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Resumo

Estima-se que 7 a 8 milhdes de pessoas sdo portadoras da doenca de
Chagas no mundo, com maior predominancia em paises da América Latina.

Os triatomineos, vetores do agente etiolégico Trypanosoma cruzi,
possuem na saliva substancias farmacologicamente ativas que auxiliam o
processo de hematofagia, com a finalidade de maximizar seu repasto
sanguineo em hospedeiros vertebrados. Estas substancias estdo envolvidas
principalmente na ativacdo e agregacdo plaquetaria, vasoconstricdo local e
coagulacédo sanguinea, sendo indutoras ou supressoras de resposta imune do
hospedeiro.

Triatoma lecticularia tem grande importancia epidemiol6gica como
transmissora da doenca de Chagas, por apresentar-se emergente em paises
ndo endémicos em Chagas, como exemplo os Estados Unidos. Assim, a
investigacédo e identificacdo dos compostos protéicos presentes na saliva deste
triatomineo é uma area de interesse tanto para estudos de biologia basica
como para futuros estudos mais complexos que explorem o0s aspectos
imunoldgicos envolvidos no processo da hematofagia.

Visto que até o momento ndo existem estudos referentes a composicéo
salivar de T. lecticularia, este trabalho tem como objetivo principal caracterizar
o perfil eletroforético das proteinas presentes nas glandulas salivares dessa
espécie em dois diferentes tempos pos alimentacdo sanguinea: 7 e 21 dias. A
mesma metodologia foi aplicada a espécie Rhodnius prolixus. Essa espécie foi
utilizada, pois embora existam dados de literatura sobre suas proteinas

salivares, € interessante como padréo de comparacao com T. lecticularia.
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1. INTRODUCAO

1.1 Historico

A doenca de Chagas apresenta um carater histérico de grande destaque
para a ciéncia brasileira uma vez que, no ano de 1909, Carlos Chagas
pesquisador e também médico do Instituto Oswaldo Cruz identificou todo o
ciclo da doenca: agente etiolégico, vetor, reservatério silvestre, e também o

primeiro caso humano (KROPF ET AL., 2003) (Figura 1) (WHO, 2013).

S

Figura 1. Ciclo de vida e Trypanosoma cruzi (WHO, 2013). O triatomineo, vetor da doenca de
Chagas, faz o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado e defeca sob sua pele. A presenga da forma
infectante tripomastigota nas fezes do vetor possibilita a infeccdo do hospedeiro pela entrada do
protozoario por fissuras na pele ou mucosas passando para a corrente sanguinea. Ao passar para a
corrente sanguinea, o protozoario invade células e se diferencia na forma amastigota, que se replica.
Estas formas amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas, que podem continuar invadindo outras
células, ou quando outro triatomineo realiza o repasto sanguineo neste hospedeiro vertebrado, acaba
infectando-se. Dentro do trato digestorio do triatomineo, o T.cruzi diferencia-se em epimastigota, que se

replica e volta a diferenciar-se em tripomastigota.

Entretanto, sua existéncia ja ocorria ha milhdes de anos entre animais
silvestres, tornando-se uma zoonose no momento da invasdo do homem ao
ecotopo silvestre (COURA & BORGES-PEREIRA, 2010). A partir de entéo,
algumas espécies vetoras do agente etiolégico Trypanosoma cruzi, 0S

triatomineos (Hemiptera, Reduviidae), passaram a adaptar-se as regides
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peridomiciliares e domiciliares de forma intensa, devido principalmente a
devastacdo da flora natural, e a consequente criacdo de um espaco aberto
artificial que propiciou a sua domiciliagéo, devido principalmente a procura por
alimentacdo e abrigo (FORATTINI ET AL., 1971; FORATTINI, 1980). Desse
modo, ao realizarem uma alimentagdo sanguinea em vertebrados domeésticos,
incluindo o ser humano, podem levar a disseminacédo da doenca ao ambiente
urbano (VINHAES & DIAS, 2000).

Estimadamente, cerca de 7 a 8 milhdes de pessoas estdo infectadas
com T. cruzi em todo o mundo, sendo a grande maioria em paises da América

Latina. (WHO, 2013).

1.2 Triatomineos

A classificacdo dos triatomineos é a seguinte: Filo Arthropoda, Classe
Insecta, Ordem Hemiptera, Familia Reduviidae, Subfamilia Triatominae.
Dentro da subfamilia ha a tribo Triatomini, da qual a espécie Triatoma
lecticularia faz parte. (DE PAULA ET AL., 2005).

Triatoma lecticularia (Figura 2), embora ndo seja uma espécie presente
no Brasil, apresenta caracteristicas que a tornam de grande interesse
epidemiologico, como exemplo, sua flexibilidade em habitar locais com as mais
variadas condi¢cfes climaticas, o seu ecletismo alimentar, sua resisténcia ao
jejum prolongado (JURBERG & COSTA, 1989) e a completa escassez de
informacdes referentes ao tema do projeto. Além disso, € uma das principais

espécies transmissores da doenca de Chagas no México, estendendo-se por
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varias areas dos Estados Unidos, e contribuindo desta forma para a

proliferacdo da doenca neste pais. (MARTINEZ-IBARRA ET AL., 2007).

Figura 2: T. lecticularia. Retirada de http://bugguide.net/node/view/590497.

1.3 Glandulas salivares

O habito da alimentacdo sanguinea de artrépodes invertebrados, como
os triatomineos, levou a sofisticadas adaptacfes nas pecas bucais e glandulas
salivares dos mesmos (RIBEIRO, 1995). Com relagédo as glandulas salivares,
0S géneros Triatoma e Panstrongylus possuem trés pares de glandulas, em
que cada par é constituido de trés unidades: D1 (anterior ou principal), D2
(mediana ou complementar) e D3 (posterior ou acessorio) (BARTH, 1954). A
D1 costuma ser alongada e esbranquicada, a D2 tem aspecto mais
arredondado e amarelado ao passo que a D3 mostra-se arredondada e
translucida (REIS ET AL., 2003); ja o género Rhodnius apresenta apenas dois
pares de glandulas (D1 e D2) de coloragdo avermelhada (LACOMBE, 1999)
(Figura 3). Além disso, a necessidade de combater a hemostasia do
hospedeiro vertebrado levou também & evolucdo de substancias

antihemostaticas presentes em suas glandulas salivares (RIBEIRO, 1995).
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Figura 3 : vista interna das glandulas salivares em Triatoma vitticeps. CA: cabeca; CAS: canal salivar; D1,
D2 e D3: glandulas salivares; MU: musculatura; PR: promeséntero; TO: térax. Fig. 2: corte longitudinal
pelo térax de Rhodnius prolixus. D1 e D2: glandulas alongadas; PR: promeséntero. Fig. 3: corte
transversal pelas glandulas salivares em T. vitticeps. Coloragdo: galocianina + cromotrop 2R; D1, D2 e
D3: glandulas salivares. 250x. Fig. 4: disposi¢ao das glandulas salivares em relagéo ao aparelho digestivo
e ao sistema nervoso. Coloracéo: hematoxilina + cromotrop 2R; D1, D2 e D3: glandulas salivares; ES:
es6fago; PR: promeséntero; SN: sistema nervoso. 100x. Fig. 5: corte longitudinal pela glandula D3 em
Panstrongylus megistus. Colora¢é@o: hematoxilina Delafield + eosina; D3: glandula; PR: promeséntero; VA:
véalvula. 250x. Fig. 6: corte transversal pelas glandulas D1, D2 e hilo em Triatoma pessoai. Coloragéao:
hematoxilina mallory; D1 e D2: glandulas salivares; CG: corpo gorduroso; H: hilo. 250x. (LACOMBE,
1999).
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1.4 Hematofagia e Hemostasia

Durante o processo de hematofagia, os hospedeiros vertebrados, em um
ato de defesa do organismo, ativam uma série complexa de respostas tais
como a ativacdo e agregacdo plaquetaria, a vasoconstricdo local e a
coagulacdo sanguinea que dificultam a alimentacdo local (RIBEIRO, 1995).
Uma grande variedade de moléculas farmacologicamente ativas, como
vasodilatadores, inibidores da agregacdo plaquetdria e anticoagulantes,
presentes na saliva dos triatomineos tém como funcdo evitar a rapida
coagulacdo do sangue e facilitar o processo de alimentagdao (CHAMPAGNE,
2005). Estas moléculas, além de neutralizar a hemostase, possuem atividade
no processo inflamatorio e na resposta imune do hospedeiro vertebrado

(RIBEIRO, 1995).

1.5 Proteinas salivares

Proteinas salivares de insetos hematéfagos sédo capazes de induzir
respostas imunologicas, como reac6es de hipersensibilidade local e sistémica
em hospedeiros vertebrados. Fatores humorais e celulares séo reativos em
resposta aos antigenos presentes na saliva dos insetos, havendo assim o
surgimento de anticorpos, que posteriormente podem ser utilizados como
marcadores biologicos recorrentes da exposicdo a picada dos triatomineos
(NASCIMENTO ET AL., 2001; SCHWARZ ET AL., 2009).

Algumas substancias presentes na saliva de triatomineos ja foram
devidamente identificadas como, por exemplo, as nitroforinas, um grupo de

hemeproteinas, encontradas na saliva do triatomineo Rhodnius prolixus com a
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funcédo de transportar 6xido nitrico (RIBEIRO & WALKER, 1994). Oxido nitrico,
por sua vez, atua como um vasodilatador e inibidor da agregacao plaquetaria
auxiliando assim a alimentagdo sanguinea em vertebrados. Além disso, possui
atuacdo na neurotransmissédo, resposta imune mediada por células e, ainda, no
relaxamento muscular (ANDERSEN ET AL., 1997).

Uma das espécies de triatomineos que concentram mais estudos
referentes aos compostos salivares é R. prolixus. Foi observada uma variacao
nos grupos de hemeproteinas representadas pelas nitroforinas NP1-NP4 em
diferentes fases de desenvolvimento do R. prolixus (CHAMPAGNE ET AL.,
1995). Duas outras nitroforinas foram isoladas e parcialmente caracterizadas
de ninfas de primeiro estadio e denominadas NP5 e NP6 (MOREIRA ET AL.,
2003). Outra nitroforina, NP7, foi recentemente encontrada em uma biblioteca
de cDNA obtida a partir de glandulas salivares de insetos no quinto estadio
ninfal; entretanto, essa nova hemeproteina nunca foi isolada a partir dos
insetos (KNIPP ET AL., 2007). Foi observado também para R. prolixus que
quanto maior o tempo sem alimentacdo sanguinea, maior a quantidade de
certas substancias, como fosfolipideos, presentes nas glandulas (GOLODNE
ET AL., 2003).

Além dos estudos imunoldgicos, outra abordagem empregada na
investigagdo de substancias salivares € a possibilidade de, uma vez
identificados seus componentes, oferecerem mais um subsidio para a
identificacdo especifica de triatomineos com grande similaridade fenotipica
(AREVALO ET AL., 2007). Tornam-se assim uma interessante ferramenta nos

estudos evolucionérios (RIBEIRO ET AL., 1998; SANTOS ET AL., 2007).
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As hemeproteinas salivares de duas espécies fenotipicamente
semelhantes, R. prolixus e Rhodnius colombiensis foram separadas por meio
de eletroforese em géis de amido, o que possibilitou a visualizacdo dos
padrdes eletroforéticos diferenciais entre as duas espécies (AREVALO ET AL.,
2007).

Uma das espécies de triatomineos que concentram mais estudos
referentes aos compostos salivares € R. prolixus; e por isso, esta espécie foi
escolhida para este projeto, para sua comparacdo com T. lecticularia que n&o

possui hada descrito em relagcdo ao seu conteudo salivar.

1.6 Eletroforese bidimensional

Trata-se de uma técnica muito empregada na separacédo de proteinas
que faz uso de duas principais etapas. A Focalizacdo Isoelétrica, IEF ou
primeira dimensao, baseia-se no ponto isoelétrico (pl), ou seja, a regido de pH
qgue neutralize a carga da proteina. Para isso, as proteinas sdo transferidas
para um gel de poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado, onde sofrem a
acdo de uma corrente elétrica. A segunda etapa, eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) ou segunda dimensdo, é feita, inicialmente,
adicionando-se um detergente as proteinas -para que elas figuem com cargas
negativas- sendo em seguida inseridas no gel de poliacrilamida, também sob a
acdo de uma corrente elétrica. Havera migracdo das proteinas para o pélo
positivo, de acordo com o peso molecular de cada proteina. No final do

processo, para a visualizacdo, as proteinas sdo coradas, de modo que cada



17

mancha (spot) inicialmente represente uma proteina. (BERKELMAN &

STENSDT, 1998; COSTA, 2009).

2. Objetivos

* Retirada das glandulas de T. lecticularia e R. prolixus de exemplares
das colénias mantidas no laboratério de Triatomineos da FCFAR com 7 e 21
dias ap0s o repasto sanguineo.

» Caracterizacao do padrao eletroforético das glandulas salivares de T.
lecticularia e R. prolixus nos diferentes tempos pés alimentagcdo e comparagéo

dos mesmos.

3. Material e Métodos:

3.1. Manutencéo das Col6nias:

As col6nias de T. lecticularia e R. prolixus foram mantidas a 28°C no
Laboratorio de Parasitologia da FCFAR/UNESP. A alimentacdo foi realizada
semanalmente, em ratos ou camundongos, por aproximadamente uma hora. O
sucesso da alimentacdo foi verificado pela distensédo do abddémen dos
triatomineos. A limpeza das colbnias foi feita semanalmente, no mesmo dia da
alimentacdo, com a retirada da exuvia, dos mortos e troca da cuba onde

estavam mantidos.
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3.2. Extracdo das glandulas salivares:

Adultos das espécies T. lecticularia e R. prolixus, com 7 e 21 dias ap0s o
repasto sanguineo, foram anestesiados em um recipiente fechado contendo
algoddo embebido em cloroformio. Para a retirada das glandulas salivares,
cada inseto foi colocado na posicédo ventral em uma placa de Petri contendo
100uL de PBS estéril. Com o auxilio de duas pincas, uma fixada na cabeca e
outra fixada no térax, foi retirada a cabeca para a exposicdo dos pares de
glandulas utilizando um microscépio estereoscoépio (Opt Medical).

Apos as glandulas serem retiradas, foram transferidas para um
eppendorf contendo 50uL de PBS estéril, seguindo a propor¢cdo de
glandulas/PBS utilizado por Mesquita et al (2008). Os eppendorfs foram

mantidos em —80°C para evitar a degradacio das proteinas.

3.3. Experimento de padronizagdo com R. prolixus utilizando a
técnica de eletroforese bidimensional:
Com a finalidade de padronizar a técnica de eletroforese bidimensional,

glandulas de R. prolixus foram retiradas apos 1 dia de alimentacdo sanguinea.

Quantificacdo Protéica:

As glandulas mantidas em PBS foram sonicadas e centrifugadas a
14.000 g. O sobrenadante deste extrato sonicado foi entdo coletado para
determinacdo da concentracdo protéica utilizando o método de Bradford (Bio-

Rad), de acordo com as instru¢des do fabricante.
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Eletroforese bidimensional:

-Focalizacao Isoelétrica (IEF) ou primeira dim  ensé&o:

Para a Focalizagao Isoelétrica, a strip, ou tira, de 7cm (pH linear de 3-10)
foi incubada por 16 horas, de acordo as seguintes especificagOes: foram
adicionados 60ug de proteina total (no caso, extrato de glandulas salivares de
R .prolixus), 1uL de anfdlito carreador e quantidade suficiente do tampéao De
Streak (GE Healthcare) para atingir o volume final de 125uL.

Para a tira correspondente a um dia apds o repasto sanguineo, foram
utilizados: 12,45uL amostra + 1uL anfélito + 111,55uL De Streak.

Em seguida, a tira foi submetida ao processo de focalizacéo isoelétrica,
que tem como finalidade separar proteinas de acordo com os diferentes pl
(pontos isoelétricos). Para isso, a tira foi submetida a aplicagdo de uma
corrente elétrica, de acordo com o0s seguintes pardmetros de focalizacao,
utilizando o equipamento Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare): step — 200 V por 12
horas; grad — 1.000 V até acumular 1.000 V/h; grad — 3.500 V até acumular
3.500 V/h; step — 3.500 V até acumular 4.000 V/h, acumulando um total de
10.900 V/h.

-Preparacdo da eletroforese SDS-PAGE (sodium d odecyl sulfate/
polyacrylamide gel electrophoresis) ou segunda dime nsao:

Apés a focalizacdo isoelétrica, a tira foi incubada em solugdo de
equilibrio (Tris, Uréia, SDS, Glicerol), adicionado de DTT (agente redutor,
preservando o estado reduzido, por quebrar pontes dissulfeto, desnaturando as
proteinas), durante 20 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo. Em

seguida, a amostra também foi incubada em solugéo de equilibrio, entretanto,



20

agora, com a adicdo de iodacetamida (alquila grupos tiol em proteinas,
impedindo a sua reoxidacdo durante a eletroforese), mantida novamente por
20min a temperatura ambiente sob agitacdo. Em ambas as etapas foi
adicionado azul de bromofenol que € o corante de rastreamento, possibilitando
acompanhar o andamento da eletroforese. Ap0s essa preparacdo, a tira foi
colocada em gel desnaturante (SDS-PAGE 12%) e realizou-se a segunda
dimenséao utilizando Mini protean (Bio Rad).

Para visualizacdo das proteinas no gel, foram fixadas, utilizando-se
acido acético 7,5% e metanol 10%, overnight. Apds, o gel foi corado com Deep
Purple (GE-Healthcare) e lavado com Na,COs; Em seguida, foi feita uma
segunda fixagédo para limpar o corante que ficou na malha do gel, deixando-o
apenas fixado nas proteinas, novamente com acético 7,5% e metanol 10%,
overnight. Por fim, o gel foi digitalizado, utilizando o Scanner Typhoon Trio (GE

Healthcare), e as proteinas visualizadas no gel.

3.4. Eletroforese Bidimensional com  R. prolixus e T. lecticularia em
dois tempos pos repasto sanguineo:
Foram utilizadas glandulas salivares de R. prolixus e T. lecticularia com

7 e 21 dias ap0s alimentagdo sanguinea.

Quantificacdo Protéica:

Idéntica & quantificacdo protéica descrita no experimento de

padronizacéo.
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Eletroforese bidimensional:

-Focalizacao Isoelétrica (IEF) ou primeira dim  ensé&o:

Para a Focalizagéo Isoelétrica, a strip, ou tira, de 13 cm (pH linear de 3-
10) foi incubada por 16 horas, de acordo as seguintes especificagbes: foram
adicionadas 240ug de proteina total (no caso, extrato de glandulas salivares de
R .prolixus e T. lecticularia), 2uL de anfolito carreador e quantidade suficiente
do tampéo De Streak (GE Healthcare) para atingir o volume final de 250pL.

Para as tiras correspondentes ao R. prolixus, utilizou-se:

- 7 dias ap0s repasto sanguineo: 154,69uL amostra + 2uL anfdlito +
93,31pL De Streak.

- 21 dias ap0s repasto sanguineo: 60,43uL amostra + 2uL anfdlito +
187,57uL De Streak.

Para as tiras correspondentes ao T. lecticularia, utilizou-se:

- 7 dias apds repasto sanguineo: 20,10uL amostra + 2uL anfdlito +
227,9uL De Streak.

- 21 dias ap0s repasto sanguineo: 30,73uL amostra + 2uL anfdlito +
217,27uL De Streak.

Em seguida, as tiras sofreram o processo de focalizacdo isoelétrica.
Para isso, foram submetidas a aplicacdo de uma corrente elétrica, de acordo
com o0s seguintes parametros de focalizacdo, utilizando o equipamento Ettan
IPGphor 3 (GE Healthcare): step — 200 V por 12 horas; grad — 1.000 V até
acumular 1.000 V/h; grad — 8.000 V até acumular 8.000 V/h; step — 8.000 V até

acumular 20.000 V/h, acumulando um total de 31.400 V/h.
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-Preparacdo da eletroforese SDS-PAGE (sodium dodecy | sulfate/
polyacrylamide gel electrophoresis) ou 22dimensao:

Idéntica a metodologia descrita no experimento de padronizacéo.
Entretanto, para a realizacdo da segunda dimenséo, utilizou-se o sistema SE
600 (GE Healthcare), devido a strip de 13 cm.

- Andlise de imagens:

Para analisar as imagens obtidas, utilizou-se o software Image Master

2D Platinum.

4. Resultados e discussao

4.1. Resultados dos dados preliminares e discussao:
4.1.1. Quantificacdo das Amostras (Experimento padr  onizacao):
O resultado da quantificacdo das amostras de glandulas salivares de R.

prolixus com um dia ap0s o repasto sanguineo foi de 4,82ug/uL.

4.1.2. Eletroforese bidimensional:

A eletroforese bidimensional foi realizada de acordo com a metodologia
descrita no item 3.3. Como observado nos resultados preliminares abaixo, o
padrdo do conteudo protéico das glandulas salivares estdo de acordo com o
encontrado na literatura para algumas espécies ja descritas do género
Rhodnius (COSTA ET AL., 2011), sendo observada uma maior intensidade de
proteinas com peso molecular entre aproximadamente 10 e 30 kDa,

apresentando uma maior distribuicdo na faixa neutra de pH (Fig. 4). Dessa
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forma, a eletroforese bidimensional, a qual foi padronizada neste periodo, foi
atil para a identificacdo das proteinas que podem estar diferentemente
expressas nas diferentes espécies, bem como nos diferentes tempos pos

alimentacdo sanguinea, que foram analisados posteriormente.

pH 3-10

kDa [}

60

50
40

30

25

20 -
15

10

Figura 4. Imagem obtida da andlise bidimensional de glandulas salivares do triatomineo Rhodnius
prolixus, apos separagdo bidimensional por meio de IEF com pH 3-10, seguido de SDS-PAGE 12%, com
um dia ap0s o repasto sanguineo.

4.2. Resultados finais e discusséo:

4.2.1. Quantificacdo das amostras:

Triatoma lecticularia:

- 7 dias ap0s repasto sanguineo: 11,94ug/uL

- 21 dias ap0s repasto sanguineo: 7,81ug/pL
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Rhodnius prolixus:
- 7 dias ap0s repasto sanguineo: 1,42ug/ulL; 1,22ug/uL; 2,44ug/ulL

- 21 dias ap0s repasto sanguineo: 4,67ug/uL; 4,51ug/uL; 3,13ug/uL

Observacao: Na espécie R. prolixus, foram utilizados 80ug de proteina
total de cada uma das amostras (pool), totalizando 240ug para a realizacao da

focalizacao isoelétrica e da eletroforese SDS-PAGE.

4.2.2. Eletroforese Bidimensional
A eletroforese bidimensional foi realizada de acordo com a metodologia
do item 3.4.

T. lecticularia - 21 dias pés alimentacdo sanguinea (Fig. 5)
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Figura 5. Imagem obtida da andlise bidimensional de glandulas salivares do triatomineo Triatoma
lecticularia, apés separacdo bidimensional por meio de IEF com pH 3-10, seguido de SDS-PAGE 12%,

com 21 dias apds o repasto sanguineo.

Detectou-se a presenca de 119 spots no gel bidimensional de glandulas

salivares da espécie T. lecticularia com 21 dias ap0s alimentacdo sanguinea.

T. lecticularia — 7 dias pos alimentacao sanguinea (Fig. 6)
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Figura 6. Imagem obtida da andlise bidimensional de glandulas salivares do triatomineo Triatoma
lecticularia, apds separacé@o bidimensional por meio de IEF com pH 3-10, seguido de SDS-PAGE 12%,

com sete dias apods o repasto sanguineo.

Detectou-se a presenca de 126 spots no gel bidimensional de glandulas

salivares da espécie T. lecticularia com 7 dias apos alimentacdo sanguinea.

Em ambos os géis, 0s spots estdo mais concentrados na regido neutra
de pH do gel, entre 15 e 25 KDa.

A quantidade de spots similares entre os dois tempos pos alimentacao
sanguinea, nos sugere que ndo ha praticamente diferencas qualitativas entre
as possiveis proteinas expressas nestes dois diferentes tempos pés repasto

sanguineo. Esta diferenca pequena na quantidade de spots pode ser
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possivelmente explicada pelo arraste observado no gel de 7 dias, nos spots
mais préximos da regido basica do gel, assim como observado arraste em
outros locais no gel de 21 dias, que podem ser visualizados nas figuras 4 e 5
abaixo, e que por sua vez, mostram a comparacdo dos spots entre os dois
diferentes tempos pos alimentacdo. Com relacdo a andlise diferencial de
expressdo protéica, ndo houve também diferenca significativa quando da
sobreposicdo dos dois géis, e consequentemente sobreposi¢cdo dos spots

correspondentes.

pH 3-10

KDa

Figura 7. Gel bidimensional de 21 dias de T. lecticularia mostrando spots circulados em verde

correspondentes aos spots de 7 dias e spots diferenciais na cor vermelha, apds a sobreposicdo dos géis.
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pH 3-10

KDa

Figura 8. Gel bidimensional de sete dias de T. lecticularia mostrando spots circulados em verde
correspondentes aos spots de 21 dias e spots diferenciais na cor vermelha, apds a sobreposicdo dos
géis.

Comparando estudo anterior com Triatoma infestans, em que foram
utilizados extratos salivares de triatomineos com 7 a 9 dias apés alimentacao
sanguinea, a eletroforese bidimensional apresentou diferencas com relacdo a
concentracdo e numero de spots, que ocorre na regido mais basica do gel, e,
em 80ug de amostra apresentou 204 spots e em 300ug de amostra apresentou
269 spots (CHARNEAU ET AL., 2007), tendo um maior nimero de spots e
inicialmente um nimero maior de proteinas expressas. Entretanto, em ambas
as espécies, a localizacdo dos spots esta na mesma faixa de massa: entre 15 e

25 KDa.
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Embora pertencam ao mesmo género, a diferenca entre T. infestans e T.
lecticularia possivelmente pode ter ocorrido devido as diferencas nas
guantidades protéicas utilizadas e no fato de serem espécies distintas, com
habitats distintos, sofrendo diferentes pressdes ambientais e alimentares, e,

como consequéncia, expressam diferentes genes e proteinas.

R. prolixus — 21 dias pés alimentacao sanguinea (Fig. 9)

pH 3-10

KDa

Figura 9. Imagem obtida da analise bidimensional de glandulas salivares de R. prolixus, apés separacao
bidimensional por meio de IEF com pH 3-10, seguido de SDS-PAGE 12%, com 21 dias ap6s o repasto

sanguineo.

Detectou-se a presenca de 63 spots no gel bidimensional de glandulas

salivares da espécie R. prolixus com 21 apos alimentacao sanguinea.



30

R. prolixus — 7 dias pés alimentacéo sanguinea (Fig. 10)

pH 3-10

KDa
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Figura 10 . Imagem obtida da andlise bidimensional de glandulas salivares de R. prolixus, apos separacao
bidimensional por meio de IEF com pH 3-10, seguido de SDS-PAGE 12%, com sete dias apos o repasto

sanguineo.

Detectou-se a presenca de 64 spots no gel bidimensional de glandulas

salivares da espécie R. prolixus com 7 dias apds alimentagdo sanguinea.

Em ambos os géis, 0s spots estdo mais concentrados na regido neutra
de pH do gel, entre 10 e 30 KDa.

Assim como demonstrado anteriormente na espécie T. lecticularia, a
guantidade de spots similar entre os dois tempos pés alimentacdo sanguinea,
nos sugere que nao ha praticamente diferencas qualitativas entre as possiveis

proteinas expressas nestes dois diferentes tempos pds repasto sanguineo. E
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novamente, como ocorreu em T. lecticularia, em relagdo a analise quantitativa,
nao houve diferenca significativa quando da sobreposicdo dos dois géis, e,
consequentemente, sobreposicdo dos spots correspondentes. Visualmente, a
sobreposicdo dos geéis sugere diferencas nas proteinas expressas entre 0s
periodos de alimentacdo (Fig.11 e 12), porém o gel de sete dias apresentou
grande arraste de spots, podendo ter gerado esse mascaramento. O arraste
apresentado neste gel, ocorreu apesar das condi¢bes serem as mesmas para
todos os géis (mesmos tampdes, mesmos reagentes, mesma focalizacao
isoelétrica) e também apesar desta metodologia ter sido aplicada

conjuntamente para todas as amostras.

pH 3-10
KDa ) T —
=
50 —
i- \ : e e
: . 2
25 —=» = - g

-~

Figura 11. Gel bidimensional de 21 dias de R. prolixus mostrando spots circulados em verde
correspondentes aos spots de sete dias e spots diferenciais na cor vermelha, ap6s a sobreposicéo dos

géis.
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pH 3-10
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Figura 12. Gel bidimensional de 7 dias de R. prolixus mostrando spots circulados em verde

correspondentes aos spots de 21 dias e spots diferenciais na cor vermelha, ap6s a sobreposicéo dos géis

Comparando R. prolixus com as espécies Rhodnius robustus e Rhodnius
brethesi, ambos do mesmo género, observa-se que ha similaridade com
relacdo a distribuicdo dos spots, que encontram-se mais intensos na faixa
neutra de pH do gel, entre 20 e 30 KDa. Entretanto, ao comparar a quantidade
de spots, R. brethesi apresentou 129 spots, enquanto R. robustus apresentou
135 spots (COSTA ET AL., 2011). Esta diferenca na quantidade de spots
novamente pode ser explicada pelo fato de apesar de serem do mesmo
género, sdo espécies diferentes, com habitats, alimentacdo e pressdes
ambientais diferentes, influenciando assim na expressao de genes e proteinas,

sobretudo, as salivares.
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Em relacdo as espécies T. lecticularia e R. prolixus, ambas apresentam
diferencas entre si quanto a distribuicdo e quantidade de spots no gel. Isto nos
sugere que, espécies distintas, de géneros distintos, apresentam menos
similaridade em comparacdo as espécies distintas do mesmo género,
provavelmente por pertencerem dentro da mesma subfamilia Triatominae a
tribos diferentes, Triatomini e Rhodniini, respectivamente (COSTA, 2009).
Outra diferengca anatdmico-morfologica que pode influenciar na diferenca dos
perfis eletroforéticos das glandulas salivares destas duas espécies é a
quantidade e composicdo glandular, visto que o género Triatoma possui trés
pares de glandulas representadas por D1, D2 e D3, ao passo que 0 género
Rhodnius apresenta apenas D1 e D2. A coloragdo das glandulas salivares
também € diferenciada. No género Rhodnius, as glandulas apresentam
coloragdo avermelhada devido a presenca de proteinas chamadas nitroforinas
que contém o grupo prostético heme; ja no género Triatoma, os trés pares de

glandulas séo praticamente incolores (RIBEIRO & WALKER, 1994).

5. Conclusdes:

Neste projeto, através da analise bidimensional de glandulas salivares
das espécies T. lecticularia e R. prolixus, foi possivel elucidar seus perfis
eletroforéticos, e compara-los inter e intra-géneros em dois tempos pés repasto
sanguineo, 7 e 21 dias, em uma ampla faixa de gradiente de pH (3-10). A partir

desses perfis, também foi possivel comparar a distribuicdo e quantidade de
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spots respectivos em cada gel, nos diferentes tempos pos alimentacdo das
duas diferentes espécies.

Apés diferentes tempos poés alimentacdo sanguinea, as proteinas
presentes nas glandulas salivares tanto do triatomineo T. lecticularia quanto do
R. prolixus, qualitativamente e quantitativamente, ndo mudaram sua expressao.
Isto nos sugere, que, apesar do estresse da falta de alimentacdo e de acordo
com o periodo sem ela, estas duas espécies de triatomineos néo alteraram os
niveis de expressao protéica, nem mesmo apresentaram diferentes proteinas.

Isto nos sugere que, para estudos com proteinas de glandulas salivares
destas duas espécies, provavelmente ndo importa o tempo poOs repasto
sanguineo.

O conhecimento sobre proteinas salivares de triatomineos nos ajuda a
elucidar os possiveis mecanismos que O vetor usa para interagir com 0
hospedeiro potencializando o repasto sanguineo e como consequéncia a
transmissdo do parasito, visto que 0 sucesso na alimentacdo esta relacionado
com o sucesso da infeccéo pelo parasito.

Elucidar o perfil eletroforético de glandulas salivares destes triatomineos
foi o primeiro passo dado na caracterizacdo e busca por moléculas
farmacologicamente ativas presentes nas glandulas salivares, que
possivelmente apresentem diversas fungbes, como antiagregantes
plaguetarias, vasodilatadoras, ou estimuladoras e supressoras da resposta
imune no hospedeiro.

Além disso, os perfis eletroforéticos diferenciados podem ser utilizados

como uma ferramenta na diferenciacdo de espécies.
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