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Resumo

Os organismos vivos possuem a capacidade de responder a varios sinais intra e extracelulares,
0 que, por sua vez, cria uma variedade de metabdlitos na “sopa” celular. A metaboldmica —
ciéncia que lida com a identificacdo e quantificacdo de metabdlitos num sistema biolégico sob
um conjunto de condicBes — esta ganhando reconhecimento como uma ferramenta poderosa
que ajuda a compreender o efeito de varios fatores de stress e condi¢cbes ambientais sobre o
metaboloma de um determinado sistema bioldgico. A metabolémica baseada em Ressonéncia
Magnética Nuclear (RMN) estd sendo usada em diferentes areas, incluindo biologia de
doencas, medicina, farmacia, toxicologia, alimentos, ciéncias ambientais, entre outras,
contribuindo com uma melhor compreensdo de conjuntos de metabdlitos de interesse. Além
disso, a RMN ¢ aplicada para obter a impressdo digital metabdlica associada a diferentes
sistemas biologicos. Dessa forma, o trabalho realizado neste doutorado se concentrou na
analise metabdlica do TG de Triatoma infestans, um dos mais importantes vetores do
protozoario Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas (DC). De forma geral,
considera-se que este parasito ndo apresenta patogenicidade aos hospedeiros invertebrados
(triatomineos); no entanto, existem estudos que relatam efeitos negativos causados pela
infeccdo. Assim, neste estudo, abordamos a importancia de compreender a relacdo entre
parasito e vetor na DC, por meio da analise comparada do metaboloma do sistema
gastrointestinal de exemplares de T. infestans infectados e sem infeccdo pelo T. cruzi, por
RMN. Identificamos 22 metabdlitos, destacando sete (isoleucina, lisina, prolina, colina,
betaina, acetato e glicose) como estatisticamente significantes na distin¢cdo entre os dois
grupos (infectados e sem infec¢do). Discutimos as implicacdes fisiologicas desses
metabdlitos, considerando sua possivel relacdo com fatores epidemioldgicos e a interacéo
entre o protozodario e o vetor. Embora nossos achados sugiram alteracfes no metabolismo do
vetor induzidas pela presenca do T. cruzi, ressaltamos a necessidade de estudos adicionais
para determinar se essas mudancas afetam negativamente o inseto. A escassez de dados na
literatura sobre o metabolismo do vetor e a interagcdo parasito-vetor destaca a importancia de
uma compreensdo mais aprofundada desses processos, fornecendo insights para o
desenvolvimento de estratégias de controle de vetores e, por conseguinte, da transmissao da
DC.

Palavras-chave: Triatominae. Metabolomica. Doenca de Chagas



Summary

Living organisms can respond to various intra- and extracellular signals, which, in turn, create
a variety of metabolites in the cellular "soup™. Metabolomics — the science that deals with the
identification and quantification of metabolites in a biological system under a set of
conditions — is gaining recognition as a powerful tool that helps understand the effect of
various stress factors and environmental conditions on the metabolome of a given biological
system. Metabolomics based on Nuclear Magnetic Resonance (NMR) is being used in
different areas, including disease biology, medicine, pharmacy, toxicology, food,
environmental sciences, among others, contributing to a better understanding of sets of
metabolites of interest. Furthermore, NMR is applied to obtain the metabolic fingerprint
associated with different biological systems. Therefore, the work carried out in this doctorate
focused on the metabolic analysis of the TG of Triatoma infestans, one of the most important
vectors of the protozoan Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease (CD). In
general, it is considered that this parasite is not pathogenic to invertebrate hosts (triatomines);
however, there are studies that report negative effects caused by the infection. Thus, in this
study, we address the importance of understanding the relationship between parasite and
vector in CD, through comparative analysis of the metabolome of the gastrointestinal system
of specimens of T. infestans infected and without T. cruzi infection, by NMR. We identified
22 metabolites, highlighting seven (isoleucine, lysine, proline, choline, betaine, acetate and
glucose) as statistically significant in distinguishing between the two groups (infected and
without infection). We discuss the physiological implications of these metabolites,
considering their possible relationship with epidemiological factors and the interaction
between the protozoan and the vector. Although our findings suggest changes in the vector's
metabolism induced by the presence of T. cruzi, we highlight the need for additional studies to
determine whether these changes negatively affect the insect. The scarcity of data in the
literature on vector metabolism and parasite-vector interaction highlights the importance of a
more in-depth understanding of these processes, providing insights for the development of

vector control strategies and, therefore, CD transmission.

Keywords: Triatominae. Metabolomics. Chagas disease
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) é uma das 20 Doengas Tropicais Negligenciadas (DTN)
listadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2023). Estima-se que sete
milhGes de pessoas estejam infectadas pelo Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909)
(Kinetoplastida, Trypanosomatidae) em todo o mundo, principalmente na América Latina
(WHO, 2023). Além disso, pressupbe-se que mais de 10 mil pessoas morram, todos 0s anos,
de manifestac@es clinicas (WHO, 2023), e cerca de 70 milhGes de pessoas vivam em &rea de
risco (GUHL; RAMIREZ, 2021; DE FUENTES-VICENTE et al, 2023; MARTIN-
ESCOLANO et al., 2022; WHO, 2023). Embora a DC seja endémica de 21 paises latino-
americanos (DNDI, 2023), essa moléstia ja foi relatada em &reas ndo endémicas, como
Canada, Estados Unidos, Japdo, Australia, Nova Zelandia, Suica, Itdlia e Espanha
(SORIANO-ARANDES et al., 2016).

O protozoario T. cruzi € o agente etiologico responsavel por esta doenca (HOTEZ et al.,
2007; WHO, 2023), sendo a principal forma de transmissao por meio das fezes e/ou urina de
triatomineos, pois esses insetos possuem o habito de defecar durante ou apds o repasto
sanguineo e, uma vez infectados pelo T. cruzi, podem liberar o parasito sobre a pele do
hospedeiro (ALEVI et al., 2021; GIL-SANTANA et al., 2022; OLIVEIRA CORREIA et al.,
2022; TELLEZ-RENDON et al., 2023; ZHAO et al., 2023). Porém, a transmissdo pode
ocorrer por diversas outras vias, incluindo transmissao oral via alimentos contaminados com o
parasito, transfusdo de sangue de doadores infectados, transmissdo vertical (transplacentaria
ou durante a amamentacao), transplantes de 6rgdos de doadores chagasicos e, até mesmo, por
acidentes laboratoriais (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2006;
JACKSON et al., 2010; BERN; MARTIN; GILMAN, 2011; SHIKANAI-YASUDA;
CARVALHO, 2012).

O ciclo de vida do T. cruzi é complexo e constituido por diferentes fases que acontecem
ora nos triatomineos (vetores), ora nos vertebrados que atuam como hospedeiros/reservatorios
(de forma geral, mamiferos) (TYLER; ENGMAN, 2001; BERN, 2015; BARISON et al.,
2017). Durante o repasto sanguineo em mamiferos infectados, os insetos ingerem as formas
tripomastigotas que passam por uma sequéncia de transformagfes ao longo do trato
gastrointestinal (TG) do inseto: no estdbmago, a maioria dos tripomastigotas (forma presente
no sangue dos vertebrados) se diferencia em epimastigotas (principal estagio de replicacdo) e
esferomastigotas. Apds a passagem para o intestino delgado e reto, os epimastigotas se

dividem repetidas vezes e, na porcdo final do sistema digestorio, se transformam em
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tripomastigotas metaciclicos (forma infectante para os hospedeiros) que sdo eliminados nas
fezes dos insetos durante o repasto sanguineo (GARCIA et al., 2010).

Os Unicos tratamentos disponiveis para a doenca sdo 0s antitripanosomatideos
Benznidazol e Nifurtimox, que s6 sdo eficazes na fase aguda da doenca (HASSLOCHER-
MORENO et al., 2012; CRESPILLO-ANDUJAR et al., 2022). A criacio de novas
abordagens medicinais para o tratamento da DC tem enfrentado muitos desafios. A
complexidade da biologia da infeccdo, a complexidade da patologia e a natureza de longo
prazo da doenca sdo as principais barreiras para o desenvolvimento de novos tratamentos
(MILES et al., 1981; BERN, 2015; MESSENGER; MILES; BERN, 2015; MARTIN-
ESCOLANO et al., 2022). Consequentemente, o controle vetorial é considerado a estratégia
mais eficiente para combater a DC (WHO, 2023). Entretanto, o controle dos vetores apresenta
varios obstaculos, pois os triatomineos apresentam ampla distribuicdo geogréfica, alto grau de
domiciliacdo de algumas espécies e variagdes significativas entre vetores em termos de
morfologia, fisiologia e genética (o que reflete em diferencas na capacidade e competéncia
vetorial e resulta em resisténcia a inceticidas) (MESSENGER; MILES; BERN, 2015; DE
FUENTES-VICENTE et al., 2023). Além disso, os desafios de implantar uma vigilancia
epidemioldgica eficaz, que possua uma cobertura espacial e populacional adequada e que atue
na deteccdo de novos casos de incidéncia e reincidéncia dos triatomineos sdo as principais
barreiras ao controle desse vetor (DE ARIAS et al., 2022).

1.1  Insetos

Atualmente, existem 160 espécies descritas na subfamilia Triatominae (157 espécies
existentes e trés fdosseis), agrupadas em 18 géneros e cinco tribos (ALEVI et al., 2021; GIL-
SANTANA et al., 2022; OLIVEIRA CORREIA et al., 2022; TELLEZ-RENDON et al., 2023;
ZHAO et al., 2023). Triatoma infestans (Klug, 1834), T. brasiliensis Neiva, 1911, T.
pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964, T. sordida (Stal, 1859) e Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835), apresentam maiores competéncias vetoriais no Brasil (GALVAO, 2014).
No entanto, todos os triatomineos, de ambos 0s sexos e em qualquer fase do desenvolvimento
apos a eclosdo (N1, N2, N3, N4, N5 e adultos), sdo considerados como potenciais vetores da
DC. Entre as especies descritas, T. infestans € considerado um dos principais vetores,
principalmente devido as suas caracteristicas bioldgicas, tais como o alto grau de antropofilia,
adaptacdo ao ambiente domiciliar, capacidade de suportar longos periodos em jejum e
apresentar uma ampla distribuicdo, tornando-o um grande problema de saude publica
(DUJARDIN; SCHOFIELD; TIBAYRENC, 1998).
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ApoOs acbes de controle realizadas pela Iniciativa do Cone Sul em que Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai uniram esfor¢os para a eliminacdo do principal
vetor na América do Sul, T. infestans teve sua distribuicdo reduzida (DIAS; SCHOFIELD,
1999). No entanto, essa espécie se tornou motivo de preocupacdo novamente devido aos
relatos de reinfestagdo na Argentina, Bolivia e Paraguai (GURTLER et al., 2007)
evidenciando a dificuldade do controle vetorial dessa espécie, principalmente devido a sua
ampla extensdo em areas endémicas e a dificuldade de implementar uma vigilancia
epidemioldgica eficiente, a fim de evitar a recuperacdo de populagdes de insetos previamente
tratados com inseticidas (PEREZ DE ROSAS et al., 2013). Todavia, essa espécie ainda
mantém sua importancia epidemioldgica devido a sua grande capacidade de adaptacdo ao
meio domiciliar e peridomiciliar e, sendo deste modo, um importante vetor do protozoario T.
cruzi (DUJARDIN; SCHOFIELD; TIBAYRENC, 1998).

De maneira geral, considera-se que o protozoario T. cruzi ndo apresenta patogenicidade
aos hospedeiros invertebrados (triatomineos) (DE OLIVEIRA et al., 2018). No entanto
existem estudos que relatam efeitos negativos causados pela infec¢do, como, por exemplo:
menor taxa de oviposicdo (3,5 vezes menor que em fémeas sem infec¢édo), de fertilidade e de
eclosdo dos ovos em P. megistus contaminados com o T. cruzi (LIMA et al., 1992). Além
disso, foram observados tanto prejuizos no desempenho reprodutivo de Rhodnius prolixus
Stal, 1859 — os quais podem reduzir o fitness do inseto e trazer consequéncias para a sua
sobrevivéncia (FELLET et al., 2014) —, como alteracdes nos aspectos comportamentais em
Mepraia spinolai (Porter, 1934) — como a diminui¢do do tempo entre a alimentacdo e a
defecacdo, podendo influenciar diretamente na capacidade vetorial (BOTTO-MAHAN;
CATTAN; MEDEL, 2006). Nesse contexto, é importante ressaltar que os vetores sdo
comumente explorados pelos parasitos, e conhecer a relacdo entre eles, é um passo

importante para a epidemiologia da DC (ELLIOT et al., 2015).

1.2 Metaboldémica: uma breve introducgédo

A metabolémica € uma das ciéncias ‘6micas’ que tem se expandido rapidamente na era
pos gendmica, possibilitando o estudo de perfis de metabolitos em um sistema (célula, tecido,
organismo ou fluido biologico) em uma determinada condicdo (ROCHFORT, 2005). Os
metabolitos ndo sdo apenas o produto da expressdo génica, eles sdo o resultado da interacéo
do genoma de um determinado sistema biolégico com o seu ambiente e servem como
assinaturas diretas da atividade bioguimica de um organismo, sendo assim, sao mais faceis de
correlacionar com o fenétipo (GOODACRE et al.,, 2004; ROCHFORT, 2005; SNART;
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HARDY; BARRETT, 2015). Nesse contexto, a metabolémica tornou-se uma abordagem
poderosa que tem sido amplamente adotada, uma vez que fornece informacdes do fendtipo
metabolico funcional, detectando o metaboloma completo de um tecido ou organismo sob
uma determinada condicdo (PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012; SNART; HARDY;
BARRETT, 2015).

As estratégias para estudos com metabolémica foram divididas em duas abordagens
distintas, metabolémica ndo direcionada e metabolémica direcionada (ALONSO; MARSAL;
JULIA, 2015), cada uma com suas proprias vantagens e desvantagens, ambas muitas vezes
utilizadas em combinagdo para obter informacgdes mais precisas. A metabolomica ndo
direcionada tem o objetivo de medir o maior nimero possivel de metabdlitos em uma
amostra, permitindo uma andlise abrangente de todos os metabdlitos mensuraveis na amostra
em estudo (PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012; ROBERTS et al.,, 2012). Os metabolitos
observados pela estratégia ndo direcionada requerem uma identificacdo minuciosa usando
metodologias analiticas adequadas. Essa estratégia permite a descoberta de novos alvos
como biomarcadores, pois a cobertura do metaboloma é ampla, entretanto, os principais
desafios dessa abordagem estdo nos protocolos para preparacdo das amostras, geracdo de
grandes quantidades de dados, além das dificuldades em identificar e caracterizar os
metabdlitos encontrados (GOODACRE et al., 2004; ROBERTS et al., 2012; ALONSO;
MARSAL; JULIA, 2015).

A metabolémica direcionada tem como propdsito a medicdo de conjuntos predefinidos
de metabdlitos com alto nivel de precisdo e exatiddo, utilizando experimentos baseados em
hipGteses bioquimicas especificas que visam identificar ou estudar uma ou mais vias em
particular (GOODACRE et al., 2004; PUTRI et al., 2013). Com essa estratégia, a preparacao
de amostras pode ser otimizada, uma vez que todas as espécies analisadas estdo claramente
definidas, é possivel reduzir a dominancia de outras moléculas que poderiam estar presentes
nas amostras (ROBERTS et al., 2012; PUTRI et al., 2013).

Na entomologia, 0 uso das técnicas metabol6micas ainda é pouco difundida e tem
sido utilizadas para trazer uma variedade de aspectos da biologia dos insetos, incluindo
comportamento, infeccdo, respostas ao estrese térmico, simbiose, etc (SNART; HARDY;
BARRETT, 2015). Entretanto, as informacdes sobre o papel dos metabolitos na regulacdo do
comportamento e dos fenétipos dos insetos permanecem escassas (SNART; HARDY;
BARRETT, 2015). Na subfamilia Triatominae, os estudos metabolémicos sdo restritos. A
analise do metaboloma fecal de R. prolixus, T. infestans e P. megistus foi realizada e revelou

grupos de metabolitos constantes entre as espécies e outros que variam entre elas (ANTUNES
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et al., 2013). Recentemente, Eberhard et al. (2021) realizaram um estudo metabolémico do
intestino com a proposta de prever a infecgdo por T.cruzi. Os autores observaram uma grande
proporcdo de lipidios e moléculas lipidicas que desempenham um papel importante na
regulacao do processo metabolico fundamental, e 0 modelo estatistico utilizado sugeriu que as
diferencas observadas no metaboloma do inseto poderiam ser usadas para determinar se ele
foi ou ndo exposto ao parasito (EBERHARD et al., 2021).

1.3 Fluxo de trabalho

Independentemente do campo de aplicacdo, as investigacdes metaboldmicas precisam
seguir um fluxo de trabalho especifico e sistematico para alcancar resultados apropriados e
confiaveis. O fluxo de trabalho envolvido na obtencdo da impressdo digital (fingerprint)
metabolémica do sistema bioldgico em estudo estd apresentado na Figura 1. O primeiro e
mais importante passo é a formulacdo de um hipotese ou problema bioldgico a ser resolvido
pela metaboldmica, seguido pela configuracdo do projeto experimental em que a amostra em
questdo € coletada e processada para extrair os metabdlitos. Os métodos de extracdo precisam
ser padronizados para cobrir 0 maximo de metabdlitos que podem ser obtidos de uma
amostra. Em sequéncia, os metabdlitos extraidos serdo analisados usando técnicas que 0s
separam, identificam e quantificam. Isto, por sua vez, leva a geracdo de grandes conjuntos de
dados, que sdo curados e depois analisados manualmente ou por pacotes de software pré-

concebidos, seguidos de processamento rigoroso dos dados e analise.
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Figura 1. Fluxo de trabalho envolvido na obtencéo de dados metabolomicos de um sistema
bioldgico. A: estruturacdo do projeto e formulacdo da hipdtese; B: manutengdo dos insetos e
das cepas de T cruzi; C: Disseccdo do T. infestans e extracdo do sistema gastrointestinal; D:
armazenamento do material em nitrogénio liquido; E: coleta de dados em aparelho de RMN;
F: processamento de dados; G: analise dos dados; H: andlise estatistica; I: andlise dos
metabolitos.
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Fonte: Autoria propria gerada pelo BioRender.

1.4 Espectroscopia de H-RMN

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) desempenha um papel
crucial nos estudos metabolémicos, oferecendo informacdes valiosas sobre a composicao e
estrutura das moléculas presentes nas amostras bioldgicas. Dentre as técnicas analiticas
empregadas nos estudos metabolémicos, a RMN e a espectrometria de massa (EM) se
destacam como as mais difundidas (EMWAS, 2015). Nos ultimos anos, o uso da RMN nesses
estudos tem crescido devido as suas vantagens em relacdo a EM. Quando comparada a EM, a
RMN é uma técnica ndo destrutiva, permitindo a preservagdo das amostras durante a analise.

Além disso, os metabdlitos podem ser quantificados sem a necessidade de adicionar padrdes,
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e as amostras para analise por RMN requerem pouca ou nenhuma separagao cromatogréfica,
reduzindo o tempo de preparacdo. A facilidade de identificacdo de novos compostos é outra
vantagem significativa da RMN (EMWAS et al., 2019).

Fundamentalmente, a RMN baseia-se na interacdo entre ondas de radiofrequéncia e
spins nucleares na presenca de um campo magnético externo (B0). O nucleo mais comumente
observado € o do hidrogénio-1 (1H), devido a sua alta sensibilidade na detec¢do. Além do 1H,
outros nucleos como 13C, 14N, 15N, 18° e 31P também sdo observaveis por RMN
(MARTINS et al., 2015). Quando um campo magnético externo age sobre os nucleos, eles
podem se orientar a favor ou contra 0 campo, gerando estados de energia diferentes. A
diferenca entre esses estados gera uma magnetizacdo resultante, detectada como free
induction decay (FID), que é processado através da Transformada de Fourier para gerar o
espectro de RMN.

Na metabolémica baseada em RMN, a supressdo de solventes é um dos importantes
aspectos que tem o maior impacto na qualidade do espectro em geral. Assim, a supressdo de
solvente é necessaria durante a medicdo, devido ao grande sinal de agua, evitando assim
sobreposicdo de sinais e distor¢bes de linha de base. Em amostras biologicas a agua se
encontra muito presente, isso faz com que um grande pico seja visto no espectro de RMN, por
isso esse sinal precisa ser suprimido para que 0S componentes restantes possam ser
observados, para isso; utiliza-se um experimento com uma sequéncia de pulso denominada
noesygpprld que vai suprimir o sinal da 4gua no espectro e permitir que os metabolitos sejam
observados (Figura 2). Os esquemas de supressdo de dgua mais comumente usados em
metaboldmica baseada em RMN incluem: 1) pré-saturacdo simples, onde é usado
radiofrequéncia fraca para saturar a ressonancia da dgua durante o atraso de relaxamento; 2)
espectroscopia de efeito overhauser nuclear 1-D (NOESY), pré-saturacdo com gradientes
(noesygpprld); 3) supressdo de &gua por WATERGATE, que usa excitacdo adaptada ao
gradiente (SINGH et al., 2023) e para supressdo de agua. Entre estes, noesygpprld tem sido
amplamente utilizado para suprimir o sinal de agua de forma eficiente em caso de amostras

bioldgicas.
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Figura 2. A: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, D.O) de uma amostra de
Corynebacterium pseudotuberculosis. Espectro adquirido utilizando a sequéncia de pulsos zg,
B: Espectro de RMN de *H (600 MHz, D,O) de uma amostra de C. pseudotuberculosis.
Espectro adquirido utilizando a sequéncia de pulsos noesygpprld. Ambos os espectros foram
obtidos no espectrometro de RMN Bruker Avance 111 600 MHz.
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Fonte: Autoria propria obtida com o software MestreNova.

Outro importante experimento 1D comumente usado em metaboldmica de RMN ¢é
editado por T2, 0 CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill Sequence) (CARR; PURCELL, 1954)
que emprega um filto T, para atenuar os sinais amplos de macromoléculas, principalmente
proteinas e lipoproteinas, que possuem curto tempo de relaxamento T. em compara¢do com
metabolitos de massa molecular menor que 1,2 kDa.

Além do sinal da &gua, compostos com alta massa molecular apresentam sinais

alargados no espectro de RMN. Esses sinais muitas vezes sobrepdem sinais de menor
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intensidade, para que esse problema n&o ocorra, utiliza-se o experimento CPMG. Esse
experimento consiste basicamente na aplicacdo de uma sequéncia de pulsos que permite que
o0s sinais das proteinas e lipidios aglomerados sejam filtrados virtualmente e, portanto, ndo
irdo aparecer no espectro (Figura 3) (CLARIDGE, 2016).

Figura 3. A: Espectro de RMN de *H (600 MHz, D20) de uma amostra de C.
pseudotuberculosis. Espectro adquirido utilizando a sequéncia de pulsos noesygpprld. B:
Espectro de RMN de 'H (600 MHz, D20O) de uma amostra de C. pseudotuberculosis. Observe
que a regido apontada pela seta em A possui sinais mais alargados e pouco definidos,
enquanto em B os sinais s&o menos alargados e mais definidos devido a filtragem promovida
pelo CPMG. Ambos os espectros foram obtidos no espectrometro de RMN Bruker Avance Il1
600 MHz.
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Fonte: Autoria propria obtida com o software MestreNova.

1.5  Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear bidimensional (2D)

A estrutura geral de um experimento bidimensional é sempre a mesma. Um
experimento de RMN 2D consiste em preparagéo, evolugéo (t1), mistura e deteccdo (t2). A
preparacéo refere-se a excitacdo dos spins com uma ou uma sequéncia de varios pulsos apés o
relaxamento térmico. Durante a evolugédo, o spin se desenvolve apenas sob a influéncia do
campo magnético estatico e possiveis interacdes entre si. O mixing period seguinte é tal que a
magnetizacdo transversal é observada no periodo de deteccdo final. Ao variar o tempo de
mistura, a correlacdo entre os spins individuais pode ser estimulada, o que pode finalmente ser
detectado. Dependendo da selecdo da sequéncia de mistura, diferentes correlacfes entre 0s
sinais individuais podem ocorrer através de diferentes mecanismos que levam a uma

transferéncia de magnetizacdo. Existem experimentos de correlacdo que conectam sinais
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espacialmente adjacentes (NOESY), liga¢fes quimicas adjacentes (COSY) ou mesmo todos
0s sinais de um sistema de spin inteiro (TOCSY).

Ao analisar espectros de RMN com estruturas quimicas muito complexas se observa
muitas sobreposi¢ces dos sinais dos *H no espectro de RMN de *H, tornando dificil o
processo de identificagdo das moléculas presentes na amostra. Para driblar esse problema e
auxiliar na interpretagdo dos espectros utilizamos técnicas de ressonancia magnética
bidimensionais (2D) para analisar as correlacdes e identificar corretamente as moléculas
presentes no espectro de RMN. Essa técnica apresenta muitas vantagens, o que permite
analises moleculares complexas, correlacionar informacfes entre diferentes nucleos e é
extremamente Util nas mais diversas areas que aplicam RMN (JANOVICK et al., 2020).
Entretanto, sua principal desvantagem esta na sua longa duracao experimental, a depender do
experimento a coleta dos dados pode levar mais de 30 horas.

De uma forma bem simplista, a técnica de RMN 2D consiste em estabelecer uma
correlacdo entre dois spins interconectados, atraves de uma série de aquisi¢cfes de NMR 1D.
Isso significa que um experimento 2D nada mais é do que uma série de varios experimentos
unidimensionais que diferem na duracdo do tempo evolutivo t1. Vocé pode imaginar os FIDs
registrados sucessivamente como uma matriz bidimensional (veja a Figura 10 a esquerda). Na
primeira dimenséo, todos os FIDs sé&o alinhados de acordo com o seu tempo evolutivo.

Cada um desses pontos t1 pode ser registrado com um certo nimero de transientes
(ndmero de varreduras/NS). A transformada de Fourier (TF) agora também pode ser aplicada
uma apds a outra. Se vocé primeiro transformar a segunda dimensdo, obtera a sequéncia de
espectros unidimensionais de acordo com o tempo evolutivo associado (ver Figura 10 no
meio) e podera ver que 0s sinais na primeira dimensao sdo modulados. Portanto, é possivel
também transformar os espectros ao longo da primeira dimensdo. Isto resulta entdo num
espectro que consiste em duas dimensdes de frequéncia (Figura 10 a direita).

Na técnica de RMN convencional o espectro é obtido apds a TF, que depende de
apenas uma variavel de tempo. Na técnica de RMN 2D, duas varidveis de tempo sdo
consideradas, o tempo de evolucdo e o tempo de deteccdo. Os sistemas de spins evoluem
sobre a influéncia de varidveis de interacdo e assumem no final deste intervalo um estado
particular que depende dessas variaveis e do tempo decorrido t1 (AUE; BARTHOLDI,
ERNST, 1976; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2019). Apds esse tempo, 0s sistemas
continuam a se desenvolver, durante esse periodo a magnetizacdo ¢é detectada em funcdo do
tempo t2. Um FID é obtido e passa pela transformada de Fourier dando origem a um
espectro 2D (AUE; BARTHOLDI; ERNST, 1976; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
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2019).
Para este trabalho vamos dar énfase em trés experimentos de correlagio: COSY *H-'H
(Correlation Spectroscopy), TOCSY *H-'H (Total correlation spectroscopy) e HSQC tH-13C

(Heteronuclear single quantum coherence).

15.1 COSY H-H

A espectroscopia de correlagdo 2D H-H (COSY) é o experimento mais simples de
todos os experimentos de RMN 2D usados para identificar correlagbes homonucleares entre
nicleos H acoplados. Ao analisar o espectro COSY de uma amostra, é possivel mapear as
interacdes entre protons de hidrogénio em diferentes metabdlitos, facilitando a identificacéo e
a atribuicdo de sinais especificos a compostos individuais (AUE; BARTHOLDI; ERNST,
1976; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2019).

Durante o experimento COSY, protons com correlagdes mutuas (geralmente até trés
ligacGes) de acoplamento spin-spin sdo observados e exibidos na forma de picos cruzados no
espectro de COSY (Figura 4). Em um espectro COSY os eixos F1(Y) e F2(X) representam 0s
hidrogénios e a diagonal contém as informagcbGes 1D. Os picos cruzados que aparecem
préximos as diagonais mostram os spins que sdo acoplados uns aos outros, produzindo um

sinal na intersecdo dos dois valores de frequéncia (Figura 4).
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Figura 4. Espectro de correlagio COSY !H-'H (400 MHz, D,0) de TG de T. infestans.
Espectro obtido em equipamento Bruker AVANCE |1l operado a 400 MHz equipado com
uma unidade Bruker MAS Il (Magic Angle Spinning) e com sonda HR-MAS (High
Resolution Magic Angle Spinning). Na imagem podemos observar os sinais dos hidrogénios

presentes na valina que acoplam entre si.
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Fonte: Autoria propria obtida com o software MestreNova.

152 TOCSY H-H

Outra poderosa técnica de espectroscopia de correlagdo ‘H-'H é a Espectroscopia de
Correlacdo Total (TOCSY), também conhecida como experimento homonuclear Hartmann-
Hahn (HOHAHA). O experimento TOCSY !H-'H permite criar correlagdes entre todos os
prétons dentro de um sistema de spin, ndo apenas entre prétons vizinhos, e sdo detectados e
mostrados no modo 1D ou mais comumente na forma de picos cruzados em 2D. Em um
estudo metaboldmico, o experimento TOCSY € usado para fornecer a atribuicdo completa
para ressonancias de prétons de pequenas moléculas, ja que todos os protons correlacionados
no mesmo residuo de um dnico aminoacido, por exemplo, serdo detectados. Essa técnica
auxilia na elucidacdo de estruturas moleculares ao revelar as conexdes entre atomos dentro de
uma molécula o que é essencial para a identificacdo correta de compostos, pois muitos

metabolitos tém estruturas complexas e, sem a elucidacéo adequada, a interpretacdo dos dados
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pode ser ambigua (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2019). O aspecto do resultado de
um experimento TOCSY é muito semelhante ao COSY, os eixos F1(Y) e F2(X) representam
os hidrogénios e a diagonal contém as informacBes 1D. Entretanto, no COSY o0s picos
cruzados mostram os spins diretamente acoplados, enquanto no TOCSY os picos cruzados
ndo sdo apenas para spins que estdo diretamente acoplados, mas para todos 0s spins que
possuem acoplamento dentro de determinado sistema (Figura 5).

Figura 5. Espectro de correlagdo TOCSY 'H-'H do TG de T. infestans. Espectro obtido em
equipamento Bruker AVANCE I1l operado a 400 MHz equipado com uma unidade Bruker
MAS Il (Magic Angle Spinning) e com sonda HR-MAS (High Resolution Magic Angle
Spinning). As correlacfes da valina sdo tracadas com duas linhas laranjas que se cruzam entre
o sinal a 1,00 ppm e o sinal a 2,28 ppm (deslocamentos quimicos atribuidos a valina).
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Fonte: Autoria propria gerada pelo software MestreNova.

153 HSQC 'H-BC

A espectroscopia de RMN heteronuclear 2D HSQC 'H-3C em metabolémica
representa uma ferramenta valiosa para resolver e atribuir picos de prétons sobrepostos,
especialmente para sinais de metabolitos resultantes de amostras bioldgicas
complexas(MAHROUS; FARAG, 2015). Ao correlacionar os sinais de 'H e *3C, a HSQC
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facilita a distincdo entre diferentes tipos de carbono em uma molécula, proporcionando uma
visdo detalhada da composi¢do quimica dos metabdlitos (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2019). O experimento HSQC fornece a resolugdo mais alta em compara¢do com
outros experimentos 2D. No entanto, 0 aumento da resolucéo esta associado a uma reducdo na
sensibilidade, especialmente na abundancia natural relativamente baixa de *C.

HSQC !H-13C permite estabelecer as correlagdes entre os nucleos *H-13C que estdo
distantes por uma ligagdo quimica (Figura 6). Em um espectro de HSQC H- 3C os carbonos

estdo ao longo do eixo F1 (YY) e os prétons estdo ao longo do eixo F2 (X).

Figura 6. Espectro de correlagdo HSQC H-13C do TG de T. infestans. Espectro obtido em
equipamento Bruker AVANCE |1l operado a 400 MHz equipado com uma unidade Bruker
MAS Il (Magic Angle Spinning) e com sonda HR-MAS (High Resolution Magic Angle
Spinning). Na imagem podemos observar os sinais dos nucleos de carbono da valina.

1 ]
" tl'f [}

i [ T | | " | N 1
ppm — ,,,...,.J\-‘i‘l\.- | J‘k_ﬂ.-':ﬁ'}u‘ Ul ot oM AN e W M J\!J.!.J'""’ﬂ-\__7

T -E
e = -
: —_=1= ¥
J . -_
S i -
35 = =
4 @ dDE = == e - Bt
- - pr——
i t_T Y
- . ." I
Tl b M At
55 = = I~ o ’
e ‘*ﬂi’ - ¢€;>“ 100 .
60 “.h“'1:; :'. 110

120
130 .--.

140

150

T
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Fonte: Autoria propria gerada pelo software TopSpin.
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1.6 Ressonancia Magnética Nuclear com sonda HR-MAS (High Resolution
Magic Angle Spinning), para analise de semissolidos

A rotacdo de angulo mégico de alta resolucdo (HRMAS) é uma técnica estabelecida
para analise de amostras ndo homogéneas e semissolidas. Com técnicas padrdo de RMN em
estado de solucdo, os espectros de tais amostras sofreriam ressonancias amplas e néo
resolvidas. Em amostras no estado liquido, as moléculas estdo se movimentando de forma
rapida e aleatéria. Ja em amostras solidas ou semissolidos as moléculas apresentam
orientacOes espaciais muito bem definidas devido ao ambiente mais compacto. Essas
moléculas, quando expostas a um campo magnético intenso irdo se comportar de formas
distintas, os ndcleos de uma molécula de meio solido ou semissolido ndo sofrerdo
reorientacdo molecular. Devido essa auséncia total ou parcial de orientacdo os sinais obtidos
nos espectros de amostras solidas ou semissélidas sdo muito amplos (STANISIC et al., 2022)

Apbs estudos realizados por Andrew et al. (1958) e Lowe (1959), uma metodologia que
simula o efeito da reorientacdo molecular para spins nucleares foi estabelecida para melhorar
a resolucéo dos espectros obtidos. Os estudos mostraram que quando o angulo (0) entre o eixo
de rotacdo da amostra e o campo magnético externo (B0) é de 54,74° os resultados sdo
melhores. O angulo 0 ficou conhecido como angulo magico e a técnica foi denominada Magic
Angle Spinning (MAS) (ANDREW; BRADBURY; EADES, 1958; LOWE, 1959).

Posteriormente, por volta de 1990 surgiu a técnica de RMN chamada rotacdo de angulo
magico de alta resolucdo (HR-MAS), essa técnica estendeu as aplicacbes da RMN de alta
resolucdo para amostras que possuem reorientacdo molecular limitada, como amostras de
semissdlidos. O HR-MAS resultou em espectros de RMN de semissélidos com uma resolucao
espectral tdo boa quanto RMN de estado liquido (WONG; LUCAS-TORRES, 2018;
STANISIC et al., 2022).

1.7  Quimiometria

Os dados de RMN ndo sdo facilmente adequados para analise por métodos
guimiométricos. Portanto, esses dados precisam ser transformados em um formato adequado a
realizacdo de analises multivariadas. Isso pode ser alcangcado por meio de varias etapas:
categorizacdo, alinhamento, normalizagéo e dimensionamento.

Quimiometria é uma area da quimica que utiliza métodos matematicos, estatisticos e

computacionais para aplicar a conjuntos de dados de carater quimico (FERREIRA, 2015). Em
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conjuntos de dados multivariados como os dados metabolémicos, se faz necessario o uso de
métodos quimiométricos para extrair as informagdes relacionadas ao objetivo principal do
estudo. Dentre esses métodos estdo o pré-processamento de dados, andlises uni e
multivariadas e técnicas de reconhecimento de padrdo.

Sendo assim, o conjunto de dados metabolémicos passa inicialmente pela etapa de pré-
processamento. Essa etapa pode ser realizada com auxilio de alguns softwares como
MestreNova. O pré-processamento consiste em eliminar informagdes que ndo sejam
relevantes quimicamente ou para o objetivo do estudo nessa etapa séo feitos pequenos ajustes
no espectro como ajuste de fase para promover uma simetria de todos os picos, ajuste da linha
de base para remover artefatos espectrais que podem gerar distorcdes e referenciamento dos
espectros para a identificacdo de compostos, alinhamento de pico e analises estatisticas
(EMWAS et al., 2018). Além disso, uma técnica denominada binning também ¢ aplicada a
fim de solucionar algum desalinhamento existente e reduzir a dimenséo da matriz de dados,
com essa técnica 0s espectros sdo segmentados em regiGes de mesma largura em ppm,
denominadas bins (ENGELSEN; SAVORANI; RASMUSSEN, 2013). Uma das vantagens
importantes do binning € que ele evita que as variaces dos deslocamentos de RMN afetem o
processamento estatistico, desde que tais deslocamentos permanecam dentro dos limites dos
compartimentos correspondentes.

Outra técnica empregada nessa etapa € a normalizacdo, onde os dados coletados sdo
transformados em valores comparaveis (STANISIC et al., 2022). A normalizagdo é utilizada
para remover qualquer variacdo nas intensidades do sinal devido as dilui¢cbes de cada amostra ou
a quantidade de material analisado.

Apos o pré-processamento, métodos de andlise univariada s&o realizados, esses métodos
sdo os mais usados para analise exploratoria de dados e fornecem uma viséo geral preliminar
sobre as caracteristicas potencialmente significativas dentro das condi¢bes em estudo.
Métodos de analise, como Fold Change, T test e Volcano plot, sdo alguns exemplos de
analises que podem ser realizadas.

Os métodos de analise multivariada sdo cruciais nos estudos metabolémicos, uma vez
que todos os metabdlitos sdo considerados simultaneamente, permitindo a deteccdo de
tendéncias entre amostras e metabolitos. As técnicas multivariadas de reconhecimento de
padrdo sdo ferramentas que visam identificar, caracterizar e avaliar semelhancas e diferencas
entre as amostras de um conjunto de dados. Para isso utiliza-se analises supervisionadas e ndo
supervisionadas. Como método de analise supervisionada temos o Partial Least Squares -

Discriminant Analysis (PLS-DA) em que o objetivo é discriminar duas ou mais classes nas
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quais as amostras podem ser categorizadas (ENGELSEN; SAVORANI; RASMUSSEN,
2013). Como método de analise ndo supervisionada podemos citar o Principal Component
Analysis (PCA) que identifica as direcOes das maiores variagfes que melhor explicam a
variancia em um conjunto de dados sem consultar a classe (STOYANOVA; BROWN, 2001).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Obter o perfil metabdlico do TG do vetor da DC, assim como averiguar a associagao

entre o parasita e 0 inseto.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar uma analise abrangente e qualitativa dos metabdlitos do TG do vetor da DC
(T. infestans);

e [dentificar os niveis de metabdlitos do vetor que sdo modulados pelo parasito (vetor
infectado com o parasito);

e Avaliar as vias metabdlicas relacionadas com os perfis metabdlicos encontrados e 0s

possiveis mecanismos fisioldgicos associados.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo e procedéncia dos insetos

Os exemplares de T. infestans foram fornecidos pelo “Insetario de Triatomineos”,
instalado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCFAR/UNESP), do Campus de
Araraquara, Sdo Paulo. Os insetos utilizados no estudo foram obtidos da colonia CTA 121,
iniciada a partir de espécimes coletadas em ambiente domiciliar do municipio de Corinto,

Minas Gerais.

3.2 Insetos sem infeccao
No insetario da UNESP de Araraquara, exemplares machos e fémeas adultos de T.
infestans (Figura 7) foram isolados da coldnia original para formar a coldnia utilizada nos

experimentos propostos. Semanalmente, os insetos foram alimentados e os ovos separados
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para obtencdo das ninfas (Figura 7). Uma vez estabelecida a col6nia, para otimizarcdo da
metodologia, as ninfas de 5° instar (Figura 7) foram trazidas e mantidas no IBILCE/UNESP,
Sdo José do Rio Preto/SP, pois, ap6s a muda imaginal, os adultos foram mantidos em jejum

por 15 dias garantindo que o TG estivesse livre de residuos de alimentos/fezes.

Figura 7. Ciclo de desenvolvimento de Triatoma infestans. 1: ovo. Barra representa:
500 um, 2: ninfa de primeiro instar. Barra representa: 2 mm, 3: ninfa de segundo instar. Barra
representa: 2 mm, 4: ninfa de terceiro instar. Barra representa: 5 mm, 5: ninfa de quarto instar.
Barra representa: 5 mm, 6: ninfa de quinto instar. Barra representa: 5 mm, 7: macho adulto.

Barra representa: 5 mm e 8: fémea adulta. Barra representa: 5 mm.

Fonte: Imagem prépria
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3.3 Insetos infectados

A contaminacdo dos triatomineos foi realizada no Laboratério de Parasitologia da
FCFAR/UNESP através de hematofagia de ninfas N5 em camundongos contaminados com a
cepa Y (Tc Il) de T. cruzi. Devido a alta viruléncia, a cepa Y foi escolhida, apresentando alta
parasitemia e alta mortalidade em camundongos (DEVERA et al., 2002). Vale ressaltar que
esta cepa foi obtida, pela primeira vez, de um caso humano de DC (SILVA, 1953) e possui
relevancia clinica (ZINGALES et al., 2009, 2012).

3.4 Dissecacao dos insetos

Apdbs a muda imaginal e o periodo de jejum de 15 dias (para garantir que o TG estiveja
livre de residuos de alimentos/fezes), 16 triatomineos adultos infectados e 16 ndo infectados
foram dissecados. Os materiais utilizados para dissecar os insetos foram submetidos a luz
ultravioleta por 15 minutos para esterilizacdo. Utilizando um microscopio estereoscépico
Leica MZ APO, com sistema de analise de imagens Motic Advanced 3.2 plus, 0s insetos
foram dissecados, e 0 6rgdo de interesse (TG) foi extraido (Figura 8). Subsequentemente o
6rgdo extraido foi armazenado em microtubos e congelado em nitrogénio liquido, seguido

pelo armazenamento em freezer a -80°C.

Figura 8. Trato gastrointestinal de Triatoma infestans. 1: estbmago, 2: intestino e 3: reto.

Fonte: Imagem prépria.

3.5 Preparacéo das amostras de T. cruzi para os estudos por RMN
Para obtencdo de amostras de T.cruzi para os estudos por RMN, 10mL de meio de
cultura contendo formas epimastigotas foram centrifugados a 8.000 rpm por 20 minutos, o

sobrenadante foi descartado e em seguida o pellet contendo o protozoério foi ressuspenso em
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ImL de 4gua deuterada (D20). Apds ser ressuspenso, 0 material foi centrifugado novamente a
8.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido mais

uma vez. O pellet foi imediatamente submetido a analise em aparelho de RMN.

3.6 Coleta de dados em RMN

As amostras do TG foram retiradas dos microtubos e imediatamente colocadas no rotor
de didmetro de 4mm com volume de 12 pL, com 10 pL de D20. Os espectros de RMN de *H
foram obtidos pela técnica de HR-MAS, usando um espectrometro Bruker Avance Il (Bruker
Biospin, Alemanha) operando a 400 MHz para *H e 100 MHz para ‘3C, equipado com uma
sonda de nucleo triplo de 4 mm d-HR-MAS 400 SB atuando no angulo méagico em uma
rotacdo frequéncia de 3,5 kHz e 298 K (para analise de semissélidos em rotor rotativo
maximo de 15 kHz). O equipamento utilizado estd no Laboratério Multiusuario de
Ressonancia Magnética Nuclear da UNICAMP. Espectros unidimensionais de RMN de H-
NMR com supressdo de agua foram adquiridos com sequéncia de pulso noesygpprl e
espectros editados em T2 foram obtidos usando sequéncia de pulso cpmgprld, ambos com
256 transientes e reciclagem atraso de 4s. Os experimentos de espectroscopia de correlagédo
total bidimensional (TOCSY, sequéncia de pulso mlevgpphw5, ns = 128, tempo de mistura =
60 ms), HSQC!H -1*C (sequéncia de pulso hsgcetgpprsisp2.2, ns = 250) e COSY H-H
(Correlacdo Espectroscopia) (sequéncia de pulso cosygpprgf, ns = 64) também foram
realizadas para amostras selecionadas aleatoriamente.

Espectros do protozoério T. cruzi, com as sequéncias de pulso noesyprld (Figura 9) e
cpmgprld (Figura 10), foram coletados para garantir que os sinais encontrados nas amostras
infectadas estivessem relacionados apenas ao TG e ndo representassem sinais do protozoario.
Para obtencdo do espectro, o pellet contendo o protozoario foi ressuspenso em 10uL de dgua
deuterada e transferido para o rotor (4mm, del2uL). O espectro foi obtido utilizando a técnica
de RMN de alta resolucdo com rotacdo de angulo magico (RMN HR-MAS). Ao observar os
espectros coletados para o T. cruzi, foi possivel verificar que ndo ha sinais significativos que

possam interferir na analise dos dados das amostras infectadas.
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Figura 9. Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) do protozoario T. cruzi. Espectro obtido
em equipamento Bruker AVANCE Il operado em 400 MHz equipado com unidade Bruker
MAS Il com sonda HR-MAS, sequéncia de pulso noesyprld.
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Fonte: Autoria prépria gerada no software MestreNova.

Figura 10. Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) do protozoario T. cruzi. Espectro obtido
em equipamento Bruker AVANCE Il operado em 400 MHz equipado com unidade Bruker
MAS Il com sonda HR-MAS, sequéncia de pulso cpmgprld.

Fonte: Autoria propria gerada no software MestreNova.
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3.7 Processamentos dos dados

Os espectros coletados foram salvos e uma série de pré-processamentos foi realizada
utilizando os softwares TopSpin 3.5 (Bruker Biospin, Alemanha) e MestReNova (versao
12.0.2-20910). Em todos os espectros foi aplicada a transformada de Fourier (operacéo
matematica que converte o FID para o dominio da frequéncia). Os dados obtidos foram
processados manualmente para correcOes de fase, apodizacdo, corre¢do de linhas de base e
alinhamento, utilizando o software TopSpin e MestReNova (12.0.2-20910). Utilizando os
mesmos softwares, 0s espectros também foram normalizados em relacdo a area total (para
reduzir o efeito das diferencas de concentracdo) e referenciados (o sinal TMS -
tetrametilsilano- em 8 0,00 foi usado como referéncia) e foi aplicado binning de 0,005 ppm .

Apds o processamento dos espectros, matrizes em formato .csv (com valores de
deslocamento quimico em ppm nas linhas e amostras nas colunas) foram geradas para analises
estatisticas multivariadas. Algumas regides do espectro foram excluidas manualmente das
analises por serem regides de ruido sem informagdes significativas (até o 0,00 ppm e apos o

9,00 ppm) e a regido composta por sinais de agua (6 4,50 — 5,00 ppm).

3.8 Anadlises Estatisticas e Quimiométricas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software online MetaboAnalyst 5.0
(PANG et al., 2021). As matrizes geradas no software MestReNova foram carregadas no
Metaboanalyst, no médulo “Anélise Estatistica - um fator”, selecionando o tipo de dados
como “espectral bins” e optando pelo formato de amostra nas colunas (ndo pareadas) que
correspondiam a nossa matriz. A normalizacdo foi feita através da média dos dados
(Normalizacdo por mediana), que transforma os dados proporcionando uma distribuicdo mais
préxima da normal, tornando-0s comparaveis para prosseguir com as analises estatisticas. O
escalonamento automatico (que centraliza os valores na média e os divide pelo desvio padréo
de cada variavel) foi escolhido para evitar que os sinais mais intensos se destacassem dos
demais e influenciassem a construgdo dos modelos estatisticos.

Para realizar as analises multivariadas, utilizou-se o método de PCA para observar 0s
agrupamentos naturais das amostras, reduzir a dimensionalidade dos dados e detectar
amostras andmalas (REN et al., 2015). Para classificagdo das amostras foram construidos
modelos supervisionados PLS-DA, LOOCV (Leave-One-Out-Cross-Validation) (BARKER,;
RAYENS, 2003). A Analise de Cluster Hierarquico (HCA) foi realizada e utilizada para

visualizar os agrupamentos amostrais em forma de heatmap, que além dos agrupamentos
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entre as amostras, demonstra a intensidade dos sinais do espectro na regido determinada (em
ppm) através das cores no mapa. Os escores VIP (Variaveis Importantes na Projecdo) foram
obtidos para identificar as variaveis de interesse utilizadas na constru¢do do modelo PLS-DA,
juntamente com a andlise univariada (teste t). Além disso, também foram calculados o0s
valores de precisdo, especificidade e sensibilidade dos modelos validados (BERRUETA,;
ALONSO-SALCES; HEBERGER, 2007).

Para andlise univariada, utilizou-se o teste t para comparar condi¢fes infectadas e ndo
infectadas (Infect X Nolnfec). Do conjunto de dados coletados, as variaveis que apresentaram
valor inferior a 0,05 (p < 0,05) foram consideradas estatisticamente significativas e foram
anotadas para indicar os metabdlitos. Os boxplots produzidos nas andlises estatisticas foram
salvos e posteriormente foram analisados para marcacdo dos metabodlitos e analise das

diferencas nas concentracdes relativas dos metabdlitos discriminantes em cada condicao.

3.9 Identificacdo dos metabdlitos

Para analise das estruturas quimicas dos metabolitos, foram utilizados conhecimentos de
qguimica analitica, bem como bancos de dados Human Metabolome Database (HMDB)
(WISHART et al., 2007) e Biological Magnetic Resonance Data Bank (BMRB) (ULRICH et
al., 2007) e consulta em espectros de correlacdo homonuclear unidimensional e bidimensional
'H-IH TOCSY, H-'H COSY e heteronuclear (HSQC H-13C). Apenas um espectro de
correlagdo *H-'H TOCSY, H-'H COSY e HSQC 'H-3C ¢ necessario para identificagcio de
metabdlitos.

A partir de uma lista de metabolitos candidatos e um desenho de suas estruturas
quimicas preparadas de acordo com dados da literatura, primeiro escaneamos 0S espectros
homonucleares TOCSY para visualizar os acoplamentos *H em todo o sistema de spin.
Posteriormente, analisamos as correlagdes heteronucleares *HC no espectro HSQC e H'H
no espectro COSY. Apo0s esta etapa de identificacdo, os metabdlitos foram marcados no
espectro unidimensional em seus respectivos deslocamentos, posteriormente os valores de
deslocamento foram utilizados para identificar os metabolitos correspondentes as variaveis
significativas obtidas por analises estatisticas e quimiométricas.

A identificacdo das vias metabolicas relacionadas aos metabolitos foi realizada
utilizando o banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG
Pathway Maps) (KANEHISA, 2000), além de pesquisa na literatura em artigos cientificos e

livros publicados envolvendo metabolismo e analise metaboldmica de insetos e/ou vetores
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hematofagos. Além disso, os metabdlitos identificados, que foram marcados como
significativamente relevantes para a separacdo de grupos, foram listados e esta lista foi

carregada no modo Pathway Analysis no Metaboanalyst.

4. RESULTADOS

4.1. Perfil global de metabdlitos usando espectroscopia de RMN

Perfil global de metabdlitos do TG do vetor foi realizado e a identificagdo dos
metabdlitos no espectro foi alcangada através de uma analise abrangente dos espectros H'H
COSY, HH TOCSY, H*3C HSQC, juntamente com pesquisas nos bancos de dados HMDB
e BRMB, os metabdlitos foram marcados no espectro 1D (Figura 11) e em seguida os sinais
do carbono foram assinalados no espectro *H*3C HSQC (Figura 12). A partir deste processo
foi possivel identificar 22 metabdlitos. Seus respectivos deslocamentos quimicos no espectro,
a multiplicidade de picos (s= singleto; d= dupleto; dd= duplo dupleto; t= tripleto; g= quarteto;
m= multipleto), bem como suas constantes de acoplamento (J) em Hz sdo descrito na Tabela
1.

Um total de 22 metabdlitos foram identificados utilizando padrdo de uma dimenséo *H
NMR (Figura 11).
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Figura 11. Espectro *H (400 MHz, D,0) do TG de T. infestans. A imagem mostra os sinais
dos metabolitos identificados (Tabela 1). 1. Treonina, 2. Alanina, 3. Valina, 4. Iso-leucina, 5.
Lisina, 6. Prolina, 7. Glutamato, 8. Glutamina, 9. Aspartato, 10. Leucina, 11. Acetato, 12.
Metionina, 13. Asparagina, 14. Betaina, 15. Colina, 16. Glicose, 17. Manitol, 18. Tirosina, 19.
Serina, 20. Fumarato, 21. Fenilalanina, 22. Triptofano. Espectro obtido em equipamento
Bruker AVANCE I11 operado em 400 MHz equipado com unidade Bruker MAS Il com sonda
HR-MAS.
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Fonte: Autoria propria gerada no software MestreNova
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Figura 12. Espectro de correlagdo HSQC *H'3C (400 MHz, D20) do TG de T. infestans. A
imagem mostra a posicao do carbono dos metabdlitos identificados (Tabela 1). 1. Treonina, 2.
Alanina, 3. Valina, 4. Isoleucina, 5. Lisina, 6. Prolina, Glutamato, 8. Glutamina, 9. Aspartato,
10. Leucina, 11. Acetato, 12. Metionina, 13. Asparagina, 14. Betaina, 15. Colina, 16. Glicose,
17. Manitol, 18. Tirosina, 19. Serina, 20. Fumarato, 21. Fenilalanina, 22. Triptofano. Espectro
obtido em equipamento Bruker AVANCE |1l operado em 400 MHz equipado com unidade
Bruker MAS 11 com sonda HR-MAS.
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Tabela 1. Deslocamento quimico *H e *C (ppm), multiplicidade de picos espectrais e

constante de acoplamento (Hz); s = singleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto.

Metabdlitos

Treonina

Alanina

Valina

Isoleucina

Lisina

Prolina

Glutamato

Glutamina

Aspartato

Leucina

Acetato

Metionina

Asparagina
Betaina
Colina

Glicose
Manitol

Tirosina

Serina
Fumarato
Fenilalanina

Triptofano

Deslocamento quimico H (ppm),
multiplicidade de sinais espectrais e
constante de acoplamento (Hz)
1.34 m; 3.63 d (J=4.91Hz); 4.27 m
1.49 d (J=7.28 Hz); 3.80 q (J=7.28 Hz)

1.00m, 1.05 d (J=8 Hz); 2.28 d (J=7 Hz);
3.62 m; (J=4 Hz)
0.92 t (J=8 Hz); 1.02 d (J=9 Hz); 1.30m; 1.48
m; 2.02 m; 3.68 d (J=4 Hz)
0.92 t (J=8 Hz); 1.02 d (J=9 Hz); 1.30m; 1.48
m; 2.02 m; 3.68 d (J=4 Hz)
2.06 m; 2.34 m; 4.13 dd (J=8.63, 6.42 Hz)

2.03m; 2.07 m; 2.35 m; 3.76m

2.16 m; 2.45 m; 3.79m

2.68 dd (J=17.45, 8.85 Hz); 2.84 dd
(J=17.45, 3.72 Hz); 3.90 m
0.97 m; 1.73 m; 3.75 m

1.93s
2.15m; 2.59 t (J=7.587 Hz); 3.85 dd (J=7.1,
5.382 Hz)
2.89 m; 2.95 m; 4.02 dd (J=7.69, 4.26 Hz)

3.275;391s
3.20's; 3.50 dd (J=5.816, 4.162 Hz); 4.07 m

3.26 m; 4.66 d;
3.63 dd (J=11.76, 6.26 Hz); 3.72m; 3.77 m;
3.81 m
3.06m; 3.19m; 3.95m; 6.90 m; 7.19m

3.85m; 3.97m
6.52s
7.33m; 7.38m; 7.42m
6.79t (J= 7.4Hz); 7.16s; 7.29t (J]= 7.4Hz);
7.52d (J= 8.0Hz); 7.78d (J= 8.0Hz)

Deslocamento quimico 13C
(ppm)

22.6,63.3, 68.8
19.0, 53.3

19.8, 20.8, 30.6, 65.8

14.0,17.6,33.3,24.2,26.7,57.1

27.5,27.0,26.7,32.0, 34.2, 57.0

32.0,31.9, 64.0

30.7, 32.0, 36.3, 56.3

29.0, 33.6, 53.1
40.0,39.3

23.6,22.8,56.4

26.3
40.1,29.2,57.4

37.3,37.4,57.4

56.5, 68.4
56.7,58.7,70.0

75.0,63.0, 75.0, 74.9

42.2,56.6, 58.6,118.0, 133.0

60.5, 63.0
118.2
132.3,130.4, 131.9
118.4,133.7, -, 130.1, -



4.2. Andlises Estatisticas e Quimiometricas

As matrizes geradas foram importadas para o software MetaboAnalyst 5.0 e todas as
etapas de pré-processamento, conforme mencionado anteriormente, foram realizadas. Os
resultados das analises foram obtidos para as duas condi¢cdes em estudo e foram anotadas
varidveis estatisticamente significativas. Para Infect X Nolnfect, focamos na regido alifatica
dos espectros adquiridos atraves do experimento NOESY (variando de 0,0 a 4,5 ppm). Esta
escolha baseou-se em resultados estatisticos que indicaram diferencas mais significativas
entre as condi¢Oes analisadas.

As matrizes de dados geradas a partir dos espectros continham um total de 32 amostras
[16 amostras de TG de T. infestans ndo infectados (TIC) e 16 amostras de TG de T.infestans
infectados (TIP)] e 902 variadveis (caixas). A andlise PCA foi utilizada como método de
reducdo da dimensionalidade dos dados. Através da analise foi observado agrupamento

intrinseco das amostras e ndo foram observadas amostras anémalas (Figura 13).

Figura 13.Gréafico de pontuacdo 2D da analise PCA dos dados das condi¢Bes Infect X
Nolnfect (Infect em rosa e Nolnfec em azul) com o0s respectivos percentuais de variancia

explicados pelos dois primeiros componentes do modelo.
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Fonte: Imagem de autoria prépria geradas pelo software MetaboAnalyst

39



No presente estudo, a analise PLS-DA foi realizada para investigar as mudangas nos
perfis metabolicos entre o grupo sem infeccdo e o grupo infectado, e para identificar as
assinaturas metabolicas associadas a infeccdo (Figura 14). A analise PLS-DA tem sido
amplamente utilizada para representar a diferenca nos dados de um grande conjunto de
variaveis como um conjunto menor de “variaveis principais” na forma de um grafico de
pontuacbes. Os graficos de pontuacdo divergentes significaram uma separacdo entre
infectados e ndo infectados ao longo dos eixos correspondentes a PC 1 e 2, com esses dois
componentes principais representando 47,8% e 4,4% da variacdo nos dados, respectivamente
(Figura 14A). Variaveis importantes na projecao (pontuac@es VIP) foram obtidas no modelo
PLS-DA para identificar os metabolitos discriminatorios que mais contribuiram para a
separacao dos grupos nos modelos PLS-DA para cada condicdo. Os escores VIP (Figura 14B)
e a analise univariada pelo teste t (p < 0,05) permitiram identificar variaveis importantes na
diferenciacdo dos grupos. Os principais metabdlitos nas amostras de TG discriminando entre
infectados e ndo infectados correspondem as regides do espectro de metabolitos identificados
como Isoleucina (6 0,89), Lisina ( 6 1,85), acetato (6 1,90), glicose (3 3,25), betaina (o 3,34),
colina (& 3,44), prolina (6 4,16).

LOOCYV foi utilizado para validagdo dos dados, apresentando valores satisfatérios
(Precisdo: 0,84; R2: 0,53; Q2: 0,46) (Tabela 2) conforme representado na Figura 14,

demonstrando a separacao das duas condicdes e classificacdo das amostras.
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Figura 14. A) Grafico 2D de pontuagdes da anélise PLS-DA de dados das condic@es Infect X
Nolnfect (Infect em rosa e Nolnfec em azul). Os dois primeiros componentes explicam 47,8%
e 4,4% da variancia dos dados, respectivamente, e classificam as amostras nas duas
condicdes. B) Variaveis importantes na projecdo (pontuacdes VIP) utilizadas na construcéo
do modelo PLS-DA, contendo as 30 variaveis mais influentes que também foram confirmadas
na anélise univariada (p < 0,05), e a escala de cores indica intensidade maior (vermelho) ou
intensidade mais baixa (azul) em suas respectivas regides do espectro para cada condicéo.
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Fonte: Imagem de autoria propria gerada pelo software MetaboAnalyst.

Tabela 2. VValores LOOCV do modelo PLS-DA.

Accuracy 0.84762 0.6619 0.75714 0.81429 0.81429
R2 0.53002 0.73972 0.8271 0.90156 0.93686
Q2 0.46241 0.14194 0.15385 0.16345 0.25138

As amostras foram analisadas por HCA a fim de explorar as mudancas substanciais nos
metabolitos entre os dois grupos. Essa analise foi inicialmente aplicada para identificar
padrdes de similaridade entre as amostras, resultando na formacdo de clusters que foram
organizados em forma de heatmap (Figura 15). As linhas e colunas do heatmap sdo
rearranjadas de acordo com a ordem hierdrquica dos clusters, criando uma representacdo
visual onde as amostras com perfis metabdlicos semelhantes estdo agrupadas (PANG et al.,

2021). Através do mapa também foi possivel observar o aumento ou diminuicao relativo dos
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metabdlitos diferenciais no TG de cada grupo. As diferentes tonalidades de cores no mapa
refletem as diferentes concentragdes dos metabolitos entre os grupos, 0 que permite uma
rapida identificacdo de padrdes e agrupamentos das amostras. O heatmap mostrou diferencas
consideraveis e clusterizacdo de grupos juntamente com diferencas nas concentracdes
relativas de metabolitos, demonstrando a variagdo metabdlica causada pelas diferentes
condigdes (Infec/Noinfec).

Figura 15. Analise de cluster utilizando heatmap representativo das variaveis discriminantes
do modelo PLS-DA. As amostras abaixo na horizontal sdo TIC= T. infestans sem infecgéo e
TIP= T. infestans infectado. Os metabolitos na coluna da direita s&o: Isoleucina, Lisina,
Acetato, Glicose, Betaina, Colina, Prolina e as cores (vermelho/azul) representam as

intensidades de sinal no espectro.
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Os graficos Box-Whisker (Figura 16) mostram concentra¢Ges relativas para alguns
metabdlitos significativamente alterados (p <0,05) nos dois grupos estudados. Sete dos 22
metabolitos identificados, apresentaram diferencas significativas entre os grupos infectados e
ndo infectados; eles sdo: Isoleucina (6 0,89), Lisina ( & 1,85), acetato (& 1,90), glicose (&
3,25), betaina ( 3,34), colina (4 3,44), prolina (3 4,16).
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Figura 16. Boxplots de metabdlitos identificados por analise univariada utilizando teste t com

valores de p < 0,05 comparando as médias das variaveis nas condi¢fes Infect X Nolnfect

(Infect em rosa e Nolnfec em azul). Isoleucina p=1.86x10°, Lisina p=2,55.10°, Acetato
p=5.95x10°, Glicose p=1.81x10°, Betaina p=1.23x10° Colina p=2.26x10°, Prolina

p=9.26x10°.
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5. DISCUSSAO

Para obter informacdes sobre os mecanismos metabolicos do vetor e avaliar a relevancia
bioldgica das alteracfes nos niveis de metabdlitos apos a infeccdo, a analise da via metabdlica
de metabolitos substancialmente diferenciais foi realizada utilizando a ferramenta
MetaboAnalyst e 0 banco de dados de dados da via KEGG.

Antunes e colaboradores (2013) forneceram os primeiros indicios que o fingerprint
metabolico dos triatomineos pode afetar a competéncia vetorial para cepas especificas de T.
cruzi. Além disso, ja foi demonstrado que infec¢Bes por T. cruzi em hospedeiros mamiferos
sdo acompanhadas por alteragdes bioquimicas distintas (GIRONES et al., 2014). Nosso
objetivo aqui foi explorar alteracbes metabdlicas causadas nos triatomineos pela cepa Y de T.
cruzi.

As andlises de RMN nos triatomineos ndo infectados geraram informacGes relevantes
sobre os metabdlitos mais significativos no TG do vetor (nas condi¢Bes apresentadas no
estudo). Primeiramente, foi realizada a identificagdo dos metabdlitos mais significativos no
TG de T. infestans apds o periodo jejum. Foram identificados 22 metabdlitos (treonina,
alanina, valina, isoleucina, lisina, prolina, glutamato, glutamina, aspartato, leucina, acetato,
metionina, asparagina, betaina, colina, glicose, manitol, tirosina, serina, fumarato,
fenilalanina, triptofano), gerando, assim, uma impressdo digital como ponto de partida para
verificar as possiveis alteracbes causadas pelo parasita no TG do inseto.

Os artrépodes desenvolveram, ao longo do tempo, diversas adaptacdes para se
alimentarem, dentre elas, a hematofagia. Os insetos hematgafos possuem uma dieta rica em
aminoéacidos proveniente da hemoglobina, uma proteina presente no sangue. A metabolizacédo
dessas moléculas pode gerar grandes quantidades de aménia, que em altas concentracdes pode
ser toxica (PENNINGTON; GOLDSTROHM; WELLS, 2003; SCARAFFIA et al., 2005;
FERREIRA et al., 2018).

Metabolitos como a prolina, glutamina, alanina e acetato desempenham papéis
essenciais no metabolismo dos insetos, sendo a alanina precursora da prolina e auxiliar do
transporte do acetato para os mauasculos (SCARAFFIA; WELLS, 2003; ARRESE;
SOULAGES, 2010; RIBEIRO et al., 2014). A prolina e a glutamina podem funcionar como
sumidouros de amdnia (contribuindo, assim, para a desintoxicacdo de nitrogénio deste inseto
vetor), pois, para evitar a toxicidade, a amdnia sofre uma conversdo e é incorporada em
prolina e glutamina (PENNINGTON; GOLDSTROHM; WELLS, 2003; SCARAFFIA et al.,
2005; FERREIRA et al., 2018). A prolina pode ser sintetizada no corpo gorduroso de insetos
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a partir de acetil-CoA e alanina (SCARAFFIA; WELLS, 2003; ARRESE; SOULAGES,
2010; RIBEIRO et al., 2014). Este aminoacido é amplamente utilizado como substrato
energético pelos musculos envolvidos na atividade de voo (SCARAFFIA; WELLS, 2003;
ARRESE; SOULAGES, 2010; RIBEIRO et al., 2014). Além dos metabdlitos citados acima,
também identificamos a presencga de glutamato. Ribeiro e colaboradores (2014) encontraram
uma enzima que catalisa dois estagios iniciais da biossintese de prolina a partir do glutamato,
indicando que o glutamato pode ser um precursor da prolina, o que ajuda a explicar a presenca
desse metabolito em nossas analises.

J& é conhecido que o T. cruzi adere-se a parede do TG de triatomineos (KOLLIEN;
SCHAUB, 2000), pois é nesse 6rgdo que o protozoario realiza parte do seu ciclo de vida
(GARCIA; AZAMBUJA, 1991). Acredita-se que o desenvolvimento do protozoario no TG
pode ser afetado pelos nutrientes disponiveis e pela superficie que ofereca propriedades de
fixagdo adequadas para o parasito (KOLLIEN; SCHMIDT; SCHAUB, 1998). Um ambiente
adequado para sobrevivéncia de T. cruzi envolve a presenca, preferencialmente, de glicose e
aminoacidos como substrato energético (ZELEDON, 1960; KOLLIEN; SCHMIDT;
SCHAUB, 1998; KOLLIEN; SCHAUB, 2000; BRINGAUD; RIVIERE; COUSTOU, 2006).
Entretanto sabe-se que no meio intracelular, os parasitas ndo transportam glicose, sendo o
metabolismo da prolina um dos seus principais substratos energéticos (SILBER et al., 2009).
No estudo aqui apresentado, a prolina foi um dos metabdlitos que se destacou para separa¢do
dos grupos infectados e ndo infectados, pois estava presente em niveis menores no grupo de
insetos infectados. Dado o exposto, acreditamos que este aminoacido esta sendo utilizado pelo
T. cruzi como substrato energético.

Jé foi relatado que a prolina pode ser oxidada e metabolizada pelo ciclo de Krebs, sendo
convertida a glutamato (SYLVESTER; KRASSNER, 1976; SILBER et al., 2005). Silber et al.
(2002) demonstraram que o protozoario T. cruzi pode importar a prolina do meio extracelular.
Além disso, os autores relataram que esse metabodlito estd associado a replicacdo e
diferenciacéo das formas epimastigotas (metaciclogénese) (SILBER et al., 2002; TONELLI et
al., 2004). Martins et al. (2009) demonstraram que, para o0 processo de invasdo celular, as
formas tripomastigotas metaciclicos necessitam de energia e essa energia € suprida pela
prolina. Esse relato serve como um respaldo para explicar a presenca de prolina diminuida
observada no grupo infectado, uma vez que o T. cruzi precisa invadir as células do TG do
vetor para completar sua metaciclogénese e, com isso, utilizar a prolina como substrato
energético. Ademais, a prolina ja& foi descrita como substrato de vérias enzimas metabdlicas

(REINA-SAN-MARTIN et al., 2000) e possui fungio osmoprotetora, conferindo resisténcia
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ao estresse osmotico a que o parasito € submetido durante as mudangas de ambientes
(ROHLOFF; DOCAMPO, 2008). Os aminoacidos presentes nas excretas nitrogenadas dos
triatominos sdo prolina, aspartato, glutamato, entre outros. Barrett e Friend (1975)
descreveram que a metaciclogénese ocorre na porcao distal do intestino do vetor, e esse
processo é alimentado pelos aminoacidos presentes na urina que estd na por¢do distal
(BARRETT; FRIEND, 1975). Essa informagdo contribui para corroborar nossos dados
referentes a prolina diminuida no grupo infectado, pois esse aminoacido pode estar sendo
utilizado como substrato energético para metaciclogénese e, provavelmente, esta sendo
sequestrado da urina do vetor. Sendo assim, muito provavel que o sequestro desse aminoacido
ndo esteja causando prejuizo para o inseto, uma vez que a urina seria eliminada do organismo
durante o processo de excrecao.

Um dos metabdlitos encontrados nas nossas analises (e que também foi significativo
para distincdo dos grupos) foi o acetato. Esse metabdlito demonstrou niveis aumentados no
grupo infectado em relagéo ao sem infecgéo. Esse achado vai de encontro com alguns relatos
da literatura que descrevem o acetato como produto do metabolismo da degradacéo da glicose
e de alguns aminoacidos em T. cruzi, além de ja ter sido descrito como composto associado a
sintese de prolina (BURSELL, 1981; ARRESE; SOULAGES, 2010; DE-SIMONE et al.,
2022). Assim, os niveis mais altos de acetato no grupo infectado, supostamente, se explicam
devido a excre¢do de acetato pelo T. cruzi, uma vez que 0 parasito, provavelmente, estava
realizando degradacdo de glicose e aminoacidos para sintetizar energia para metaciclogénese.

A degradacdo parcial da glicose, bem como a degradacdo de prolina, glutamato,
aspartato e treonina, resulta na formacdo de acetato nesse parasito. Além disso, a maior parte
do acetil-CoA produzido durante a glicélise é convertido em acetato e excretado pelo parasito
para o0 meio extracelular (BOWMAN; TOBIE; VON BRAND, 1963; VAN WEELDEN et al.,
2005; VAN HELLEMOND; OPPERDOES; TIELENS, 2005). Sanchez-Moreno et al. (1995)
realizaram um estudo com diferentes formas de T. cruzi e observaram que durante 0s
primeiros oito dias de desenvolvimento em meio de cultura, as formas epimastigotas
excretaram acetato e piruvato. Dessa forma, os achados desses estudos corroboram a presenca
elevada do acetato no grupo de vetores infectados pelo parasito. Ndo encontramos nenhum
relato na literatura que indique que o acetato € prejudicial para o vetor, nem como esse acetato
em maiores ou menores concentracdes pode afetar o inseto. Mais estudos sao necessarios para
esclarecer o papel desse metabdlito. No entanto, acreditamos que 0 acetato possa ser utilizado
pelo inseto para desempenhar papel em outras atividades metabdlicas, como nos eventos

bioquimicos que envolvem a respiracao.
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Através de analises metabolémicas também foi possivel identificar a presenca da
fenilalanina, que € um metabdlito essencial e precursor da tirosina (metabolito também
encontrado e discutido abaixo) (STERKEL; OLIVEIRA, 2017). Uma enzima (fenilalanina
hidroxilase) que converte fenilalanina em tirosina ja foi identificada em R. prolixus
(STERKEL; OLIVEIRA, 2017) e quando a acdo desta enzima é interrompida em insetos
vetores [R. prolixus e Anopheles gambiae Giles, 1902 (Diptera: Culicidae)], ha acumulo de
fenilalanina, causando prejuizos a reproducéo, ecdise e sobrevivéncia (FUCHS et al., 2014;
STERKEL,; OLIVEIRA, 2017).

A tirosina é um aminoacido essencial amplamente utilizado para sintese proteica, que
apresenta importancia para o endurecimento das cuticulas e contribui para a melanizagdo de
patdgenos (sendo considerado um importante componente do sistema imunologico dos
insetos) (VAVRICKA et al., 2014), este aminoacido pode ser obtido de forma endogena (a
partir da fenilalanina) e exdgena (a partir da digestdo dos alimentos — sangue, no caso dos
insetos estudados) (FUCHS et al., 2014; STERKEL et al., 2016). Porém, o excesso de tirosina
pode ser toxico e fatal para insetos hematéfagos (STERKEL et al., 2016), tornando a
degradacéo enzimatica desse metabolito essencial para a desintoxicacao dos insetos vetores de
habitos hemat6fagos (BURSELL, 1975; SCARAFFIA; WELLS, 2003; STERKEL et al.,
2016; FERREIRA et al., 2018). Estudos realizados por Sterkel et al. (2016) com artrépodes
hematdfagos (incluindo R. prolixus) j& demonstraram que os insetos poderiam reduzir altos
niveis de tirosina, sendo o processo uma adaptacdo metabdlica essencial a hematofagia
(STERKEL et al., 2016). Ribeiro et al. (2014) analisaram transcri¢fes do TG de R. prolixus e
descobriram que a tirosina pode ser degradada em acetoacetato e fumarato ao longo do TG —
sendo o fumarato canalizado para ser utilizado no ciclo do acido citrico (RIBEIRO et al.,
2014; STERKEL; OLIVEIRA, 2017). Esses dados demonstram a importancia da fenilalanina,
da tirosina e, principalmente, podem justificar a presenca dessas moléculas, bem como do
fumarato entre os metabdlitos observados no metaboloma de R. prolixus. Entretanto, a
fenilalanina e a tirosina ndo foram metabolitos significativos para separacdo dos grupos (Infec
X Nolnfec), provavelmente porque a presenca ou auséncia do protozoario ndo gera uma
modulacé&o significativa no metabolismo do vetor.

Além dos metabolitos mencionados acima, o triptofano também foi observado no
metaboloma do T. infestans e ndo apresentou significancia estatistica para separacdo dos
grupos. Ribeiro et al., (2014) identificaram, através de analises transcriptdmicas, a via de
degradacéo do triptofano super-representada no TG de R. prolixus (RIBEIRO et al., 2014), e

sabe-se que em altas concentracGes, o triptofano é toxico para insetos (LINZEN, 1974;
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SHAMIM et al., 2014; FIGON; CASAS, 2019). Diante disso, alguns autores acreditam que a
producdo de omocromo — moléculas responsaveis pela producéo de cores que também atuam
em processos metabdlicos e biologicos (LINZEN, 1974; NEEDHAM, 1974; FIGON;
CASAS, 2019), como homeostase celular, desintoxicacdo de triptofano livre e na reducdo do
estresse oxidativo (FIGON; CASAS, 2019) — auxilia na remogéo do excesso de triptofano,
evitando assim a toxicidade por esse aminoacido, portanto essas moléculas sdo consideradas
produtos da desintoxicacdo do triptofano (LINZEN, 1974; SHAMIM et al., 2014; FIGON;
CASAS, 2019).

Ribeiro et al. (2014) realizaram um extenso estudo do transcriptoma do TG de R.
prolixus e encontraram uma grande rede de transaminacdo no intestino deste vetor, além de
algumas vias biossintéticas, envolvendo diversas enzimas e aminoacidos que permitem
compreender a presenca de alguns metabolitos identificados em nosso trabalho. Dentre as vias
de biossintese encontradas pelos autores, pode-se destacar a biossintese de serina, regulada
positivamente no intestino médio de R. prolixus (RIBEIRO et al., 2014). Além disso, 0s
autores identificaram a presenca de uma enzima especifica (fosfosserina aminotransferase)
que participa do metabolismo da glicina, serina e treonina, com altos niveis de expressdo em
todo o intestino deste inseto (RIBEIRO et al., 2014). Esses achados corroboram a presenca de
serina e treonina no TG de T. infestans.

Ainda, de acordo com Ribeiro et al. (2014), foram identificadas duas enzimas presentes
ao longo do TG de R. prolixus (tirosina aminotransferase e aspartato aminotransferase). Os
autores indicam que ambas as enzimas ligam as vias metabdlicas da alanina, aspartato,
glutamato, cisteina, metionina, arginina, prolina, tirosina, fenilalanina e triptofano (RIBEIRO
et al., 2014). Além disso, observaram que a tirosina aminotransferase esta restrita ao
metabolismo da cisteina, metionina, tirosina e fenilalanina (RIBEIRO et al., 2014). Dentre as
moléculas citadas anteriormente, apenas a cisteina e a arginina ndo foram identificadas no
metaboloma do sistema digestivo de T. infestans. A auséncia destes aminoacidos pode ser
devido a limitagcOes de resolucdo técnica, baixas concentragdes ou simplesmente porque nédo
estdo presentes nesta espécie.

O papel dos aminoacidos cisteina e arginina em insetos hemat6fagos nao foi encontrado
na literatura. Por outro lado, a importancia da alanina, glutamato, prolina, tirosina,
fenilalanina e triptofano para o metabolismo do T. infestans ja foi mencionada nos paragrafos
anteriores. No estudo do metaboloma de T. infestans também foi possivel observar a presenca
de isoleucina, leucina e valina. Embora Ribeiro et al. (2014) identificaram uma

aminotransferase que transfere grupos —NH: de isoleucina, leucina e valina para
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intermediérios do ciclo do &cido carboxilico, ndo foi possivel afirmar a funcdo de cada um
deles no metabolismo dos vetores da DC.

No presente estudo escontramos a isoleucina como um metabdlito significativo para
separacao entre os grupos. Esse aminoacido foi encontrado com niveis aumentados no grupo
infectado em relacdo ao grupo sem infeccdo. Homsy e colaboradores (1989) relataram que a
isoleucina pode inibir a metaciclogénese induzida por prolina em T. cruzi, essa inibigéo ocorre
porque a isoleucina inibe uma das etapas da oxidacdo da prolina (HOMSY; GRANGER,;
KRASSNER, 1989; MANTILLA et al., 2015). O protozoario ndo possui vias de biossintese
para isoleucina, assim esse aminoacido é obtido do meio extracelular ou pela degradacéo de
proteinas (MANCHOLA et al., 2016). N&o encontramos na literatura nenhum relato que
ampare os resultados encontrados, entretanto, como a isoleucina funciona como um inibidor
da metaciclogénese induzida por prolina, e essa via € mais utilizada pelo protozoario, é
necessario investigar com mais estudos se esse aumento da isoleucina ndo poderia ser um
mecanismo de defesa do inseto para inibir o crescimento do parasito.

Outro aminoécido observado no metaboloma do T. infestans foi o aspartato. Este
metabolito também estd presente na hemolinfa de T. infestans (SCHAUB; SCHMIDT,;
ULLRICH, 1990). Embora nenhum outro manuscrito tenha relatado a presenca desse
composto em insetos vetores, estudos realizados com o agente etioldgico da DC permitiram
encontrar trés mecanismos de transporte de aminoacidos: um para prolina (identificado no
metaboloma de T. infestans), outro para arginina (ndo identificado no metaboloma de T.
infestans) e um terceiro para aspartato (identificado no metaboloma de T. infestans)
(CANEPA, 2004; CANEPA et al., 2005; PEREIRA et al., 1999, 2002; SILBER et al., 2002).
Ademais, estes trés aminoacidos sdo considerados importantes para 0 metabolismo energético
do T. cruzi (CANEPA et al., 2005). Canepa et al. (2005) propuseram que esses mecanismos
de transporte sdo uma adaptacdo evolutiva a ambientes com diferentes concentragcdes de
aminoéacidos, como o sangue de mamiferos e, principalmente, o intestino posterior de insetos
vetores. Cordoba-Aguilar (2020) destaca que a coevolugdo entre triatomineos e T. cruzi
resultou no desenvolvimento de estratégias poderosas e sofisticadas, uma vez que a presenca
do protozoario pode modificar uma ampla gama de processos fisioldgicos dos insetos,
incluindo aqueles relacionados a entrada, desenvolvimento e liberacdo do parasita
(CORDOBA-AGUILAR, 2020). Pelo exposto, a necessidade de aspartato pelo T. cruzi seria
uma justificativa plausivel para a presenca deste metabdlito no TG do inseto estudado por ser
hospedeiro do protozoario.

A asparagina também foi identificada no metaboloma de T. infestans, porém estudos
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sobre a importancia deste composto para insetos vetores sdo bastante escassos: Dadd, (1978)
realizou um estudo com Culex pipiens Linnaeus, 1758 (Diptera: Culicidae) e identificou a
asparagina como sendo um aminodacido crucial para o desenvolvimento do inseto (DADD,
1978); Pickett e Friend (1966) descreveram a presenca de aminoacidos livres na hemolinfa de
R. prolixus, dentre estes, os autores observaram alanina, asparagina, cistina, isoleucina,
fenilalanina e treonina (PICKETT; FRIEND, 1966). Schaub et al. (1990) realizaram estudo
com hemolinfa de T. infestans e identificaram a presenca de asparagina, além de aspartato,
metionina, fenilalanina, valina e lisina (SCHAUB; SCHMIDT; ULLRICH, 1990). Vale
ressaltar que 0os mesmos metabdlitos encontrados por Schaub et al. (1990) também foram
observados no metaboloma gastrointestinal de T. infestans.

Dos metabolitos citados anteriormente (asparagina, aspartato, metionina, fenilalanina,
valina e lisina), apenas a lisina, dentre estes, foi encontrado no nosso estudo como sendo
significativo para separar os grupos de insetos infetados e sem infeccdo pelo T. cruzi. Darlyuk
et al. (2009) relataram que a lisina é um aminoacido essencial para sintese proteica e nédo
parece estar envolvida em outros processos. Inbar et al. (2012), mostraram que T. cruzi
adquire lisina do meio extracelular, ou seja, utiliza a lisina produzida pelo vetor. No nosso
trabalho, identificamos a lisina como um aminoacido com niveis aumentados em T. infestans
infectado, quando comparado aos sem infeccdo. Ndo encontramos dados suficentes que
pudessem explicar essa condicdo, entretanto, uma vez que O protozodrio ndo possui
capacidade de sintetizar esse metabdlito e 0 mesmo encontra-se em niveis aumentados na sua
presenca, uma possivel explicacdo seria que o T. cruzi de alguma forma, pode estimular a
sintese de lisina pelo vetor, entretanto essa hipdtese precisa de mais estudos para ser
comprovada.

A glicose, um dos metabolitos presentes no TG de T. infestans, apresentou relevancia
para separagdo dos grupos. Embora nenhum estudo sobre a presenga desse composto tenha
sido relatado em insetos vetores, Steele (1982) destaca que nos insetos a glicose é armazenada
na forma de glicogénio, que pode ser facilmente degradado quando necessario para obtencéo
de energia. Além disso, a glicose é utilizada para a sintese de quitina (componente da cuticula
dos insetos) (LOCKEY, 1988) e é utilizada para a sintese de alcoois de aglcar, como 0
manitol — composto utilizado por alguns insetos para adaptacdo ao frio ou a seca (STOREY,
1997; WATANABE et al., 2002). Em T. cruzi a taxa de consumo de glicose é a mesma, tanto
em aerobiose quanto em anaerobiose, (CAZZULO, 1992, 1994). Dessa forma, a glicose nédo é
completamente degradada, resultando em uma mistura final de diferentes compostos e
pequenas quantidades de acetato e piruvato (CANNATA; CAZZULO, 1984; CAZZULO et
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al., 1985; COUSTOU et al., 2008).

No presente trabalho, identificamos a glicose em maior quantidade no grupo de insetos
infectados, isso pode ocorrer devido a alta taxa de replicacdo do parasito no TG, fazendo com
que a glicose tenha niveis elevados na fase exponencial (de crescimento de epimastigotas) do
protozoario. Barison et al. (2017) realizaram um estudo sobre o perfil metabolico do
metabolismo energético de T. cruzi e observaram os niveis de glicose relativamente mais
elevados na fase exponencial, quando comparados a fase estacionaria, sugerindo que esse
achado pode ser devido a captacdo de glicose do meio extracelular pelas células replicantes,
uma vez que na fase exponencial a glicose é o substrato preferido por esse parasito
(BARISON et al., 2017). Entretanto, na fase estacionaria, os autores também observaram
presenca de glicose. Com isso, inferiram que os aminoacidos poderiam estar servindo para a
sintese de glicose e, consequentemente, mantendo um determinado nivel intracelular dessa
molécula (BARISON et al., 2017). Diante disso, a glicose aumentada no grupo infectado do
nosso trabalho poderia ser corroborada com os achados de Barisén et al. (2017), uma vez que
0 parasito nessas amostras, provavelmente, passou pelas duas fases citadas (exponencial e
estacionaria) e pode estar sintetizando a glicose através dos aminoacidos. Outra hipdtese pode
estar relacionada com a interrupcdo do consumo desse agucar, 0 que pode ocasionar um
acumulo de glicose, que foi detectado pelas nossas analises.

Canavoso e Rubiolo, (1993) avaliaram os componentes da hemolinfa de triatomineos
dos géneros Triatoma Laporte, 1832 (incluindo T. infestans), Panstrongylus Berg, 1879 e
Dipetalogaster Usinger, 1939 e observaram valores de carboidratos (incluindo glicose)
inferiores aos ja relatados para outros insetos (CANAVOSO; RUBIOLO, 1993). Além disso,
Antunes e colaboradores (2013) relataram a presenca de carboidratos no metaboloma fecal de
triatomineos (incluindo T. infestans), embora os autores ndo conseguiram concluir se
provinham da dieta ou do metabolismo do inseto. Apenas com as nossas analises nao é
possivel saber ao certo se 0 uso da glicose pelo protozoario traz algum tipo de prejuizo ao
vetor. Entretanto, dado que a glicose € utilizada pelos insetos vetores para obtencéo de energia
(principalmente em situacBes de auséncia de alimento como os insetos utilizados nesse
estudo) (STEELE, 1982), sintese de quitina (LOCKEY, 1988) e para a sintese de compostos
que promovem adaptacdo ao frio ou a seca (STOREY, 1997; WATANABE et al., 2002), o
uso excessivo da glicose pelo T. cruzi poderia causar prejuizos ao vetor no que diz respeito a
esses aspectos. Porém, mais estudos Sa0 necessarios para comprovar esses possiveis prejuizos.

Dois metabdlitos significativos para separacdo entre os grupos estudados foram a colina

e a betaina. No entanto, pouca informacéo esta presente na literatura sobre esses metabolitos
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em insetos e protozoarios (e nenhuma para insetos vetores): i. a betaina foi detectada como
um metabolito proeminente em larvas de insetos (no entanto, isso pode ser um reflexo da
colina na dieta dos insetos) (PHALARAKSH et al., 2008); ii. diversas espécies de insetos
necessitam da adicdo de colina a uma dieta basal para atingir o crescimento maximo de seus
juvenis (BRIDGES, 1972); iii. Dadd et al. (1967) demonstraram que a auséncia de colina
retarda o crescimento em insetos pulgbes (Hemiptera: Aphididae); iv. Tahori e Hazan (1970)
observaram que o pulgdo preto dos citricos poderia ser criado por pelo menos duas geracoes
com uma dieta de aminoacidos sem todas as vitaminas do complexo B (incluindo a colina); v.
Rasso e Fraenkel (1954) demonstraram que a adicdo de colina a dieta de fémeas adultas de
mosca varejeira (Diptera: Calliphoridae) acelerou ligeiramente a producdo de ovos; vi.
Vanderzant e Richardson (1964) concluiram que besouros adultos (Coleoptera,
Curculionidae) necessitavam de colina na dieta para continuar a botar ovos viaveis; vii. (Geer
et al. (1970) observaram que a colina é necessaria para a producdo de Ovulos e
espermatozoides em drosofilideos (Diptera: Drosophilidae). Entretanto, ainda ndo ha
informacBes suficientes aplicadas ao estudo dos insetos hematéfagos que expliqguem a
presenca e, sobretudo, a fungdo desses metabdlitos no TG de T. infestans.

Além do exposto, para T. cruzi, a colina (juntamente com o &cido félico) foram
considerados por Avila et al. (1983) como uma vitamina B essencial ao crescimento do
protozoario em meio minimo. No nosso trabalho, a colina est4 presente em niveis menores no
inseto infectado em relacdo ao inseto sem infeccdo. Dado o exposto por Avila et al. (1983) e o
observado em nossas analises, podemos inferir que o T. cruzi estaria utilizando a colina
presente no TG de T. infestans e isso explicaria os niveis reduzidos no vetor infectado.

Dos 22 metabdlitos identificados no TG de vetor com auséncia do parasito, apenas sete
foram significativos para diferenciar os grupos controle e infectado (isoleucina, lisina, prolina,
colina, betaina, acetato e glicose). Isso se deu provavelmente, porque a presenca ou auséncia
do protozoario ndo impactou de forma significativa os processos metabolicos que envolvem
esses metabolitos, entretanto ressaltamos a importancia da realizacdo de mais estudos para
comprovar se as vias bioquimicas do metabolismo que envolvem esses metabdlitos sdo

realmente afetadas ou ndo pelo protozoario.
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6. CONCLUSAO

Aqui apresentamos o primeiro estudo metobolémico do TG de T. infestans, o que nos
permitiu caracterizar 22 metabdlitos (treonina, alanina, valina, isoleucina, lisina, prolina,
glutamato, glutamina, aspartato, leucina, acetato, metionina, asparagina, betaina, colina,
glicose, manitol, tirosina, serina, fumarato, fenilalanina e triptofano), sendo sete, a saber,
isoleucina, lisina, prolina, colina, betaina, acetato e glicose, significativos para diferenciar os
grupos infectados e sem infeccdo. Este estudo permitiu investigar as intrincadas adaptacdes
metabdlicas de T. infestans ap6s a infeccdo pela cepa Y do T. cruzi, fornecendo dados
importantes para melhor compreensédo da interagcdo parasito-vetor. Embora as nossas
descobertas oferecam um primeiro passo a compreensdo da dindmica metabdlica desta relacdo
entre T. infectans e T. cruzi, € importante ressaltar que a escassez de dados metabolémicos
sobre esta interacdo mostra a necessidade de estudos mais abrangentes. A disponibilidade
limitada de tais dados destaca uma lacuna critica para a discussdo dos resultados, enfatizando
a necessidade de investigacdes adicionais empregando técnicas complementares. A
complexidade das interacbes entre o vetor e 0 protozoario exige uma abordagem
multidisciplinar para desvendar os caminhos completos das alteracbes metabolicas
observadas. Dessa forma, a incorporacdo de metodologias adicionais, como gendmica,
protedmica e transcriptdmica proporcionara uma compreensdo mais abrangente dos

mecanismos moleculares que direcionam essa interacao.
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RESUMO

Metabolémica € a identificacdo e quantificacdo de todos os metabdlitos (produtos
intermediarios ou finais do metabolismo) em uma amostra bioldgica. Essa ferramenta émica
€ uma técnica relativamente nova que se expandiu rapidamente na ultima década,
fornecendo uma nova abordagem ao estudo de sistemas biologicos. Na éarea da
entomologia, a metabolomica tem sido usada basicamente para revelar informacdes
bioquimicas que auxiliam na compreensao da fisiologia e do comportamento dos insetos.
Ja na entometabolémica médica, existe estudos associados apenas com 0s vetores de
arboviroses, da maléria e da doenca de Chagas. Assim, realizamos uma mini-revisao sobre
o panorama atual da aplicacdo da metaboldémica no estudo desses insetos. A partir dos
dados compilados, ficou evidente a importancia da aplicacdo dessa técnica para a biologia
dos vetores, uma vez que contribuiu significativamente para o conhecimento da fisiologia
dos insetos.

Palavras-chave: Metabolémica, Vetores e Doencas neotropicais.

ABSTRACT

Metabolomics is the identification and quantification of all metabolites (intermediate or final
products of metabolism) in a biological sample. This omics tool is a relatively new technique
that has expanded rapidly over the past decade, providing a new approach to the study of
biological systems. In the area of entomology, metabolomics has been used basically to
reveal biochemical information that helps in understanding the physiology and behavior of
insects. In medical entometabolomics, there are studies associated only with vectors of
arboviruses, malaria and Chagas disease. Thus, we conducted a mini-review on the current
panorama of the application of metabolomics in the study of these insects. From the
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compiled data, it became evident the importance of applying this technique to the biology of
vectors, since it contributed significantly to the knowledge of the physiology of insects.
Keywords: Metabolomics, Vectors and Neotropical diseases

1. INTRODUCAO

A metabolémica € o estudo de processos bioquimicos envolvendo metabdlitos — que
sdo pequenas produtos do metabolismo celular, ou seja, sdo considerados como o
resultado da interagcdo do genoma do sistema com o ambiente e ndo apenas o produto final
da expressao génica (ROCHFORT, 2005) — em um sistema (célula, tecido ou organismo)
sob um determinado conjunto de condi¢cdes (GOODACRE et al., 2005). Essa ferramenta foi
desenvolvida com base nos perfis iniciais de estudos dos metabdlitos (metaboloma) e, em
conjunto com outras ferramentas “6micas”, a saber, genbmica, transcriptomica e
protedmica, permite a compreensao da biologia de sistemas globais (SCHMIDT, 2004).

Existem buscas constantes por estratégias terapéuticas inovadoras, sendo a
metabolémica considerada como uma importante ferramenta, pois € uma técnica moderna
que se expandiu rapidamente na ultima década, fornecendo uma nova abordagem ao
estudo de sistemas biologicos (DETTMER; HAMMOCK, 2004; CANUTO et al., 2015;
MARKLEY et al., 2017). No campo da entomologia, as técnicas metabolémicas tém sido
usadas basicamente para revelar informacdes bioquimicas que auxiliam na compreensao
da fisiologia e do comportamento dos insetos (SNART; HARDY; BARRETT, 2015).

Embora exista uma quantidade crescente de dados disponiveis em relacdo a
regulacdo génica, transcriptomica e protebmica em modelos de insetos, informacdes
associadas a entometabolomica permanecem baixas (menor que 50 manuscritos), sendo
a maioria deles associados com Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (SNART; HARDY;
BARRETT, 2015). No campo da entometabolémica médica, existem estudos associados
apenas com os vetores de arboviroses (RIVIEIRA-PEREZ et al., 2014), da malaria
(CHAMPION et al., 2017) e da doenca de Chagas (ANTUNES et al., 2013).

Com base no exposto, realizamos uma mini revisdo sobre o panorama atual da

aplicacdo da metabolémica no estudo dos insetos vetores.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MALARIA

A malaria € uma infeccdo causada por protozoarios do género Plasmodium
transmitida pela picada de fémeas de mosquitos do género Anopheles (WHO, 2020). De
acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no ano de 2018, por exemplo,
havia 228 milh6es de casos de malaria no mundo e uma estimativa de 405 mil mortes por
complicagBes associadas a doenc¢a (WHO, 2020). No Brasil, a maioria dos casos de malaria
se concentra nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para,
Rondénia, Roraima e Tocantins (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Nas demais regifes,
existem poucas notificagdes, entretanto a doenca nao pode ser negligenciada, uma vez que
nas regibes endémicas a taxa de letalidade é elevada (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). A
compreensao da biologia e competéncia vetorial desses insetos pode auxiliar no
desenvolvimento de novas estratégias de intervencdo para o controle da maléaria
(CHAMPION et al., 2017)

No campo da metabolémica s&o poucos os estudos com os vetores dessa doenca
de clima neotropical. Um estudo realizado no ano de 2014 analisou os fendtipos
metabolémicos expressos por trés colbnias de mosquitos vetores da malaria das savanas
tropicais da Africa Ocidental, a saber, A. gambiae Giles, 1902, A. arabiensis Theobald, 1913
e as formas moleculares M e S de A. gambiae, em condi¢des de estacdo seca e chuvosa
(MAMAI et al., 2014.), pois ajustes metabolicos divergentes podem refletir em diferentes
niveis de resisténcia a seca (GRAY; BRADLEY, 2005; LEHMANN et al., 2010; ADAMOU et
al., 2011). Nas fémeas criadas em estacdo seca, aminoacidos como: glicina, leucina,
fenilanina, serina, treonina e valina (comumente associados ao processo de esclerotizacao
da cuticula em inseto) foram encontrados em concentracfes elevadas nos mosquitos que
acabaram de nascer e, com 24 horas de vida, seus niveis diminuiram (MAMAI et al., 2014).
Essa remodelacdo no metabolismo dos insetos pode ser um reflexo da atividade metabdlica
envolvida na modulagdo da estrutura da cuticula, bem como do comportamento, que
contribuem para maior sobrevivéncia do adulto (MAMAI et al., 2014). Ainda na condic¢ao de
seca, a quantidade de alanina e prolina (aminoacidos importantes no fornecimento de
energia para os musculos de voo) foram medidas em machos e fémeas, e foram

encontrados em quantidades mais elevadas nos insetos com 24 horas de vida (sem
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divergéncias entre os sexos) (MAMAI et al., 2014). Nas amostras com uma hora de vida
pés-eclosdo as quantidades eram baixas, pois a atividade de voo ainda ndo havia sido
iniciada (MAMAI et al., 2014). Assim, o acumulo de prolina e alanina nos mosquitos com 24
horas de vida foi relacionado com a preparacéo das atividades de voo para esses insetos
vetores (MAMAI et al., 2014).

Polidis e agcucares podem se acumular em espécies de insetos expostas a condicbes
de estresse ambiental (YANCEY et al.,1982; KOST'AL; SLACHTA; SIMEK, 2001;
RENAULT; HERVANT; VERNON, 2002; WATANABE, 2006; YODER et al.,, 2006;
MICHAUD; DENLINGER, 2007). Esses polidis podem ser convertidos em outros compostos
(HENDRIX; SALVUCCI,1998; HAHN; DENLINGER, 2007), como estoques de glicose na
forma de glicogénio (durante o estresse por dessecacdo, 0 glicogénio serve como
combustivel metabdlico) (CHINO, 1958; ADEDOKUN; DENLINGER, 1985; STOREY;
STOREY, 1986; ROBERTSON; MARGARIDA, 2004). Glicerol, inositol, trealose e xilitol
também foram medidos em machos e fémeas de A. arabiensis e nas formas M e S de A.
gambiae expostos as condi¢cdes de seca, em alguns casos apresentando reducédo ou nao
apresentaram alteracdes na sua composicdo (MAMAI et al., 2014). Os autores sugerem
gue a diminuicdo seja resultado da conversdo dos compostos em glicogénio e que esses
metabdlitos ndo desempenham papel protetor direto contra a desidratacao corporal (MAMAI
et al., 2014).

As principais diferencas no fendétipo metabdlico entre fémeas em condi¢cdes de
estacado seca e chuvosa foram relacionadas aos compostos do ciclo do &cido tricarboxilico
(MAMA et al., 2014). Acido fumarico, &cido malico e acido succinico foram encontrados em
maior abundancia nas fémeas adultas das trés colonias de mosquitos criadas em estagcao
chuvosa, o que pode significar atividade metabdlica mais elevada nas fémeas mantidas
nessas condicfes (MAMAI et al., 2014). Além disso, 0 aminoacido isoleucina — reduzido em
fémeas na estacdo seca — também foi importante para realizar a separacao das fémeas
criadas em diferentes condicfes. (MAMAI et al., 2014). Para os machos, esse metabdlito
nao teve significancia estatistica, o que nao permitiu a separacdo em grupos (MAMAI et al.,
2014).

Os niveis de ecdisterdides também foram quantificados: os machos exibiram niveis
muito mais elevados do que as fémeas que apresentaram as quantidades de ecdisteroéides
abaixo do limite de deteccdo (MAMAI et al., 2014). Além disso, os resultados obtidos
sugerem um papel Unico para beta ecdisterona como alo-hormbnio associado com o

comportamento reprodutivo de A. gambiae, mostrando que desempenha um importante
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papel nas glandulas acessorias masculinas (MAMAI et al., 2014). Embora néo tenha sido
observada diferenca nos niveis de ecdisteréides entre os machos de A. gambiae em
estacdo chuvosa e seca, os machos de A. arabiensis e as forma M e S de A. gambiae
apresentaram conteudo ecdisterodide significativamente maior quando criados em estacao
chuvosa (MAMAI et al., 2014). Essas diferencas demonstram que a dinamica populacional
do mosquito e de suas estratégias reprodutivas podem ser maiores e mais eficientes
durante a estacdo chuvosa (MAMAI et al., 2014).

Em um estudo usando metabolémica nédo direcionada, Champion et al. (2017),
examinou os metabdlitos intestinais de A. gambiae alimentados com agucar, sangue e P.
falciparum. Os autores fizeram um levantamento dos perfis metabdlicos do instestino desse
vetor em resposta a diferentes tipos de dietas e a infeccdo pelo agente etiolégico da
malaria. O conjunto de dados elaborado por Champion et al. (2017) teve como objetivo
fornecer uma referéncia metabdlica para que estudos posteriores, utilizando outras
técnicas, estabelecam relagdes com a fisiologia e as intera¢des do inseto.

Na Austrdlia, foi relatada uma simpatria entre 0s mosquitos do género Anopheles e
a endemicidade da Ulcera Buruli (doenca infecciosa causada pela bactéria Mycobacterium
ulcerans), na qual o DNA de M. ulcerans foi detectado em mosquitos capturados em regides
endémicas, mas nao encontrado em mosquitos capturados em regides ndo endémicas
(JOHNSON et al., 2007; LAVENDER et al., 2011). Diante disso, Hoxmeier et al., (2015)
examinaram a interacdo entre A. gambiae e M. ulcerans. As larvas dos insetos foram
colocadas para se desenvolverem em trés ambientes diferentes: um contendo bactérias M.
ulcerans vivas, outro contendo bactérias mortas e outro sem a presenca da bactéria. A
grande maioria dos compostos identificados com acumulo significativamente diferente entre
os tratamentos realizados pertencem ao metabolismo lipidico (HOXMEIER et al., 2015). Em
A. gambiae contaminada, observou-se que as moléculas de diacil-glicerofosfocolina (PC)
aumentaram em abundéancia nos grupos expostos a M. ulcerans vivos, enquanto acumulo
de compostos liso-fosfatidilcolina (LysoPC) ocorreu principalmente nos mosquitos expostos
a M. ulcerans mortos (HOXMEIER et al., 2015). Essa descoberta sugere que (i) a hidrdlise
do PC foi interrompida, (ii) que 0s mosquitos expostos as bactérias vivas aumentam sua
atividade bioquimica associada a metabolizacdo desse composto ou (iii) que esses vetores
exibem vias de sintese alternativas interrompidas em comparagao com 0s grupos controle
(HOXMEIER et al., 2015).

Os triacilglicerideos (TG) podem ser clivados para liberar 4cidos graxos como fonte

de energia, pois sdo o0s principais componentes do armazenamento de lipidios dos
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mosquitos (ATELLA; SHAHABUDDIN, 2002). As analises realizadas por Hoxmeier et al.,
(2015) demonstraram que o TG teve um aumento significativo nos mosquitos expostos a
M. ulcerans vivos e apresentou menor abundancia nos mosquitos expostos a M. ulcerans
mortos, quando comparados aos mosquitos do grupo controle. A perturbacdo do
metabolismo de lipideos do hospedeiro é uma caracteristica ja definida de muitas infeccdes
por micobactérias e alguns patdgenos intra e extracelulares (RAYNAUD et al., 2002).
Considerando que desenvolvimento de P. falciparum em mosquitos infectados também
envolve perturbacdo do metabolismo de lipideos nos insetos (VLACHOU et al., 2005), os
resultados de Hoxmeier et al. (2015) sdo consistentes com 0s mecanismos empregados
por outros patdgenos para a sobrevivéncia no mosquito.

Os eicosanoides sdo potentes moléculas sinalizadoras envolvidas na inflamacéo,
imunidade e sistema nervoso dos invertebrados (STANLEY, 2006). A inibicdo da sintese
dessa molécula no hospedeiro € um mecanismo utilizado por bactérias que afetam insetos
durante a infeccédo e durante o desenvolvimento de protozoarios em Anopheles (HWANG
et al., 2013). Hoxmeier et al. (2015) observaram que 0s mosquitos tratados com M. ulcerans
apresentaram menor abundancia de eicosanoides e puderam inferir que a modulacdo da
sinalizacao de eicosandides por patdogenos de invertebrados facilita a sobrevivéncia desses
invasores.

Além dos compostos identificados que estavam relacionados ao metabolismo de
lipideos, outros dois compostos foram caracterizados: o 8-10-dodecadienol e a riboflavina
(HOXMEIER et al., 2015). No entanto, a andlise aprofundada deles nao foi possivel devido
a falta de informacdes disponiveis sobre a dindmica dessas moléculas em Anopheles. O 8-
10-dodecadienol apresentou reducao significativa em mosquitos expostos a M. ulcerans
vivos e mortos quando comparado aos grupos controle (HOXMEIER et al., 2015). Os
autores sugerem que isso pode indicar uma nova atividade desse composto em mosquitos
gue pode ser afetada pela contaminagéo bacteriana.

A riboflavina, também conhecida como B2 é essencial em quase todos os
organismos procarioticos e eucarioticos, servindo como precursor para a sintese de
coenzimas e transporte de elétrons (ABBAS, SIBIRNY, 2011), que também esta envolvida
em areas de pigmentacdo amarela no mosquito, como nos olhos e nos tdbulos
malpighianos (NICKLA, 1972). Essa molécula foi identificada em niveis significativamente
aumentados para 0s mosquitos expostos a M. ulcerans vivos em comparagao com os do
grupo controle e do grupo exposto a M. ulcerans mortos (HOXMEIER et al., 2015). Os

autores sugerem que o acumulo desse composto no modelo analisado pode ser devido a
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uma superproducdo da molécula contaminando bacilos ou a um mecanismo de resposta

do mosquito devido a colonizacao por M. ulcerans.

2.2 ARBOVIROSES

Arbovirus sao virus transmitidos aos seres humanos e outros animais pela picada de
artropodes hematéfagos (LOPES; NOZAWA, LINHARES, 2014). As arboviroses (doencas
causadas por arbovirus) sado de grande importancia para a saude publica, pois representam
ameacas para as regides tropicais devido as rapidas mudancas climaticas, ao
desmatamento, as migracfes populacionais, as ocupac¢fes desordenadas de areas
urbanas, bem como as precariedades das condi¢cdes sanitarias, que sao fatores que
favorecem a amplificacdo da transmissdo viral (RUST, 2012). No campo da
entometabolémica os estudos para os vetores de arbovirus sdo mais voltados para os
mosquitos do género Aedes, com énfase em A. aegypti (Linnaeus, 1762) e A. albopictus
(Skuse, 1894) que sado responsaveis pela transmisséo de diferentes arbovirus em todo o
mundo, como a dengue, zika, chikungunya e febre amarela (PATTERSON; SAMMON;
GARG, 2016; WHO, 2020).

Muitos insetos desenvolveram um mecanismo para sincronizar seus ciclos de vida
com periodos de variagdo sazonal — mecanismo denominado como diapausa [parada de
desenvolvimento controlada por hormdnios que se inicia antes das modificacdes do habitat
(LEES, 1956; DENLINGER; YOCUM; RINEHART, 2012)] — (TAUBER; TAUBER; MASAKI,
1986; DANKS, 1987). A. albopictus, por exemplo, € um inseto modelo para o estudo da
diapausa  embrionaria (DENLINGER; ARMBRUSTER, 2014, DENLINGER;
ARMBRUSTER, 2016), pois as populacdes desse vetor associadas a regides temperadas
sofrem diapausa embrionaria facultativa modulada pelo fotoperiodo (HAWLEY, 1988). Sob
fotoperiodos de dias longos, as fémeas produzem ovos que completam o desenvolvimento
embrionério e que respondem rapidamente aos estimulos de ecloséo. J4 em fotoperiodos
de dias curtos, as fémeas produzem ovos que completam o desenvolvimento embrionario,
mas passam por um periodo controlado geneticamente em gque nao respondem a estimulos
de eclosao (DENLINGER; ARMBRUSTER, 2014).

Em 2018, Batz e Armbruster (2018) estudaram o0 metaboloma da diapausa
embrionaria em ovos de A. albopictus com uso de metaboldmica ndo direcionada. Os
autores observaram que o perfil geral do metaboloma era diferente entre ovos de diapausa

e ndo diapausa. A quantidade de diversos metabolitos relacionados ao metabolismo de
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lipidios foi alterada em diapausa, 0 que € consistente com a diminui¢do do catabolismo de
lipidios e com 0 aumento de armazenamento de lipidios (BATZ; ARMBRUSTER, 2018). As
fosfatidilcolinas sdo componentes importantes das membranas plasmaticas e, além disso,
comp0de parte da superficie das goticulas lipidicas (POL; GROSS; PARTON, 2014), que
sao o principal reservatorio intracelular de lipidios como os triacilglicerideos (SUZUKI et al.,
2011) e desempenham papel importante no armazenamento de energia para insetos em
diapausa (ARRESE; SOULAGES, 2010). Altos niveis de triacilglicerideos ativam a via
Kennedy, que produz fosfatidilcolina de superficie e permite a formacdo de goticulas
lipidicas menores (BATZ; ARMBRUSTER, 2018). Nas analises do metaboloma de A.
albopictus, os autores identificaram dois genes que codificam enzimas da via Kennedy e
que séo regulados negativamente durante a preparacdo para a diapausa (BATZ;
ARMBRUSTER, 2018). Esses dados corroboram os achados de abundancia reduzida de
fosfatidilcolina e da producgéo de goticulas lipidicas maiores em Aedes (REYNOLDS et al.,
2012; POELCHAU et al.,, 2013) e sugerem que ajustes na via de Kennedy podem
desempenhar papel importante da supressédo da lipolise em A. albopictus durante a
diapausa.

Durante a diapausa, Batz e Armbruster (2018) observaram que duas catecolaminas,
dopamina e octopamina, apresentam-se em quantidades significativamente menos
abundantes. Além disso, 0s autores constataram que a via do metabolismo da tirosina que
apresenta essas moléculas e a subvia de biossintese da catecolamina (contida na via do
metabolismo da tirosina) foram alteradas em diapausa. Esses metabdlitos podem atuar
como neuromoduladores que regulam a atividade hormonal dos insetos (GILBERT,;
GRANGER; ROE, 2000). Devido a falta de um mecanismo hormonal bem estabelecido para
a diapausa de A. albopictus (DENLINGER; ARMBRUSTER, 2016), é dificil prever como a
repressao das catecolaminas e as alteracdes nas vias associadas podem contribuir para a
regulacdo da diapausa nessa espécie (BATZ; ARMBRUSTER, 2018).

A oleoilglicina foi outro metabdlito relevante identificado por Batz e Armbruster (2018)
com menor abundancia nos ovos em diapausa. Os autores sinalizam que esse metabdlito
€ um aminoacido que nao foi estudado em insetos e esta envolvido com muitos
componentes da via de sinalizacdo da insulina. Como essa € uma via muito conservada em
insetos e mamiferos (CLAEYS et al., 2002), os autores destacam que uma reducéo
significativa desse metabdlito na diapausa dos ovos de A. albopictus pode aumentar a
atividade do fator de transcricéo forkhead, como resultado da reduzida fosforilacdo mediada

pela insulina. Além disso, Batz e Armbruster (2018) apontam que a ativagdo desse fator de
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transcricdo deve resultar em maior acumulo de gordura e maior resisténcia ao estresse
oxidativo.

Em A. aegypti, grande parte dos aminoacidos derivados das proteinas da
alimentacéo de sangue é oxidada gerando amoénia (BRIEGEL, 1986; ZHOU et al., 2004). A
amonia é tdxica para os tecidos animais e pode ser excretada na forma de ureia ou acido
arico (ZDOBNOV et al., 2002). Apesar dos mosquitos serem capazes de produzir ureia,
eles ndo sédo capazes de excretar a amonia dessa forma porque esses insetos nao
possuem as enzimas necessarias para realizar o ciclo completo da ureia (ZDOBNOV et al.,
2002). Em 2003, Goldstrohm, Pennington e Wells (2003) propuseram a existéncia de um
ciclo de prolina em A. aegypti que permite o armazenamento temporario de amodnia em uma
forma néo téxica (GOLDSTROHM; PENNINGTON; WELLS, 2003).

Scaraffia et al. (2005) apresentaram evidéncias de que a glutamina e a prolina
servem como vias de consumo de nitrogénio que contribuem para a desintoxicacao de
amonia em fémeas de A. aegypti. Os autores observaram que, apos uma refeicdo de
sangue, ocorre um aumento na expressao e atividade do RNA mensageiro (RNAm) de
algumas enzimas-chave que estdo envolvidas no metabolismo da amobnia e estdo
presentes no corpo adiposo e sugeriram que esse € o0 principal tecido envolvido na
desintoxicacdo de amdnia. Ao alimentar os mosquitos com cloreto de aménio, Scaraffia et
al. (2005) observaram que os niveis de prolina e glutamina aumentavam, indicando que
parte da ambnia é armazenada e removida do corpo através da sintese destes
aminoacidos.

A presenca de &cido Urico, ureia e a amonia foi relatada nas fezes de fémeas de A.
aegypti apds uma refeicdo de sangue (BRIEGEL, 1986; VON DUNGERN; BRIEGEL, 2001).
Como néo ha um ciclo de ureia funcional em mosquitos devido a falta de algumas enzimas
(BRIEGEL, 1986; VON DUNGERN; BRIEGEL, 2001), a pequena quantidade de ureia
observada nas fezes ap6s a alimentacdo com cloreto de aménio, provavelmente decorre
do metabolismo da arginina (SCARAFFIA et al., 2005).

Na presenca de um inibidor da sintese de glutamina, a concentracdo desse
aminoacido diminuiu na hemolinfa de A. aegypti fémeas (SCARAFFIA et al., 2005).
Entretanto, a fim de lidar com o excesso de amoénia, esses mosquitos foram capazes de
produzir uma grande quantidade de prolina (SCARAFFIA et al., 2005), destacando, assim,
a importancia da prolina como reservatério de nitrogénio na desintoxicagdo da amonia.
Além disso, esses resultados suportam a existéncia de um ciclo de prolina e concluem que

uma alta concentracdo de amodnia leva a um aumento na concentracdo de glutamina e
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prolina em fémeas de A. aegypti (GOLDSTROHM; PENNINGTON; WELLS, 2003;
SCARAFFIA et al., 2005). A conversdo do excesso de amonia nesses aminoacidos permite
que 0s mosquitos armazenem a amonia toxica em uma forma neutra até que 0os mesmos
possam ser utilizados em outras vias (SCARAFFIA et al., 2005).

A producédo de ureia em insetos foi atribuida a arginase, enzima responsavel por
catalisar a hidrélise da arginina, formando ureia e ornitina (SCARAFFIA et al., 2008).
Scaraffia e colaboradores (2008) mostraram que mosquitos da espécie A. aegypti
produzem ureia através de duas vias metabdlicas diferentes, sendo que uma das vias
envolve a acao da arginase e a outra ocorre por meio da via uricolitica. No primeiro caso, a
auséncia do gene da ornitina carbamoil-transferase (ZDOBNOV, 2002) demonstra que a
Unica fonte de arginina disponivel para a producéo de ureia pela arginase é proveniente de
fontes alimentares ou de renovacao de proteinas enddgenas. No segundo caso, a ureia é
derivada da degradacdo do acido Urico, que € um reservatério do excesso de amonia
produzida durante o repasto sanguineo (SCARAFFIA et al., 2008). Os autores apontam que
a operacdo coordenada de ambas as vias pode ser um dos processos essenciais que
garante a sobrevivéncia dos mosquitos hematéfagos.

Em 2006, Scaraffia e colaboradores (2006) desenvolveram um protocolo para
estudar a cinética de incorporacédo de nitrogénio (15N) na glutamina, no acido glutamico,
na alanina e na prolina de fémeas de A. aegypti. Os dados obtidos confirmaram que as
fémeas de A. aegypti possuem uma grande capacidade de lidar com a aménia em seu
organismo, principalmente através de vias metabdlicas de sintese de glutamina e prolina
(SCARAFFIA et al., 2006). Adicionando inibidores de enzimas-chave relacionadas ao
metabolismo da amdnia, os autores conseguiram confirmar que 0os mosquitos metabolizam
a amonia de forma eficiente por uma via metabdlica que envolve duas enzimas essenciais,
a saber, glutamina sintetase e glutamato sintase. Nos insetos estudados, a via metabdlica
em questdo participa da fixagdo e assimilacdo da amodnia. Além disso, essa via €
responsavel por produzir o precursor da sintese de prolina, que é o principal aminoacido
encontrado na hemolinfa dos mosquitos (SCARAFFIA et al., 2006).

Um sistema de cultura de tecidos in vitro e 15 compostos N-rotulados foi utilizado
para mostrar que o corpo gorduroso e os tecidos do intestino médio de A. aegypti podem
metabolizar eficientemente até 1 mM de NHA4CI utilizando diferentes vias metabdlicas
(SCARAFFIA et al., 2010). O estudo realizado por Scaraffia e colaboradores (2010) mostrou
que a presenca de uma via glutamina sintetase/ glutamato sintase (GS/GItS), funcional no

corpo adiposo, desempenha um papel singular no metabolismo da aménia em fémeas de A.
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aegypti, e que o intestino médio dos mosquitos também responde com eficiéncia a altos
niveis de amodnia através de rea¢fes catalisadas por GS. No intestino médio do mosquito,
glutamina e a alanina foram detectadas (SCARAFFIA et al., 2010). Esses compostos foram
sintetizados através de reacdes catalisadas por GS, glutamato desidrogenase (GDH) e
alanina aminotransferase (ALAT) (SCARAFFIA et al., 2010). GItS nao foi detectada no
intestino do vetor, o que confirmou que nenhuma via GS/GItS é funcional neste tecido
(SCARAFFIA et al., 2010). A auséncia dessa via indica que este tecido pode metabolizar
eficientemente a amonia usando outras vias metabdlicas, além de desempenhar um papel
fundamental durante a digestdo sanguinea, removendo os niveis toxicos de aménia por
meio da sintese de aminoacidos especificos, que podem ser imediatamente liberados na

hemolinfa por diversos destinos metabdlicos (SCARAFFIA et al., 2010).

2.3 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas € uma doenca causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi
(Chagas, 1909), distribuida em 21 paises da América Latina (CHAGAS, 1909; WHO, 2020).
A transmissao pode ocorrer por via oral (pelo consumo de alimentos contaminados com o
parasita), por transfusdo de sangue de doadores infectados, congénita (transplacentaria ou
ao amamentar), por transplantes de 6rgaos de doadores chagasicos e até por acidentes de
laboratério (VINHAES; DIAS, 2010; DIAS; AMATO NETO; LUNA, 2011; CARTER et al.,
2012). No entanto, apesar dessas formas ndo vetoriais, o principal modo de transmissao
do T. cruzi é por meio das fezes dos triatomineos (Hemiptera, Triatominae) infectados com
0 parasita, uma vez que esses insetos hematéfagos tém o habito de defecar durante o
repasto sanguineo (WHO, 2020).

Na subfamilia Triatominae, os estudos metaboldomicos sdo restritos a analise do
metaboloma fecal de Rhodnius prolixus Stal, 1859, Triatoma infestans Klug, 1835 e
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835) (ANTUNES et al., 2013). Os autores estudaram
o metaboloma fecal dessas trés espécies e observaram que o nucleo uniforme (metabdlitos
conservados entre as trés espécies que representava 78% dos metabdlitos encontrados),
era composto de metabdlitos de varias categorias, incluindo acidos graxos, esterdides,
glicerolipideos, nucleotideos, agucares e outros. Por outro lado, o nucleo variavel
(metabdlitos ndo conservados entre as trés espécies que representou 22% dos metabdlitos)

foi composto principalmente de lipidios prenol, aminoacidos, glicerolipideos, esterdides,
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fendis, acidos graxos e derivados, acido benzdico e derivados, flavondides,
glicerofosfolipidos, benzopiranos e quinolinas (ANTUNES et al., 2013).

Além de descrever os metabolitos identificados e comparar as espécies estudadas,
Antunes et al. (2013) correlacionaram os metabdlitos encontrados nas fezes com a
presenca de T. cruzi e a interacdo parasita-vetor e destacam que as fezes dos triatomineos
apresentam uma variedade de moléculas quimicas, que podem afetar seu desenvolvimento
e infecciosidade. Os autores sugeriram que a competéncia vetorial desse inseto esta
relacionada a complexidade do metaboloma fecal de triatomineos. Além dos efeitos dos
metabdlitos descritos como determinantes primarios para a relacdo entre parasita e
hospedeiro, a variacdo desses metabolitos tem o potencial de realizar efeitos sinérgicos ou
antagonistas; no entanto, as propor¢des podem variar de acordo com o inseto/hospedeiro

e sdo importantes para a relacéo parasita-vetor (ANTUNES et al., 2013).

3. CONSIDERACOES FINAIS

Com base no exposto, fica evidente a importancia dos estudos metabolémicos para
a biologia dos vetores, uma vez que contribuiu significativamente para o conhecimento da
fisiologia dos insetos. Além disso, ressalta a necessidade da aplicacdo dessa ferramenta
Omica no estudo dos vetores associados com estas e/ou outras doencas negligenciadas.
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Review Article
Omics Tools Applied to the Study of Chagas Disease Vectors: Cytogenomics and Genomics
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Abstract.

Chagas disease is an iliness caused by the protozoan Trypanosoma cruzi that is distributed in 21 countries

of Latin America. The main way of transmission of T. cruzi is through the feces of triatomines infected with the parasite.
With technological advances came new technologies called omics. In the pre-genomic era, the omics science was based
on cytogenomic studies of triatomines. With the Rhodnius prolixus genome sequencing project, new omics tools were
applied to understand the organism at a systemic level and not just from a genomic point of view. Thus, the present review
aims to put together the cytogenomic and genomic information available in the literature for Chagas disease vectors.
Here, we review all studies related to cytogenomics and genomics of Chagas disease vectors, contributing to the direction
of further research with these insect vectors, because it was evident that most studies focus on cytogenomic knowledge
of the species. Given the importance of genomic studies, which contributed to the knowledge of taxonomy, systematics,
as well as the vector’s biology, the need to apply these techniques in other genera and species of Triatominae subfamily is

emphasized.

MINI-REVIEW

Chagas disease is an illness caused by the protozoan Try-
panosoma cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastea, Trypanoso-
matida) that is distributed in 21 countries of Latin America.’
The transmission may occur orally (by the consumption of
food contaminated with the parasite), by blood transfusion
from infected donors, congenitally (transplacental or breast-
feeding), by organ transplants from organs of chagasic do-
nors, and even by laboratory accidents.? However, despite
these nonvector forms, the main mode of transmission of
T. cruzi is through the feces of triatomines (Hemiptera, Tri-
atominae) infected with the parasite because these hema-
tophagous insects have the habit of defecating during their
blood repast.’

The Triatominae subfamily is composed of 154 species
distributed in 18 genera and five tribes.® The Triatoma Laporte,
1832, Rhodnius Stal, 1859, and Panstrongylus Berg, 1879
genera are the most important from the epidemiological point
of view.® As Chagas disease has no cure in the chronic phase
and the acute phase is usually asymptomatic, the WHO points
out that vector control is considered as the main measure to
reduce the incidence of this neglected disease."

With technological advances came new technologies called
omics.* In the pre-genomic era, the omics science was based
on cytogenomic studies of triatomines.® With the Rhodnius
prolixus Stal, 1859 genome sequencing project,® new omics
tools were applied to understand the organism at a systemic
level and not just from a genomic point of view. Thus, the
present review aims to put together the cytogenomic and
genomic information available in the literature for Chagas
disease vectors.
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Cytogenomics. The application of cytogenomics in the
study of triatomines began in 2005 with the study of the physical
mapping of chromosomes, with emphasis on the number and
arrangement of the 45S ribosomal DNA (rDNA) probe (which
characterizes nucleolus organizing regions [NORs]) by the
fluorescence in situ hybridization (FISH) technique.” Currently,
the distribution of NORs is known for more than 50 species of
triatomines that allow to clarify systematic, taxonomic, and
evolutionary issues (Table 1).>7~'* The NORs have been de-
scribed in the X chromosome, in the X and Y chromosomes, in
one autosomal pair, two autosomal pairs, in the X chromosome
plus one autosomal pair, in two autosomal pairs plus X chro-
mosome, or two autosomal pairs (with one heterozygote) plus X
chromosome (Table 1).

In the Rhodniini tribe, the location of the rDNA clusters was
restricted to sex chromosomes with two patterns: either on
one (X chromosome) or both sex chromosomes (X and Y
chromosomes).%'2 The cytogenomic characterization of the
Rhodniini tribe species made it possible to suggest that three
evolutionary events may have happened during the chromo-
somal evolution of this tribe, namely, ectopic recombination
and/or rDNA transposition (if the ancestor is marked only on
sex X chromosomes) or loss of rDNA loci on the Y chromo-
some (if the ancestor is marked on both sex chromosomes).?

The Triatomini tribe has the most diversity in the location of
the rDNA clusters (Table 1). The species that make up the
genera Dipetalogaster Usinger, 1939, Eratyrus Stal, 1859,
Panstrongylus, Mepraia Mazza Gajardo and Jorg, 1940,
Nesotriatoma Usinger, 1944, and Meccus Stél, 1859 have the
same location for the rDNA clusters (Table 1). On the other
hand, species of the genus Triatoma present all the possibili-
ties of NORs described for Triatominae (Table 1).

Based on this, it was observed that, in general, evolution-
arily related species (grouped into complexes and sub-
complexes by Schofield and Galvao'®*—and reorganized by
Pita etal."® and Alevi et al.'®) present the same FISH markings: a
large autosomal pair for Triatoma dimidiata subcomplex spe-
cies, one autosomal pair for Triatoma protracta and Triatoma
lecticularia complexes, X chromosome for Triatoma dispar
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TaBLE 1

Review of chromosomal location of 45S rDNA in triatomines

Cytogenomics

Chromosomal location of 45S rDNA
X chromosome

Genus: Species
Rhodnius: R. prolixus, R. colombiensis, R. nasutus, R. robustus, R. ecuadoriensis

Dipetalogaster: D. maxima

Mepraia: M. gajardoi, M. spinolai

Triatoma: T. carrioni, T. boliviana, T. sordida sensu stricto, T. garciabesi, T. platensis, T.
infestans non-Andean group

Xand Y chromosomes

Rhodnius: R. domesticus, R. pallescens, R. neglectus, R. neivai, R. milesi, R. ecuadoriensis,

R. pictipes, R. stali
Psammolestes: P. tertius
Triatoma: T. matogrossensis, T. vandae, T. maculata, T. jurbergi, T. rosai

1X and Y chromosomes

Triatoma: T. vitticeps

Eratyrus: E. cuspidatus

Autosomal pair

Panstrongylus: P. megistus, P. lignarius, P. chinai

Triatoma: T. dimidiata, T. nitida, T. protracta, T. lecticularia, T. sherlocki, T. brasiliensis, T.
pseudomaculata, T. wygodzinsky, T. infestans Andean group, T. tibiamaculata, T.
carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi, T. rubrovaria, T. pintodiasi, T. baratai, T.
costalimai, T. guazu, T. jatai, T. williami, T. patagonica, T. guasayana, T. sordida La Paz, T.

rubrofasciata

Meccus: M. pallidipennis, M. phyllosoma, M. mazzotti
Nesotriatoma: N. flavida

Two autosomal pairs

Autosomal pair and X chromosome

Two autosomal pairs plus X
chromosome

Two autosomal pairs (with one
heterozygote) plus X chromosome

Triatoma: T. infestans Andean group
Triatoma: T. delpontei, T. infestans Andean group
Triatoma: T. infestans Andean group

Triatoma: T. infestans Andean group

rDNA = ribosomal DNA.

complex, one autosomal pair for the Triatoma rubrovaria
subcomplex, one (X) or two sex chromosomes (XY) for
the Triatoma sordida subcomplex, sex chromosomes (XY)
for the Triatoma maculata subcomplex, one autosomal pair for
the Triatoma pseudomaculata subcomplex, the largest auto-
somal pair for the Triatoma brasiliensis subcomplex, and X sex
chromosomes for the Triatoma vitticeps subcomplex. The
same evolutionary phenomena suggested for Rhodniini'?
possibly are related to the great diversification of NORs in
Triatoma; as for triatomines, heterologous associations
among heterosomes (Xs/Y sex chromosomes), as well as
nonhomologous autosomes, are very common phenomena
and could favor the observed rDNA variation.®

In addition to the application of cytogenomics in taxonomy,
systematics, and evolution (as discussed earlier), this tool has
also been used in studies associated with population genet-
ics: Panzera et al.>'" analyzed the karyotype, heterochro-
matin distribution, and 45s rDNA gene mapping of Triatoma
infestans (Klug, 1834), from seven different countries using the
techniques of C-banding and FISH. The authors observed that
all individuals had 20 autosome chromosomes and two sex
chromosomes (2n = 22). However, through the analyses with
FISH, the authors observed different intraspecific chromo-
somal patterns between the Andean and non-Andean groups
(Table 1), as well as a high diversity of rDNA in the Andean
group compared with the non-Andean group, so they sug-
gested that the Andean group is ancestral in T. infestans, with
the non-Andean being a derived group.>'! Taking into ac-
count the two most common patterns of the Andean group
(autosomal pair and autosomal pair and X chromosome),
Panzera et al.’” conclude that a single event of autosomal loss
is the most accepted hypothesis to explain the pattern of the
non-Andean group (X chromosome). Thus, they support the
hypothesis that T. infestans originated in the Andean valleys of

Bolivia, as a wild species with polymorphic populations in
terms of high amounts of heterochromatic autosomes and
variant positions of the ribosomal cluster."

Besides that, a third group of chromosomes (intermediate)
for T. infestans was identified by Panzera et al." This group
had three chromosomal characteristics: 1) the number of
heterochromatic autosomes is less in the Andean group, but
more in the non-Andean group; 2) this group includes indi-
viduals with and without heterochromatic X chromosome, as
observed in Andean and non-Andean individuals; and 3) about
50% of individuals have an exclusive rDNA pattern. Thus, the
authors suggested two hypotheses to explain the origin of this
intermediate group. In the first hypothesis, called “ancestral
origin,” the authors suppose that the intermediate group
represents an intermediate stage of the gradual variation of
heterochromatin that occurred during the initial divergence
between the Andean and non-Andean groups. In the sec-
ond hypothesis, called “secondary contact,” they assume
that the intermediate group is a very recent formation and not a
legacy of the old process of divergence between Andean and
non-Andean groups.'' The authors suggest that the in-
termediate group has recently originated from crossing be-
tween Andean and non-Andean individuals, which were
previously isolated.

The FISH technique was also used by Pita et al.'® to analyze
whether telomeric regions were present in triatomines, because
there was a chance of loss of this region in insects of the
Cimicomorpha order."” For this analysis, the TTAGG telomeric
probe was used in four triatomine species, namely, T. infestans,
T. dimidiata (Latreille, 1811), Dipetalogaster maxima (Uhler,
1894), and R. prolixus. All species showed evident telomeres at
the end of the chromosomes, contradicting the currently ac-
cepted hypothesis'” that evolutionary recent heteropterans
lack this ancestral insect telomeric sequence.
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Pita et al.,'® using in situ hybridization by genomic probes
DNA of Triatoma delpontei (Romafa and Abalos 1947) and
T. infestans (genomic in situ hybridization [GISH]), showed that
the repetitive sequences are shared in closely related species.
Two different hybridization patterns were demonstrated by the
probes: 1) strong signals accumulated in some regions along
the chromatin and 2) strong signals scattered throughout the
chromosome.

The Triatomini tribe species analyzed (T. delpontei, Andean
T. infestans, non-Andean T. infestans, Triatoma platensis Neiva,
1913, T. dimidiata, Triatoma carrioni Larrousse, 1926 and
T. protracta (Uhler, 1894), Mepraia spinolai (Porter, 1934), D. maxima,
Eratyrus mucronatus Stél, 1859, and Panstrongylus geniculatus)
presented the Y chromosome with highly repeated sequences.
These results show that the genomes of Triatomini species
share scattered sequences of repetitive DNA: T. infestans,
T. delpontei, T. platensis, and M. spinolai share accumulated
repetitive sequences in the same regions, whereas other spe-
cies exhibit these sequences only on the heterochromatic
Y chromosome. Among Triatomini species and R. prolixus
(Rhodniini tribe), only repeated and scattered DNA sequences
are shared. All species studied exhibit a strong hybridization
pattern in the autosome chromosome and/or sex chromosome
regions, except for R. prolixus which showed a scattered hy-
bridization pattern without strong hybridization regions. These
scattered signals in chromatin in all species show that trans-
position elements were an important component in genomes. '

Pita et al.'® using genomic probes of T. dimidiata and Triatoma
rubrofasciata (De Geer, 1773) observed Y chromosome-
restricted GUISH markings for T. dimidiata, T. lecticularia
(Stal, 1859), and Triatoma nitida (Usinger, 1939), whereas
M. spinolai and Triatoma barberi (Usinger, 1939) showed
Y-marking and one of the X chromosomes. Triatoma infestans
was already in the Y mark and three autosomes (using
T. dimidiata probe), and in the Y and five autosomes (using
T. rubrofasciata probe). Similarly, using genomic probes
of T. infestans, Pita et al."® observed markings restricted to
the sex chromosomes of T. dimidiata and T. rubrofasciata.

Pita et al.’®'® also suggested that X and Y sex chromo-
somes’ triatomines present differences in DNA composition
because the authors confirmed that the Y chromosome of the
North and South American Triatoma share repeated DNA se-
quences and that this Y heterochromatic chromosome con-
servation may be an ancestral characteristic of the Triatomini
tribe. Although the X chromosome is euchromatic, it has no
fluorescent staining, but in some species (T. barberi, Andean
T. infestans, T. platensis, and T. delpontei), X chromosomes
have heterochromatic regions similar to those observed in Y
chromosomes, may be due to transfer of sequences from Y to
X chromosome. Transfer of repeated sequences between sex
chromosomes without recombination or pairing events may
occur because of transposition elements, as it was already
suggested by Pita et al.’2

Pita el al.?2° performed analyses with three new satellite
DNAs (satDNAs) in T. infestans using the FISH technique and
revealed that these satDNAs are located in the euchromatic
regions of the autosomes and the X chromosome. The authors
also showed that only four satDNA families of the 42 families
that were isolated of the T. infestans genome had some simi-
larity to the R. prolixus genome. The data show that the differ-
entiation between the species of triatomines was accompanied
by major changes in their repetitive DNAs. One of the most

striking differences between the hybridization patterns in these
species is the uneven distribution of the four satDNA families on
the Y chromosome. The role of satDNA in speciation processes
has been a topic of discussion for a long time; several mecha-
nisms have been proposed in which satDNA could interrupt
chromosomal pairing in hybrids, acting as a reproductive
barrier.20-22

Genomics. The first use of genomic techniques for tri-
atomines was in 1998, where mitochondrial DNA sequences
fromthe 125, 16S genes, and the genes encoding cytochrome
oxidase | were used to establish phylogenetic relationships
between Triatoma species.?® In 1999, Lyman et al.?* used
fragments of the mitochondrial large subunit ribosomal RNA
(mtlsurRNA) and cytochrome B (mtCytB) to differentiate tri-
atomine species. The following year, Monteiro et al.?® used the
same gene fragments (mtlsurRNA and mtCytB) as well as the
28S nuclear RNA variable region D2 to establish phylogenetic
analyses among 11 Rhodnius species. However, it was not
until 2001 that the first complete mitochondrial genome of a
triatomine species (T. dimidiata) was published and the anal-
ysis of the mitochondrial genome supported the theory that
crustaceans and insects are more related to each otherthan to
other arthropods, providing more information on the phylo-
genetic position of arthropods.2®

In 2015, the complete genome of a triatomine species
(R. prolixus) was sequenced.® According to the analyses
performed on its genome, transposable elements (TEs) (5.6%)
were identified; immune-mediated immune responses (IMD)
and toll effectors (immune pathway) and IMD were found to
control the intestinal microbiota of the insect, but do not affect
the development of T. cruzi. Furthermore, the work showed
that R. prolixus lost selenoprotein-related genes and has only
two proteins related to glutathione peroxidase. Many lineage-
specific gene expansions and absence of genes have been
observed in these triatomines through protein comparison
(these expansions are from genes that are related to chemo-
reception, feeding, and digestion, and may have contributed
to the evolution of lifestyle of these insects).®

Castro et al.?” analyzed the genome of Rhodhius montene-
grensis Rosa et al. (2012) and Rhodnius marabaensis Souza et al.
(2016) and reanalyzed the totality of repetitive genome sequences
(repeatome) of R. prolixus. The analyses revealed that the total
amount of TEs present in Rhodnius genomes (19-23.5%) is three
to four times greater than that expected, based on the quantifi-
cations already performed for R. prolixus by Mesquita et al. The
three species showed similar proportions of TEs in their ge-
nomes: 19% in R. prolixus, 21.2% in R. marabaensis, and 23.5%
in R. montenegrensis. Of the TEs listed, the most abundant were
classified as DNA transposons (class lI), with 61.4% of the total
TEs analyzed being correspondent to the genome of R. prolixus,
63% to that of R. montenegrensis, and 66.3% to that of R.
marabaensis.?” Long terminal repeat retrotransposons (class )
were the least represented class of TEs, with a minimum value
of 0.8% in R. prolixus and R. marabaensis and a maximum of
1.1% in R. montenegrensis.?’

Comparative analyses between the three Rhodnius ge-
nomes based on the presence/absence pattern showed
that a high percentage of TE families is shared between the
pairs of genomes (74% for R. prolixus—R. montenegrensis;
76% for R. prolixus—-R. marabaensis; and 80% for
R. montenegrensis-R. marabaensis).?” The three genomes
compared revealed three characteristics necessary to
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understand the evolutionary dynamics of their repeatome:
1) the size of the TE families shared between the genomes is
highly correlated, both in high and low abundance; 2) sev-
eral identical families are present in very different propor-
tions between pairs of genomes; and 3) some families seem
unique to a species, but this event is observed only for
families with very low proportion estimates.?” The compa-
rable proportions of TEs noted in the three species suggest
that stochastic events and/or different selective pressures
acting during speciation did not affect the general evolu-
tionary routes of TEs. Alternatively, they could have pro-
vided the molecular basis that led to the radiation of the
R. prolixus-Rhodnius robustus species complex.2”

The mitochondrial genome of five other species has already
been sequenced: Triatoma migrans Breddin, 1903, Pan-
strongylus rufotuberculatus (Champion, 1899), Rhodnius
pictipes Stél, 1872, T. infestans, and T. rubrofasciata.?®° For
T. infestans, the number, order, and orientation of mitochon-
drial genes are the same as T. dimidiata; the main differences
are found in the control region and in the intergenic spacer
between the nd1 and tRNA-Ser genes.?® The T. rubrofasciata
species was characterized through genomic analysis and the
phylogenetic tree with the genes that encode T. rubrofasciata
proteins, and 13 other related species of hemiptera estab-
lished and demonstrated the phylogenetic relationships.2° For
T. migrans, P. rufotuberculatus, and R. pictipes, it can be ob-
served that mitochondrial genomes shared a similar pattern
(nucleotide composition, gene order, and control region
structure), a high conservation of genome organization, that
different genes protein coders have different rates of molec-
ular evolution and some genes had higher evolutionary
rates.®® Furthermore, genome and molecular phylogeny
analysis using all available genomes of Reduviidae species
allowed the authors to confirm a close relationship between
Triatominae and Stenopodainae.?8-3°

Recently, Liu et al.®' analyzed a chromosomal-level ge-
nome assembly of the T. rubrofasciata. The application of a
combination of techniques allowed researchers to assemble
the genome with higher quality than the other sequenced and
assembled genomes. Protein sequences of the single copy
genes were aligned along with molecular clock data and di-
vergence time analysis, phylogenetic relationships were
constructed to conclude that T. rubrofasciata is closely related
to R. prolixus, and the two species diverged from their com-
mon ancestor about 60-95 million years ago.®' In addition, the
work of Liu et al.®" resulted in a successfully reconstructed
entire genome assembly (680-Mb) that covers 90% of the
nuclear genome (757 Mb) and also reconstructed complete
female chromosomes using 13 unique chromosomes.

Henriques et al.® showed that the number and diversity of
peptidases found in R. prolixus are within the normal values
found in arthropods. These proteins are essential for various
functions in animal metabolism (like digestion, blood clotting,
and immune system), which explain the high diversity of this
type of molecule among different arthropods.®®> When the
authors compared the frequencies of the R. prolixus peptidase
families with the other genomes of arthropods, only eight
families had higher gene frequencies, suggesting that, during
the evolution of hematophagy in this group, gene duplication
for new physiological functions occurred only on a limited set
of proteases.®? Genetic expansion was observed in three
families with a large number of peptidases in the R. prolixus

genome, namely, pepsin A, calpain-2, and leucyl aminopep-
tidase, which suggests that these families may be involved in
the process of adapting to blood feeding in triatomines.>?

This study suggested that there was a horizontal transfer of
six genes belonging to three different peptidase families as-
sociated with bacteria or viruses (M74, S24, and S29) to the
R. prolixus genome, one these families are not common in any
eukaryotic organism, but most of them have been found in
genomic regions that are surrounded by genes associated
with insect metabolism.3? By amplifying the genomic DNA of
R. prolixus, the presence of these proteins was confirmed and
they were expressed in the intestine of adults fed with blood. It
is not clear how the genes can be transferred to the insect’s
genome from vertebrate viruses, but the authors suggest that
the infection may occur during blood meal in a contaminated
vertebrate host.* The RPRC003168 gene was identified in
R. prolixus genome as a peptidase of the M74 family, and this
peptidase is closely related to genes of Gram-negative bac-
teria, such as Dickeya spp. and Yersinia spp., that may be
associated with hematophagous arthropods.®2 The similarity
reinforces the hypothesis of horizontal gene transfer from the
microorganism to the R. prolixus genome because this type of
bacteria had previously been implicated in horizontal gene
transfer in arthropods.®®

CONCLUSION AND PROSPECTS

Here, we review all studies related to cytogenomics and
genomics of Chagas disease vectors, contributing to the di-
rection of further research with these insect vectors because it
was evident that most studies focus on cytogenomic knowl-
edge of the species. Given the importance of genomic studies,
which contributed to the knowledge of taxonomy, systemat-
ics, as well as the vector biology, the need to apply these
techniques in other genera and species of subfamily Tri-
atominae is emphasized.
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Abstract.

Chagas disease is a neglected disease caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, and is transmitted

mainly by the feces of contaminated triatomines. Knowledge of the biological, ecological, behavioral, genetic, taxonomic,
and systematic aspects of these vectors can contribute to the planning of vector control programs, because all species
are considered to be potential vectors of Chagas disease. Transcriptomic studies, in general, provided a new view of the
physiology of triatomines (aiding in the knowledge of reproductive aspects of the hematophagy process and even the
immune system and the sensory apparatus) and even contributed, as a new tool, to the taxonomy and systematics of
these insects. Thus, we conducted a review of the transcriptomic studies on Chagas disease vectors.

INTRODUCTION

Chagas disease is a neglected disease caused by the pro-
tozoan Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomati-
dae), and is transmitted mainly by the feces of contaminated
triatomines (Hemiptera: Triatominae) (hematophagous insects
that have a habit of defecating/urinating during or after the
blood meal, which can release blood parasites in excreta if
they are infected).” Currently, there are about 8 million people
infected and other 25 million at risk of infection, with vector
control being the main measure to prevent new incidences of
Chagas disease.’

Although the first species of triatomine (Triatoma rubrofas-
ciata) was described in 1773, Chagas disease was only dis-
covered after 136 years.? Currently, there are 157 species of
triatomines described.>® Knowledge of the biological, eco-
logical, behavioral, genetic, taxonomic, and systematic
aspects of these vectors can contribute to the direction of
vector control programs, because all species are considered
to be potential vectors of Chagas disease.*®

One of the milestones of the application of omic tools in
the study of these insect vectors was the characterization of
the genome of Rhodnius prolixus.7 However, before knowl-
edge of the genome, omic studies had already been applied
to triatomines, contributing the knowledge of taxonomy, sys-
tematics, as well as vector biology.®

Transcriptomic studies, in general, provided a new view of
the physiology of triatomines (aiding in the knowledge of
reproductive aspects,®'? of the hematophagy process,’ "2
and even the immune system'® and the sensory appara-
tus™), and also contributed to the taxonomy and systemat-
ics of these insects.’®'® Thus, we conducted a review of the
transcriptomic studies on Chagas disease vectors.

METHODS

The review was based on scientific articles published from
2004 to 2021, with 2004 being the year for the first publication

*Address correspondence to Cleber Galvao, IOC/FIOCRUZ, Av.
Brasil 4365, Pavilhao Rocha Lima, Sala 505, 21040-360 Rio de
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of transcriptomic data in triatomines.’”'® Based on the key-
words “transcriptome,” transcripts,” and “transcriptomics”,
which were combined with the keywords “triatominae/tri-
atomines,” searches were performed in the Scientific Elec-
tronic Library Online (SciELO), Medical Literature Analysis
and Retrieval System Online (MEDLINE/PubMed), SCOPUS,
Web of Science, and Web BlBliografia de TRlatominos (Bib-
Tri) V3.0 databases, which resulted in 70 articles. Of the total
scientific articles retrieved, 62 articles were used to write the
review article.

TRANSCRIPTOMICS

Saliva/salivary gland transcriptome. The transcriptome
of a cell or tissue is the collection of RNAs transcribed in it
(composed of messenger RNA (mMRNA) or coding RNAs and
a variety of non-coding RNAs)."” For triatomines, the first
work published with transcriptome analysis was that of
Ribeiro et al.,'® who analyzed the transcriptome of the
R. prolixus salivary gland (sialotranscriptome or sialoma) to
gain further insight into the biochemistry and potent pharma-
cological substances of its saliva.

Transcriptomic analyses made it possible to observe a large
expansion of lipocaine family proteins, as well as members of
the nitrophorine families (with vasodilatory properties),’ and
triabine (a potent and selective thrombin inhibitor)?2! and pal-
idipine (an inhibitor of platelet aggregation)—both also identi-
fied from the T. pallidipennis saliva transcriptome.?"2® The
most abundant transcripts and proteins in T. pallidipennis
saliva were anti-hemostatic triabines, although others involving
antimicrobial and thrombolytic polypeptides were also found
in addition to unique proteins such as angiotensin-converting
enzyme.2®

In Panstrongylus megistus, P. chinai, R. neglectus,
T. matogrossensis, T. brasiliensis, T. infestans, T. dimidiata, and
T. rubida sialoma, high numbers and a variety of lipocalins were
found, as observed in R. prolixus saliva: palidipine, triabine, and
procaline (a salivary allergen), in addition to a large number of
Kazal-type proteins (serine protease inhibitors).'318:21:24-35
In P. megistus and T. infestans, relatively well-expressed tran-
scripts for the enzymes apyrase, inositol phosphatase, serine
proteases, peptides containing the Kazal domain, family of
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antigen 5, family of hemolysin and trialisin, and some families of
desorphanized proteins have also been identified.3'2

In P. lignarius salivary transcripts lipocalins, small-
molecule binding proteins, two apyrases-like proteins of the
hydrolysate adenosine triphosphate and adenosine diphos-
phate, and proteins of the Kazal family have been found."®
In Dipetalogaster maxima, a salivary transcriptome was
observed that includes lipocalins like salivary proteins of
other triatomines species, such as palidipine and proca-
line.®® However, when comparing sets of the D. maxima sali-
vary transcriptome with other triatomines, it was possible to
see that Dipetalogaster has a less complex sialome com-
pared with species of the Triatoma genus, which presents a
set of extra proteins such as trialysin, triatox, Kazal, phero-
mone binding, inositol phosphatase, and serine prote-
ase.223373% |t yas suggested that these proteins may be
related to the adaptation of Triatoma to feeding on mamma-
lian blood, whereas Dipetalogaster feeds mainly on lizards.*®

Metabolism transcriptome. Martinez-Barnetche et al.*°
analyzed transcripts involved in the metabolism of three spe-
cies of triatomines (T. pallidipennis, T. dimidiata, and T. infes-
tans). They identified a numerical enrichment of transcripts
that encode the protease inhibitor domains of the pacifastin
(T. dimidiata and T. pallidipennis) and cystatin (the three spe-
cies) families. Pacifastins are a family of protease inhibitors
belonging to the MEROPS family of inhibitors, involved in
the regulation of different proteolytic cascades, including
phenoloxidase-dependent melanization.*' The representa-
tion of pacifastine was most notable in T. pallidipennis, with
17 unique transcripts compared with nine genes in the
R. prolixus genome.*° Cystatins belong to a large and wide-
spread family of cysteine inhibitors in plants, prokaryotes,
and animals.*? Cystatins also play an anti-hemostatic role
during the blood meal in ticks,**** but they appear to be
absent in the Triatoma sialotranscriptomes described so
far.21:26:29.30.36 Therg s only one protease inhibitor gene with
cystatin domain in R. prolixus (IPRO00010), and cystatins
were more abundant in T. dimidiata (n =9), T. pallidipennis
(n = 6), and T. infestans (n = 4).*° However, the authors point
out that the cystatin expansion documented in T. pallidipen-
nis and T. dimidiata deserves further studies to elucidate its
biological significance.*°

Martinez-Barnetche et al.*® found an important difference
between the three Triatoma species. The largest number of
transcriptionally active transposable elements is in T. infes-
tans, particularly non-LTR retrotransposons (increased
between 8 and 12 times),*® which may be related in part to
the size of the T. infestans genome, which is one of the larg-
est among all analyzed reduvids.*® Although most enzymes
in the glycolytic pathway have been highly conserved in the
three species of Triatoma, a sequence divergence has been
identified in the enzymes involved in anabolism (gluconeo-
genesis, glycogen synthesis, and pentose phosphate path-
way), and an enzyme that participates in glycolysis.*
Greater evolution rates in critical enzymes that control the
metabolic flow may represent genetic adaptations favoring
characteristics of lifestyles of triatomines. Glycogen stor-
age serves to deal with prolonged hunger and reproductive
success; antioxidant mechanisms can be used to deal with
oxidative stress, which favors longevity; and optimization
of aerobic metabolism meets the energy demands of
hematophagy.*®

Kazal inhibitors have also been found and characterized in
the midgut of some triatomines, including D. maxima (dipe-
talogastin), R. prolixus (rhodinin), T. infestans (infestin), and
T. brasiliensis (brasiliensina).?®> Among the gastrointestinal
tract transcripts of R. prolixus, digestive enzymes, prote-
ase inhibitors, lipocalin family proteins, carrier proteins,
cytoskeleton-related genes, immunity-related transcripts
(such as PAMP recognition molecules and signal transducers),
effector proteins, as well as genes that belong to the TOLL
pathway were found.*® Furthermore, lipid metabolism-related
transcripts showed genes involved in B-oxidation, suggesting
that the Rhodnius midgut uses fatty acid oxidation as the main
energy source whereas amino acid metabolism-related
transcripts showed a marked predominance of B-oxidation
enzymes and amino acid degradation.*®

For R. prolixus, an insulin receptor has also been identified
that is present in 10 tissues studied, and it is expressed in
different ways in each tissue, suggesting that this receptor is
probably involved in a variety of physiological processes.*’
For P. lignarius fatty body transcripts, the predominant pro-
tein subclass was classified as secreted proteins related to
peptide synthesis with distinct functions, many of which
were intended for the hemolymph compartment, and the
other highly expressed subclass was also associated with
storage of the secreted proteins intended for hemolymph.'®
In addition, transferrin (which is synthesized and stored in
the adipose body for later hemolymph secretion and may
function in insect defense mechanisms) has also been identi-
fied in the fatty body. 3

Reproductive system transcriptome. Analyses of ovar-
ian follicular tissue and testis transcripts of R. prolixus have
been performed.*®“® In the study of ovarian follicular tissue,
the most abundant transcript was a small proline-rich
secreted protein (S) that may play a role in oocyte matura-
tion.*® A protein called Rp45 was also identified and
described as a component of Rhodnius eggshell. Further-
more, VASA-type transcripts that may play a role in oocyte
development have also been found. The overall analysis of
the transcript classification showed that almost two thirds of
all expressed proteins were functional type and somehow
related to transcription, translation, protein turnover, and
vesicular traffic, reflecting the immense metabolic effort for
egg maturation.*® In testis, the most abundant families of
transcripts were related to spermatogenesis and fertility,
such as myosins, actins, tubulins, and dyneins.*®*° Myosins
may be related to acrosome development, vesicle transport,
gene transcription, and nuclear modeling, whereas actins
may be related to correct nuclear positioning, germinal vesi-
cle breakdown, spindle migration and rotation, and chromo-
some segregation in spermatogenesis.*®>*° Dyneins and
tubulins are involved with flagella structure and motility. %
Also, transcripts of lipocalin family proteins and serine prote-
ase inhibitors were found, showing an important role in
sperm maturation and the role of serine protease inhibitors
in spermatogenesis, respectively.*® In addition, immunity-
related transcripts have also been identified, and most of
them are lysozymes.*®

Brito et al.,® investigated the molecular mechanisms that
coordinate and direct oogenesis in Rhodnius using tran-
scriptomic analyses in ovaries of females fed with blood. The
study focused on the pre-vitellogenic phase of oogenesis
and used the transcriptome profile to determine the extent
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of evolutionary and functional conservation of the piwi-
interacting RNA (piRNA) pathway in R. prolixus.® They found
a helicase, critical to producing piRNAs in Drosophila, as
well as the piwi orthologist Rp-piwi1, which appears to be
expressed at very modest levels or not expressed in Rhod-
nius ovaries. Furthermore, analysis of normalized RNAseq
readings showed that Rp-piwi2, Rp-piwi3, and Rp-ago3 are
expressed at intermediate or low levels during Rhodnius
oogenesis.’

Brito et al.® proposed that Rp-piwi1 is a pseudogene,
resulting from the absence of intronic sequences, and that it
may not be necessary for the development of Rhodnius.
Transcriptomic data supported this hypothesis, although the
authors have not ruled out that Rp-piwi1 can be expressed
in tissues other than the ovary.® With this work, it was dem-
onstrated that the central components of the piRNA pathway,
first described in Drosophila, are conserved in R. prolixus and
that this insect houses four putative piwi genes. In addition,
it was possible to observe that Rp-piwi2, Rp-piwi3, and Rp-
ago3, but not Rp-piwil, are expressed in ovaries.® The
experiments carried out using piRNA against the Rp-piwi2
gene resulted in the interruption of oogenesis and complete
sterility of the adult female. Data also revealed that a variety of
transposable elements are expressed in the early stages of
oogenesis, and their transcripts accumulate in the developing
oocyte.'® Thus, the authors suggest that the piRNA pathway
decreases the transposable and repetitive sequences effi-
ciently in R. prolixus oogenesis, and proves that piwi genes are
essential for adult Rhodnius oogenesis and fertility, and proba-
bly have similar functions in other species of triatomines.®'°

Analyzing the ovary transcriptome of R. prolixus, Coelho
et al.’® were able to observe many genes that probably
encode critical factors in the development of this insect, as
they include histone-modifying enzymes, chromatin remod-
eling factors, homeotic genes, signaling molecules, kinases,
and metabolic enzymes. Moreover, they were able to deter-
mine transcription variants generated by alternative splicing
events for more than 6,000 genes. Through data related to
the production of oocytes, they observed that the production
of oocytes in R. prolixus seems to be restricted to the stages
of nymph, and that the expression of several orthologous
genes occurs in pre-vitellogenic stages and their transcripts
are deposited in mature eggs. It may represent a conse-
quence of the structure of the egg chambers and ovarioles
of R. prolixus."®

The data presented also showed that the transcripts
encoding a variety of ribosomal proteins are among the top
25 genes expressed at the beginning of oogenesis; however,
they are underrepresented in unfertilized mature eggs. The
authors then suggested that it is possible that in R. prolixus,
ribosomal proteins, instead of the corresponding transcripts,
are deposited in the egg and used in the early stages
of embryogenesis, and this can ensure that ribosomal pro-
teins are readily available to assemble ribosomes quickly.'
In addition, a differentially expressed gene (Yellow-g2
[RPRC009244]) has been identified that has been associated
with the resistance of the insect’s eggs to desiccation and
the production of cuticle pigments, and at least two genes
that can be activated in oogenesis to control oxidative stress
caused by blood ingestion.'®>2

Detoxification system transcriptome. Traverso et al
carried out a study of superfamily genes of triatomines
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related to detoxification by analyzing the transcriptomes of
three species of triatomines T. infestans, T. dimidiata, and
T. pallidipennis, and also used data extracted from genomic
sequences of R. prolixus. They reported that P450 cyto-
chromes are actively involved in the detoxification response
of synthetic insecticides.®® The insect CYP genes fall into
four main classes: CYP2, CYP3, CYP4, and mitochondrial
clade, with each class being subdivided into several families
and subfamilies.>* The authors noted that CYP3 is the most
abundant class in insects,®® and its members are generally
the genes that belong to the CYP6 and CYP9 families that
are involved with insecticide resistance.>* The CYP9 family
was not found in triatomines®®; thus, CYP6 is the only family
in the CYP3 clade of triatomines that is involved with insecti-
cide resistance.®®

Carboxyl/cholinesterases hydrolyze carboxylic esters to
alcohols and acids.?® They are subdivided into three main
classes, according to their function: 1) the food class, 2) the
degradation class of hormones and pheromones, and 3) the
neuro group.’® The authors noted that, of the observed
SCCs, those belonging to the food class were absent in the
four species of triatomines analyzed, and suggest an
absence or extremely low representation of this class in tria-
tomines, and that almost all detected SCCs are included in
the class of hormones that degrade hormones and phero-
mones.>2 The absence of the food class may be a result of a
blood-only diet, with the absence of other types of metabo-
lites. In addition, the deficiency of an entire class of SCC
may be associated with a lesser potential for the detoxifica-
tion of chemical insecticides compared with other species.>?

Glutathione transferases (GSTs) are a family of enzymes
that can use glutathione in reactions, contributing to the bio-
degradation and elimination of xenobiotics and reactive oxy-
gen species generated during aerobic metabolism.?” Of the
existing GST classes, the Delta and Epsilon classes are
exclusive to insects and are the main classes associated
with resistance to insecticides.’® However, they were
observed with little abundance in the insects studied
(T. infestans, T. dimidiata, and T. pallidipennis).>® The levels
of three T. infestans genes, related to insecticide resistance,
were compared between sensitive and pyrethroid-resistant
populations (CYP4, carboxyl/cholinesterases Clade ii, and
GST Delta).>® The authors realized that the analyzed CYP4
gene was overexpressed in insects in the resistant popula-
tion, suggesting that this could be an expanded mechanism
of resistance to pyrethroids in this species. The expression
of the other studied enzymes did not differ significantly
between sensitive and resistant populations.®®

Immune system transcriptome. Some work on triato-
mines using the transcriptomic technique has already identi-
fied components of the insect's immune system.'®4°
Recently, Zumaya-Estrada et al.® performed a transcrip-
tomic analysis of the reproductive and digestive tracts, Mal-
pighian tubules, brain, adipose body, and salivary glands to
describe innate immune response genes to triatomines.
Through the analyses, the authors were able to provide evi-
dence of the presence of important immune components in
four important Chagas disease vectors (T. pallidipennis,
T. dimidiata, T. infestans, and R. prolixus), as well as identify
molecules related to the main immune categories (microbial
recognition and activation, signaling, effectors, regulation,
antioxidant system, RNA interference, and coagulation).5®



TRANSCRIPTOMICS APPLIED TO THE TRIATOMINES STUDY 1045

Proteins involved in microbial recognition, immune activa-
tion, and various antimicrobial peptides have been docu-
mented in most species analyzed; lysozymes related to
digestive and immune defense functions and defensins were
detected.’® Most canonical components of the TOLL and
Jak-STAT signaling cascades are conserved in the studied
insects; however, the major components of the immunodefi-
ciency pathway were absent.%®

Sensory system transcriptome. Aspects of the sensory
apparatus of triatomines, such as the use of thermal and
humidity signals, as well as vibratory signals, were also stud-
ied. As in other insects, antennae are the main chemosen-
sory structures.™ In addition, the expression of a variety of
modulating process components, such as neuropeptides,
GPCRs, and nuclear receptors, has already been observed
in the R. prolixus antenna.®® Latorre-Estivalis et al.'*%°
developed works related to the sensory apparatus of triato-
mines using transcriptomics. The study involving the R. pro-
lixus antenna showed that these insects seem to increase
the expression of several chemosensory genes after reach-
ing adulthood. This can serve to improve the most necessary
chemosensory skills in adulthood, as activities that require
sensory action from the device, such as sexual behavior, ovi-
position, and escape, are activities performed exclusively by
adult insects.™

A large number of mechanoreceptors have also been
observed, and this seems to correspond to the known ability
of triatomines to detect vibratory signals.®® Several genes
belonging to this category seem to have a more intense
expression in male insect antennae, known in triatomines to
detect vibratory sexual signals.’*%° It has also been reported
that R. prolixus antennae produce a diversity of neuropep-
tide coding transcripts, with significantly lower expression of
some neuropeptides in male antennae, which may suggest a
specific role for the sex antenna.’* In addition, some nuclear
receptors are expressed on the antennae of this insect, sug-
gesting that these organs have a wide capacity to respond
to endocrine signals.™

In addition to nuclear receptors, one study by Latorre-
Estivalis et al.?® showed that R. prolixus antennae produce a
diversity of neuropeptide coding transcripts, including high
levels of allatostatin-CC peptide transcripts and ITG, in addi-
tion to orcokinin and IDLSRF-type peptide, which showed
increased antennal expression after imaginal change, sug-
gesting that these peptides can modulate sensory processes
specific to adults underlying dispersion by flight and mating.
However, the significantly lower expression of allatostatin-
CC in male antennae may suggest a sex-specific antennal
role.®® With the data analyzed, the authors were able to
show that most nuclear insect receptors are expressed in an
insect’s antennae, suggesting that these organs have a wide
capacity to respond to endocrine signals.®®

Transcriptome applied in taxonomic and systematic
studies. Transcriptomics has also been shown to be useful
for triatomine systematics.'® The identification of triatomines
has been largely based on the observation of morphological
characteristics.® As a result of the existence of cryptic or
closely related species, many authors resorted to molecular
data to differentiate these species.®’ In 2017, Carvalho
et al.’® used transcriptomics to look for differences in
cephalic transcripts of R. montenegrensis and R. robustus.
They were able to identify several sequences with a high

level of differentiation between these species—in addition to
the substantial number of fixed polymorphisms suggesting a
clear separation of lineages—and these results support the
hypothesis that these species are valid and geneti-
cally distinct.'®

A subsequent study using a transcriptome from members
of the R. prolixus—R. robustus cryptic species complex found
evidence confirming that R. montenegrensis and R. robustus
genotype Il are genetically identical and therefore are repre-
sentative of the same species.'® However, the authors point
out that their findings do not invalidate R. montenegrensis;
they only show that “R. montenegrensis” is the specific
name to the so-called “R. robustus genotype I1.”'® In addi-
tion, the researchers found genetic evidence that the refer-
ence stocks for “R. robustus” used in the description of
R. montenegrensis and transcriptome-based studies are
from R. prolixus, probably mixed with R. robustus of type Il
genotype (known as also as R. montenegrensis).'®

Multiple-organ transcriptome. Leyria et al.""'? analyzed
how a blood meal influences the expression of mMRNA in the
central nervous system (CNS), adipose body, and ovaries of
R. prolixus and did not observe major genetic differences in
the CNS between the non-fed condition and the fed condi-
tion."™2 Vitellogenins, the main precursors of yolk protein,
are large molecules synthesized predominantly by the adi-
pose body.'? The results of the study by Leyria et al.’?
showed that the levels of mRNA for vitellogenins are consid-
erably greater in the adipose body in relation to the ovaries,
and there was no significant difference between the fed and
unfed conditions. The authors showed that in the adipose
body, the levels of Rhodnius heme binding protein mRNA
(which functions as an antioxidant in hemolymph) were regu-
lated positively in females after feeding. In addition, the
authors identified that the metabolism of arginine and proline
is regulated positively in the adipose body after a meal of
blood, and that proline metabolism can also contribute to
the energy required by the ovary during vitellogenesis. "2

In R. prolixus, the data showed that Hsp70 (considered a
good marker for an inducible stress response®?:%%) is regu-
lated positively in the adipose body of unfed females, a
condition inherently associated with a stress condition. A
member of the Hsp70 family, Grp78 has already been
reported as a regulatory factor for vitellogenin synthesis
and homeostasis in the adipose body.®* In the studied
insect, regulation of a protein like Grp78 was observed in the
adipose body and the ovaries of fed insects, which led the
authors to suggest a new regulatory mechanism involved in
the vitellogenic process of R. prolixus.'?

Notch is a receptor that directly translates information
from cell-cell contact to gene expression in the nucleus.®®
By analyzing the KEGG database, Leyria et al.’"'? showed
that Notch signaling is regulated positively in the ovaries of
fed females,”’ and that the transcripts involved in Notch
developmental functions are regulated upward in ovaries in
the fed condition.'? By KEGG analysis, two pathways related
to the juvenile hormone—insect hormone biosynthesis and
terpenoid backbone biosynthesis—are regulated positively
in the adipose body and ovaries during the fed condition.’
The authors also found five other related enzymes that are
involved in the mevalonate pathway that are regulated posi-
tively in ovaries after a blood meal, enzymes that convert
inactive juvenile hormone precursors into active juvenile



1046 BORSATTO AND OTHERS

hormones in the final stage of the juvenile hormone biosynthe-
sis pathway in insects.'?%® Some precursors of the juvenile
hormone have been identified, and all are present in the adi-
pose body and ovaries. The authors suggest that the majority
of vitellogenic ovaries and the adipose body may have the
potential to synthesize juvenile hormone in R. prolixus.'?

The data showed a differentiated pattern of expression of
takeout (To) genes that changes according to the tissue ana-
lyzed and the feeding condition.'?> The mRNA expression of
To1, To2, To4, and To7 is highly expressed in the CNS of
unfed insects, and the authors suggest that hunger may
induce the expression of these genes. The mRNA expres-
sion of To9, Tol11, To12, and To15 is increased in the
adipose body of females after a blood meal, whereas the
transcripts of To5, To712, and To13 show a significantly
increased expression in ovaries in the fed condition.'? Thus,
Leyria et al.'® presented the first report of an analysis of To
genes in different tissues involved in reproduction in R. pro-
lixus, providing new information on the mechanisms involved
in the formation of eggs.

Leyria et al.'? found a trehalose transporter (the main blood
sugar of insects) regulated more than six times in fed-insect
ovaries and, with this finding, they support the hypothesis
that a direct capture of hemolymph trehalose through this
transporter can be an important process for the storage of
carbohydrates in the ovaries. Because the vitellogenic pro-
cess is an event with a high energy demand, trehalose uptake
is necessary for the development of cocytes. 26"

The analyses made it possible to observe seven enzymes
involved in the processing of neuropeptides, and all of them
are expressed in the CNS, adipose body, and ovaries in both
nutritional conditions. The results support the contribution of
adipose body and ovaries to the production of neuropepti-
des in both nutritional conditions.’® The authors found a
positive regulation of NPLP1 transcript expression (NPLP1
peptides are involved in the food response®®) in ovaries in
the unfed condition, and the physiological role of NLPL1 sig-
naling in reproduction is still unknown. In addition, they
found a positive regulation of the corticotropin releasing fac-
tor receptor mRNA CRF/DH in ovaries and adipose body of
unfed insects, where vitellogenesis is inhibited. This result
supports its effects as a negative reproduction regulator, as
it has been reported by Mollayeva et al.?® that the adult
female of R. prolixus, injected with CRF/DH, produces and
lays significantly fewer eggs.

The signaling pathway of the insulin-like peptide/rapamycin
target (ILP/ToR) is responsible for nutritional detection.” Leyria
et al."" analyzed the transcripts involved in ILP/ToR signaling.
The data showed a positive regulation of ILP/ToR transcripts in
unfed insects and demonstrated that this signaling is only acti-
vated in fed-insect tissues. The authors also noted that the
forkhead box O, or FoxO, transcription factor, which regulates
longevity through ILP signaling, is responsible for the positive
regulation of transcripts related to ILP/ToR signaling in unfed
insects. Given this, they found that unfed females quickly acti-
vate ILP/ToR signaling because they are in a sensitive state to
respond to changes in ILP levels."

CONCLUSION AND PROSPECTS

We reviewed all studies related to transcriptomics of Cha-
gas disease vectors, contributing to the direction of further

research with these insects, because it was evident that
most studies focus on the physiological knowledge of the tri-
atomines, contributing to the knowledge of saliva/salivary
gland and metabolism, as well as the immune, reproductive,
sensory, and detoxification systems of Chagas disease vec-
tors. Given the importance of transcriptomics for taxonomy
and systematics of Rhodnius, the need to apply this tech-
nique in other genera and species of the subfamily Triatomi-
nae (especially in those with taxonomic problems) is evident.
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Abstract

Chagas disease is caused by the parasite Trypanosoma cruzi and is transmitted mainly
by insect vectors of the Triatominae subfamily. Proteomics and metabolomics studies,
in general, provided a new view of the physiology [aiding in the knowledge of the
hematophagy process, of the digestive system, of the defense and the sensory apparatus
(antenna)] and behavior of triatomines, besides the vector-host and parasite-vector
relationship, and of the interspecific relationship both in the Triatominae subfamily
(based on proximity relationship between species and triatomine genera) and between
Triatominae and other groups (Diptera and order Hemiptera). Thus, we conducted a

review of the proteomics and metabolomics studies on Chagas disease vectors.
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Introduction

Chagas disease (CD) is caused by the parasite Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida,
Trypanosomatidae) and transmitted to animals and people mainly by insect vectors of
the Triatominae subfamily (Hemiptera, Reduviidae)'?. It is estimated that as many as 8
million people have CD, most of whom do not know they are infected?. If untreated in
the acute phase, infection is lifelong and can be life-threatening®.

Triatomines are hematophagous insects that have the habit of defecating/urinating
during or after a blood meal'?. If infected with T. cruzi, they release the protozoan in
feces/urine, which may result in infection of the vertebrate host'2. There are currently
157 extant species and three fossils grouped into 18 genera and five tribes that are
potential vectors of T. cruzi®*®. The Triatomini and Rhodniini tribes (which group
species of genera Triatoma, Panstrongylus, and Rhodnius, respectively) are the most
important from an epidemiological point of view®.

As CD has no cure in chronic phase, vector control is the main tool to reduce the
incidence of new cases2. Thus, the World Health Organization highlights that the study
of triatomines is of great epidemiological importance, as it can contribute to vector
control programs in mitigating CD’.

Recently, Borsatto et al.®° reviewed the omics studies applied to CD vectors, with
emphasis on the cytogenomics, genomics and transcriptomics of these insects,
contributing knowledge of taxonomy, systematics, biology (saliva/salivary gland and
metabolism, as well as the immune, reproductive, sensory, and detoxification systems)
and vector control. Based on the importance of these review articles, we present a new

review of the proteomic and metabolomic knowledge of triatomines.

Transcriptomics



Proteomics

Proteomics aims to identify and quantify the cellular levels of each protein encoded
by the genome®. In 2007, Charneau et al.** identified 34 individual proteins in T.
infestans, which were grouped into proteins with unknown or unidentified function,
proteins supposed to function in the blood-feeding and proteins with known function
(involved in blood-feeding of these vector insects).

Among the proteins identified for T. infestans, the sequences of three saliva proteins
were combined with the translated sequence of a triatox genell. Triatox showed no
sequence similarity with proteins of other organisms, and its function is still unknown;
this is the first time that the triatox gene product has been detected, and the authors
pointed out that is can comprise a new class of Triatoma secreted salivary proteins?.
Six sites of T. infestans crude saliva shared sequence similarities with ATPases. Besides
that, phosphate-binding proteins and one spot with hydrolase were also identified. These
identified salivary proteins maybe are involved in the energy metabolism associated
with protein synthesis and secretion®!. In addition, apyrases and six lipocalin sequences
with a putative triabine domain have also been identified’. In the saliva of T. infestans,
an inhibitor of collagen-induced platelet aggregation, triplatins 1 and 2, prostanoid-
binding proteins modulating platelet function and vessel tonus were also identified.
These proteins act by inhibiting platelet aggregation and vasoconstriction at sites of
vascular injury and blood feeding, which may contribute to a successful vector-host
relationship®?®,

Three types of salivary lipocalins from R. prolixus were functionally characterized:
the most abundant saliva lipocalins, which are nitrophorins, a group of nitric oxide
transport proteins; lipocalins containing the protein RPAIL, which binds adenosine and

its phosphates with high affinity and acts to inhibit platelet activation and aggregation;



and uncharacterized lipocalins related to thrombin inhibitor (triabine)*. All observed
proteins have vasodilatory, anticoagulant, anti-inflammatory and antiplatelet activities
that allow triatomines to efficiently consume a blood meal**. Besides that, an enzyme
called Inositol Polyphosphate 5-Phosphatase has already been found in R. prolixus,
which may also play a role during insect feeding®®.

Ribeiro et al.'® conducted a study of four genera of triatomines (Dipetalogaster,
Triatoma, Panstrongylus, and Rhodnius) involving 24 species. They identified many
equal proteins between species but with different expression levels from one species to
another. The study showed that ATPase activity is higher than ADPase activity in
Rhodnius (except in R. pictipes), whereas the genus Triatoma generally has higher
ADPase activity than ATPase. The effect of salivary homogenates was tested on rabbit
aortic rings containing and not containing functional endothelium, showing that North
American Triatoma has potent vasodilators both in the presence and absence of
endothelium. In contrast, other species of the genus, mainly from South America, have
vasodilators dependent on endothelium. Most Rhodnius species produced more
vasodilation in the absence of endothelium than in their presence (no other genera
behaved this way)?®.

Insect feed efficiency was also studied by Ribeiro et al.’®, who observed significant
qualitative and/or quantitative differences in anticoagulant, apyrase and vasodilator
activities. Qualitative differences were found in the pattern of activation of cation
apyrase, where Rhodnius is the most distinct among the insects analyzed?.
Dipetalogaster maxima feeding on platelet-free lizards have the lowest salivary
apyrase!®. Based on this information, the authors suggest that other species with low
apirases feed on lizards or birds; however, due to a lack of data in the literature, it was

not possible to establish a relationship between salivary apyrase activity and the host for



each triatomine species. The anticoagulant activity showed a sizeable quantitative
variation. However, no correlation was found with the feeding efficiency of insects —
this may be because the use of anticoagulant may be for functions other than blood
ingestion, such as maintaining a clear alimentary canal or fluidity of the meal in the
anterior intestine after feeding®®. The vasodilatory activity showed differences in
quantity and quality in the insects studied, and it was possible to establish a significant
relationship with feed efficiency?®.

Proteomic studies with T. pallidipennis saliva allowed the identification of a factor
that explicitly inhibits collagen-induced platelet aggregation; the protein was called
pallidipine!’. Studies have shown that the protein is highly specific for collagen-induced
platelet aggregation. Since no effect was observed on platelet aggregation stimulated by
ADP, thrombin, or thromboxane agonists, palidipine appears to block the transduction
of a signal which leads to activation platelets!’8, Forty-two triabine-like proteins were
obtained from T. pallidipennis salivary glands that were grouped according to their
functions: five of them belong to the pallidipin and dipetalodipin clade; five belong to
the triafestin clade; one of them to the triabin clade and thirty-one protein sequences
were not grouped because they did not have a specific activity®. In addition, another
study allowed the characterization of proteins present in T. pallidipennis saliva, being
the most abundant group of proteins belonging to the triabine family?’. From this
characterization, it was possible to observe that there are evident differences in the
proteomic composition of T. infestans and T. pallidipennis saliva, once T. infestans has
an abundance of tryalisin and phosphate, while these proteins are poorly represented in
T. pallidipennis®. Curiously, a type of enzyme converted to angiotensin has been found
in T. pallidipennis and has not been found yet in the proteome of South American

species?.



Through proteomics, Assumpcéo et al.?! identified lipocalins, palidipines, antigen-5
proteins and apyrase in D. maxima. When comparing this set of proteins identified with
what has already been described for the genus Triatoma, Dipetalogaster has a less
complex set of salivary proteins, trialysin, triatox, kazal inhibitors, pheromone binding
proteins, inositol phosphatase and serine are missing®. As mentioned earlier, these extra
proteins presented in Triatoma may reflect their adaptation to mammalian feeding?®..
Proteomic studies in T. dimidiata, for example, have shown something already expected
since this insect belongs to the genus Triatoma. Of the group of proteins described, 90%
of the readings corresponded to lipocalin family proteins. The remaining readings were
distributed among other genes expressed, such as inositol polyphosphate phosphates,
protease inhibitors, antigen-5, apirases, immunity-related molecules, serine proteases,
hemolysin and odorant-binding protein?.

Costa et al.? carried out a proteomic investigation in the saliva of R. brethesi and R.
robustus, where four groups of proteins from the lipocalin family were identified:
nitrophorins constituted 38% of the total identified, aggregation inhibitor proteins
constituted 38%, 13% were triabin-type, and 8% were amine-binding proteins?. All
identified proteins were targeted to respond to hemostatic events, promoting the insect's
blood-feeding. In addition, the authors presented, for the first time, evidence of lipocalin
phosphorylation in triatomine saliva (although the biological relevance of protein
phosphorylation in triatomines still needs to be explored)?3.

Rhodnius prolixus, Paratriatoma lecticularia and P. lignarius had their salivary
proteomes described and compared. In grouping proteins by number, R. prolixus had the
highest number of nitrophorines and P. lecticularia and P. lignarius had the highest
number of diverse proteins?*. Regarding the abundance of proteins, there is also a higher

number of nitrophorins in R. prolixus and revealed a higher abundance of diverse



lipocalins in P. lecticularia and P. lignarius once no nitrophorines were detected in P.
lecticularia and P. lignarius. The lipocalin group is the main protein found in P.
lecticularia and P. lignarius. Furthermore, a common protein for R. prolixus, P.
lecticularia and P. lignarius, and another for R. prolixus and P. lecticularia has been
identified. In comparing P. lecticularia with P. lignarius they found four common
uncategorized proteins; besides that, between R. prolixus and P. lecticularia the protein
found was 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase and between P. lecticularia and P.
lignarius arginine kinase 2*.

In order to better understand the involvement of protease in the evolutionary
adaptation of hematophagy in Hemiptera, Henriques et al.?®> examined peptidases in the
genome of R. prolixus and characterized them. They observed a gene expansion in three
families with many peptidases (pepsin A, Al; calpain-2, C2; and leucyl aminopeptidase,
M17), and suggested that these families may be involved in the process of adapting to
blood-feeding in triatomines. The Al family was the only extended gene family
involved directly in the digestion of blood proteins (hemoglobin and albumin). This role
is suggested by a signal peptide and expression in the intestine?,

Most members of the Al family in R. prolixus were grouped in phylogenetic
analyses using arthropod genomic or Hemiptera transcriptomic datasets®. The
similarity between the Al sequences suggests that the duplication and diversification of
these genes may be an adaptation involved in the digestion of blood components in the
evolutionary lineage of triatomines (the authors highlight this gene expansion as a
particular characteristic of triatomines)?®. The other two expanded families (C2 and
M17) are commonly described as cytosolic enzymes®. The increased calpain genes in
Rhodnius may be related to the need for intense intracellular traffic after a blood meal

due to the secretion of induced digestive enzymes®. In phylogenetic analyses, the



authors noted that most of the C2 sequences of R. prolixus were grouped; this grouping
suggests that the expansion of the C2 family occurred after the diversification of the
subtypes of hemipterans, which may be an adaptation to blood-feeding?®.

Even with the well-known cytosolic nature of most members of the M17 peptide
family, these peptidases have already been described as important in the digestion of
many organisms®®. Several M17 sequences in R. prolixus showed putative signal
peptide sequences or non-cytosolic and transmembrane topologies. Hence, the authors
suggest that further studies are needed to unravel the exact participation of M17 genes
in the digestion of R. prolixus, as these proteins can be involved in the intracellular
processing of secreted proteins and vesicular traffic or directly in the hydrolysis of
proteins in the ingested blood?®. The authors also emphasize the importance of verifying
whether expansions Al, C2 and M17 occurred in other members of the Triatominae
family (Reduviidae) or were restricted to the species R. prolixus and thus, further
studies are needed to corroborate their role in R. prolixus and other hematophagous
insects®.

In the C1 protease family, another important protease group in R. prolixus, no gene
expansion was observed in the C1 gene family?®. One hypothesis is that the recruitment
of C1 peptidases in digestion in triatomines involves other mechanisms besides the
duplication of genes®. Thus, overexpression of C1 genes in the midgut would be
expected, which was observed in a recent analysis of the transcriptome of R. prolixus®.
Henriques et al.®® emphasize that C1 peptidases should be analyzed in more detail to
understand why they did not follow the same evolutionary trend as families A1, C2 and
M17.

In addition, Henriques et al.?® described for the first time transcripts from the M74

and S29 families in R. prolixus. They suggest that this great diversity of proteases may
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be related not only to adaptations for the digestion of different blood proteins but also to
expressions and differential roles in the different compartments (for example, salivary
glands, mid and posterior intestines) and also between the various physiological
moments that the insect's intestine faces during development (such as hunger, early,
intermediate and final stages of blood digestion and imaginal molt)?>.

Oliveira et al.?” compared the female and male R. prolixus antenna proteomes with
proteins described in the genome of this species to examine their roles in chemical
communication. The authors analyzed the presence of odorant-binding proteins (OBP)
and phosphorylated chemosensory proteins (CSP), classified Rhodnius OBPs using
phylogenetic analysis and verified the differences in protein expression profiles of
female and male antennae of R. prolixus. In addition to the detection of odorous
molecules, the authors suggest that the Rhodnius antenna may be a place where defense
mechanisms are performed because a large number of proteins closely linked to
detoxification, defense response and oxidative stress have been identified®’. Two
isoforms of ferritin have also been identified in the antennae: one in the female and one
in the male, which indicates that intensive iron transport can occur in the antennae,
which is associated with the defense mechanisms?’. Have been identified: five proteins
associated with vasodilation, nitrophorins (first reported on antennae), six CSPs (two of
which were found exclusively on female antennae, and one was identified only on male
antennae) and 17 OBPs, some of which were found in more than one location, which
suggests the presence of isoforms?’.

The authors performed a phylogenetic analysis using amino acid sequences to obtain
information about the relationships between Rhodnius’ OBPs and propose their
functions?’. Based on the amino acid identities, the tree obtained suggested that

Rhodnius OBPs are grouped into four different groups, each comprising proteins related
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to the OBPs of three hemipterans, namely: R. prolixus?®®, Acyrthosiphon pisum
(Hemiptera, Aphididae)?® and Adelphocoris lineolatus (Hemiptera, Miridae)?® and two
dipterans, Drosophila melanogaster (Diptera, Drosophilidae)®® and Culex
quinquefasciatus (Diptera, Culicidae)®:. The Rhodnius OBP cluster grouped eight
proteins containing six cysteines. These proteins may be involved in transporting
specific molecules related to Rhodnius' behavior?’.

In the hemipteran cluster, six OBPs were joined to A. lineolatus and A. pisum?’,
This cluster reflected the evolutionary interrelationship between Heteroptera (Rhodnius
and Adelphocoris) and Sternorrhyncha (Acyrthosiphon), suggesting that the OBPs
probably maintained a conserved function even after the divergence time experienced
by the Hemiptera?’. Despite the evolutionary distance between Diptera and Hemiptera,
two R. prolixus OBPs were grouped with the orthodontic binding protein Lush (OBP-
Lush)?’. OBP-Lush was first identified in the D. melanogaster fruit fly and was
associated with alcohol detection3. An OBP was grouped in a branch together with the
OBPs of the bug A. lineolatus?”. Two OBPs identified in Rhodnius exhibit higher
affinities to the host plant's volatile compounds®4. This finding suggests that Rhodnius
may retain the ancestral ability of Cimicomorpha to detect plant volatiles compounds?’.

Santiago et al.*® analyzed salivary multiprotein complexes from T. infestans, T.
dimidiata, D. maxima, R. prolixus and R. neglectus. The authors identified 72 groups of
proteins (PGs), which were separated into five categories (based on their biological
functions): hypothetically secreted, enzyme, housekeeping, unknown and proteins
derived from the mutualistic symbiont Rhodococcus rhodnii (Nocardiaceae). 32% of the
identified proteins were assigned to the Housekeeping class, proteins associated with
DNA or RNA binding/processing, protein synthesis, regulation and cytoskeleton

structure. Enzymes (tryapsin, metalloprotease, nuclease, isomerase, carboxylase,
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transferase, among others) account for 16% of the identified proteins®. Nine proteins
were classified in the category of unknown function; however, only one was present in
the five species analyzed. Rhodococcus rhodnii proteins were observed in the five
species studied. The authors suggest that the roles of R. rhodnii proteins in the saliva of
these insects need further studies as they are still poorly understood®®.

The hypothetically secreted category proteins are involved in the triatomine-host
relationship and represent 32% of the identified proteins. Actin, thioredoxin peroxidase,
triabine, hemocyanin/hexamerin, heat shock protein, histone and uncharacterized
protein (T1HZ69) were present in this category and were identified in practically all
species (except the species T. dimidiata, T. infestans and R. prolixus, that didn't present
the proteins hemocyanin/hexamerin, heat shock protein and histone, respectively)®. The
authors point out that, in addition to triabine, none of these proteins had been previously
described in triatomine saliva. Salivary proteins already known in the saliva (related to
immunity, apyrases, antigen 5, procalins and nitrophorins) were also identified in this
StUdy17’19'22’35_37.

The characterization of the protein profile of the digestive tract of D. maxima, P.
megistus, R. prolixus and T. infestans was done by Gumiel et al.®. The authors
identified proteins related to the metabolic processes of cellular amides, including
several enzymes involved in the activity of transcription factors and post-translational
modifications, enzymes of transmembrane transport activity, proteins involved in
protein digestion and carbohydrate metabolism, and enzymes associated with lipid
metabolism. Furthermore, proteins related to canonical immune signaling pathways
(Toll, IMD and JAK/STAT), antimicrobial peptides and annexin were also identified in

the digestive tract of the four studied species®.
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In a proteomic study of the midgut of R. prolixus, proteins were identified in the
anterior (AM) and posterior (PM) midgut®. In terms of molecular function, the most
abundant category of proteins identified was catalytic function, with hydrolases being
the most represented class®®. Furthermore, the binding activity also presented a
significant value®. Other categories observed were structural functions, transporters,
and gene regulators®. At the biological level, the most abundant categories are cellular
processes, metabolic processes and the organization or biogenesis of the cellular
components®. Thus, the authors show that most of the identified proteins have catalytic
activity and indicate that they may be vital for the insect and those involved in the
energy-related metabolism of blood proteins in R. prolixus®.

In addition, 12 Heat Shock Proteins (HSPs) belonging to four HSP families (Hsp20,
Hsp60, Hsp70 and Hsp90) were identified (HSPs identified in AM were also found in
PM)®. The authors suggest that the large number of HSP proteins expressed in the
midgut of R. prolixus may be correlated with the arrival of a large amount of warm
blood, which induces an increase in the insect's body temperature®. Six protease
inhibitors were found in AM, three of them being shared with PM3. The authors
propose that protease inhibitors be expressed in the midgut of R. prolixus due to their
importance for maintaining blood fluidity in the insect's digestive tract through
inhibition of thrombin activity®>*°. Proteins involved in hemoglobin digestion, the
proteases, were also identified. In addition, lysozymes with multiple functions have
been identified in AM, including bacterial digestion enzymes associated with the
regulation of the bacterial flora and with the immune response®°.

Ouali et al.** analyzed the initial effect of blood-feeding on protein expression in the
intestine of R. prolixus, comparing insect midgut tissues. Of the 124 proteins expressed

in the AM, 41 were classified as having an unknown function. The remaining proteins
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belong to a wide range of functional classes, including i. proteases and proteins
involved in gene expression; ii. lipocalins and proteins involved in signal transduction
mechanisms; iii. proteins involved in amino acid metabolism; iv. protease and
peritrophin inhibitors; v. some in smaller functional categories represented by proteins
involved in detoxification processes; iv. involved in processing primary metabolites
(carbohydrates and lipids); vii. involved in cellular metabolism; viii. protein folding; ix.
involved in antimicrobial response; X. proteins involved in transport; Xi. proteins
involved in cytoskeleton modulation; xii. proteins involved in regulation; and xiii.
proteins involved in cell cycle control and gene silencing. The level of variation in the
expression of these proteins in response to blood ingestion was not uniform*?.

In the PM, of the 40 identified proteins, 25 are upregulated after blood ingestion, of
which 36% were lipocalins, 20% of them involved in protein folding, 12% were related
to detoxification and transport, 8% in proteolysis and translation and 4% in amino acids
and metabolism. Of the 15 downregulated, 20% were involved in signal transduction,
13% in detoxification processes, amino acid metabolism and cytoskeleton modulation
41 Analysis of the proteins showed a potential role of the foregut in the digestion of
proteins. In addition, proteins related to detoxification processes and innate immunity
have also been identified **.

Henriques et al.*? described, for the first time, different pools of proteases involved
in the digestion of blood outside the order Diptera. In experiments using cathepsin D
enzyme substrate, the authors observed high proteolytic activity in tissue homogenates
from the anterior and posterior midgut. They attributed this high activity to the enzyme's
role in lysosomal digestion. Using a substrate for cathepsin L, it was observed that most
of the activity against this substrate is in the luminal fraction of the PM of R. prolixus,

showing that there is a secreted protease activity in this compartment, corroborating the

14



15

findings of some authors who suggest that this is the proper digestive compartment of
the midgut*?43,

A leucine aminopeptidase substrate was also tested, and the authors observed that
the highest activity against this substrate is in the AM, with maximal activity at pH 9 (as
already observed for others insects*)*. To analyze the midgut's total proteolytic
activity, casein, albumin, and hemoglobin substrates were used under conditions that
favored the activity of cathepsin L*2. It was observed that each substrate resulted in a
different activity pattern during digestion, which means a possible division of the
digestion of proteins in phases*?. The authors suggest that this phased division may
mean that alternative sets of cathepsin genes are being expressed at different time
intervals during protein digestion and hypothesize that the entire digestive process may
be controlled by the passage of foregut contents to the posterior through the pyloric
valve.

Praca et al.*® analyzed the proteins in the salivary gland of T. sordida and detected
triallysin, hemolysin, Kazal-type inhibitors, salivary trypsin, metalloproteases, salivary
apyrase, nucleases, secreted carboxylesterase, lysosomal aspartic protease, lipases,
antigen-5 and lipocalins. Furthermore, they established evolutionary relationships
between triallysin/redulisin members, showing that the short triallysins from T.
infestans, T. matogrossensis and T. sordida are monophyletic, and that gene duplication
events occurred, resulting in short trialisin homologs in T. infestans and T. sordida. The
authors also suggest that short triallysin and r-triallysin were recruited into saliva before
the division of triatomines and assassin bugs®.

Relationships between the sequences of T. sordida lipocalins were also established,
and the analyzes suggest that the salivary lipocalins of T. sordida evolved through gene

duplication and divergence events, originating an abundant multigene family of salivary
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lipocalin®. Furthermore, the branching patterns obtained suggest that T. sordida is

closely related to T. matogrossensis®.

Metabolomic

Metabolomics is the identification and quantification of all metabolites
(intermediate or end products of metabolism in a biological sample) in a sample®. In
the Triatominae subfamily, metabolomic studies are restricted to the analysis of the
fecal metabolome of R. prolixus, T. infestans and P. megistus*’. The authors studied the
fecal metabolome of these three species and observed that the uniform nucleus
(conserved metabolites among the three species), which represented 78% of the
metabolites found, was composed of metabolites of various categories, including fatty
acids, steroids, glycerolipids, nucleotides, sugars and others. The variable nucleus (non-
conserved metabolites among the three species), which represented 22% of the
metabolites, was composed mainly of prenol lipids, amino acids, glycerolipids, steroids,
phenols, fatty acids and derivatives, benzoic acid and derivatives, flavonoids,
glycerophospholipids, benzopyranes and quinolines*’.

In addition to describing the metabolites found and comparing the species under
study, Antunes et al.*’ correlated the metabolites found in the feces with the presence of
T. cruzi and the parasite-vector interaction. The feces of Triatominae present a variety
of chemical molecules, which may affect its development and infectivity*’. The authors
suggest that the competence of this insect is related to the complexity of the triatomine
fecal metabolome. Besides the effects of the metabolites described as a primary
determinant for the relationship between parasitic and host, the variance of those

metabolites has the potential to perform synergistic effects or antagonism, however,
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proportions may vary according to the host insect and are important for the parasite-host
relation®’.

Eberhard et al.*® performed a metabolomic study to predict T. cruzi infection in
R. prolixus. The authors observed a large proportion of lipids and lipid-like molecules
that play an important role in the regulation of the fundamental metabolic process.
Furthermore, the authors found a group of compounds related to immunity
(eicosanoids) that act as lipid mediators, leading to specific cellular reactions to the
invasion of pathogens*®. Through the statistical analysis, the authors observed a clear
separation of insects exposed and not exposed to T. cruzi and suggest that feeding
infected blood is sufficient to alter the metabolic profile of insects, regardless of
whether the insect is colonized by the parasite*®. This change may be due to altered
microbiota with the presence of T. cruzi or an insect's reaction to exposure. The
statistical model suggested that these differences in the insect's metabolome could be
used to determine whether or not it was exposed to the parasite with up to 94.2%

accuracy*.

Conclusion and prospects

We reviewed all studies related to proteomics and metabolomics of Chagas disease
vectors, allowing for the first time, all knowledge related to the triatomine proteome and
metabolome were grouped. The review made it clear that most proteomics studies focus
on the physiological knowledge of the triatomines, contributing to the knowledge of
saliva/salivary gland, hematophagy and metabolism, as well as of the vector-host
relationship and the defense, sensory, digestive and detoxification systems of Chagas
disease vectors. Already metabolomic studies were directed to characterize the fecal

metabolome, emphasizing the parasite-vector relationship.
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