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RESUMO

Os triatomineos hematéfagos, vetores da Doenca de Chagas, sdo insetos cujo
crescimento, mudas e reproducdo sao regulados pelo repasto sanguineo. Alguns
RNAs mensageiros de proteases foram descritos em sialotranscriptomas de
triatomineos hemato6fagos, sugerindo que essas proteinas sejam expressas na
saliva desses animais. O objetivo desse estudo foi identificar e caracterizar
atividades proteoliticas na saliva de Rhodnius prolixus e R. neglectus em diferentes
dias pos-repasto sanguineo (dprs). Os triatomineos foram mantidos em colénia no
Biotério do IB, UnB. Cinco, 12 e 20 dprs, as glandulas salivares foram dissecadas
para a obtencéo da saliva. O perfil proteico foi analisado por eletroforese em SDS-
PAGE; a atividade gelatinolitica por zimografia em gel; e a atividade proteolitica
sobre o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC em solugdo, na auséncia ou
presenca de inibidores de proteases. O perfil proteico das salivas nos diferentes
periodos ap0s o repasto sanguineo € semelhante. As proteinas salivares que
apresentaram atividade proteolitica no ensaio zimografico possuem massas
moleculares entre 20 e 70 kDa. As salivas apresentaram atividade enzimética sobre
0 peptideo fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC, inibidas apenas nas amostras de 20 dias
apos o repasto sanguineo por fenantrolina (R. prolixus, 48,86%; e R. neglectus,
38,43% de inibicdo). Esses resultados sugerem a presenca, principalmente, de
metaloproteases na saliva de R. prolixus e R. neglectus. No entanto, uma
investigacdo mais profunda € necesséria e podera ajudar a elucidar o papel dessas
proteases salivares no processamento de peptideos bioativos presentes na saliva
e/ou no hospedeiro vertebrado e suas implicacfes para o repasto sanguineo e a

transmissao do T. cruzi.

Palavras-chave: Rhodnius prolixus, Rhodnius neglectus, Zimografia, Proteases,

Repasto sanguineo.
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ABSTRACT

Hematophagous triatomines, vectors of Chagas Disease, are insects which growth,
molts and reproduction are regulated by blood meal. Some protease mRNAs have
been described in sialotranscriptomes of hematophagous triatomines, suggesting
these proteins are expressed in their saliva. This study aimed to identify and to
characterize proteolytic activities in Rhodnius prolixus and R. neglectus saliva in
different days after the blood meal has been taken (dabm). The triatomines were
reared in the Insectarium of the Biological Sciences Institute, UnB. Five, 12 and 20
dabm, salivary glands were dissected to obtain saliva. Protein profile was analyzed
by electrophoresis in SDS-PAGE; gelatinolytic activity by gel-zymography; and
proteolytic activity on fluorogenic substrate Z-Phe-Arg-AMC in solution, in protease
inhibitors absence or presence. Saliva protein profile in different dabm is similar.
Saliva proteins that showed proteolytic activity in gel-zymography have molecular
masses ranging from 20-70 kDa. Salivas showed enzymatic activity in fluorogenic
peptide Z-Phe-Arg-AMC, inhibited only in 20 dabm by phenanthroline (R. prolixus,
48.86 %; R. neglectus, 38.43 % of inhibition). These results suggest expression,
mainly, of metalloproteases in R. prolixus and R. neglectus saliva. However, a deep
investigation is necessary and may help to elucidate the salivary proteases roles in
the generation of bioactive peptides in saliva and/or in the vertebrate host and their

implications to blood meal and T. cruzi transmission.

Keywords: Rhodnius prolixus, Rhodnius neglectus, Zymography, Proteases, Blood

meal.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas € causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Esta
doenca é uma zoonose endémica da América Latina que, em seu ciclo doméstico e
peridoméstico, € transmitida ao homem por triatomineos adaptados ao ambiente
humano (Prata, 2001). Epidemiologicamente distribuida em areas economicamente
pobres, a Doenca de Chagas € considerada uma doenca negligenciada porque
apesar de ser um grave problema de salde publica, ha pouco interesse no
desenvolvimento de medicamentos para seu tratamento e prevencgado (Lindoso e
Lindoso, 2009).

O homem é infectado a noite através do contato com as fezes do barbeiro. Os
insetos defecam no hospedeiro enquanto se alimenta, e as fezes contaminadas
podem ser passadas para as mucosas do olho, boca, nariz ou no proprio local da
picada. A transmisséo do parasita através da pele intacta provavelmente ndo ocorre.
Outro mecanismo de transmissao € a transfusdo de sangue ou de seus derivados
(Prata, 2001; Neves, 2005). A terceira mais importante forma de transmisséo é a
congénita, que conta com, aproximadamente, 5000-18000 casos por ano. A
probabilidade da transmissdo congénita em criancas de maes chagasicas varia de
menos de 1% a 10% Um inquérito sobre prevaléncia da Doenca de Chagas
realizado nacionalmente em 104.954 menores de cinco anos e suas respectivas
maes residentes na zona rural, detectou 20 casos de infeccdo congénita, ou seja,
isto significa uma prevaléncia de 0,02%. A maioria ocorreu no Rio Grande do Sul
com 12 casos, seguida de Minas Gerais com trés casos, e um caso em cada um dos
seguintes estados: Acre, Alagoas, Bahia, Parana e Pernambuco. Esse tipo de
transmissdo pode ocorrer também em areas ndo endémicas (Prata, 2001;
Ostermayer et al.,, 2011). Microepidemias da Doenca de Chagas aguda,
provavelmente devido a transmissao oral através de comida contaminada como
carne, caldo de cana ou acai (Euterpe oleracea), tém sido descritas, especialmente
na regido Amazonica. Outros mecanismos esporadicos de transmissao incluem a
contaminacdo acidental durante o trabalho em laboratério (que inclui a via
conjuntival através de aerossol formado durante a centrifugacdo e acidentes com
seringas contaminadas), e transplante de orgaos (coracdo, medula oOssea, rim e
outros) (Prata, 2001).
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1.2 O parasito

O T. cruzi € um protozoario flagelado pertencente a familia Trypanosomatidae
e a ordem Kinetoplastida. Os protozoarios dessa ordem possuem uma organela
chamada cinetoplasto, preenchida com genoma mitocondrial e que se encontra
associada a base do flagelo (Cortez et al., 2006; Stuart et al., 2008). No seu ciclo de
vida (Figura 1), apdés penetrar no hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas
metaciclicos interagem com as células do sistema fagocitario mononuclear da pele
ou mucosas e sao internalizados em vacuolos parasitoforos. Dentro desses
vacuolos, ocorre a diferenciacdo dos tripomastigotas em amastigotas, que sdo as
formas replicativas no hospedeiro vertebrado. Os amastigotas escapam do interior
desses vacuolos para o citoplasma, onde se multiplicam e se diferenciam em
tripomastigotas sanguineos. Quando o citoplasma esta repleto de parasitos, ocorre a
lise da membrana celular liberando-os na corrente sanguinea para que possam
infectar novas células do hospedeiro, de qualquer tecido ou 6rgdo, em um ciclo
infectante continuo, levando ao aumento da parasitemia. No inicio da infeccado do
vertebrado, a parasitemia € mais elevada, podendo levar o hospedeiro ao 6bito, o
que, na espécie humana, ocorre principalmente em criancas. Durante o repasto, 0s
triatomineos se infectam ao ingerir sangue contendo parasitos circulantes na forma
de tripomastigotas sanguineos, que no seu estdbmago se diferenciam em
epimastigotas. Os epimastigotas, que sdo as formas replicativas, se multiplicam e
colonizam o intestino médio do inseto. Os epimastigotas migram em direcdo ao
intestino posterior, local onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos que
poderdo infectar novos hospedeiros mamiferos durante repastos subsequentes
sendo eliminados nas fezes ou urina do triatomineo (Coutinho et al., 1999; Neves,
2005).
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Figura 1. Ciclo de vida do T. cruzi. @ 0O triatomineo ingere o sangue do hospedeiro e libera os
tripomastigotas metaciclicos (TM) do T. cruzi nas fezes ou urina, e estes entram pelo local da picada
OU Mucosas; D os ™™ penetram em Varios tipos celulares e se diferenciam em amastigotas; © os
amastigotas se multiplicam por divisdo binaria nas células infectadas; O os amastigotas
intracelulares se diferenciam em tripomastigotas sanguineos (TS), rompem a membrana celular e
caem na corrente sanguinea. Os TS podem invadir novas células; © o triatomineo ingere 0 sangue
do hospedeiro contendo TS; © os TS se diferenciam em epimastigotas no intestino médio do
triatomineo; ‘@ onde se reproduzem por diviséo binéria; ©® e se diferenciam em TM no intestino
posterior. Fonte: CDC Image Library. Modificado de: <https://goo.gl/Fx14l4>. Acessado em:
07/05/2017.

1.3 Tratamento da Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas deve ser tratada com benzonidazol ou com nifurtimox.
O uso desses medicamentos pode resultar na cura da doenca, caso ela seja tratada
logo no inicio da infeccdo No entanto, a eficacia das duas drogas diminui durante a
fase cronica. Os adultos infectados, especialmente aqueles assintomaticos, também
devem realizar o tratamento, pois 0s antiparasitarios podem prevenir ou reduzir a
progressdo da doenca. Nesses casos, 0s beneficios potenciais da medicacdo para
prevenir ou retardar o desenvolvimento da Doenca de Chagas devem ser
ponderados em relacdo a longa duracéo do tratamento (até dois meses) e possiveis
reacoes adversas, que ocorrem em até 40% dos pacientes tratados. O benzonidazol

e o nifurtimox s&o contra-indicados para mulheres gravidas, pessoas com
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insuficiéncia renal ou hepética, e o ultimo também é contraindicado para pessoas
com disturbios neuroldgicos ou psiquiatricos (Who, 2016). Devido a eficacia limitada
das duas drogas disponiveis durante a fase crénica da doenca, aos efeitos colaterais
e ao acesso limitado dos pacientes aos medicamentos, o tratamento da Doenca de
Chagas é um desafio (Dumonteil e Herrera, 2017).

O controle do vetor € o método mais efetivo na prevencédo da doenca na
Ameérica Latina, pois ndo existe vacina para a doenca de Chagas. A triagem
sanguinea € necessaria para prevenir a infeccao através de transfuséo e transplante
de 6rgédo (Who, 2016). No Brasil, 0 sangue total e seus componentes ndo podem ser
transfundidos antes da obtenc&o de resultados finais negativos para Doenca de
Chagas (ANVISA, 2004). A grande quantidade de animais silvestres reservatorios do

T. cruzi impede a erradicagao do parasito (Who, 2016).

1.4 Triatomineos

Os triatomineos, também conhecidos como barbeiros, sédo insetos que
pertencem a ordem Hemiptera, subordem Heteroptera, familia Reduviidae e
subfamilia Triatominae. Todos os membros desta subfamilia sdo hemat6fagos
(Tartarotti et al., 2006). Eles sdo classificados como hemimetabolos e tém cinco
estagios de ninfa e um estagio adulto (Figura 2). A muda, crescimento e a
reproducdo sdo regulados pelo repasto sanguineo. A maioria dos triatomineos

possui pico de atividade no periodo noturno (Teixeira, 2007).

"R I %\ %
* 5§

Figura 2. Estagios de vida de R. prolixus. Da esquerda para a direita: ovos; ninfa de 1° estadio; 2°
estadio; 3° estadio; 4° estédio; 5° estadio; e inseto adulto. Acervo pessoal.
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A subfamilia Triatominae possui cinco tribos, uma delas é denominada
Rhodniini, a qual possui dois géneros, sendo eles Rhodnius e Psammolestes
(Monteiro et al., 2000; Diaz et al., 2014). O género Rhodnius compreende 20
espécies descritas atualmente (Souza et al., 2016). No presente estudo, duas
espécies foram utilizadas: Rhodnius prolixus e R. neglectus. Basicamente, a
diferenca morfolégica entre R. neglectus e R. prolixus é a sua coloracdo, sendo que
a primeira espécie tem a coloracdo marrom claro, com marcas marrom escuro na
cabeca, e areas amarelas no abdome ventral; enquanto que a segunda possui
coloracdo marrom claro amarelada, com marcas marrom escuro em varias regides
do corpo e apéndices (Lent e Wygodzinsky, 1979). Por serem muito parecidas
(Figura 3) e serem bem dificeis de serem diferenciadas morfologicamente, elas
foram classificadas, juntamente com mais duas espécies, Rhodnius robustus e
Rhodnius nasutus, como membros do “complexo Rhodnius prolixus” por Barrett
(1988). Recentemente, as espécies Rhodnius domesticus e Rhodnius
montenegrensis também foram acrescentadas a esse complexo (Da Rosa et al.,
2014).

Figura 3. Adultos de R. neglectus a direita e R. prolixus a esquerda. Notar que R. prolixus apresenta
tons marrons mais escuros, enquanto que R. neglectus apresenta tons marrons mais acobreados e
as patas mais claras. Acervo pessoal.

Embora a diferenciacdo morfolégica néo seja facil, alguns autores sugerem

gue é possivel distinguir as espécies do complexo R. prolixus através dos ovos e
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genitalia (Forattini e Barata, 1974). Os ovos de R. neglectus sdo esbranquicados
com cascas pouco translicidas. Quando recém postos possuem, frequentemente,
coloracdo rosa clara devido ao embrido. Alguns embrides possuem coloracao
amarelo-palida, conferindo essa coloracdo ao ovo, mas a medida que evoluem
adquirem a coloracdo rosa, e ao término do desenvolvimento embrionério,
apresentam-se praticamente iguais aos primeiros. Eles possuem uma formacgao
bastante evidente, a maneira de um anel, que contorna a regido abaixo do opérculo,
a qual Forattini e Barata (1974) chamaram de “colarinho” (Figura 4). O opérculo dos
ovos de R. prolixus tem a coloracéo salméo claro, sempre em tom mais forte que o
da casca e de maneira mais clara que a de R. neglectus. Os embrides maduros
podem, raramente, apresentar coloracao rosa alaranjada (Barata, 1981). Os ovos de
R. prolixus n&o possuem “colarinho”, apesar de compartilharem semelhangas com
os de R. neglectus quanto ao tamanho e textura (Forattini e Barata, 1974).

Quanto a genitalia, a masculina de R. neglectus possui 0 processo mediano
do pigoforo subtriangular curto e largo na base, enquanto que a de R. prolixus é
estreito, mas ambos séo projetados apicalmente (Lent e Wygodzinsky, 1979). A
diferenciacdo pode ser realizada ainda por métodos bioguimicos (Soares et al.,

2000) ou por técnicas moleculares (Dujardin et al., 1999).

A B A
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Figura 4. Ovos férteis e eclodidos de R. neglectus (A); e ovos férteis de R. prolixus (B). Ovos férteis
na coloracéo résea e ovos eclodidos na coloracdo esbranquicada. Notar que os ovos eclodidos nédo

tém opérculo; e o colarinho em formato de anel em R. neglectus que € ndo observado em R. prolixus.
Fonte: Praga (2016 - A); e acervo pessoal (B).
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Todas as espécies de Rhodnius tém como caracteristica a coloracéo
vermelha em suas glandulas salivares (Figura 5), o que ndo ocorre nas glandulas de
outros géneros de triatomineos. Esta coloracdo avermelhada se da pela presenca de
hemeproteinas. As nitroforinas sdo hemeproteinas responsaveis por muitas
atividades anti-hemostaticas da saliva de Rhodnius como acéo vasodilatadora pela

liberacdo de Oxido nitrico, anticoagulante e anti-histaminica (Soares et al., 2000).

Figura 5. Par de glandulas salivares principais de R. neglectus. Note um delicado traco de divisdo
entre as regides anterior e posterior, de onde emerge o ducto principal. Fonte: Martins (2016).

Os barbeiros sado classificados como insetos solendfagos, pelo fato de
retirarem sangue diretamente dos vasos sanguineos, onde utilizam sua probdscide
longa e flexivel, e ndo provocam micro-hemorragias (Silva, 2009). Em Hemiptera, 0s
machos alimentados devem prover fatores/nutrientes que auxiliam no
desenvolvimento e aumento do tamanho da bateria de ovos. As fémeas de Rhodnius
gue se reproduzem com machos nao alimentados, produzem cerca de 25 % a
menos de ovos. Rhodnius completa o ciclo de vida de trés a quatro meses (Lent e
Wygodzinsky, 1979; Rosa, 2014).

1.5 Distribuicdo geogréafica de R. neglectus e R. prolixus

A distribuicdo do R. prolixus compreende o norte do Brasil, o estado de Goias
e 0s paises Bolivia, Colombia, Costa Rica, El Salvador, Equador, Guatemala,
Guiana, Guiana Francesa, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Suriname e
Venezuela. Esta espécie esta bem estabelecida em habitacbes humanas e € um
importante vetor da Doenca de Chagas. Esta espécie ja foi encontrada em tocas de
pacas (Agouti paca), galinheiros, gaiolas de pombos, e tocas onde porcos-espinhos

(Coendou prehensilis) vivem. R. prolixus também tem sido associado com varias
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aves, como o Jabiru mycteria (jaburu) e Mycteria americana (cabeca-seca), sendo
que ja foram encontrados ovos nas penas dessas aves, facilitando a dispersédo do
triatomineo (Lent e Wygodzinsky, 1979). Ele foi coletado em varias espécies de
palmeiras, como do género Attalea, Acrocomia sclerocarpa, Copernicia tectorum e
Leopoldina piassaba (Lent e Wygodzinsky, 1979; Ricardo-Silva et al., 2012). A
presenca dessas palmeiras proxima ao ambiente domeéstico pode ser um indicativo
da presenca do vetor e do risco da transmissdo da Doenca de Chagas (Lent e
Wygodzinsky, 1979; Gurgel-Goncalves et al., 2003; Gurgel-Goncalves et al., 2004;
Gurgel-Goncgalves et al.,, 2012; Ricardo-Silva et al., 2012; Carvalho et al., 2014,
Rodrigues et al., 2014).

A presenca de R. neglectus foi relatada na Bahia, Distrito Federal, Goias,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Pernambuco,
Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Tocantins (Lent e Wygodzinsky, 1979; Gurgel-
Gongalves et al.,, 2012). Esta espécie € predominantemente silvestre e tem sido
encontrada na copa de palmeiras, como babacu (Orbignya maritima), macaubeira
(Acrocomia macrocarpa), buriti (Mauritia vinifera e M. flexuosa), aricuri (Scheelea
phalerata) e palmeira australiana (Livistona australis) (Lent e Wygodzinsky, 1979;
Gurgel-Goncalves et al., 2003; Carvalho et al., 2014; Rodrigues et al., 2014). Ela
pode ser encontrada raramente em ninhos de passaros da familia Furnariidae
(Anumbius annumbi) e algumas vezes em aglomerados de piteira (Furcraea
gigantea) ou em arvores ocas (Lent e Wygodzinsky, 1979). Esta espécie ja foi
relatada em ambiente intra e peridomiciliares nos estados de Goias, Mato Grosso do
Sul, S&o Paulo e Tocantins (Oliveira e Silva, 2007; Almeida et al., 2008; Gurgel-
Goncalves et al., 2008; Rodrigues et al., 2014). R. neglectus é considerado como um
potencial vetor secundario da Doenca de Chagas, onde realiza a transmissao
enzodtica do T. cruzi e do T. rangeli, este ultimo protozoério flagelado avirulento, no
Distrito Federal (Gurgel-Gongalves et al., 2004; Gurgel-Gongalves et al., 2012). R.
neglectus e R. nasutus estdo restritos, geralmente, ao cerrado e a caatinga,
respectivamente, e R. robustus se encontra na regido amazénica (Sant'anna et al.,
2001).

1.6 O repasto sanguineo
Durante o repasto sanguineo, o triatomineo perfura a pele do hospedeiro com

sua probdscide e injeta saliva no tecido do hospedeiro e no vaso sanguineo local. A
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lesdo vascular e tecidual causada pela picada do inseto desencadeia a resposta
fisiologica do hospedeiro para evitar a perda de sangue, o processo inflamatério e a
resposta imunolégica. Como a resposta fisiolégica do hospedeiro pode ser
extremamente rapida, um mecanismo sofisticado em oposi¢cdo deve estar presente
durante o repasto para que o0s insetos consigam se alimentar adequadamente. A
estratégia para enfrentar esse desafio consiste na producdo de moléculas com
atividades farmacoldgicas que sao capazes de contrapor a hemostasia, a inflamacéo
e modular a resposta imune do hospedeiro (Ribeiro, 1995; Champagne, 2004; 2005).
Ja foi demonstrado que a saliva de R. prolixus apresenta lisofosfatidilcolina, uma
molécula lipidica presente que pode atuar como uma molécula anti-hemostatica
durante o repasto, bloqueando a agregacéo plaquetaria, modulando macréfagos e
facilitando a transmissdo do T. cruzi, além de induzir a produgdo de 6xido nitrico em
culturas de células endoteliais (Mesquita et al., 2008). Entre as proteinas presentes
na saliva dos triatomineos hemat6fagos, membros das seguintes familias foram
descritos: lipocalinas, triabinas, apirases, hemolisinas, antigenos 5, inibidores de
proteases, proteases, entre outras, além de proteinas com funcéo desconhecida (De
Araujo et al., 2012). Entretanto, até 0 momento, ha pouca informacéo a respeito das
proteases salivares de triatomineos e dos seus papé€is no repasto sanguineo e na

transmissao do T. cruzi para seus hospedeiros vertebrados.

1.7 Proteases

As proteases ou peptidases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes peptidicas
em sequéncias de residuos de aminoacidos, uma reacdo importante tanto para os
processos fisioldgicos quanto patolégicos (Motwani et al., 2015). Quando a catélise
ocorre em ligacOes peptidicas internas de uma proteina, elas sdo chamadas de
endopeptidases; quando a clivagem de uma ligacdo peptidica ocorre na regido
amino (N) ou carboxi (C) terminal de uma cadeia polipeptidica, essas enzimas sao
denominadas exopeptidades. A classificacdo das proteases se da pelo agrupamento
de sequéncias relacionadas em familias (Rawlings et al., 2015).

Atualmente, existem sete principais familias de proteases: aspartico, cisteino,
glutamico, metalo, serino, treonino protease e asparagino liase, todas agrupadas de
acordo com a composicdo molecular dos seus sitios ativos. Uma ou mais familias
podem ser agrupadas em clas em algumas situacdes: 1) quando seus membros

possuem relacdes evolutivas evidenciadas por suas estruturas terciarias; ou 2) se as
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estruturas terciarias ndo estdo disponiveis, pela ordem dos residuos de aminoacidos
no sitio catalitico e/ou pelas sequéncias comuns proximas a ele (Rawlings et al.,
2015).

As enzimas proteoliticas podem ser sintetizadas como zimogénios
(precursores inativos) ou como formas inativas ligadas a inibidores naturais. Essas
estratégias servem para prevenir degradacao proteica indesejada, assim como para
facilitar a organizacao espacial e temporal da atividade proteolitica. A conversao de
um zimogénio em enzima ativa ocorre pela protedlise limitada e pela remocdo de um
segmento de ativacdo da sua estrutura terciaria dentro de um compartimento
subcelular apropriado ou no ambiente extracelular. A protedlise do segmento de
ativacdo pode ser realizada por outra peptidase ou por autocatalise, requerendo, por
exemplo, a acidificacdo do pH (Khan e James, 1998).

Para manter a hemostasia, as vias de coagulacao e fibrinolitica regulam o
reparo vascular formando ou degradando fibrina, respectivamente (Versteeg et al.,
2013). Os zimogénios de proteases coagulantes e fibrinoliticas circulantes no
sangue penetram nos tecidos danificados em decorréncia da ruptura vascular e sdo
ativados para iniciarem a coagulagdo ou fibrindlise. Uma protease da familia serino
envolvida em processos fisioldgicos e patolégicos, incluindo a coagulacdo, a
ativacao das vias classica e alternativa do sistema complemento (Ghebrehiwet et al.,
1981; Toossi et al., 1992; Phipps et al., 2009; Qin et al., 2009) e presente no sangue
e tecidos é a calicreina, pertencente ao sistema calicreina-cinina. A calicreina
plasmatica, entre outras fungcdes, também estd envolvida na liberacdo de elastase
por neutréfilos e na conversdo da pré-uroquinase em uroquinase para iniciar a
fibrindlise (Kaplan et al., 1972; Discipio, 1982; Wachtfogel et al., 1983; Ichinose et
al., 1986), e assim manter o sangue fluido (Stephens et al., 1999).

1.8 Proteases de artropodes hematéfagos

Recentemente, uma revisdo sobre proteases de artropodes hematofagos
(Santiago et al., 2017) mostrou que elas estdo envolvidas no repasto sanguineo,
digestdo, imunidade e na formagcdo do embrido desses animais. As proteases
digestivas realizam a digestdo do sangue para fornecer a energia necessaria aos
processos biolégicos vitais, garantindo a sobrevivéncia, assim como o0
desenvolvimento bioldgico e a reproducédo (Sojka et al., 2013). Alguns artropodes

hematofagos tendem a ingerir grande quantidade de sangue durante o repasto,
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reduzindo o numero de visitas ao hospedeiro e garantindo o fornecimento de
nutrientes por um longo periodo (Lehane, 2005). Como as proteinas representam
cerca de 95 % do sangue (Lehane, 2005), 80% desse total sdo albumina e
hemoglobina, € necessario que esses animais apresentem proteases como as
principais enzimas para digerir o sangue (Lehane, 2005; Sojka et al., 2016). As
principais proteases descritas em triatomineos, mosquitos e carrapatos pertencem
as familias serino, metalo, cisteino e aspartico proteases. Elas foram encontradas
em locais diferentes como saliva, intestino, hemolinfa, tecido adiposo, entre outros
(Santiago et al., 2017).

1.9 Justificativa

Uma das prioridades em pesquisas voltadas para a Doenca de Chagas é o
estudo dos vetores e de suas caracteristicas visando o controle vetorial e
consequentemente, da transmissdo da doenca por essa via. O perfil de atividades
proteoliticas presente na saliva de vetores da Doenca de Chagas nao foi
investigado. Sabe-se ainda que algumas moléculas salivares podem ser mais ou
menos expressas de acordo com o tempo decorrido apdés um repasto sanguineo
(Santiago et al., 2017). Portanto, a investigacdo de atividades proteoliticas na saliva
de R. neglectus, uma das espécies de ocorréncia no cerrado e de R. prolixus, uma
das principais espécies transmissoras do T. cruzi, em diferentes periodos apés o
repasto sanguineo € importante para auxiliar a compreensao do papel biolégico das
proteases nesse processo e a identificacdo de possiveis alvos moleculares para o

controle vetorial.

2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar a atividade proteolitica na saliva de triatomineos
adultos das espécies R. prolixus e R. neglectus em diferentes tempos apds o
repasto sanguineo, usando analises zimograficas em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) e ensaios de atividade em solugéo.

2.2 Objetivos especificos

1. Realizar a manutencao das coldnias de R. prolixus e R. neglectus;
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Dissecar as glandulas salivares e obter o contetdo salivar dos triatomineos;
Testar a atividade colagenolitica das salivas 5, 12 e 20 dias apds o repasto
sanguineo; e

Testar a atividade enzimatica sobre o substrato fluorogénico sintético da
calicreina plasmatica na auséncia e presenca de inibidores de proteases 5, 12 e

20 dias apos o repasto sanguineo.
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3 METODOLOGIA
3.1 Manutencao das colonias de triatomineos e dissecacao das glandulas salivares
3.1.1 Triatomineos

Os triatomineos das espécies R. neglectus e R. prolixus sdo provenientes de
colénias mantidas no biotério do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de
Brasilia, onde sdo conservados a 28 + 2°C, com umidade relativa de 70 + 5% e
fotoperiodo de 12h. Para o trabalho, os insetos adultos de ambos os sexos foram
utilizados aos 5, 12 e 20 dias apds o repasto sanguineo em galinhas, Gallus gallus

domesticus.

3.1.2 Obtencdo da saliva e quantificacao

Para obtencdo das glandulas salivares, os triatomineos foram anestesiados
por resfriamento a -20 °C por 5 min e posteriormente cada um foi posicionado
ventalmente em uma lamina de vidro. Com auxilio de um estereomicroscoépio, a
cabeca foi deslocada com uma pinca cirdrgica a fim de expor o par de glandulas
salivares que foi rinsado em 1 mL de agua milliQ gelada (4°C), coletado e colocado
na parede interna de um microtubo contendo 50 pL de agua milliQ gelada (4°C).
Cada glandula foi perfurada com o auxilio de uma agulha para liberacao da saliva no
tubo. Pools de 10 glandulas salivares de cada espécie de triatomineo foram
coletados nos diferentes periodos apos o repasto. Em seguida, os homogeneizados
de saliva foram centrifugados a 16.000 x g por 15 min a 4° C para a remocao do
mateiral insollvel. Os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos e
utilizados nos experimentos ou estocados a -80 °C até o uso.

As amostras foram quantificadas em nanodrop (NanoDrop™ Lite
Spectrophotometer, Thermo Scientific™), seguindo as instru¢cdes do fabricante.
Cada par de glandulas de R. prolixus continha aproximadamente 50 pg de proteinas

e cada par de R. neglectus continha aproximadamente 25 ug de proteinas.

3.2 Andlise em SDS-PAGE

A fim de avaliar o perfil proteico salivar de R. prolixus e R. neglectus, os
extratos salivares obtidos em diferentes momentos apos o repasto sanguineo foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (Laemmli, 1970). Foi
adicionado as amostras tampao de amostra (Tris 125 mM pH 6,8, SDS 4%, glicerol

20%, 2-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,002%). As amostras foram
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fervidas por 5 min e aplicadas em gel SDS-PAGE 10%. Foram aplicados ~50 ug e
~25 ug de cada amostra de R. prolixus e R. neglectus, respectivamente, por poco do
gel. A eletroforese foi realizada em TA. Apdés a eletroforese, o gel foi corado com
uma solucédo contendo Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2%, metanol 40% e acido
aceético 10% por 2h e descorado com solugéo contendo metanol 30% e acido acético
10% de 30-45 min. As massas moleculares das proteases foram estimadas por
comparacdo com o padrdo de massas moleculares BenchMark™ Protein Ladder,

Invitrogen™,

3.3 Zimografia

A fim de avaliar a hidrélise de gelatina em gel pelas proteases da saliva de R.
neglectus e R. prolixus, os extratos salivares obtidos em diferentes momentos apés
0 repasto sanguineo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%
(Laemmli, 1970) contendo gelatina 0,1%. As amostras salivares obtidas 5, 12 e 20
dias apds o repasto sanguineo, foi adicionado tamp&o de amostra (Tris 125 mM pH
6,8, SDS 4%, glicerol 20% e azul de bromofenol 0,002%) sem agente redutor. As
amostras foram mantidas a TA por 10 min e aplicadas em gel SDS-PAGE 10% co-
polimerizado com gelatina porcina 0,1%. Foram aplicadas as proteinas equivalentes
a 1 par de glandulas de R. prolixus (~50 pg) e 2 pares de glandulas de R. neglectus
(~50 pg), de cada periodo apos o repasto sanguineo por poco do gel sem fervura e a
amostra utilizada como controle positivo foi saliva humana contendo 60 pg de
proteinas, nao fervida. Além do exposto, para avaliar a termoestabilidade das
amostras, as mesmas foram fervidas por 5 min na auséncia de agente redutor e
analisadas. A eletroforese foi realizada a 4 °C com voltagem constante de 90 V.
Apos a eletroforese, o gel foi lavado duas vezes em 100 mL de Tris-HCI 100 mM pH
7,5 contendo Triton X-100 2,5%, com agitacao leve, por 30 min a TA. Em seguida,
para a deteccdo das atividades proteoliticas, o gel foi incubado em 100 mL do
tampéo de reacao Tris-HCI 100 mM, pH 7,5 por 16h a 37° C. O gel foi corado com
uma soluc¢do contendo Coomassie Blue R-250 0,2%, metanol 40% e &cido acético
10% por 2h e descorado com solucdo contendo metanol 30% e acido acético 10%
por pelo menos 30 min, ou até ser possivel visualizar as bandas com atividade. As
areas com atividade proteolitica apareceram como bandas claras contra um fundo
azul escuro (Liotta e Stetler-Stevenson, 1990). As massas moleculares das

proteases foram estimadas por comparagdo com o padrdo de massas moleculares
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utilizado BenchMark™ Protein Ladder, Invitrogen™ ou PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, Thermo Scientific™. Os experimentos foram repetidos 3 vezes

independentemente.

3.4 Ensaios enzimaticos em solucdo

As atividades proteoliticas presentes na saliva dos triatomineos foram
avaliadas em solucdo utilizando o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC. Os
ensaios foram realizados em triplicata. As reacGes foram iniciadas diluindo-se o
homogeneizado de saliva proveniente de um par de glandulas em Tris-HCI 100 mM
pH 7,5 na auséncia de inibidores de proteases. Em seguida, adicionou-se 10 uL de
uma solucdo estoque do substrato para obtencdo de uma concentracao final de 20
MM em um volume final de 100 pL. A intensidade da fluorescéncia foi medida a cada
1 min durante 30 min por espectrofluorometria (SpectraMax, Molecular Devices, CA)
nos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 360 e 460 nm,
respectivamente. Para obtencdo dos brancos, o substrato foi diluido nos tampdes de
reacao sem a presenca da saliva. Esse valor foi automaticamente descontado pelo
software do espectrofluorbmetro no momento da aquisicdo dos dados. Todos os

ensaios foram realizados a 37 °C.

3.5 Ensaios de inibicdo das atividades proteoliticas

Os efeitos de inibidores de proteases sobre as atividades proteoliticas
presentes na saliva dos triatomineos foram avaliados in vitro com a utilizacdo do
substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC. Os ensaios foram realizados em triplicata.
As reacdes foram iniciadas diluindo-se o homogeneizado de saliva proveniente de
um par de glandulas em Tris-HCI 100 mM pH7,5 na presenca dos seguintes
inibidores de proteases: 1) TLCK 100 pM; 2) TPCK 100uM; 3) fenantrolina 10mM; e
4) Pepstatina A 10uM. Em seguida, 10 uL de uma solugéo estoque do substrato Z-
Phe-Arg-AMC para obtencdo de uma concentracdo final de 20 yM em um volume
final de 100 pyL foram adicionados ao ensaio. A intensidade da fluorescéncia foi
medida conforme descrito no item anterior. Os controles sem saliva, sem inibidores,
sem substrato foram realizados. Todos os ensaios foram realizados a 37 °C. Para as

analises estatisticas, foi realizado o teste t de Student.
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Figura 6. Representacdo esquematica das etapas realizadas durante o estudo.
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil proteico das salivas de R. prolixus e R. neglectus

As proteinas totais das salivas de R. prolixus e R. neglectus foram analisadas
em gel SDS-PAGE corado por Coomassie Blue e apresentaram perfis proteicos
amplos e similares (Figura 7). Pelo menos dez bandas de proteinas salivares foram
visualizadas para ambas as espécies. Os pesos moleculares dessas bandas foram
estimados em 80, 75, 65, 45, 42, 38, 32, 30, 26 e 23 kDa, consecutivamente, sendo
gue a maioria das proteinas se concentrou entre 20-30 kDa. Na saliva de R. prolixus
coletada 20 dias apds o repasto sanguineo é possivel observar uma banda de ~30
kDa e outra de ~80 kDa que nédo foram observadas nos outros dois periodos. Na
saliva de R. neglectus coletada 20 dias apds o repasto sanguineo € possivel
observar uma diminuicdo da banda de ~80 kDa em comparacdo com os outros dois
periodos. As amostras de saliva coletadas 20 dias apds o repasto sanguineo (Figura
7) diferiram levemente das amostras coletadas 5 e 12 dias ap0s o repasto

sanguineo em ambas as espécies e entre as espécies.
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Figura 7. Comparacéo dos perfis proteicos salivares de R. prolixus e R. neglectus de 05, 12 e 20 dias
apos o repasto sanguineo em gel de poliacrilamida 10%. Os nimeros a esquerda indicam as massas
moleculares em kDa. Os nimeros acima representam os dias ap6s o repasto.
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4.2 Atividade colagenolitica das salivas de R. prolixus e R. neglectus

O perfil proteolitico da saliva de R. prolixus coletada 5 dias apds o repasto
sanguineo consiste de pelo menos seis bandas de aproximadamente 20 a 60 kDa.,
onde é possivel observar sobreposicdo das bandas entre 20 e 30 kDa (Figura 8).
Curiosamente, a amostra de saliva que foi fervida também apresentou atividade
proteolitica, com uma banda intensa de 30 kDa e outra de menor intensidade de 70
kDa. A banda de 30 kDa também foi visualizada nas amostras de saliva nao
fervidas, embora em menor intensidade, enquanto que a banda de 70 kDa néo foi
visualizada em nenhuma das concentracdes de saliva néo fervida testadas. Esse
perfil proteolitico da saliva de R. prolixus foi alterado 12 (Figura 8) e 20 dias apés o
repasto sanguineo (Figura 8). Nesses periodos foi possivel identificar atividade
proteolitica apenas para as bandas de 20 e 30 kDa. As amostras fervidas de saliva
de 12 e 20 dias apds o0 repasto sanguineo também apresentaram atividade
proteolitica na altura de 30 kDa.
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Figura 8. Atividade proteolitica salivar em gel de R. prolixus em diferentes dias apés o repasto
sanguineo. Os nimeros & esquerda indicam as massas moleculares em kDa. Os nimeros acima
indicam os dias apds o repasto sanguineo. A letra “F” indica a amostra fervida de seu respectivo dia.
Cada poco continha ~50 ug de proteinas salivares. O marcador de peso molecular utilizado foi
BenchMark™ Protein Ladder, Invitrogen™.

A amostra de saliva de R. neglectus cinco dias ap0s 0 repasto sanguineo,

tanto nado fervida como fervida, apresentou apenas uma banda de aproximadamente
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25 kDa com atividade proteolitica (Figura 9). Esse perfil proteolitico da saliva de R.
neglectus foi alterado 12 e 20 dias ap0s o repasto sanguineo (Figura 9). Doze dias
apos o repasto sanguineo foi possivel identificar atividade proteolitica para as
bandas de ~20, ~30 e 55 kDa. Ja 20 dias apds o repasto sanguineo a banda de 55
kDa nao foi visualizada. As amostras fervidas de saliva de 12 e 20 dias ap06s o
repasto sanguineo apresentaram atividade proteolitica nas alturas de 35 kDa e 70
kDa (Figura 9).
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Figura 9. Atividade proteolitica em gel salivar de R. neglectus em diferentes dias apds o repasto
sanguineo. Os numeros & esquerda indicam as massas moleculares em kDa. Os numeros acima
indicam os dias apds o repasto sanguineo. A letra “F” indica a amostra fervida de seu respectivo dia.
Cada poco continha ~50 ug de proteinas salivares, com excec¢éo de 5 dprs, que continha ~25 ug. Os
marcadores de peso molecular utilizados foram BenchMark™ Protein Ladder, Invitrogen™ e
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific™ em A, e em B e C, respectivamente.

4.3 Atividade enzimética e perfil de inibicdo sobre o substrato fluorogénico Z-Phe-
Arg-AMC
Visando identificar nas salivas de R. prolixus e R. neglectus uma atividade
enzimatica semelhante a de calicreina plasmatica, as proteinas presentes nas
salivas dos triatomineos foram incubadas com o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-
AMC, inicialmente na auséncia de inibidores de proteases. O peptideo Z-Phe-Arg-
AMC foi hidrolisado por todas as amostras de saliva, independente da espécie,

entretanto houve variacdo de acordo com o periodo apds o0 repasto sanguineo,
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sendo a atividade méxima, entre os trés periodos, observada 20 dias ap0s o repasto
sanguineo (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade enzimatica presente nas salivas de R. prolixus e R. neglectus sobre o peptideo
fluorogénico sintético Z-Phe-Arg-AMC.

Amostra Atividade (Vmax - U/seq) Atividade relativa (%)
R. prolixus

5 dias ap6s o repasto sanguineo 1,30 29

12 dias apoés o repasto sanguineo 1,90 42

20 dias apos o repasto sanguineo 4,51 100
R. neglectus

5 dias ap6és o repasto sanguineo 1,58 36

12 dias ap6s o repasto sanguineo 1,34 30

20 dias ap6s o repasto sanguineo 4,47 100

U/seg = unidades de fluorescéncia liberadas por segundo.

A concentrac@o de proteinas nas amostras de saliva nos diferentes periodos
apos o repasto sanguineo foi diretamente proporcional a atividade proteolitica para

ambas as espécies de Rhodnius (Figura 10).
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Figura 10. Influéncia da concentracdo de proteinas da saliva de R. prolixus (A) e R. neglectus (B) na
protedlise do substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC. O ensaio foi realizado em tampao Tris-HCI 100
mM, pH 7,5, em triplicata. Os dados séo apresentados em atividade relativa (%).

A atividade enzimatica sobre o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC,
também foi avaliada na presenca de inibidores de proteases. Nao houve inibicdo
significativa da atividade sobre esse peptideo por nenhum dos inibidores testados

em nenhum dos periodos avaliados para a saliva de R. prolixus, com excecao da
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fenantrolina que foi responsavel por 48,86% da inibicdo (p=0,001) 20 dias apds o
repasto sanguineo. Surpreendentemente, a fenantrolina aumentou em 37,68%
(p=0,0001) a atividade 12 dias apds o repasto sanguineo (Figura 11). Resultados
semelhantes foram observados para a saliva de R. neglectus (Figura 12). A
fenantrolina também aumentou a atividade 5 (65,24%, p=0,0001) e 12 (72,91%,
p=0,0008) dias apds o repasto sanguineo e foi responsavel por 38,43% de sua
inibicdo (p=0,003) 20 dias apds a alimentagéo (Figura 10).
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Figura 11. Atividade proteolitica sobre o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC na saliva de R.
prolixus 5 (A), 12 (B) e 20 (C) dias ap6s o repasto sanguineo na presencga de inibidores de proteases.
N&o houve diferenca significativa, com excecdo da fenantrolina 12 (aumento, p=0,0001) e 20
(diminuig&o, p=0,001) dias apés o repasto sanguineo.
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Figura 12. Atividade proteolitica sobre o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC na saliva de R.
neglectus 5 (A), 12 (B) e 20 (C) dias ap6s o repasto sanguineo na presenca de inibidores de
proteases. Ndo houve diferenca significativa, com excecdo da fenantrolina que 5 (aumento,
p=0,0001), 12 (aumento, p=0,0008) e 20 (diminuicdo, p=0,003) dias apds o repasto sanguineo.
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5 DISCUSSAO

As proteases de artropodes hematofagos vetores de doencas atuam em
diversos processos biolégicos. Na saliva desses animais tém sido descritos RNAs
mensageiros que codificam para proteases, embora a presenca dessas sequéncias
nucleotidicas ndo seja garantia de que as proteases sejam realmente expressas
(Santiago et al., 2017). No entanto, apesar das informacfes ainda serem escassas,
algumas proteases salivares de triatomineos hematéfagos vetores da Doenca de
Chagas tém sido descritas (Amino et al., 2001; Meiser et al., 2010; Santiago et al.,
2016) que poderiam, talvez, influenciar a competéncia desses vetores para transmitir
o T. cruzi aos seus hospedeiros vertebrados.

Nas espécies de triatomineos pertencentes a tribo Triatomini, cinco transcritos
que codificam serino proteases foram identificados no sialotranscriptoma de
Triatoma brasiliensis (Santos et al., 2007), cinco no de Triatoma matogrossensis
(Assumpcéo et al.,, 2012), trés que codificam versdes truncadas de uma serino
protease do tipo tripsina e seis sequéncias codificantes para serino proteases no de
Panstrongylus megistus (Ribeiro et al., 2015). Para esta Ultima espécie, Meiser et al.
(2010) haviam descrito uma serino protease salivar com atividade fibrinolitica e
denominaram o gene que codifica essa protease de PmSgP1. Ribeiro et al. (2015)
confirmaram a sua presenca no sialotranscriptoma realizado para esta espécie.

Na saliva de T. infestans, Amino et al. (2001) purificaram e caracterizaram
uma serino protease do tipo tripsina, a qual denominaram triapsina. Ela é sintetizada
e estocada como um zimogénio no conteldo salivar do par D2 de glandulas
salivares de T. infestans e é ativada no momento da ejecdo da saliva durante a
picada do triatomineo. A triapsina perde sua atividade apés a incubacédo com agente
redutor, o que indica que a presenca de pontes dissulfeto é essencial para sua
atividade. Essa protease cliva gelatina e substratos fluorogénicos sintéticos com
preferéncia para residuos de arginina na posicdo P1 do sitio de clivagem.
Posteriormente, Assumpcao et al. (2008) confirmaram a presenca dessa enzima no
sialotranscriptoma dessa espécie. Assumpcéao et al. (2012) e Ribeiro et al. (2015)
também identificaram dois transcritos que codificam metaloproteases na saliva de T.
matogrossensis e P. megistus; respectivamente.

Entre os sialomas de triatomineos descritos (Assumpcgdo et al., 2008;

Assumpcéo et al., 2011; Santiago et al., 2016), apenas no sialoma de R. neglectus,
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além dos transcritos identificados codificando para serino proteases e
metaloproteases, essas peptidases também foram identificadas na andlise
protedmica realizada (Santiago et al., 2016). Por esse motivo, optou-se pelas
estratégias metodoldgicas realizadas nesse estudo.

A andlise do padrdo de bandas apds a eletroforese ndo revelou muitas
alteracdes importantes do conteudo proteico salivar nos diferentes periodos apds o
repasto sanguineo para cada espécie estudada, e nem entre as duas espécies.
Apenas duas bandas proteicas de aproximadamente 80 kDa e 32 kDa foram
diferencialmente visualizadas na amostra de saliva de R. prolixus coletada 20 dias
apos o repasto sanguineo em comparacdo com as amostras de 5 e 12 dias apés o
repasto sanguineo da mesma espécie. Essas bandas podem representar: 1)
proteinas que estavam presentes nos outros dois periodos em concentracdes
inferiores dificultando a deteccdo por Coomassie; 2) proteinas que foram
sintetizadas recentemente em decorréncia da fome/jejum; e 3) proteinas que foram
convertidas em outros peptideos nos dois periodos anteriores. A banda de 32 kDa é
mais intensa que a de 80 kDa e poderia vir a ser recortada do gel para identificacdo
das proteinas por espectrometria de massas. Das duas, apenas a banda de 80 kDa
estd presente nas trés amostras salivares de R. neglectus. A similaridade entre os
perfis proteicos das duas espécies estd de acordo com a andlise comparativa
realizada utilizando o programa blastp por Santiago et al. (2016), que demonstraram
gue ambas as espécies estudadas aqui apresentam no minimo 80% de identidade
entre suas sequéncias salivares.

A ideia de estudar a expressdo proteica e a presenca de proteases em
diferentes periodos apds a alimentacdo sanguinea surgiu em decorréncia do fato
gue os triatomineos ficam digerindo o sangue ingerido na primeira semana apos o
repasto. Uribe (1926) mostrou que os adultos de R. prolixus procuraram se alimentar
a cada 15 dias, em média, apés a ecdise, e que uma fémea conseguiu sobreviver
por sete meses sem se alimentar. Uribe (1926) e Guerenstein e Nufiez (1994)
também mostraram que as ninfas de R. prolixus conseguem ficar muitas semanas
sem realizar o repasto: as ninfas de 5° estadio podem ficar sem se alimentar por 19
semanas apos sua ecdise. Desta forma, esperava-se que as proteases salivares
destes triatomineos ficassem mais ativas proporcionalmente ao tempo sem

alimentacdo, ndo sendo necessaria a secrecdo dessas proteases na saliva até por
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volta do 12° dia apds o repasto sanguineo, como se pretendeu analisar neste
trabalho.

Foi observada uma diferenca na concentracdo de proteinas por par de
glandulas salivares entre as duas espécies de Rhodnius estudadas, sendo que R.
neglectus apresentou aproximadamente metade da concentracdo de proteinas
observada nas glandulas salivares de R. prolixus. Essa diferenca pode ser devida ao
hébito alimentar. R. prolixus €& mais comumente encontrado em ambiente
peridoméstico, enquanto que R. neglectus € predominantemente silvestre, onde esta
mais associado com aves do que mamiferos. Hipotese semelhante foi levantada por
Assumpcédo et al. (2011) ao compararem o sialotranscriptoma de Dipetalogaster
maxima com o de Triatoma infestans, sendo que este se alimenta de sangue de
mamiferos e o outro de lagartos. Embora pertencam a uma mesma tribo, algumas
familias de proteinas salivares ndo foram encontradas no sialoma de D. maxima em
comparacao com o de Triatoma.

Na busca por proteases na saliva de R. prolixus e R. neglectus, foi observada
atividade proteolitica em géis SDS-PAGE contendo gelatina. Uma amostra de saliva
de cada periodo apés a alimentacdo sanguinea foi diluida em tampédo de amostra
contendo agente redutor e em seguida, fervida. Essas amostras ndo apresentaram
atividade colagenolitica (dados ndo mostrados). Portanto, a presenca de pontes
dissulfeto deve ser essencial para as atividades proteoliticas observadas em gel com
gelatina. As bandas de proteinas salivares de R. prolixus que apresentaram
atividade proteolitica possuem aproximadamente 20, 25, 30 e 60 kDa. Quando as
amostras foram desnaturadas por fervura, duas bandas bem delimitadas de
aproximadamente 30 e 70 kDa foram visualizadas, sugerindo a presenca de
proteases termoestaveis.

As mesmas bandas com atividade colagenolitica observadas para R. prolixus
foram observadas nas amostras salivares de R. neglectus,embora aparentemente
em menor intensidade. Nao foi possivel fazer um paralelo entre as bandas com
atividade colagenolitica e as bandas de proteinas observadas no SDS-PAGE corado
por Coomassie. Essa dificuldade pode ser devida ao fato de que: 1) a presenca de
gelatina pode afetar a mobilidade da proteina (Almeida et al., 2002); 2) o ensaio
proteolitico em gel com gelatina € altamente sensivel e capaz de detectar niveis
picomolares de enzimas (Kelleher e Juliano, 1984), ndo visualizados por colaracao

por Coomassie; 3) as bandas com atividade proteolitica tém um peso molecular
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maior, provavelmente devido ao fato de que durante o preparo da amostra, as
proteinas ndo sdo completamente desnaturadas nem reduzidas, pois o tampao nédo
contém agente redutor (nem mesmo nas amostras fervidas) possibilitando
agregacao proteica e/ou oligomerizacdo, que diminui a velocidade da migracéo
eletroforética. Por esse motivo a massa molecular aparente das proteases pode ser
maior na | zimografia em gel (Borges-Veloso et al., 2012; Dias-Lopes et al., 2015).
Esse fato também foi visualizado quando Amino et al. (2001) caracterizaram a
triapsina; essa protease apresentou aproximadamente 40 kDa no gel SDS sem
agente redutor e 33 kDa no gel SDS com agente redutor. As atividades proteoliticas
das proteinas presentes nas bandas observadas ndo sdo dependentes de ions
divalentes, uma vez que foram detectadas em tampéao que nao os continha.

A atividade enzimética presente nas salivas de R. prolixus e R. neglectus foi
analisada sobre um peptideo fluorogénico sintético contendo um residuo de arginina
na posicdo P1 do sitio de clivagem, o substrato Z-Phe-Arg-AMC de calicreinas.
Esses ensaios foram realizados também na presenca de inibidores de proteases. Os
inibidores de serino proteases testados TLCK (capaz de inibir serino protease do tipo
tripsina) e TPCK (capaz de inibir serino protease do tipo quimiotripsina) (Beynon e
Bond, 2001), ndo reduziram significativamente a atividade enzimética sobre o
substrato testado. Os inibidores especificos de serino proteases PMSF e AEBSF
ainda serdo testados. Dessa forma, ndo foi possivel confirmar o achado de Santiago
et al (2016) no que concerne a presenca de uma serino protease na saliva de R,
neglectus. A atividade enzimatica sobre Z-Phe-Arg-AMC também néo foi inibida na
presenca de pepstatina A, um inibidor de aspéartico proteases do tipo pepsina,
guimosina, catepsina D e renina. Entretanto, foi inibida na presenca de fenantrolina,
um inibidor de metaloproteases, no periodo de 20 dias ap0s o repasto sanguineo em
ambas as espécies.

A atividade enzimatica da saliva de R. neglectus foi testada sobre os
substratos fluorogénicos Arg-Arg-AMC, Suc-Gly-Pro-AMC, N-Suc-Gly-Pro-AMC, N-
Suc-Leu-Tyr-AMC, Gly-Arg-AMC, N-Gly-Gly-Arg-AMC e N-Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-
AMC. A atividade proteolitica foi maior sobre os dois ultimos substratos, o primeiro
para serino proteases do tipo tripsina e o segundo para serino proteases do tipo
guimiotripsina e calpainas. A atividade enziméatica foi inibida por EDTA, inibidor de
metaloproteases e E-64, inibidor de cisteino proteases (Martins, 2014; dados nao

publicados).
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Uma hipétese a ser considerada acerca da poténcia das atividades
proteoliticas salivares em artropodes hematéfagos € a de que as proteases ndo séo
ativas em sua totalidade nas condicbes testadas, embora durante o repasto
sanguineo sua atividade possa ser 6tima. Saboia-Vahia et al. (2014) sugeriram essa
hip6tese ao identificar um gene para quimotripsina por espectrometria de massa
(MS/MS) no intestino médio de Aedes albopictus, cuja proteina e atividade
enzimatica ndo conseguiram identificar por zimografia em gel.

O papel dessas proteases de triatomineos ainda ndo € muito claro no repasto
sanguineo, apesar de terem sido descritas serino proteases com atividade
fibrinolitica (Amino et al., 2001; Meiser et al., 2010). Entretanto, essa atividade nao é
muito elevada, mas elas podem atuar como ativadoras de outros zimogénios que
ficam estocados no lumen das glandulas salivares dos triatomineos (Amino et al.,

2001) e/ou prolongar ligeiramente o tempo de coagulacdo (Meiser et al., 2010).

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho permitiram identificar bandas que
contém proteinas que apresentam atividade gelatinolitica em SDS-PAGE e atividade
enzimatica em solucdo sobre um peptideo fluorogénico sintético especifico para
calicreina plasmatica, uma serino protease que tem como uma de suas funcbes
manter a fluidez do sangue ativando a cascata de fibrindlise. Os resultados sugerem
que a primeira atividade possa ser devido a presenca de proteases da familia das
metaloproteases, enquanto que a segunda possa indicar a presenca de serino
proteases, ambas as familias nas salivas de R. prolixus e R. neglectus. O fato
dessas proteases serem possivelmente liberadas no sitio da picada sugere que elas

apresentem uma fungdo no repasto sanguineo.
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PERSPECTIVAS

1.

Testar os efeitos de diferentes inibidores de proteases sobre a atividade
gelatinolitica. As amostras de saliva serdo diluidas em tampédo de amostra
contendo os diferentes inibidores de proteases antes de serem separadas por
eletroforese. Apés as lavagens para retirada do SDS, os géis serdo incubados
em tampdao de atividade contendo os inibidores nas mesmas concentracdes
utilizadas;

Testar a inibicao da atividade enzimatica sobre Z-Phe-Arg-AMC por inibidores
especificos de serino proteases, por exemplo, PMSF e AEBSF;

Testar a atividade enzimatica sobre outros peptideos fluorogénicos sintéticos
na auséncia e presenca de inibidores de proteases para determinar as
classes de proteases presentes nas salivas das duas espécies estudadas;
Identificar as proteinas presentes na banda de 32 kDa por espectrometria de

massas.
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