006) (Fig 1), a qual pode ser
demonstrada por ensaios imunocitoquimicos com a diminuicdo na imunorreatividade a
5-TH em areas especificas do tecido neurohemal. Esta mudanca é coincidente com o
dramético aumento na concentracdo de 5-HT na hemolinfa apés a alimentacdo. O
aumento deste horménio diurético por liberacdo do sistema nervoso periférico na
circulacdo estimula a secrec¢édo dos tubulos de Malpighi cerca de mil vezes e o fluido
secretado é rico em NaCl. O estimulo para a liberagdo de horménio diurético se
relaciona com a distensdo do abdémen, o qual é detectado por receptores da
distensdo existentes nos musculos dorsais. A resposta é muito rapida com hormonio
diurético sendo detectado na circulacdo 15 segundos ap6s o inicio da alimentacéo do
inseto. O inseto adulto tem elevado teor de 5-HT nos primeiros trés minutos.

A medida que ocorre a reducéo da distensdo abdominal, o horménio desaparece
da hemolinfa, sendo excretado pelos tiubulos do inseto. Em R. prolixus, além da
remocdo de 5-HT (e presumidamente de outro neuropeptidio diurético) contribui
também para o término da diurese, o neuropeptidio CAP,, reconhecido como fator
antidiurético (Quilan e cols., 1997). Recentes investigagbes demonstraram que nervos
abdominais sdo imunorreativos a um anticorpo que reconhece CAP,, Assim, 0S
nervos abdominais podem ser sitios de producdo e/ou liberacdo dos hormdnios
diurético e antidiurético (Orchard, 2006).

Hormoénios Eicosandides

Os eicosandides sdo importantes hormonios locais (autacdides), embora possam
atuar como hormonios circulantes. Sdo hormonios locais que possuem curto alcance,
soliveis em &gua, e que rapidamente exercem seu efeito biolégico. Degradam-se
também com rapidez de maneira espontanea ou enzimatica.

Os eicosandides sdao metabdlitos oxigenados contendo em sua estrutura de
acido graxo 20 carbonos poliinsaturados. Existem trés grandes grupos de eicosanoides
incluindo as prostaglandinas, acidos epoxieicosatriendicos e o0s varios produtos da
lipoxigenase (Stanley e cols., 2002) (Fig 2). Cada grupo de eicosandides é formado por
vias especificas conhecidas como cicloxigenase e lipoxigenase. Primeiramente, ocorre
a liberacéo do acido araquiddnico através da atividade catalitica da fosfolipase A, sobre
fosfolipideos. Em seguida o acido araquidonico é oxidado por vias diferentes formando
0s eicosanoides (Stanley 2000, 2006a; Shrestha e Kim, 2008) (Fig 3).

As prostaglandinas funcionam como horménios autécrinos e mediadores
paracrinos para uma variedade de processos fisiologicos intensamente estudados em
mamiferos (Funk, 2001; Cha e cols., 2006). Os envolvimentos de eicosandides na
fisiologia de invertebrados também tém despertado interesse, principalmente em
relacdo a participacdo destes no controle de processos fisiolégicos fundamentais como
imunidade e reproducao (Stanley-Samuelson e cols. 1997; Stanley, 2000 e 2006b) (Fig
1). A presenca de eicosandides no trato reprodutivo de invertebrados € bem conhecida,



porém sua funcéo e mecanismo de a¢do sao pouco descritos. Trabalhos demonstraram
gue as prostaglandinas estdo envolvidas na ovogénese de grilo Teleogryllus
commodus (Loher 1981) e também na regulacdo de vitelogénese em R. prolixus
(Medeiros e cols., 2002). Os eicosanodides também estéo relacionados com a sintese
de nucleotideos ciclicos como mensageiros secundarios (Funk, 2001) e AMPc
relacionados com a maturacdo de gametas (Meijer e cols., 1986; Sagi e cols., 1995;
Spaziani e cols., 1995; Medeiros e cols., 2004).
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Figura 03. Representacdo esquematica da sintese dos horménios eicosandides e
do fator de agregacao de plaguetas (PAF) mostrando os principais compostos e
enzimas das vias envolvidas.

Os eicosanodides também sdo fundamentais para a sinalizacdo da resposta
imune de insetos (Buyukgizel e cols., 2007). Inimeros grupos de pesquisa indicam
gue eicosanoides sdo mediadores cruciais para fagocitose, microagregacao, migracao
de células e reacbes de nodulacao (revisdo de Stanley e Miller, 2006). Recentemente,
alguns trabalhos tém demonstrado a importancia da fosfolipase A, enzima que
desencadeia a formacao dos eicosanoides, para resposta imune dos insetos (Tunaz e
cols., 2003; Park e cols., 2005; Stanley, 2006b; Shresta e Kim, 2008). Como essa
enzima também participa da via de formacgéo de plaguetas, alguns autores sugerem a
participacédo de fatores de agregacdo de plaquetas (PAF) na sinalizagao celular de
insetos (Machado e cols., 2006; Figueiredo e cols., 2008a, 2008b) (Fig 3). A fosfolipase
A, tem sido relatada como atuante sobre a digestdo de insetos, resposta imune,
reproducao e metabolismo (revisdo de Stanley 2006).



Produtos Naturais que Afetam o Sistema Neuroendécrino e o Sistema
Imunoldgico

Os insetos possuem um sistema de defesa contra infeccéo eficiente, que inclui
barreiras fisicas e quimicas além da resposta imune inata. O sistema imune dos insetos
compreende a ativacdo do sistema profenoloxidase, inducdo de fatores
antimicrobianos, formacdo de microagregados, fagocitose e encapsulacdo pelos
hemacitos e formacao de reativos de oxigénio e nitrogénio. Este sistema é subdividido
em resposta imune celular, referente as defesas mediadas por hemacitos, e humoral,
relacionada ao plasma, porém ambos atuam de maneira integrada tornando o sistema
mais eficiente no sentido de minimizar ou conter a multiplicacdo de patégenos
invasores (Garcia e cols. 2009; Ursic-Bedoya e cols. 2009).

A utilizagdo de variadas classes de produtos do metabolismo secundario de
plantas para o controle de pragas agricolas e vetores de doencas parasitarias tem
sido amplamente explorada como bioinseticidas ou reguladores do crescimento de
insetos (IGRs). O Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Insetos tem desenvolvido
bioensaios para investigar os efeitos de tais substancias sobre a fisiologia de
triatomineos. Para comprovar a adequacdo do modelo biolégico, o R. prolixus,
demonstramos que a ingestdo de certos produtos naturais misturados ao sangue
alimentar, altera alguns processos neuroendécrinos, como a muda, a reproducédo e a
excrecdo, assim como, também, direta ou indiretamente, o sistema imunoldgico.
Abaixo discutiremos, inicialmente, os efeitos de alguns compostos testados em R.
prolixus.

Azadiractina

Azadiractina (Aza), um triterpeno, da classe limondide, extraido de plantas da
familia Meliaceae como Azadirachta indica e Melia azedarach (Brahmachari, 2004)
(Fig 4). Em R. prolixus, a Aza inibe o processo de muda por interferéncia sobre o
sistema neuroenddcrino, diminuindo os niveis de ecdisteroides na hemolinfa (Garcia e
Azambuja 2004). Experimentos utilizando ninfas de 5° estddio com transplantes de
cabeca entre receptores e doadores, normais ou tratados, mostraram que a Aza além
de interferir bloqueando a producdo de HPTT, também age diretamente nas glandulas
protoracicas diminuindo significativamente os niveis de ecdisterdides (Garcia e cols.,
1989, 1990, 1991). A aplicacdo simultadnea de ecdisona reverte a inibicdo da ecdise
causada pela Aza. Neste caso, a acdo da ecdisona resulta na inducdo de mitose na
epiderme, fendmeno basico para producao da nova cuticula e muda.

Em fémeas adultas de R. prolixus, a Aza causa reducdo do desenvolvimento
dos ovdcitos e, conseqiientemente, afeta a producéo de ovos, no entanto, sem alterar
a viabilidade ou ecloséo das ninfas. Estes efeitos foram correlacionados com os niveis
de vitelogenina na hemolinfa e vitelina nos ovarios. Os titulos de ecdisteroides na
hemolinfa e ovarios, determinados por radioimunoensaios, estavam também
diminuidos nos insetos tratados com Aza. Experimentos com analise de ovarios
isolados sugeriram que a Aza interfere diretamente na producédo de ecdisteroides por
estes orgaos (Feder e cols., 1987).
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Além das alteracOes fisioldgicas de R. prolixus, o tratamento oral dos insetos
com Aza, reduzem as respostas imunoldgicas de microagregacdo e atividade
fagocitica dos hemdcitos facilitando a proliferacdo de parasitas e bactérias na
hemolinfa e, consequentemente, aumentando a mortalidade de insetos (Azambuja e
cols. 1991).

Ligndides

Garcia e Azambuja (2004) demonstraram que lignanas e neolignanas podem
afetar o sistema endocrino de R. prolixus. Apos suplementagdo com sangue alimentar
contendo concentracdes diferentes de seis ligndides (burchelina, podofilotoxina,
pinoresinol, sesamina, licarina A e acido nordiidroguaiarético — NDGA), foi
demonstrado que pinoresinol e NDGA, semelhante a Aza, pela via HPTT/ecdisona,
estdo envolvidos no mecanismo de acdo de horménios. A inibicdo da muda pode ser
revertida pelo tratamento simultaneo com ecdisona adicionada a dieta dos insetos.

Por outro lado observou-se que a adicdo ao sangue alimentar de podofilotoxina
e burchelina drasticamente diminuia a producdo de urina em R. prolixus (Fig 4). A
guestdo levantada foi como estes compostos interferiram na excrecdo do inseto.
Sabe-se que a rapida diurese apds a alimentacdo é um processo coordenado,
necessitando a passagem de agua e sais através do epitélio do estbmago para a
hemolinfa, e desta para as células dos tubulos de Malpighian para eliminacdo do
excesso de fluido do sangue alimentar (Wigglesworth, 1972). Observou-se que a
aplicacdo de burchelina alimentada simultaneamente com sangue contendo 5-HT
revertia a inibicdo da excrecdo causada por esta droga. Este mesmo resultado foi
obtido em experimentos in vitro, ou seja, com tubos de Malpighian isolados (Garcia e
Azambuja, 2004). E mais, experimentos com tubulos isolados diminuam a producao
de urina quando tratado diretamente in vitro, com burchelina. Nestes experimentos, a
inibicdo pode ser revertida pela aplicacdo de 5-HT e homogenatos de massa
ganglionar mesotoracica (fonte de horménio diurético) (Garcia e Azambuja, 2004).

Fisalinas

As fisalinas sdo compostos isolados do metabolismo secundario da planta
Physalis angulata L., familia Solanacea, muito utilizada no Norte e Nordeste como
planta medicinal. As fisalinas, caracterizadas quimicamente como seco-esteroides,
possuem estruturas similares aos esterdides, quatro anéis esteroidais, porém o anel B
encontra-se aberto (Tomassini e cols. 2000) (Fig 4).
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Figura 04. Estruturas de alguns compostos com acdo moduladora do sistema
neuroenddcrino de Rhodnius prolixus.

As fisalinas apresentam atividade imunomoduladora em mamiferos, atividade
tripanossomicida, bactericida, moluscidas, antiinflamatoria e antitumoral (Soares e cols.
2006; Pinto e cols. 2010). Os efeitos sobre o Rhodnius foram relatados pelos autores
Garcia e cols. (2006) e Castro e cols. (2008 e 2009), os quais observaram que as
fisalinas B, D, F e G alteram o sistema imunolégico do R. prolixus aumentando a
mortalidade quando desafiados com parasitas e bactérias.

Em R. prolixus infectados com T. rangeli o tratamento com fisalina B reduz a
formacdo de microagregados de hemdcitos e producdo de éxido nitrico (Garcia e cols.,
2006). E nos insetos desafiados por infec¢do bacteriana as fisalinas B, F e G interferem
significativamente na formacéo de microagregados e fagocitose (Castro e cols., 2008).

Em 2009 os mesmos autores demonstraram que o efeito inibitorio de respostas
imune celulares da fisalina B sobre R. prolixus tem seu efeito revertido com adi¢cao de
acido araquidoénico e PAF (fator de ativacdo de plaquetas). O acido araquidénico €&
liberado pela enzima fosfolipase A, (PLA;) que em seguida é oxidado formando os
eicosandides, importantes sinalizadores de resposta imune. Outro produto da acéo da
enzima PLA; é o lisofosfolipidio, Liso-PAF que é convertido em PAF também
sinalizador de resposta imune (Prescott e cols., 2000).

A atuacdo de PAF sobre o sistema imunoldgico de insetos foi descoberta por
Machado e cols., (2006) e Figueiredo e cols., (2008a e 2008b) que demonstraram que
a via de sinalizacdo do PAF é mediadora tanto da formagdo de microagregados de
hemadcitos como da fagocitose em R. prolixus.Além disso os trabalhos demonstraram
gue a infeccdo com T. rangeli inibe a atividade fagocitica através da diminuicdo da



enzima PLA; , bem como o aumento da atividade de PAF-acetilhidrolase (PAF-AH).
Esta enzima degrada PAF sendo um importante regulador dessa via de sinalizacéo
(Derewenda e Ho, 1999). A fisalina B também aumenta a atividade da enzima PAF-AH,
reduzindo assim a sinalizacdo e ativacao de respostas imunoldgicas do inseto, porém
nao altera os niveis da enzima PLA,; em R. prolixus (Castro e cols., 2009).

Desenvolvimento de T. cruzi e T. rangeli no Inseto Vetor

Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) é um flagelado pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Tripanosomatidae, subgénero Herpetosoma. Este protozoario é
parasita de mamiferos e possui insetos hemipteros hematéfagos como hospedeiros
invertebrados. O ciclo de vida do T. cruzi no vetor inicia-se com a ingestao de formas
tripomastigotas sanguineas pelo inseto durante o repasto sanguineo. Apés a ingestao,
as formas migram para a porcdo anterior do intestino médio do inseto (também
conhecida como “estdbmago”) evoluindo para formas arredondadas com
(esferomastigotas) ou sem flagelos (tipo amastigotas). Logo apds estas formas
evoluem para epimastigotas migrando para a porcdo posterior do intestino médio
(“intestino”) onde se multiplicam intensamente através de divisdo binaria. Os
epimastigotas, concomitante a multiplicacdo no intestino, migram para a parte mais
posterior do trato digestivo, e numa regido conhecida como reto, e aderem-se através
dos seus flagelos a cuticula e ampolas retais, evoluindo, finalmente, para as formas
tripomastigotas metaciclicas infectantes (metaciclogénese), que podem ser eliminadas,
juntamente com epimastigotas, pelo inseto através das fezes durante ou logo apos o
ato de alimentacdo do triatomineo. No caso de insetos infectados, os parasitas
presentes nas fezes, podem penetrar no hospedeiro vertebrado através de lesdes
geradas por solucdes de continuidade da pele, em geral a partir da pequena perfuracao
provocada pela picada do inseto, ou mesmo como consequéncia do ato de cocar
acabando por levar as formas infectantes as mucosas.

O flagelado Trypanosoma rangeli, (Tejera, 1920), assim como o T. cruzi, também
pertence a ordem Kinetoplastida, familia Tripanosomatidae, subgénero Herpetosoma.
Possui parte do seu ciclo de vida relacionado ao trato digestivo do hospedeiro
invertebrado R. prolixus (Guhl e Vallejo, 2003). Para completar seu ciclo de vida, o
parasita alterna-se entre o hospedeiro vertebrado (mamiferos) e o invertebrado
(triatomineos) (Tobie, 1970).

O ciclo de vida do T. rangeli inicia-se com a ingestdo de formas tripomastigotas
sanguineas pelo hospedeiro invertebrado durante o repasto sanguineo. Estas se
desenvolvem no tubo digestivo do inseto vetor, diferenciando-se inicialmente em
epimastigotas, que conseguem romper a barreira do epitélio intestinal alcancando a
hemocele do inseto. Uma vez na hemocele, os parasitas continuam a multiplicacdo, e
migram para as glandulas salivares onde ocorre a metaciclogénese para formas
tripomastigotas metaciclicas. Estas, no proximo repasto sanguineo, serdo inoculadas
no hospedeiro vertebrado, através da picada do inseto juntamente com a ejecédo da
saliva (Tobie, 1970). Sendo assim, existem duas diferencas importantes em relagéo ao
ciclo de vida do T. rangeli e do T. cruzi: 1) a forma como os parasitas sao transmitidos
para os hospedeiros vertebrados (através da picada do inseto no caso do T. rangeli ou
através da urina e fezes no caso do T. cruzi) e 2) o parasita T. cruzi ndo esta apto a



invadir a hemocele do inseto. Além disso, ao contrario do T. cruzi o T. rangeli
aparentemente ndo é patogénico para mamiferos (Tobie, 1970).

O controle Neuroendocrino sobre o Desenvolvimento de T. cruzi e T. rangeli no
Inseto Vetor.

Na maioria dos insetos, o intestino médio é revestido internamente por uma
membrana peritréfica que protege as células epiteliais contra a abrasdo por
fragmentos do conteudo intestinal. Os hemipteros apresentam apenas um complexo
de membrana lipoproteica desprovida de quitina, envolvendo as microvilosidades das
células epiteliais, estendendo-se para o lumen e terminando em fundo cego
(Billingsley e Downe, 1986), atualmente denominado membrana perimicrovilar (PMM)
(Terra, 1988) (Fig 5).

InvestigacBes citoquimicas mostram que a PMM é uma estrutura formada de
glicoproteinas, carboidratos e colesterol, que atua como carreadora de enzimas
hidroliticas. A PMM possui também em sua composi¢do bioquimica moléculas como
glicosaminoglicanos sulfatados (Garcia e cols., 1986, Dietrich e cols., 1987; Costa-
Filho e cols., 2001; Souza e cols., 2004), hemozoina (Silva e cols., 2007), colesterol,
Mg **-ATPase, Na'K'-ATPase, fosfatase alcalina, residuos de a -D-galactose,
manose, acido sialico, N-acetyl-D-galactosamina e N-acetyl-galactosamina- a-1,3-
galactose e lectinas capazes de reconhecer N-acetyl-D-galactosamina, a -D-manose,
a-L-fucose e a-D-glicose (Albuguerque —Cunha e cols. 2009). Além disto, tem como
caracteristica a permeabilidade seletiva as enzimas digestivas, as quais atravessam a
PMM para atingir o bolo alimentar. Outras funcfes descritas para a PMM incluem:
barreira contra a invasdao de patdégenos, sitio de interacdo parasita/vetor,
compartimentalizacdo do processo de digestdo enzimatica por separacdo do epitélio
intestinal através da formacdo dos espacos perimicrovilar e luminal (Shao e cols.,
2001; Terra, 2001; Silva e cols., 2004; Terra e cols., 2006). Em ninfas de R. prolixus,
as PMMs sdo especialmente evidentes entre 24 horas e cerca de 15 dias apos
alimentacdo sanguinea (Billingsley e Downe, 1986), quando se desenvolvem
recobrindo a membrana citoplaméatica ou microvilar (MM) das células epiteliais do
intestino médio.

Como visto anteriormente, o HPTT, HJ e ecdisona séo trés hormonios que devem estar
presentes nos momentos adequados e em quantidades precisas, ao longo do ciclo de
vida do inseto, para que seu desenvolvimento ocorra de forma plenamente satisfatoria.
Entre outros sistemas fisiol6gicos, estes hormbnios sdo capazes de controlar o
processo de organizagdo ultraestrutural do trato digestivo e consequente
suscetibilidade a infeccdo pelo T. cruzi em seus insetos vetores. A adicdo de 20-
hidroxiecdisona a culturas de células intestinais de Calliphora erythrocephala resultou
em um marcante aumento da taxa de formacado de membranas peritroficas enquanto o
fornecimento de HJ obtido de Hyalophora cecropia levou a inibicdo da sintese das
membranas neste sistema (Becker 1978). Ecdisona esta também envolvida na
organizacdo ultraestrutural do intestino médio de R. prolixus. A simples distensdo
abdominal durante o processo de alimentacdo sanguinea induz a projecdo das
microvilosidades das células intestinais em direcdo ao espaco luminal e também o
inicio de formacao da primeira camada da PMM em 24 horas (Albuquerque-Cunha e



cols., 2004). Posteriormente, os sinais proprioceptivos enviados ao cérebro por
receptores de distensdo abdominal associados a componentes sanguineos, como
concentragdo de hemoglobina, determinam a producdo de HPTT e ecdisona que
modulam o pleno desenvolvimento da PMM durante o processo de digestao
(Albuquerque-Cunha e cols., 2004). De fato, Mordue e cols. (1993) e Nasiruddin e
Mordue (1993) trabalhando com Schistocerca gregaria e L. migratéria demonstraram
gue a azadiractina altera a motilidade intestinal e bloqueia a mitose, resultando em
reducdo do numero de células regenerativas do epitélio e na producdo de um intestino
inabil para exercer suas fungcbes normais em termos de eficiéncia digestiva
perimicrovilar, e consequentemente, a inibicdo adesdo do parasita. A ecdisona reverte
este processo.

Em R. prolixus, a decapitacdo, antes ou durante o periodo critico cerebral, ou
administracdo de azadiractina por via alimentar afeta a organizacéo ultraestrutural do
intestino médio, reduzindo a plena expansdo das microvilosidades, que também se
tornam agregadas, e a baixa producdo do complexo de membranas formadoras da
PMM (Fig 5). Também, ocorrem nestes casos, alteragbes na morfologia dos
esferdcitos e reticulo endoplasmatico das regides apical e basal das células epiteliais
do intestino meédio. A arquitetura ultraestrutural do oOrgdo, porém pode ser
restabelecida por transplante de cabecas de insetos doadores normais ou pela terapia
com ecdisona (Nogueira e cols. 1997, Garcia e cols. 1998) (Fig 5). Substancias
guimicas capazes de atuar sobre o delicado equilibrio enddcrino dos artrépodes
revestem-se de especial interesse como instrumentos de trabalho que podem elucidar
aspectos ainda mal compreendidos sobre o crescimento e o desenvolvimento dos
parasitos em seus hospedeiros invertebrados. Cleveland e Nutting (1955) observaram
gue ecdisona exerce um efeito letal sobre protozoarios habitantes do trato digestivo de
Cryptocercus durante o periodo de muda e Perlowagora-Szumlewicz e cols (1975)
induziu uma diminuicdo da suscetibilidade de Panstrongylus megistus a infeccéo por
T. cruzi, apds a aplicacao topica de analogos do HJ nestes vetores. Beckage e cols.
(1993) assinalam que a injecdo de azadiractina em larvas de Manduca sexta
parasitadas por Cotesia congregata afeta adversamente o desenvolvimento do
endoparasito.
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Ligndides e o Desenvolvimento de Trypanosoma cruzi no Inseto Vvetor

Como observado até o momento, a relacdo T. cruzi — triatomineo envolve
interacdo complexa mediada pelo parasita e pelos insetos vetores (Garcia e
Azambuja, 1991; Garcia e cols., 2010). Em um protocolo experimental, desenhado
para testar a sobrevivéncia dos parasitas em R. prolixus, os insetos foram alimentados
com epimastigotas de T. cruzi e lignoides e, apds a alimentagdo, foi observado o
desenvolvimento do parasita no tubo digestivo do inseto. Dois pontos devem ser
enfatizados. Primeiro, 0 nimero de parasitas por inseto aumentou mais de 30 vezes
nos primeiros cinco dias apds a infec¢cdo no grupo controle enquanto no grupo tratado
com burchelina a infeccéo foi cinco vezes menor e nos insetos com sangue contendo
NDGA a infeccao foi cerca de 50 vezes menor do que no grupo controle. Dez dias
apos a infeccdo o controle tinha 90 vezes mais parasito, enquanto a infeccao do grupo
tratado com burchelina era % do controle e 170 vezes menor nos insetos tratado com
NDGA. Em segundo lugar, 30 dias apds a infeccéo/tratamento com ligndides, os trés
grupos experimentais receberam uma alimentacdo sem parasitas e ligndides. Apés
24h da segunda alimentacdo, 0s numeros de parasitas epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicos detectados na excreta estavam reduzidos trés vezes no
grupo controle, enquanto no tratado com NDGA este numero era basal.

Para responder a pergunta se a burchelina e o NDGA evitariam a infeccédo do
inseto vetor, quando aplicadas ap6s da infec¢ao, grupos de insetos foram infectados
com T. cruzi e vinte dias apds os insetos foram alimentados com as drogas. Dez dias
depois, o grupo tratado com burchelina somente apresentava um numero basal de
parasitas, entretanto o grupo tratado com NDGA tinha o mesmo indice de infeccao
encontrado no grupo controle, ndo tratado (Cabral e cols., 1999). Quando a infec¢éo ja
tinha se estabelecido somente a burchelina era capaz de reduzir o numero de
flagelados no tubo digestivo. Estes compostos ndo sdo toxicos quando aplicados
diretamente aos parasitas. Também foram realizados experimentos pré-tratando os
insetos com burchelina e NDGA e apés 20 dias do tratamento, os insetos foram
infectados com T. cruzi. Em ambos 0s casos enquanto a infeccdo se mantinha alta no
grupo controle, nos insetos que receberam burchelina e NDGA era significantemente
baixa.

Estes resultados demonstraram o efeito inibitorio de burchelina e NDGA
aplicados durante e antes da infecgdo parasitaria. Quando a infec¢do ja tinha se
estabelecido, somente a burchelina € capaz de reduzir o numero de flagelados no
tubo digestivo. Estes compostos ndo sédo toxicos quando aplicados diretamente ao
meio de cultura dos parasitas.

Assim, foram levantadas questfes basicas referentes aos efeitos de ligndides
na interacao do T. cruzi e R. prolixus, que merecem ser investigadas e debatidas para
posteriores esclarecimentos cientificos dos diferentes efeitos encontrados.

Azadiractina e o desenvolvimento de Trypanosoma cruzi no Inseto Vetor
Alguns estudos realizados por Garcia e cols. (1989a,b; 1991), Gonzalez e Garcia

(1992) e Kollien e Schaub, (1999) observaram que a administracdo de Aza antes,
concomitantemente ou apds a infeccdo por diferentes cepas e clones do T. cruzi, €



capaz de inibir completamente o desenvolvimento do protozoario e sua eliminacéo
pela excretas nos vetores R. prolixus, Triatoma infestans e Dipetalogaster maximus
por longos periodos. Embora a Aza nédo atue diretamente sobre o parasito em meio de
cultura, e também néo seja capaz de interferir nas principais atividades enzimaticas
digestivas do vetor sua atividade se restringe, de forma dose-dependente, ao
desenvolvimento do flagelado em seus vetores (Garcia e cols., 1989b , Gonzalez e
Garcia (1992). Cortez e cols. 2002, demonstraram que a terapia por ecdisona em
ninfas de R. prolixus decapitadas estimula o desenvolvimento das formas
esferomastigota e epimastigota do T. cruzi neste vetor e Gonzalez e cols. (1999)
observaram que os efeitos da Aza sobre a ultraestrutura do trato digestivo de R.
prolixus geram um microambiente intestinal hostil para o seu desenvolvimento,
principalmente pela auséncia da PMM e/ou no espaco perimicrovilar (Fig 5).

Adesdao de T. cruzi ao Epitélio Intestinal e Membrana Perimicrovilar (PMM)

Véarias macromoléculas envolvidas nestes processos interativos do T. cruzi com
células de mamiferos j4 foram identificadas e caracterizadas, mas existem poucas
informacdes referentes a & moléculas capazes de modular o seu ciclo de vida em seus
insetos vetores.

Sabe-se que o trato digestivo de triatomineos hematéfagos contém componentes
expostos na superficie luminal que mediam a adesdo de epimastigotas seguida por
multiplicacdo no intestino médio ou metaciclogénese na cuticula e ampola retal
(Garcia e cols., 2007, 2010). Neste sentido, a adesdo de epimastigotas a PMM
representa uma etapa crucial para a multiplicacdo do T. cruzi uma vez que a inibicao
ao desenvolvimento desta membrana extracelular - por manipulagdo neuroenddécrina
do vetor (Nogueira e cols., 1997; Gonzalez e cols., 1999) ou alimentacdo dos insetos
com antisoro anti-PMM (Gonzalez e cols.,, 2006) — reduz drasticamente o
desenvolvimento do T. cruzi em R. prolixus (Fig 5). Ensaios in vitro, demonstram que
moléculas capazes de inibir o tropismo tecidual e quimiotaxia do T. cruzi a PMM,
frequentemente, também sdo capazes de bloquear o desenvolvimento, in vivo, do
protozodrio em seus hospedeiros invertebrados, podendo assim atuar como alvos
fisiologicos especificos para prevenir a transmissdo do parasito por seus vetores
(Garcia e cols., 2007). Entretanto, atualmente, apenas glicoinositolfosfolipidios (GIPLS)
e proteinas hidrofébicas da superficie de epimastigotas que se ligam a
glicolipopeptidios da PMM de R. prolixus estdo descritas como moléculas envolvidas
na adesdo do T. cruzi ao epitélio intestinal do vetor, R. prolixus (Nogueira e cols.,
2007; Alves e cols., 2007) (Fig 5).

O Sistema Endocrino na Relagéo de Trypanosoma rangeli com o Inseto Vetor

Diversos estudos demonstraram que o sistema imunolégico de R. prolixus é
afetado quando o inseto € inoculado com epimastigotas de T. rangeli com destaque
para a melanizacdo e formacao de nédulos, aléem de haver um aumento na producéo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Azambuja e cols., 1991b, 1999; Garcia
e cols., 2004a,b, Whitten e cols., 2001). Garcia e cols. (2004) demonstraram que a
infeccéo oral com T. rangeli inibe o processo de microagregacao de hemdécitos (Fig 6).



Mello e cols.(1995) verificaram que o T. rangeli, apresenta alta taxa de infeccdo e
multiplicacdo na hemocele, levando ao aumento nos niveis de lisozima bem como no
namero de hemdécitos livres e microagregados circulantes. Ao contrario das formas
longas de T. rangeli, as formas curtas ativam o sistema profenoloxidase quando
inoculadas na hemocele dos insetos (Mello e cols.,1995, Garcia e cols., 2004)

Enquanto o T. cruzi, apds inoculacdo na cavidade hemocélica do inseto, é
rapidamente eliminado da hemolinfa, o T. rangeli possui a capacidade de sobreviver
na hemolinfa de R. prolixus. Uma das hipdteses para a sobrevivéncia deste parasita
na hemolinfa do inseto esta relacionada a capacidade de modulacdo de algumas
respostas imunes celulares entre elas a fagocitose e microagregacao de hemdcitos.

Recentemente foi demonstrado que o protozoario T. rangeli administrado junto
ao sangue alimentar de R. prolixus foi capaz de inibir a atividade da fosfolipase A,
(Garcia e cols., 2004b, Figueiredo e cols., 2008b) (Fig 6). Nesta espécie, 0os autores
observaram que em insetos previamente infectados com o parasita, e tratado com
acido araquidoénico, ocorre a reversdo do efeito inibidor da atividade enzimética
causado pelo parasita (Fig 6). Neste caso, 0 inseto respondeu normalmente com
microagregacao de hemdcitos.

Figueiredo e cols. (2008b) demonstraram que a inibicdo da atividade fagocitica
dos hemdcitos obtidos de insetos infectados previamente com T. rangeli é revertida
tanto com injecao dos insetos com acido araquiddénico como pelo tratamento com PAF
(Fig 6). Também, os autores observaram inibicdo da atividade de PLA; secretada e
celular, bem como a elevacao dos niveis de PAF-AH na hemolinfa de insetos tratados
com o parasita. Os autores sugeriram que fatores bioquimicos presentes em T. rangeli
estdo envolvidos na modulacdo de respostas imune atuando nas vias de sinalizacao
de eicosandides e PAF pela inibicao de PLA; (Figueiredo e cols. 2008b), facilitando
assim o estabelecimento da infeccdo em R. prolixus (Fig 6). A administragdo, por via
oral, de drogas obtidas de plantas, tais como a fisalina B, em R. prolixus infectados
com T. rangeli, promove a reducdo da formacdo de microagregados de hemdcitos
bem como a inibicdo da liberacdo de 6xido nitrico, o que resulta em alta mortalidade
dos insetos tratados (Garcia e cols. 2006). Assim, concluimos que o parasita, de
alguma maneira, influencia no sistema imune do inseto o que facilita sua proliferacao.
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Consideragfes Finais.

O sistema neuroenddcrino € essencial para o desenvolvimento dos insetos e
esta correlacionado com outros sistemas como o0 de reproducdo e imunolégico. Em
espécies de insetos vetores de doencas a humanos, como Rhodnius prolixus, o
sistema neuroenddcrino tem também relacdo com a interacdo do inseto e o parasita,
influenciando no sucesso da infec¢ao do parasita e completo desenvolvimento de seu
ciclo no hospedeiro invertebrado. Dessa forma, a investigacdo com enfoque no
sistema neuroenddcrino dos insetos tem grande importancia para descobertas que
possam colaborar com o desenvolvimento de novas ferramentas para controle da
transmissao de doencas.
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