MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Mestrado em Programa de P6s-Graduacédo em Biodiversidade e Saude

Infeccdo natural de Triatoma brasiliensis brasiliensis, Caic0, Rio
Grande do Norte, pelo Trypanosoma cruzi e o estudo de peptideos
antimicrobianos em diferentes espécies de triatomineos
(Hemiptera, Heteroptera, Reduviidae)

ANA CAROLINA BASTOS DE LIMA

Rio de Janeiro
Agosto de 2013



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de P6s-Graduagdo em Biodiversidade e Saude

ANA CAROLINA BASTOS DE LIMA

Infeccdo natural de Triatoma brasiliensis brasiliensis, Caico, Rio Grande do Norte,
pelo Trypanosoma cruzi e o estudo de peptideos antimicrobianos em diferentes
espécies de triatomineos (Hemiptera, Heteroptera, Reduviidae)

Dissertacdo apresentada ao Instituto Oswaldo
Cruz como parte dos requisitos para obtencdo do

titulo de Mestre em Ciéncias.

Orientador (es): Dr2. Jane Costa
Dr2, Catarina Andréa Chaves de Araujo

RIO DE JANEIRO
Agosto de 2013



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciencias Biomeédicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

L732 Lima, Ana Carolina Bastos de

Infeccdo natural de Triatoma brasiliensis brasiliensis, Caicd, Rio
Grande do Norte, pelo Trypanosoma cruzi e o estudo de peptideos
antimicrobianos em diferentes espécies de triatomineos (hemiptera,
heteroptera, reduviidae) / Ana Carolina Bastos de Lima. — Rio de
Janeiro, 2013.

xiv, 55 1. 1il. ; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado) — Instituto Oswaldo Cruz, Pos-Graduacdo em
Biodiversidade e Salde, 2013.

Bibliografia: f. 37-51

1. Doenca de chagas. 2. Trypanosoma cruzi. 3. Defensinas. 4.
Triatomineos. 5. Triatoma brasiliensis. . Titulo.

CDD 616.9363




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de P6s-Graduacdo em Biodiversidade e Saude

AUTORA: ANA CAROLINA BASTOS DE LIMA

Infeccdo natural de Triatoma brasiliensis brasiliensis, Caic6, Rio Grande do
Norte, pelo Trypanosoma cruzi e o estudo de peptideos antimicrobianos em
diferentes espécies de triatomineos (Hemiptera, Heteroptera, Reduviidae)

ORIENTADOR (ES): Dr2. Jane Costa
Dr2, Catarina Andréa Chaves de Araujo

Aprovada em: / /

EXAMINADORES:

Prof. Dra. Jacenir Reis dos Santos Mallet - Presidente (I0C-Fiocruz)
Profa. Dr2, Suzete Araujo Oliveira Gomes (UFF)

Profa. Dr2. Ana Paula Legey (UGF)

Profa. Dr. Marcio Eduardo Felix - Revisor (I0OC-Fiocruz)

Profa. Dr2, Maria Denise Feder (UFF)

Rio de Janeiro, 15 de agosto de 2013



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz



As minhas amadas Maria (méae), Iracy (v0) e Clarinha (filha).
Y



AGRADECIMENTOS

As minhas orientadoras que acreditaram, investiram, apoiaram e que durante
esses dois anos acrescentaram e muito para o meu crescimento profissional: Dr2
Jane Costa e Dr2 Catarina Aradjo. Com certeza o incentivo e a dedicagdo de vocés
foram essenciais para a conclusdo deste trabalho. Em especial, a Dr? Catarina
Araujo que me acompanhou bem de perto, estando mais que presente em TODOS
0S momentos desta jornada, MUITO OBRIGADA!!

A Dr2 Patricia Azambuja, por ceder gentilmente ndo somente 0 espago e 0s
equipamentos em seu laboratoério, mas também pelo suporte ao trabalho.

A Dr2 Ana Maria Jansen, pelo suporte dado para que algumas etapas deste
trabalho pudessem ser concluidas, principalmente por ter cedido as cepas e ter
mantido nossos isolados.

Ao Dr José Jurberg, pelos insetos cedidos para que tudo pudesse ser
realizado e finalizado.

Ao Dr Marcio Felix, pela revisdo da minha dissertacdo e também por aceitar
ser membro da banca.

A todos os membros da banca, Dr2 Suzete Gomes, Dr2 Ana Paula Legey, Dr?
Jacenir Mallet e Dr2 Denise Feder, muito obrigada por terem aceitado o convite de
integrarem a banca para a defesa desta dissertacao.

Ao Dr Peter Waniek, por ter me acompanhado e me ajudado em varios
momentos nos experimentos, sua presenca foi fundamental para que este trabalho
pudesse estar concluido.

A CAPES pela bolsa de estudo concedida ao longo destes dois anos.

As agéncias financiadoras do projeto das defensinas: CNPq, Fiocruz-PV,
Faperj - APQ1 (E-26/110.403/2011) e Faperj - Cientistas de Nosso Estado (E-
26/100.456/2007).

A Dani Bilac e ao Marcos Lima do LABTRIP, por terem estado este tempo
todo me ajudando ndo sé na questao laboratorial, mas principalmente pela amizade
formada, adoro vocés!

A todos do LABE, que de alguma forma me ajudaram para que essa etapa
fosse concluida, principalmente a Renata Amaro.

Aos amigos da pos-graduacdo: Aline Schilithz, Ana Paula Gomes, Carol
Valente, Carol Fonseca, Cesar Coelho, Karlinha Bitencourth, Renata Rocha e

Rebecca Leal pelas 6timas risadas e por terem dividido esse momento tdo especial.

Vi



E claro, a nossa queridissima representante, que mora no coracao, Carol Dale, por
ter aturado muuuuuitas reclamacoes, ter tirado duvidas e estar sempre correndo
atras dos nossos direitos, TE ADORO!

As minhas amigatonas que tanto amo, Alyne Félix, Grazi Freitas, Lais Bessa,
Jackie Lopes e Quel Santos, por compreenderem minha auséncia muitas vezes e
principalmente por ndo sairem do meu lado. AMO MUIIITO!

As minhas mais que amigatonas, as madrinhas da Clarinha, Nata Ardente,
Suka Bernardo e Paulinha Fontoura...ndo tenho palavras para descrever a
importancia de vocés na minha vida (e agora na da Clarinha também) e, portanto, o
quanto vocés colaboraram nessa minha etapa académica também. AMO DEMAIS,
muito obrigada por tudo!

Aos meus alicerces, Maria Bastos (mae) e Iracy Bastos (v0), com certeza sem
0 apoio, a presenca, o carinho, a paciéncia, o incentivo e principalmente o amor de
vocés duas, eu ndo teria conseguido dar um passo sequer. Peco a Deus que
continue dando muita saude a vocés e que Ele continue permitindo que eu desfrute
da companhia e desse amor incondicional de vocés. MUITO OBRIGADA! AMO
VOCES!!

vii



A vida vai ficando cada vez mais dura perto do topo (Friedrich Nietzsche, 1844-1900).

viii



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Infeccdo natural de Triatoma brasiliensis brasiliensis, Caic6, Rio Grande do Norte, pelo
Trypanosoma cruzi e o estudo de peptideos antimicrobianos em diferentes espécies de
triatomineos (Hemiptera, Heteroptera, Reduviidae)

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Ana Carolina Bastos de Lima

Triatoma brasiliensis € um dos vetores da doenca de Chagas no Nordeste do
Brasil, apresentando altos indices de infec¢cdo natural pelo Trypanosoma cruzi. No
presente estudo, dois aspectos foram abordados: primeiro a coleta de exemplares
de T. b. brasiliensis oriundos de Caico, RN, para analise de infec¢éo natural por T.
cruzi, em periodos diferentes (abril e novembro de 2011). O segundo aspecto
abordado estd relacionado ao estudo do gene que codifica defensinas como
marcador molecular filogenético para a andalise de diferentes espécies de
triatomineos, incluindo o complexo T. brasiliensis, além de exemplares de T. b.
brasiliensis coletados em Caic6. Em relagéo a infeccdo natural de T. b. brasiliensis
por T. cruzi observamos um alto indice (86%), mais especificamente na localidade
de Penedo. Também foi observado que nao houve diferencas significativas entre as
expedicles realizadas nos periodos de chuva (abril de 2011) e seca (nhovembro de
2011). Além disso, cinco isolados de T. cruzi foram caracterizados molecularmente
por duas metodologias: mini-exon, 24Sa rDNA e 18S rDNA. Como resultados
observamos os dois gendétipos (Tcl e Tcll) circulando em Caicé. Foram obtidas
sequéncias do gene que codifica defensina, onde diferentes isoformas deste gene
puderam ser identificadas e caracterizadas nas diferentes espécies de triatomineos
estudadas. A espécie Panstrongylus megistus ficou nos mesmos clados que
representantes do género Rhodnius. Houve uma clara separacdo dos clados em
relacdo aos géneros Triatoma e Rhodnius. Com relacdo aos membros do complexo
T. brasiliensis, ndo foi possivel uma clara distincdo entre as espécies pelo fato da
molécula de defensina apresentar menos que 500 bp em seu tamanho, além de ser
bastante conservada, ndo sendo portanto um bom marcador para separar grupos

muito proximamente relacionados.



INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Natural infection of Triatoma brasiliensis brasiliensis, Caic0, Rio Grande do
Norte by Trypanosoma cruzi and the study of antimicrobial peptides in

different triatomine species (Hemiptera, Heteroptera, Reduviidae)
ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Ana Carolina Bastos de Lima

Triatoma brasiliensis is one of the main Chagas disease vectors in Northeastern
Brazil, presenting a high natural Trypanosoma cruzi infection rate. In the present
work, two different aspects were investigated: First, triatomines of the subspecies T.
b. brasiliensis were collected in CaicO, RN for analysis of natural infection by T. cruzi
in two dissimilar periods (April and November 2011). The second aspect is related to
use of defensin encoding genes as a phylogenetic marker for the study of different
triatomine species, mainly the T. brasiliensis species complex, including T. b.
brasiliensis specimens from Caicé. The results showed a high infection rate (86%) of
T. b. brasiliensis from Caic6 by T. cruzi, especially in insects from Penedo. No
significant differences between the rainy period (April 2011) and dried season
(November 2011) could be observed. In addition, five T. cruzi isolates were cultivated
and characterized by three different molecular methods (mini-exon, 24Sa rDNA and
18S rDNA). The results showed the presence of Tcl and Tcll genotypes circulating in
Caico. Defensin encoding genes were amplified and sequenced for different
triatomine species, showing three differing forms. Panstrongylus megistus clustered
together with representatives of the genus Rhodnius. A separation between the
genus Triatoma and Rhodnius could also be detected. However, inside of the T.
brasiliensis species complex the taxa could not be well separated. Since this
molecular marker has a size of less than 500 bp and is highly conserved defensin
encoding sequences might not be a good marker to separate closely related species

and subspecies.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas e o Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas acomete aproximadamente 8 milhfes de pessoas no
mundo todo, sobretudo na América Latina, sendo um dos maiores problemas de
saude publica (WHO 2013). A principal via de transmissao do parasito, causador da
doenca de Chagas, € o0 contato com fezes de vetores, insetos conhecidos como
triatomineos (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae), que apresentam formas
metaciclicas infectantes de Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae)
nas fezes (Figura 1) (Kollien & Schaub 2000, Garcia et al. 2007, Araujo et al. 2009).
Entretanto, outras formas de transmissdo do T. cruzi também podem ocorrer, como
transplante de érgéaos, transfusdo sanguinea e via oral (Dias 2006a, b).

Trypanosoma cruzi esta amplamente distribuido no continente americano e,
inicialmente, este parasito foi visualizado no intestino de triatomineos em Lassance,
Minas Gerais pelo cientista Carlos Chagas, que também descreveu a presenca
destes flagelados em reservatoérios (Chagas 1909).

A doenca de Chagas € caracterizada pelo amplo espectro de desfechos
clinicos, variando em severidade desde infec¢des assintométicas até as formas
graves relacionadas aos danos cardiacos, assim como no trato digestivo (Portela-
Lindoso & Shikanai-Yasuda 2003, Dias 2006a, Coura 2007). Essa doenca € também
conhecida como tripanossomiase americana e apresenta 3 caracteristicas: a aguda,
a crbnica e a congénita. Na fase aguda, em alguns casos, pode haver hiperplasia
linforeticular no ganglio linfatico, figado e baco, além da presenca de macréfagos
invadidos por células parasitarias. Em outros casos, ou concomitantemente, pode
haver miocardite aguda difusa, com edema intertiscial, hipertrofia das fibras
miocardiais e dilatacdo das cavidades cardiacas. A fase crénica se desenvolve em
30% dos casos, na qual o individuo pode apresentar, principalmente, trés formas:
indeterminada, digestiva e cardiopatia chagasica. A forma congénita ocorre em
mulheres gravidas, apresentando lesdo na placenta, favorecendo a penetracao de T.
cruzi (Coura 2007, Coura & Vifias 2010).



VERTEBRATE HOST
Figura 1- Ciclo de desenvolvimento do parasita Trypanosoma cruzi (Garcia et al. 2007).

A epidemiologia da doenca de Chagas esta em constante transformacéo e
conforme mencionado anteriormente, a transmissao vetorial de T. cruzi constitui-se
na via mais importante, sendo propiciada por espécies de vetores que infestam
domicilios. Dentre as espécies mais importantes citamos: Triatoma infestans (Klug,
1834), Triatoma dimidiata (Latreille, 1811) e Rhodnius prolixus Stal, 1859 (Dias
2000, Coura & Dias 2009, Noireau et al. 2009). Esses vetores por serem capazes de
colonizar ecotopos silvestres, peridomiciliares e domiciliares além de apresentarem
outras caracteristicas biologicas que favorecam a transmissdo de T. cruzi, sao
considerados de grande importancia epidemiolégica, como é o caso de Triatoma
brasiliensis Neiva, 1911 (Costa et al. 1998, 2003a, Silveira & Vinhaes 1999, Borges
et al. 2005, Sarquis et al. 2010).

Com o acordo do Cone Sul feito entre Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Paraguai, Uruguai e, mais tarde, Peru, objetivando o controle vetorial utilizando
inseticidas, as populacdes de T. infestans (até entdo a principal espécie vetora da
doenca), foram eliminadas ou reduzidas, resultando em uma diminuicdo na
transmissao vetorial nesses paises (Silveira & Vinhaes 1999, Dias et al. 2002, Costa
et al. 2003a). Porém, juntamente com a constante atividade antrépica também em
ambientes silvestres, varias outras especies de triatomineos ocuparam 0s nichos
deixados vagos por T. infestans, possibilitando, assim, a formacao de novos ciclos

de transmissdo da doenca de Chagas no peri e intradomicilio por espécies



autoctones (Silveira & Vinhaes 1999, Costa 1999, Costa et al. 2003a). Desta forma,
apos o controle vetorial de T. infestans, uma das espécies que passou a ter grande
importancia para o Ministério da Saude do Brasil foi T. brasiliensis, passando a ser
considerada o principal vetor da tripanossomiase americana na regiao semi-arida do
nordeste brasileiro (Costa et al. 2003a, Costa & Lorenzo 2009).

Com relacao ao parasita, T. cruzi, € um hemoflagelado pertencente a familia
Trypanosomatidae de grande variabilidade genética (Miles et al. 1977, 1978,
Tibayrenc et al. 1986, 2010) e suas caracteristicas bioquimicas, biolégicas e através
de lectinas puderam ser analisadas e registradas evidenciando sua estrutura
multiclonal (Tibayrenc & Ayala 1988, Fernandes et al. 1998, 2001, Pinho et al. 2000,
Araujo et al. 2002). A sua heterogeneidade intraespecifica tem sido extensivamente
investigada por varios métodos bioquimicos, biolégicos e moleculares (Dvorak 1984,
Tibayrenc & Ayala 1988, Fernandes et al. 1998, Burgos et al. 2007, Llewellyn et al.
2009).

Os primeiros estudos sobre a diversidade genética das subpopulagcdes de T.
cruzi foram realizados por Miles e colaboradores (1977) quando analisaram o
polimorfismo isoenzimatico de isolados obtidos de casos humanos e de mamiferos e
vetores silvestres e domésticos. Desta forma, inicialmente, conseguiu-se identificar
trés zimodemas que foram correlacionados com o ciclo de transmissdo do parasita
no Brasil: zimodema 1 (Z1) e o zimodema 3 (Z3), associados ao ciclo de transmissao
silvestre, enquanto o zimodema (Z2) foi associado ao ciclo de transmisséo
doméstico (Miles et al. 1977, Barrett et al. 1980). Posteriormente, estudos mostraram
que as diferentes subpopulacdes do T. cruzi foram agrupadas em dois genoétipos
distintos, distantes e independentes filogeneticamente: Tcl e Tcll (Souto et al. 1996,
Zingales et al. 1998). Brisse e colaboradores (2000, 2001) desenvolveram estudos
sobre DTUs classificando o parasita em seis subdivisbes: Tcl, Tclla-e, onde
recentemente, na tentativa de melhor entender a estrutura populacional que compde
o tdxon T. cruzi, foi proposto por um novo comité uma nova nomenclatura, a saber:
Tcl-TcVI (Zingales et al. 2009, 2012).

Considerando seus habitats e hospedeiros, T. cruzi é um parasita eclético
transmitido em uma rede parasitaria bem estabelecida em todos os biomas (Garcia
et al. 2007, Araujo et al. 2009). Além disso, estudos apontam para a existéncia de
dois ciclos principais de transmisséo de T. cruzi: (i) ciclo de transmisséo silvestre, no
qual o parasita circula entre os animais silvestres, incluindo uma grande diversidade

de espécies de mamiferos e de triatomineos e (ii) ciclo de transmissao domeéstico, no
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gual humanos e animais domeésticos e sinantrépicos estédo envolvidos (Fernandes et
al. 1998, 1999, Jansen et al. 1999).

Atividades antropicas, que muitas vezes alteram drasticamente o ambiente
silvestre, podem favorecer a domiciliacdo de insetos silvestres nas habitacdes
humanas e podem, também, explicar a associacdo destes dois ciclos de
transmissdo. A complexidade da transmissdo de T. cruzi esta claramente
documentada pelas recentes infec¢gbes orais, nas quais estdo ocorrendo com
aumento frequente em diferentes regibes do Brasil, independentemente de
domiciliacao de triatomineos (Dias 2006b, Steindel et al. 2008).

Vale a pena ressaltar que apesar da interacdo de T. cruzi com diferentes
reservatorios na natureza estar bem compreendida, € evidente que ndo somente 0s
mamiferos, mas também os triatomineos sédo capazes de selecionar subpopulacdes
de T. cruzi, agindo assim, como filtros biolégicos (Araujo et al. 2009). Além disso, o
bioma, a diversidade de populacdo de animais silvestres, os micro-climas, e as
diferentes areas geograficas também sdo aspectos muito importantes que podem
estar exercendo influéncias nestas interacdes (Coura et al. 2002, Cox et al. 2004,
Araujo et al. 2009, Noireau et al. 2009).

1.2 Triatomineos e as espécies estudadas

Os vetores da doenca de Chagas sao insetos da subfamilia Triatominae
(Hemiptera, Heteroptera, Reduviidae), denominados triatomineos. Sao percevejos
hemato6fagos obrigatérios, vulgarmente conhecidos como barbeiro, chupao, pocoto,
fincudo, bicdo entre outros nomes (Lent & Wygodzinsky, 1979). Estes insetos sofrem
metamorfose incompleta (hemimetabolicos) e desenvolvem-se a partir do ovo até a
fase adulta, incluindo cinco estadios ninfais. O tempo de desenvolvimento pode
variar de acordo com a espécie e também de acordo com as condi¢cdes ambientais e
climéticas (Lent & Wygodzinsky 1979, Jurberg & Galvao 2006).

Atualmente, a subfamilia Triatominae estd constituida por 147 espécies
agrupadas em 18 géneros e 5 tribos (Galvdo & Angulo 2006, Costa & Felix 2007,
Martinez et al. 2007, Bérenger & Blanchet 2007, Jurberg et al. 2009, Frias-Lassere
2010, Rosa et al. 2012, Goncalves et al. 2013). Deste total, 63 ocorrem no Brasil e
36 destas espécies sao endémicas. O Brasil € o pais onde esta registrada a maior
diversidade da fauna triatominica, que ocorre principalmente no Cerrado e na

Caatinga (Costa & Lorenzo 2009, Gurgel-Gongalves et al. 2012).
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Dessas 147 espécies, a grande maioria ocorre apenas no ambiente silvestre e
nao apresenta importancia para a transmissdo da doenca para humanos como, por
exemplo: Cavernicola lenti Barrett & Arias, 1985 e Cavernicola pilosa Barber, 1937,
ambas associadas a morcegos; e espécies do género Psammolestes
(Psammolestes coreodes Bergroth, 1911, Psammolestes tertius Lent & Jurberg,
1985 e Psammolestes arthuri Pinto, 1926), que estdo associadas a passaros (Lent &
Wygodzinsky 1979, Galvao et al. 2003). Apenas cerca de uma dezena de espécies
apresentam importancia epidemioldgica por serem capazes de colonizar o domicilio
humano, onde cerca de 80% dos casos da doenca de Chagas s&o transmitidos
(Galvao et al. 2003, Schofield & Galvao 2009).

No Brasil, as espécies consideradas de importancia primaria sédo: T. infestans
(que hoje ocorre apenas em alguns focos residuais devido as eficazes medidas de
controle), Panstrongylus megistus Stal, 1859 e T. brasiliensis. As principais espécies
secundarias s&o: Triatoma sordida (Stal, 1859), Triatoma pseudomaculata Corréa &
Espinola 1964, Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843), Rhodnius neglectus Lent,
1954, Rhodnius nasutus Stal, 1859, Panstrongylus lutzi (Neiva & Pinto 1923),
Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811), entre outras (Lent & Wygodzinsky, 1979,
Silveira & Vinhaes 1999, Costa & Lorenzo 2009).

A seguir sdo mencionadas algumas caracteristicas ecoldgicas de espécies
que apresentam importancia epidemiologica para a transmissdo da doenca de
Chagas e que foram utilizadas neste estudo:

Rhodnius prolixus € um dos vetores da doenca de Chagas mais eficientes,
sendo considerado o segundo vetor mais importante. Mostra-se bem adaptado aos
habitats peri e intradomicilares, especialmente na América Central, Venezuela e
Colémbia, onde é considerado como um importante vetor doméstico de T. cruzi,
porém, no Brasil tem importancia secundaria (Schofield & Galvdo 2009). Sua
distribuicdo tem mostrado uma notavel descontinuidade e apesar de estar
amplamente distribuido em partes da Venezuela e da Colémbia e em outros paises
da América Central, nunca foi registrado no Panama e nem no sudeste ou na parte
central da Costa Rica (Dias 1953, Schofield 1989). No ecétopo silvestre, R. prolixus
encontra-se principalmente adaptado a palmeiras e ninhos de Mycteria americana.

Rhodnius nasutus € predominantemente encontrado na Caatinga, na Regiéao
Nordeste do Brasil, habitando palmeiras da espécie Copernicia prunifera, podendo
ser encontrado também em outras palmeiras e arvores deste bioma (Pinto & Bento

1986, Sarquis et al. 2004, Lima & Sarquis 2008). Apesar de ser considerada como
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uma espécie endémica da Caatinga, existem registros de R. nasutus em areas de
transicdo com a Floresta Amazb6nica e também com o Cerrado (Batista & Gurgel-
Goncalves 2009).

Panstrongylus megistus é uma espécie de ampla distribuicdo geografica
(Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai, Uruguai). No Brasil € a mais amplamente
distribuida, estando registrada em 22 estados, podendo ser encontrada tanto na
Mata Atlantica, como no Cerrado e na Caatinga (Silveira 2011, Gurgel-Gongalves et
al. 2012). Apresenta niveis distintos de adaptacdo aos ecoétopos domiciliares,
dependendo da regido do pais (Forattini 1980, Dias et al. 2000, Villela et al. 2009).
Na Regi&o Sul é considerado silvestre (Ramos et al. 2008). E uma espécie que esta
associada a ambientes com altos niveis de umidade, entretanto pode ser também
encontrada na Regido Nordeste do Brasil, em microclimas mais secos. Nessa
regido, infesta frequentemente o intra e o peridomicilio (Barreto 1979, Sherlock
1979, Forattini 1980, 2006, Patterson et al. 2009). E comumente encontrado em
palmeiras, ocos de arvores, associado a marsupiais, o que explica seus altos indices
de infeccéo natural (Forattini et al. 1977, Patterson et al. 2009).

Triatoma sordida apresenta ampla distribuicdo geografica em diferentes
paises da América Latina (Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai). No Brasil, ocorre
em varios estados (Piaui, Pernambuco, Mato Grosso, Tocantins, Goias, Distrito
Federal, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul). Estd amplamente distribuido no Cerrado, podendo ser encontrado em outros
biomas, como Pantanal e Caatinga (Lent & Wygodzinsky 1979). Nos ecétopos
naturais € encontrado habitando cascas de arvores e ninhos de passaros. Em
ambientes antropizados € encontrado, principalmente, no peridomicilio, em
galinheiros e em éareas que no passado foram usadas para atividades agricolas
(Forattini et al. 1971, 1980, Carcavallo et al. 1988, Diotaiuti et al. 1993, Klink &
Machado 2005). Apesar das altas infestacbes registradas por T. sordida no
peridomicilio, esta espécie ndo € considerada um bom vetor da doenca devido ao
seu alto grau ornitofilico e baixos indices de infec¢ao natural por T. cruzi (Forattini et
al. 1971, Diotaiuti et al. 1998, Argolo et al. 2008).

1.2.1 Complexo Triatoma brasiliensis

Estudos multidisciplinares (morfologicos, bioldgicos, ecologicos,
isoenzimaticos e de sequéncias de DNA mitocondrial) mostraram que o complexo
Triatoma brasiliensis é constituido por 2 subespécies e 3 espécies que ocorrem em
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areas geograficas distintas: Triatoma brasiliensis brasiliensis Neiva, 1911; Triatoma
brasiliensis macromelasoma Galvado 1956; Triatoma melanica Neiva & Lent, 1941;
Triatoma juazeirensis Costa & Felix, 2007; e Triatoma sherlocki Papa et al. 2002
(Figura 2) (Costa 1997, Costa et al. 1997a, 1997b, 1998, 2002, 2003b, Monteiro et
al. 2004, Mendonca et al. 2009, Costa et al. 2013, no prelo).

Apesar das diferencas morfologicas, ecoldgicas e genéticas observadas neste
grupo, progenes viaveis foram produzidas através de cruzamentos experimentais
sob condicdes laboratoriais entre todas as possiveis combinacdes, sugerindo uma
origem monofilética para o grupo (Costa et al. 2003b, Correia et al. 2013, no prelo).
Como resultado taxénomico de tais estudos, uma nova espécie foi descrita, T.
juazeirensis (Costa & Felix 2007) e a subespécie T. b. melanica foi elevada a
categoria de espécie, sendo entdo T. melanica (Costa et al. 2006). Mais
recentemente, T. b. macromelasoma foi redescrito e seu status como subespécie foi
revalidado (Costa et al. 2013, no prelo). Estudos morfoldgicos recentes e de anélise
das sequéncias de 2 genes distintos do citocromo B entre as espécies do complexo,
confirmaram a inser¢cdo de T. sherlocki neste grupo, além de sugerirem que este
taxon se trata de uma espécie-irma de T. melanica, com forte suporte cladistico
segundo Mendonca et al. (2009). A seguir listamos os membros do complexo T.
brasiliensis e suas principais caracteristicas ecoldgicas e epidemiolégicas com base
principalmente nos estudos realizados por Costa et al. (1998, 2003a, 2013, no
prelo).

Triatoma b. brasiliensis ocorre nos estados do Maranhéo, Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte e Paraiba. Estd amplamente distribuido na Caatinga, sendo
encontrado com variaveis percentuais de infeccdo natural por T. cruzi e por isso
considerado como a principal espécie vetora em areas semiaridas do nordeste
brasileiro. E considerado de maior importancia epidemiolégica quando comparado
aos outros membros deste complexo de espécies. Pode ser encontrado em
diferentes ecétopos no ambiente silvestre, habita frequentemente fendas de rochas
em associacdo com roedores e outros animais que apresentam niveis significativos
de infec¢do natural por T. cruzi (Alencar 1987, Costa et al. 1998). Nos ecoétopos
peridomiciliares pode ser encontrado em galinheiros, currais, cercas de madeira,
muros de pedras, etc. No intradomicilio pode também desenvolver infestacdes

numerosas.



Triatoma b. macromelasoma esta distribuido no estado de Pernambuco.
Encontra-se tanto no ambiente silvestre (em pedregais), quanto, principalmente, no
peridomicilio, raramente infesta o interior das residéncias (Argolo et al. 2008).

Triatoma melanica esta geograficamente restrito ao norte de Minas Gerais e
ao sul da Bahia. Esta espécie € encontrada exclusivamente no ambiente silvestre
(em pedregais) e tem capacidade de invadir os domicilios, principalmente nos
periodos de seca. Nao existem registros desta espécie colonizando o interior dos
domicilios (Argolo et al. 2008).

Triatoma juazeirensis esta restrito ao estado da Bahia e é encontrado no
ambiente silvestre (em pedregais) e no peridomicilio, podendo infestar o
intradomicilio. Seus indices de infec¢do natural variam de localidade para localidade
(Argolo et al. 2008).

Triatoma sherlocki era considerado, originalmente, como sendo
exclusivamente silvestre, baseando-se nos exemplares coletados no municipio de
Gentio do Ouro, Bahia (Papa et al. 2002). Apesar de ter sido descrito, primeiramente
como uma subespécie de T. brasiliensis (Cerqueira 1982), T. sherlocki foi
considerado como estando relacionado com Triatoma lenti Sherlock & Serafim,
1967. Existem poucos estudos a respeito desta espécie, sendo somente conhecida
em sua localidade-tipo: o distrito de Santo Inacio, no municipio de Gentio do Ouro,
Bahia. Mais recentemente, estudos moleculares mostraram que T. sherlocki deveria
ser incluido no complexo T. brasiliensis (Mendonca et al. 2009) e que, apesar de
suas caracteristicas morfoldgicas bem diferenciadas em compara¢do com 0S outros
membros do complexo, hibridos férteis foram obtidos através de cruzamentos
experimentais entre todos os membros desse complexo de espécies. Um achado
interessante foi o encontro de T. sherlocki colonizando o intradomicilio apresentando
significativo indice de infeccao natural (Almeida et al. 2009).

Os indices de infeccdo natural das subespécies e espécies que constituem
este complexo variam ao longo de suas distribuices geogréaficas sendo, portanto,
um interessante modelo para estudos sobre a ecologia da doenca de Chagas e
dispersdo de T. cruzi, além de podermos explorar questdes ligadas a interacao
parasito-vetor (Silveira & Vinhaes 1999, Costa et al. 2002, 2003a, 2006, 2009, Costa
& Felix 2007, Costa & Lorenzo 2009).



Figura 2 - Os cinco membros do complexo Triatoma brasiliensis.
(1) T. brasiliensis macromelasoma, (2) T. brasiliensis brasiliensis, (3) T. juazeirensis, (4) T.

melanica, (5) T. sherlocki. Escala: 5 mm (Costa et al. 2013, no prelo).

1.3. Caic6 — Rio Grande do Norte

Caic6é € um municipio brasileiro pertencente ao estado do Rio Grande do
Norte. Principal cidade da regido do Seridd, regido centro-sul do estado distante 256
km da capital estadual, Natal. Seu territério ocupa uma area de 1.228,574 kmz2, o
equivalente a 2,33% da superficie estadual, posicionando-o como o quinto municipio
com maior extensdo do Rio Grande do Norte (Figuras 3 e 4). Localizada na
confluéncia dos rios Serid6 e Barra Nova, na microrregido do Seridé Ocidental, exibe
uma altitude média de 151 metros (IBGE 2010) (Figura 5).



Figura 3 - Mapa de localizagdo do municipio de Caic6, RN. (fonte:

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:RN-mapa-Caic%C3%B3.png)

A populagéo de Caico, em 2011, estava em torno de 63.147 habitantes, o que
a colocou como a sétima cidade mais populosa do estado, sendo a segunda mais
populosa do interior do Rio Grande do Norte, com uma densidade populacional de
51 habitantes por kmz (IBGE 2010).

O clima é do tipo semiarido com sua estacdo chuvosa atrasando-se para
outono sujeito a regime irregular de chuvas, acontecendo entre os meses de
fevereiro a maio, com média de precipitacdo pluviométrica anual de 716,6 mm. O
municipio apresenta grande amplitude térmica, com média de 27,5°C, minima de
18,0°C e maxima de 33,3°C (IDEMA 2011).

Conhecida como Caatinga Subdesértica do Serid6 - vegetacdo mais seca do
estado e segunda mais arida da Caatinga - é caracterizada pela vegetacao baixa, de
cactos espinhentos e agressivos, agarrados ao solo, de arbustos espacados, com
capins de permeio e manchas desnudas, em terra procedente do Arqueano, muito
erodida e aspera. As espécies predominantes nesta localidade s&o: a jurema, o
pinh&o bravo, o pereiro, 0 xiquexique, a faveleira, a malva rasteira, 0 angico, o0 pau-
branco, o marmeleiro e o mata pasto (Duque 2004).

Estudos feitos por Costa e colaboradores (1998, 2003a), abordando algumas
cidades do Rio Grande do Norte, incluindo CaicO, demonstraram que a taxa de

infeccdo natural por T. cruzi em T. brasiliensis para esta regido é de 15% para o
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municipio e de 4,5% para o estado. Estudos nesta localidade tornam-se importantes
por ser a localidade-tipo de T. b. brasiliensis, por apresentar altas infestacdes por
esta subespécie, tanto em ambientes naturais como em ecotopos artificiais, e
também pelo fato da regido estar sob forte impacto ambiental, devido principalmente
a taxa de crescimento da populacdo humana e ao crescimento das cidades e

municipios.

Figura 4 — Caic9, fisionomia da localidade.

Figura 5 - Caic6/Penedo, fisionomia da localidade.
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1.4 Peptideos antimicrobianos e as defensinas

A imunidade inata exerce um papel de grande importancia no controle de
infecgdes por microorganismos tanto em vertebrados como em invertebrados. No
caso de insetos, infeccdes por bactérias e/ou parasitas podem ser controladas pelos
AMPs (peptideos antimicrobianos) (Boulanger et al. 2006).

Dentro deste cenario, os AMPs sdo moléculas pertencentes ao sistema de
imunidade humoral em insetos, sendo geralmente sintetizados em resposta a uma
infeccdo na hemocele por bactérias, fungos ou parasitas (Hetru et al. 1998,
Lamberty et al. 1999), onde a maioria destas moléculas é produzida no corpo
gorduroso (equivalente ao figado de mamiferos) ou nos hemdcitos e,
posteriormente, liberados para a hemolinfa dos insetos (Dimarcq et al. 1998,
Lamberty et al. 1999, Lopez et al. 2003, Bulet et al. 2004, Aradjo et al. 2006).
Existem diferentes classes de AMPs, comumente encontrados em diferentes
espécies de insetos, podendo-se mencionar as drosomicinas, diptericinas,
cecropinas, atacinas, mas destacaremos aqui as defensinas.

As defensinas sdo peptideos geralmente catibnicos com peso molecular de
aproximadamente 4 kDa, contendo em suas estruturas trés pontes dissulfidicas,
formadas por seis residuos de cisteina e trés dominios caracteristicos: um loop
amino-terminal flexivel, seguido por uma a-helice e uma B-folha anti-paralela
carboxi-terminal (Bonmantin et al. 1992, Bulet et al. 1999, Ganz 2003). Estas
moléculas tém sido isoladas de diferentes organismos, tais como: humanos,
mamiferos, insetos e plantas, sendo consideradas como parte da resposta imune
inata de diferentes espécies de insetos de diferentes ordens como: Odonata,
Diptera, Coleoptera, Lepidoptera e Hemiptera (Bulet et al. 1992, Ishibashi et al.
1999, Lamberty et al. 1999, Lopez et al. 2003, Ganz 2003, Bartholomay et al. 2004)
(Figura 6).

Insect defensin A

Figura 6 - Estrutura secundaria da molécula de defensina A de inseto (Ganz 2003).
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As defensinas s&o moléculas abundantemente encontradas em células e
tecidos que estejam relacionados a defesa contra microorganismos e possuem
atividade principalmente contra bactérias Gram-positivas, apesar de também
possuirem acao contra bactérias Gram-negativa e fungos (Ganz 2003, Thevissen et
al. 1999, 2004). Dentro do grupo de defensinas, existem duas principais sub-
familias: a e B defensinas, que se diferem pelo tamanho das cadeias peptidicas ao
longo dos residuos de cisteinas presentes em suas estruturas (Ganz 2003), onde
em se tratando de insetos, as defensinas sédo do tipo a linear, também encontradas

em vertebrados.

1.5 Justificativa

Triatoma brasiliensis brasiliensis € hoje um dos principais alvos para as
campanhas de monitoramento e controle vetorial da doengca de Chagas no nordeste
do Brasil. Este vetor faz parte de um complexo de espécies que apresenta variados
potenciais de transmissao de T. cruzi e muitos dos aspectos relacionados a
interacdo parasita vetor ainda estdo por ser explorados, hdo somente nas espécies
do complexo T. brasiliensis, mas também no grupo dos triatomineos em geral.

Para se entender a relagcéo parasito-vetor, um dos importantes aspectos a ser
abordado é o estudo da imunidade inata em triatomineos, uma vez que O
estabelecimento da infec¢do por T. cruzi no intestino depende de diferentes fatores
bioquimicos e fisiolégicos.

O presente trabalho abordou como primeiro aspecto a avaliacdo da presenca
ou ndo de T. cruzi nas fezes dos exemplares de T. b. brasiliensis coletados em
Caic6, bem como a caracterizacdo das cepas de T. cruzi provenientes destes
insetos. O segundo aspecto abordado, foi o estudo filogenético com base nas
sequéncias de genes que codificam defensina nos diferentes membros do complexo
T. brasiliensis, inclusive exemplares de T. b. brasiliensis coletados em areas do
municipio de Caicé (Rio Grande do Norte) que é a localidade-tipo dessa subespécie.

Neste contexto, T. b. brasiliensis capturados naturalmente infectados no campo
foram avaliados para saber se poderiam apresentar polimorfismos nas sequéncias
das diferentes isoformas de defensinas, quando comparados com T. brasiliensis né&o

infectados. Aléem de uma analise filogenética entre os membros do complexo T.
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brasiliensis, diferentes isoformas de defensinas também foram identificadas e

caracterizadas de outras espécies de triatomineos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a infeccdo natural por Trypanosoma cruzi de exemplares de T. b.
brasiliensis coletados em Caicd, Rio Grande do Norte, bem como isolar e
caracterizar diferentes isoformas do gene que codifica defensina nos diferentes

membros do complexo T. brasiliensis além de outras espécies de triatomineos.

2.2 Objetivos Especificos

1- Confirmar os indices de infeccdo natural por T. cruzi observados em Caico (duas

expedicdes em periodos diferentes), Rio Grande do Norte.

2- Realizar a caracterizacdo molecular das cepas de T. cruzi isoladas de exemplares

de T. b. brasiliensis coletados no municipio de Caico.

3- Identificar e caracterizar os genes que codificam defensinas para os membros do
complexo T. brasiliensis: T. b. brasiliensis, T. b. macromelasoma, T. juazeirensis, T.

melanica, T. sherlocki além de outras espécies triatominicas.

4- Realizar um estudo filogenético entre os membros do complexo T. brasiliensis e
outras espécies de triatomineos comparando as sequéncias dos genes que
codificam as defensinas obtidas deste estudo com as sequencias de outros insetos

anteriormente caracterizadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

Foram realizadas duas expedi¢cbes a Caicd, onde exemplares de T. b.
brasiliensis foram coletados. A primeira expedicdo ocorreu em abril de 2011, com
trés localidades estudadas neste municipio, a saber: Penedo, Pedra do Sino e llha
Santana. Duas outras localidades pertencentes a outros dois municipios adjacentes
também foram estudadas: Mulungu - S&o Jodo de Sabugi e Fazenda - Séo
Fernando. A segunda expedicdo ocorreu em novembro do mesmo ano, sendo

somente considerada a localidade de Penedo - Caicd.

3.2. Origem de insetos

Em Caic6, forma coletados exemplares de T. b. brasiliensis para o estudo da
infeccdo natural por T. cruzi.

Ninfas de 5° estadio (N5) de T. b. macromelasoma e T. melanica foram
obtidas da colbnia pertencente ao Laboratério de Biodiversidade Entomolégica
(IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro). Ninfas de 5° estadio (N5) de T. juazeirensis, T.
sherlocki, P. megistus, T. sordida, R. nasutus e R. prolixus foram cedidas
gentiimente pelo Dr. José Jurberg (Laboratério Nacional e Internacional de
Referéncia em Taxonomia de Triatomineos - IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro), além
de ninfas de 5° estadio (N5) de R. prolixus também cedidas gentilmente pela Dr?
Patricia Azambuja (Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos -
IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro). Todas essas espécies triatominicas foram utilizadas
para o estudo filogenético tendo como marcador molecular genes que codificam

defensinas.

3.3 Infeccao natural por T. cruzi

Somente exemplares adultos de T. b. brasiliensis coletados em Caico,
provenientes das duas expedicoes, foram analisados. Para esta analise, os insetos

foram submetidos a compressdo abdominal e as fezes coletadas foram depositadas
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em laminas contendo solucédo salina (PBS, pH 7.2), para a posterior checagem da

presenca ou nao de T. cruzi, utilizando microscopio éptico.

3.4 Origem dos isolados e caracterizagdo molecular das cepas de T. cruzi

Os isolados de T. cruzi foram obtidos de cinco exemplares de T. b. brasiliensis
coletados em CaicO (abril de 2011). Os parasitas foram cultivados em meio de
cultura McNeal, Novy e Nicolle (NNN), contendo infusdo de figado e triptose (LIT),
suplementado com 10% de soro fetal de bovino (Chiari & Camargo 1984, Araujo et
al. 2007, 2008, 2011). A manutencdo dos isolados de T. cruzi foi gentilmente
realizada pelo Laboratério de Biologia de Tripanosomatideos/IOC. As culturas de T.
cruzi foram lavadas duas vezes com PBS (pH 7,2) e centrifugadas a 2800g para a
extracdo de DNA genbmico. O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit SV
Genomic DNA Purification System (Promega, Madison, USA), seguindo protocolo do
fabricante. Foi feita amplificacdo do gene de mini-exon por PCR seguindo a
metodologia de Fernandes et al. (1998). Os dominios de 24Sa rRNA e 18S rRNA
também foram amplificados pela reacdo PCR, anteriormente descrito por Brisse et
al. (2001) e Araujo et al (2011). Para a visualizacdo dos produtos amplificados, foi
realizada eletroforese em gel de agarose a 2% e 4%, respectivamente, sendo 0s

géis corados com brometo de etideo.

3.5 Extracéo de RNA, DNA gendmico e PCR

Para a extracdo de RNA e DNA génomico, foram utilizados o trato digestivo
de dez ninfas de 5° estadio (N5) de cada espécie de triatomineo estudada. Ambas
as extracdes foram realizadas utilizando o kit SV Total RNA Isolation System
(Promega, Madison,USA) e SV Genomic DNA Purification System kit (Promega,
Madison, USA), respectivamente, seguindo protocolos do fornecedor. A transcri¢ao
reversa foi realizada conforme descrito anteriormente por Araujo et al. (2006) e
Waniek et al. (2009a,b, 2012).

As amplificacbes do gene que codifica defensina para todas as espécies
vetoras estudadas foram feitas pela técnica de PCR, assim como os primers foram
desenhados segundo Araujo et al. (2006) e Waniek et al. (2009b). Os produtos

amplificados foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose a 1% e
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corados com brometo de etideo. Posteriormente, cada fragmento obtido foi
purificado utilizando o kit NucleoSpin® Extract 1l (Macherey Nagel, Germany),
seguindo protocolo do fabricante. Os produtos purificados foram sequenciados, no
minimo trés vezes nos sentidos forward (3’-5’) e reverse (5’-3’) cada, através da
Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ, o que resultou no total
em torno de 400 sequéncias. Entretanto, considerando todo o experimento, gerou-se
um total de 600 sequéncias obtidas do sequenciamento, mas muitas ndo serviram
para o presente estudo. As sequéncias obtidas com sucesso foram analisadas
utiizando o programa Clustal W, Versdao 1.83 (Thompson et al. 1994) e

posteriormente submetidas para o GenBank.

3.6 Andlise filogenética

As arvores filogenéticas foram construidas com analise Neighbor-Joining (NJ),
utilizando modelo de distancia genética Kimura 2—parameter (K2P) com o programa
MEGA versao 5.1 com 1000 repeticées bootstrap e pairwise deletion (Tamura et al.
2007).
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4 RESULTADOS

4.1 Coleta de insetos

Em abril de 2011 (primeira expedi¢cdo), foi coletado um total de 340 insetos
em cinco localidades pertencentes a trés municipios. No municipio de Caic6 foram
coletados 225 exemplares de T. b. brasiliensis, considerando as trés localidades
estudadas: Penedo (110 insetos), Pedra do Sino (72 insetos) e Ilha Santana (43
insetos). Em S&o Jodo do Sabugi, 43 exemplares de T. b. brasiliensis foram
coletados em Mulungu. Em S&o Fernando, 24 exemplares de T. b. brasiliensis foram
coletados na localidade Fazenda (Tabela 1). Outras localidades pertencentes a
estes municipios foram visitadas, totalizando 48 insetos coletados, entretanto
nenhum exemplar foi submetido a anélise de infec¢é@o natural por T. cruzi.

Em relacdo a Penedo, foram capturados 57 exemplares adultos de T. b.
brasiliensis e 59 ninfas dessa subespécie. Em Pedra do Sino foram coletados 21
exemplares de T. b. brasiliensis (adultos) e 51 ninfas. Em Ilha de Santana foram
coletados sete exemplares de T. b. brasiliensis (adultos) e 38 ninfas. Na localidade
de Mulungu foram coletados dois exemplares de T. b. brasiliensis adultos e 41
ninfas, e por ultimo, na localidade de Fazenda foram coletados quatro exemplares
de T. b. brasiliensis adultos e 20 ninfas (Tabela 1). Entretanto, na segunda
expedicdo, somente Penedo foi considerada como area de estudo, sendo coletado
um total de 315 exemplares de T. b. brasiliensis (160 adultos e 155 ninfas) (Tabela
1).

4.2 Infeccao natural por T. cruzi

Durante a primeira expedicdo, dos 340 exemplares de T. b. brasiliensis
coletados, 127 insetos foram analisados para a checagem da presenca de T. cruzi.
Destes, 53 exemplares de T. b. brasiliensis (41,7%) estavam positivos para infec¢ao
por T. cruzi (Tabela 1). Por outro lado, na segunda expedicao, o total de insetos
coletados foi de 315 exemplares de T. b. brasiliensis, onde 144 em estagio adulto
foram checados para presenca de T. cruzi. Dos 144 insetos coletados, 125

exemplares (86,8%) estavam positivos para infec¢ao por T. cruzi (Tabela 1).
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Considerando a primeira expedicdo em Caicé, as localidades de Pedra do
Sino (ec6topo peridomiciliar), Ilha Santana (ec6topo silvestre) e Penedo (ecétopo
silvestre), apresentaram taxas de infeccao natural por T. cruzi de 2,8%, 41,2% e
80%, respectivamente. Na segunda expedicdo, restrita somente a localidade de
Penedo, foi registrada uma taxa de 86,8% (Tabela 1). Além disso, os pontos de
coleta em Penedo (novembro de 2011) também apresentaram diferencas nas taxas
de infeccdo natural devido ao diferente nUmero de insetos coletados nestes pontos
(Tabela 2). Em Sdo Jodo de Sabugi, na localidade chamada Mulungu, a coleta foi
realizada no intradomicilio, onde dos 17 triatomineos examinados, nenhum
apresentou infeccdo por T. cruzi. Em S&o Fernando, na localidade Fazenda, a coleta
também foi domiciliar, onde dois insetos foram analisados e somente 1 (um)
apresentou infeccao por T. cruzi (Tabela 1). Foram coletados trés exemplares de T.
petrochii habitando a mesma rocha que T. b. brasiliensis em Penedo (novembro de
2011).

Tabela 1 - Nimero total de Triatoma brasiliensis brasiliensis coletados, analisados e
infectados por Trypanosoma cruzi, em Caic6 e outras localidades - RN, em abril e novembro de
2011

Insetos Penedo Penedo Pedra do Sino Ilha Mulungu Fazenda
(Abril) (Nov) Santana
Coletados (adultos/ninfas/total) 54/56/110  160/155/315 21/51/72 4/38/43 2/41/43 4/20/24
Analisados™* 55 144 36 17 17 2
Infectados 44 (80%) 125(86.81%) 1(2.78%) 7 (41.17%) 0 1

*Somente adultos foram analisados

Tabela 2 - Nimero total de Triatoma brasiliensis brasiliensis adultos coletados,
analisados e infectados por Trypanosoma cruzi em diferentes pontos de coleta em Penedo,
Caic6 — RN em novembro de 2011.

Insetos Loc A Loc B Loc C LocD Loc E
Coletados 1 23 83 10 43
Analisados 1 18 83 10 32
Infectados 1 (100%) 13 (72.2%) 78 (94%) 6 (60%) 27 (84.4%)

Loc: pontos de coleta
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4.3 Caracterizacdo molecular das cepas de T. cruzi

Apoés a amplificacdo do gene mini-exon dos cinco isolados de T. cruzi obtidos
de T. b. brasiliensis de Caic6 (primeira expedicdo), os resultados mostraram que 0s
isolados TBG1, TBG2 e C5 séo do tipo Tcl, uma vez que apresentaram tamanho de
bandas equivalentes a 350 bp (Fernandes et al. 1998). Por outro lado, os isolados
E1l e TBG3 apresentaram, no perfil genotipico, bandas equivalentes ao tamanho de
300 bp, sendo considerados Tcll (Figura 7).

Com relacdo a caracterizacdo desses mesmos isolados utilizando os genes
24Sa e 18S ribossomais, TBG1, TBG2 e C5 apresentaram bandas eletroforéticas de
tamanhos 110 bp e 175 bp respectivamente, sendo portanto considerados como Tcl;
enquanto os isolados E1 e TBG3 apresentaram tamanhos de banda equivalentes a
125 bp e 165 bp respectivamente, sendo considerados Tcll (Brisse et al. 2001)
(Figura 8).

bp 1 2 3 - 5 6 7 8 9 10

1500 -

400-
300-

Figura 7 - Amplificacéo de produtos de PCR de genes Mini-exon de T. cruzi analisados
em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio.

Coluna: (1) marcador 100 bp (Promega, USA); (3-7) isolados de T. cruzi E1, TBG1,
TBG2, TBG3 e C5 (todos oriundos de T. b. brasiliensis - Caicd, RN); (9) e (10) controles Tc2-
JCAS3 (T. brasiliensis - Jo&do Costa, Piaui) e Tc1-645 (Didelphis marsupialis — Tereso6polis, RJ),

respectivamente.
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Figura 8 - Amplificacdo de produtos de PCR de genes 24Sa rRNA e 18S rRNA de T.
cruzi analisados em gel de agarose a 4% corado com brometo de etidio.

Colunas: (1), (10) e (19) marcador 25 bp (Promega, USA); (2-6) isolados de T. cruzi E1,
TBG1, TBG2, TBG3 e C5 (todos oriundos de T. b. brasiliensis - Caicd, RN); (11-15) isolados de
T. cruzi E1, TBG1, TBG2, TBG3, C5 (todos oriundos de T. b. brasiliensis - Caicd, RN); (8) e (17)
controle Tc2-JCA3 (T. brasiliensis - Jodo Costa, Piaui); (9) e (18) controle Tc1-645 (Didelphis

marsupialis — Teresopolis, RJ).

4.4 Analise das sequéncias dos genes que codificam defensina

Apéds o PCR com os primers especificos, transcricdo reversa para a obtencao
de cDNA e o alinhamento dos fragmentos de cDNA e gDNA, foram obtidas
sequéncias de genes que codificam defensina dos membros do complexo T.
brasiliensis, além das espécies T. sordida, P. megistus, R. prolixus e R. nasutus.
Para testar a qualidade das reacfes de transcricdo reversa e também pelo fato da
actina ser um gene de expressdo constitutiva, inicialmente foram feitos PCRs
utilizando este gene como parametro para saber se todos os cDNAs obtidos das
diferentes espécies de triatomineos apresentavam qualidade para continuar os
experimentos envolvendo o gene que codifica defensina. Todos os PCRs
envolvendo o gene de actina funcionaram para cada cDNA obtido no estudo.
Entretanto, a técnica utilizando a actina foi somente realizada para cDNA, uma vez
gue a transcricdo reversa € uma etapa bastante critica e nem sempre eficaz.

Com relacdo as sequéncias de cDNA obtidas de defl do género Triatoma,
defA, defB, defC referentes aos géneros Rhodnius e Panstrongylus, todas possuem
regido codificante de 285 bp, apresentando sempre o cédon de iniciagcdo ATG e stop
cédon (TGA). Por outro lado, as sequéncias de cDNA obtidas de def3 e def4 do
género Triatoma apresentaram regiao codificante de 282 bp, com 0s mesmos stop
coédons dos outros genes, anteriormente mencionados.
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Em relacio ao DNA genbmico, as sequéncias obtidas apresentaram
tamanhos variaveis de introns e exons. As sequéncias de gDNA obtidas de defl
referentes as subespécies T. b. brasiliensis e T. b. macromelasoma e as espécies T.
juazeirensis, T. melanica e T. sherlocki apresentaram o primeiro exon com tamanho
de 88 bp, intron com 107 bp e o segundo exon com tamanho de 197 bp,
respectivamente, totalizando 392 bp. Entretanto, a espécie T. sordida apresentou
defl com primeiro exon no tamanho de 88 bp, intron com 108 bp e 0 segundo exon
com mesmo tamanho das espécies anteriormente mencionadas, totalizando 393bp.
Além disso, T. sherlocki e a subespécie T. b. macromelasoma apresentaram um
segundo gene defla, onde ambos os exons possuem o mesmo tamanho do gene
defl, com a diferenca em relacdo ao intron com tamanho de 106 bp, totalizando 391
bp.

Com relacdo as sequéncias obtidas de gDNA de def3 referentes aos
exemplares de T. b. brasiliensis e T. sherlocki (def3aa), eles apresentaram primeiro
exon com tamanho de 88 bp, intron de 95 bp e o0 segundo exon com tamanho de
194 bp respectivamente, totalizando 377bp. Entretanto, o gene def3 amplificado para
a espécie T. melanica e um segundo gene def3 amplificado para a espécie T.
sherlocki (def3b) apresentaram primeiro exon de 88 bp, intron de 91 bp e o segundo
exon com tamanho de 194 bp, totalizando 373 bp. Para as outras espécies
triatominicas estudadas, nao foi possivel a amplificacdo do gene def3 (Tabela 4).

As sequéncias de gDNA obtidas referentes ao gene def4 de T. b. brasiliensis,
T. b. macromelasoma, T. melanica, T. juazeirensis e T. sherlocki apresentaram o
primeiro exon com tamanho de 88 bp, intron com 92 bp e o segundo exon com
tamanho de 194 bp, totalizando 374 bp. Entretanto, para as espécies T. juazeirensis,
T. melanica, T. sherlocki e para T. b. macromelasoma, um segundo gene def4a p6de
ser detectado, onde ambos 0s exons apresentaram o mesmo tamanho do gene
def4, porém o intron apresentou 91 bp em seu tamanho, totalizando assim 373 bp.

Em se tratando da espécie R. prolixus, foram estudados exemplares do
Laboratorio Nacional e Internacional de Referéncia em Taxonomia de Triatomineos
(R.p.J) e exemplares do Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia de Insetos (R.p.P). O
gene que codifica DEFA (Lopez et al. 2003) pode ser dectectado para R.p.J, onde o
primeiro exon apresentou tamanho de 91 bp, intron com 97 bp e 0 segundo exon
apresentou tamanho de 194 bp, totalizando 382 bp. Entretanto, o gene DEFB pb6de
ser amplificado tanto para R.p.J, como também para R.p.P, onde as sequéncias
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apresentaram o primeiro exon com 85 bp, intron de 103 bp e o0 segundo exon com
tamanho de 194 bp, também totalizando 382 bp. Com relacdo as espécies R.
nasutus e P. megistus, obtivemos somente alguns fragmentos de sequéncias do
gene que codifica defensina, porém nao sendo possivel inclui-las nas analises.

Com relacdo as sequéncias de aminoacidos obtidas dos genes que codificam defl,
DEFA, DEFB e DEFC, todas as espécies estudadas apresentaram 94 residuos de
aminoacidos (aa) em suas estruturas, destacando-se as principais caracteristicas de
defensinas como: a presenca dos seis residuos de cisteinas nas regiées do loop, a-
helix e folhas B, formando trés pontes dissulfidicas, que conferem estabilidade a
molécula. Na por¢cdo amino-terminal, ocorre a presenca do sitio de clivagem do
peptideo sinalizador no residuo Serl9, bem como uma segunda clivagem do
peptideo ativador no sitio Argb1 (Anexo 1). A clivagem Lys-Arg (KR) é uma
caracteristica tipica de estrutura presente em defensinas de diferentes espécies de
insetos (Waniek et al. 2009b). Por outro lado, as sequéncias referentes aos genes
def3 e def4 apresentaram 93 residuos de aa em suas estruturas e sitio de clivagem
do peptideo sinalizador no mesmo residuo Serl9, porém a segunda clivagem do
peptideo ativador no sitio Arg50.

Como referéncia para o calculo do percentual de similaridade entre as
sequéncias de aa, comparamos as sequéncias obtidas do presente estudo com a
sequéncia do gene que cofidica defensina em T. brasiliensis (defl), anteriormente
descrita por Araujo et al. (2006). Com relacdo a sequéncia de defl obtida de T. b.
brasiliensis coletados em Caic6, a mesma € idéntica a sequéncia de defl
caracterizada em T. brasiliensis por Araujo et al. (2006). Sendo assim, a comparacao
entre as sequéncias do gene que codifica defensina obtidas de T. b. brasiliensis
capturados naturalmente infectados com as de T. brasiliensis ndo infectados (Aradjo
et al. 2006) ndo apresentou polimorfismos. Além disso, as sequéncias de defl
obtidas da espécie T. juazeirensis e subespécie T. b. macromelasoma possuem
100% de similaridade quando comparadas a sequéncia defl de T. brasiliensis
descrita por Araujo et al. (2006). Entretanto, o percentual de similaridade entre defl
de T. melanica e de T. sherlocki foi de 97,8%, comparando ambas com defl de T.
brasiliensis (Anexo 1). O percentual de similaridade de defA e Def caracterizados de
T. infestans foi de 78,7% e 94,6%, respectivamente, quando comparados a defl de
T. brasiliensis. Quando comparamos as sequéncias de defl caracterizada em T.
sordida com defl de T. brasiliensis, o percentual de similaridade encontrado foi de

95,7%. Com relacdo as sequéncias de DEFA e DEFB caracterizadas de R. nasutus,
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o percentual de similaridade com defl de T. brasiliensis foi de 74,7% para ambas,
seguindo o mesmo para DEFB de P. megistus; ndo variando muito em relacédo a
DEFC de P. megistus (74,5%). As sequéncias das isoformas def3 e def4
caracterizadas em Triatoma apresentaram similaridade de 79,7% e 78,7%,
respectivamente, quando comparadas a defl de T. brasiliensis. Em relagdo as
sequéncias de DEFA, DEFB e DEFC caracterizados em R. prolixus, o percentual de

similaridade com defl de T. brasiliensis variou em torno de 73-74% (Anexo 1).

4.5 Analise filogenética

Para a construcdo das arvores filogenéticas considerando as sequéncias de
cDNA e aa do gene que codifica defensina, trés outgroups foram adicionados para
as andlises (Anexos 2 e 3), sendo utilizados os parametros 1000 repeticdes de
bootstrap e pairwise deletion. Ressalta-se que todas as sequéncias obtidas no
presente estudo para as analises filogenéticas foram comparadas com a sequéncia
do gene que codifica defensina defl de T. brasiliensis anteriormente descrita por
Araujo et al. (2006).

Baseando-se nas analises obtidas das sequéncias de cDNA, observou-se um
primeiro clado, onde as espécies do género Rhodnius ficaram agrupadas juntamente
com a espécie P. megistus. Um segundo clado, relacionado ao gene defl pbde ser
identificado, onde além das espécies do complexo T. brasiliensis, encontra-se as
espécies T. sordida e T. infestans (Assumpcdo et al. 2008). O gene def2
caracterizado em T. brasiliensis (Araudjo et al. 2006) aparece na arvore filogenética
em posicdo intermediaria entre os genes DEFA, DEFB, DEFC e defl,
respectivamente. Entretanto, as distancias filogenéticas entre as espécies do
complexo T. brasiliensis ndo sao relevantes, mostrando que o gene que codifica
defensina néo seria 0 marcador ideal para um estudo filogenético, considerando este
complexo de espécies. O mesmo ocorre em relacdo aos genes def3 e def4d. Um
terceiro clado pbéde ser identificado, onde localizam-se os genes def3 e def4,
destacando a presenca de defA de T. infestans (Assumpcéao et al. 2008) (Anexo 2).
Observou-se também que existem dois clados bem separados, considerando defl e
def3/def4.

Em relacdo ao dendograma das sequéncias de aa referentes ao gene que
codifica defensina, localizam-se no primeiro clado os genes def3 e def4, onde além

das espécies do complexo T. brasiliensis encontra-se defA caracterizada em T.
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infestans (Assumpcéo et al. 2008). O segundo clado esta relacionado aos genes
DEFA e DEFB, onde novamente encontra-se além do género Rhodnius, a espécie
P. megistus. Entretanto, o gene DEFC encontra-se em um terceiro clado, separado
dos genes DEFA e DEFB, respectivamente. Por ultimo, no quarto clado encontram-
se as sequéncias referentes ao gene defl. E importante ressaltar que o dendograma
utilizando as sequéncias de aa do gene que codifica defensina mostrou uma clara
separacao entre o gene defl, relacionado a defensina caracterizada no intestino de
T. brasiliensis (Araujo et al. 2006), enquanto os genes def3 e def4 sdo defensinas
majoritariamente encontradas no corpo gorduroso de T. brasiliensis (Waniek et al.
2009b). Cabe ressaltar também, comparando as arvores filogenéticas de cDNA e aa,
podemos observar que em ambas as situacées o gene defl encontra-se em clado

diferente de def3/def4, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

No Brasil, ainda existem casos da doenca de Chagas em humanos, sendo a
maioria dos infectados residentes de areas endémicas. Para uma vigilancia eficaz,
se faz necesséario ndo somente a avaliagdo dos casos humanos, mas também o
conhecimento sobre a epidemiologia desta doencga, particularmente a circulagéo de
vetores nas areas peri- e intradomiciliares. Dentro do contexto de transmisséo
vetorial, as espécies do complexo T. brasiliensis vém tendo notoriedade no nordeste
do Brasil, estando este complexo amplamente distribuido geograficamente, desde o
Maranhdo até o norte de Minas Gerais (Costa et al. 2002, 2003a, 2006). Outras
espécies também merecem atencdo, tais como P. megistus, T. sordida, T.
pseudomaculata e R. nasutus, uma vez que sdo encontrados naturalmente
infectados por T. cruzi, além de ocuparem biomas como Caatinga e outros ecotopos
(Forattini et al. 1977, 1980, Sarquis et al. 2006, Argolo et al. 2008, Diotaiuti 2009,
Patterson et al. 2009, Dias et al. 2000, 2011, Gurgel-Goncalves et al. 2012).

O cenario eco-epidemiolégico da doenca de Chagas no nordeste brasileiro
apresenta uma caracteristica fundamental, o risco de re-domiciliagédo de triatomineos
autoctones seguido do tratamento com inseticida (Alencar 1987, Silveira et al. 2001).
Isto mostra a necessidade da continua vigilancia epidemiolégica em vastas areas do
interior do nordeste do Brasil (Silveira et al. 2001). Com relacdo aos vetores da
doenca de Chagas, seus ambientes e habitats tém sido tradicionalmente
compartimentalizados pelas autoridades envolvidas no controle da doenca em trés
segmentos: (i) silvestre, incluindo pilhas de rochas e arvores; (ii) peridomiciliares,
constituido por estruturas artificiais como currais e galinheiros; e (iii) intradomicilios,
representado pelas residéncias humanas. Dentro deste cenario, vem sendo proposto
que o ambiente peridoméstico pode ser a chave para a re-colonizacdo das
residéncias a partir de locais silvestres representados por habitats naturais de
triatomineos (Diotaiuti et al. 2000, Borges et al. 2005).

No nordeste, T. b. brasiliensis é considerado como sendo o principal vetor na
transmissao de T. cruzi. Sendo assim, estudar a infeccédo natural por T. cruzi em T.
b. brasiliensis, uma vez que esta subespécie pode ser encontrada em ambos os
ecotopos, silvestre e peridoméstico, bem como infestando o intradomicilio, € de
grande importancia para a saude publica (Diotaiuti et al. 2000, Guarneri et al. 2000,
Costa et al 2003a).
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Neste trabalho, foram realizadas duas expedi¢des para o municipio de Caicé.
Na primeira expedicao foram exploradas trés localidades nesta cidade (Pedra do
Sino, Penedo e llha Santana) e outros dois municipios adjacentes (S&o Jodo do
Sabugi e Sao Fernando), sendo que em todas as localidades foram coletados T. b.
brasiliensis. Em Pedra do Sino, llha Santana, Sdo Jo&do do Sabugi e Sdo Fernando,
a taxa de infeccao natural por T. cruzi foi de 12,5%, com um total de 72 exemplares
de T. b. brasiliensis coletados. Na primeira expedicdo a localidade de Penedo foi
observado um alto percentual de infeccdo por T. cruzi (aproximadamente 80%),
considerando-se os 55 triatomineos examinados; o que enfatizou a necessidade de
uma segunda expedicdo somente para esta localidade. A segunda expedicao
confirmou as altas taxas de infeccdo natural por T. cruzi para a localidade de Caicé.

Em estudos anteriores feitos por Costa et al. (1998), para as localidades do
municipio de Caicd, a taxa de infeccdo natural por T. cruzi foi de 15% dos 120
insetos analisados. Durante o periodo de 1996 a 1999 no estado do Rio Grande do
Norte, encontrou-se T. brasiliensis infectados apresentando taxa de infeccao por T.
cruzi de 4,5% para 8.594 insetos examinados (Costa et al. 2003a). Estes estudos
corroboram para uma baixa taxa de infeccao natural por este flagelado, encontrada
em algumas localidades de CaicG, bem como no municipio adjacente. Entretanto, o
presente estudo mostra um alto indice de infeccdo de T. b. brasiliensis por T. cruzi
em Penedo, area silvestre, apesar de apresentar residéncias humanas em contato
préximo com o meio selvagem. A Caatinga é a vegetacdo baixa e esparsa tipica,
com rochas. E uma regido que esta sob constante aumento da pressdo ambiental,
devido ao crescimento populacional e também as atividades agricolas. Todo este
cenario pode estar propiciando a perda de habitats naturais de diferentes animais
(vetores e reservatorios), podendo estar incentivando a saida de animais
sinantrépicos para mais perto da comunidade e, consequentemente, a chegada de
vetores nos ecotopos peri- e domiciliares.

Vale ressaltar que para a localidade de Penedo, foram registradas poucas
notificacdes de triatomineos invadindo as casas, talvez devido a politica do controle
de pestes nas mesmas. No entanto, muitos dos triatomineos coletados no presente
estudo foram capturados préximo as casas. Aléem disso, evidéncias da presenca de
pequenos mamiferos reservatérios foram vistas nas fezes encontradas nas rochas,
onde foi capturada uma grande quantidade de triatomineos altamente infectados por
T. cruzi. Apesar de nao ter sido possivel o reconhecimento de qual(is) espécie(s)

reservatorio(s) poderia(m) estar circulando nesta area, relatos de moradores

28



apontam para pequenos roedores que sao tipicos da regido. Sendo assim, esses
animais podem estar agindo como reservatérios e ajudando a manter o ciclo de
transmissédo de T. cruzi nos triatomineos.

Pode-se destacar ainda que além dos 340 T. b. brasiliensis coletados em
Penedo, trés exemplares de T. petrochii também foram encontrados habitando a
mesma rocha que T. b. brasiliensis. Nenhum T. cruzi foi detectado nos trés T.
petrochii coletados, o que pode ser explicado por sua preferéncia em alimentar-se
de répteis, especialmente pequenos lagartos que habitam as fendas das rochas
nesta localidade. Ressaltamos que nesta expedicdo nenhuma outra espécie de
triatomineo pbéde ser encontrada em associacdo com T. b. brasiliensis nos sitios
explorados em Penedo.

Em se tratando da dieta de T. b. brasiliensis, Costa et al. (1998) reportaram
diferentes fontes alimentares utilizadas por este vetor em véarias localidades de
Caico, a saber: aves (28%), cabras (54%), caes (39%), cavalos (19%), humanos
(16%), gambéas (9%), porcos (7%), roedores (9%) e tatus (51%), em ambos os
ecotopos silvestre e peridomiciliar. Portanto, a excecao de aves, todos 0s recursos
usados para alimentacdo sdo ferramentas que permitem a manutencdo das
subpopulacdes de T. cruzi, tanto na natureza quanto no peri- e intradomicilios em
triatomineos (Diotaiuti & Dias 1987, Guarneri et al. 2000). Além disso, podemos
mencionar que na localidade em questdo, existe um possivel ciclo de transmissao
de T. cruzi estabelecido, onde T. b. brasiliensis é capaz de manter altas taxas de
infeccdo natural pelo parasita em questdo. E possivel que os reservatorios silvestres
presentes nesta area estejam apresentando um alto namero de flagelados no
sangue, o que estaria facilitando a infec¢éo do vetor.

Com relacdo aos genotipos de T. cruzi circulando no estado do Rio Grande do
Norte, estudo anterior mostrou a presenca de Tcl, Tcll e Tclll nas localidades de
Caico, Caraubas e Serra Negra do Norte, porém oriundos de T. brasiliensis e P. lutzi
(Camara et al. 2010). E importante enfatizar que T. brasiliensis € um vetor
extremamente competente na manutencao das duas principais subpopulacdes de T.
cruzi (Tcl e Tcll), tanto em infec¢des singulares como também em infecdes mistas
(Tcl/Tcll) e em condi¢des laboratoriais, como também na natureza (Araujo et al.
2007, 2008, 2009). Isto ocorre diferentemente de outras espécies de triatomineos,
como por exemplo, R. prolixus, que possui certa dificuldade em manter o gendtipo
Tcll (cepa Y) devido a diferentes fatores de aglutinacdo presentes no trato digestivo

e hemolinfa do mesmo (Mello et al. 1996). Ainda considerando T. brasiliensis, este
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vetor é capaz de manter até mesmo um isolado de T. cruzi ndo familiar ao mesmo e
oriundo de uma localidade diferente desta espécie vetora (Araujo et al. 2008).

Defensinas sé@o peptideos geralmente catidnicos relacionados ao sistema
imune inato de diferentes organismos, inclusive insetos (Ganz 2003). O primeiro
estudo de caracterizacdo de genes que codificam defensinas foi realizado por Lopez
et al. (2003), onde foram demonstradas diferentes isoformas do gene que codifica
defensina: DEFA, DEFB e DEFC em R. prolixus. Por outro lado, o primeiro relato na
literatura considerando o género Triatoma, mais especificamente, a espécie T.
brasiliensis foi descrito por Aradjo et al. (2006), onde os autores isolaram,
caracterizaram e descreveram a expressao do gene que codifica defensina no
estbmago e intestino deste vetor, além da identificagdo também de lisozimas.
Entretanto, a expressao génica tanto de defensinas, como também de lisozimas foi
realizada em funcao do repasto sanguineo e da presenca de simbiontes. Lopez et al.
(2003) descreveram a expressdo do gene codificante para defensinas, porém em
funcdo da inducdo do sistema imune de R. prolixus por inoculacdo de bactérias
Gram-positiva e Gram-negativa. Mais tarde, aprofundando-se no estudo das
defensinas, mais duas isoformas deste gene puderam ser identificadas e descritas
em T. brasiliensis por Waniek et al. (2009b).

Comparando as sequéncias do gene que codifica defensina de T. brasiliensis
(defl, def2, def3 e defd) anteriormente descritas por Araujo et al. (2006) e Waniek et
al. (2009b) com as espécies T. infestans defA (Assumpc¢do et al. 2008) e Def
(DQ391188), além de DEFA, DEFB e DEFC em R. prolixus (Lopez et al. 2003),
todas as isoformas apresentaram mesmo tamanho e mesmo stop cédon (Anexo 1).
Entretanto, quando compara-se as sequéncias de defensinas de triatomineos
obtidas no presente estudo com as sequéncias de outros hemipteros como o
Heteroptera Pyrrhocoris apterus (JX5604321) e o “Homoptera” Nilaparvata lugens
(defA KC3551951, defB KC3551961), observamos que a sequéncia de defensina de
P. apterus é menor, apresentando 267 bp, enquanto que N. lugens apresentou
sequéncia constituida de 315 bp, sendo ambas as espécies com 0s mesmos stop
codons das sequéncias caracterizadas em triatomineos.

A pré-prodefensina defl de triatomineos aqui estudada difere-se das outras
defensinas, na parte sinalizadora e de ativagdo, considerando tamanho das
sequéncias. O comprimento do peptideo sinalizador de todas as sequéncias obtidas
de triatomineos neste estudo foi de 19 residuos de aminoacidos (aa), contrastando

com 18 residuos de aminoacidos encontrados na espécie P. apterus e 24 residuos
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de aminoacidos presentes nas duas sequéncias de defensina (defA e defB) de N.
lugens (Anexo 1).

Com relacdo aos peptideos ativadores das sequéncias de aa obtidas das
espécies de Triatoma defl, def2; R. prolixus DEFA, DEFB, DEFC e T. infestans Def,
todas apresentaram 32 residuos de aa, conforme descrito por Araujo et al. (2006) e
Waniek et al. (2009b), enquanto as sequéncias de def3 e def4 obtidas das espécies
do género Triatoma, além de defA de T. infestans (Assumpcdo et al. 2008),
apresentaram peptideo ativador com 31 aminoacidos (Anexo 1). Quando
comparamos com o0s outros hemipteros, a diferenca de tamanho entre as
sequéncias é ainda mais visivel, uma vez que P. apterus e N. lugens apresentam 27
e 36 aa, respectivamente. Esses resultados mostram que apesar de estarmos
comparando insetos hemipteros, as defensinas encontradas em triatomineos
apresentam-se mais similares, quando comparadas com hemipteros mais distantes
filogeneticamente. Por ultimo, os comprimentos das defensinas maduras de todos os
insetos utilizados neste estudo, inclusive as sequéncias de defensinas de P. apterus
e N. lugens, possuem 43 residuos de aminoacidos, apresentando em suas
estruturas os seis residuos de cisteina, caracteristica de toda defensina (Anexo 1).

A similaridade das sequéncias pre-prodefensinas de Triatoma defl variaram
de 78-100% dentro deste género, enquanto que comparando com géneros Rhodnius
e Panstrongylus, o percentual de similaridade encontrado variou de 73-76% (Anexo
1). Quando comparamos com as sequéncias de defensinas de outros hemipteros, o
percentual de identidade foi ainda menor: P. apterus def (42,5%) e N. lugens defA e
defB (43,2% e 40,3%, respectivamente). Esses resultados nos mostram que a
maioria das diferencas estruturais encontradas nas defensinas de insetos estédo
localizadas na pre-pro regido, enquanto que o peptideo maduro € bastante
conservado em relacdo ao numero de aa e estrutura (Aradjo et al. 2006, Waniek et
al. 2009b), mesmo até em hemipteros mais distantes filogeneticamente, como P.
apterus e N. lugens. E importante destarcar que estudos filogenéticos envolvendo
sequéncias de defensina madura de insetos mostraram que existem duas principais
linhagens de defensinas, onde uma esta associada principalmente a lepidopteros,
enquanto a outra estaria associada a hemipteros, coleopteros, dipteros e
himendpteros (Dassanayake et al. 2006). E importante ressaltar que o estudo do
gene gque codifica defensina nas diferentes espécies de triatomineos utilizados para
este modelo experimental resultou em mais de 600 sequéncias para analise, sendo

gue dentro destas 600, pudemos somente utilizar em torno de 400 sequéncias para
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o presente trabalho. Este tipo de acontecimento € muito comum durante o0 processo
de sequenciamento de amostras de DNA.

A subfamilia Triatominae possui questdes relevantes em relacdo a sua origem
e distribuicdo geografica ainda ndo muito esclarecidas. Desta forma, o presente
trabalho mostra pela primeira vez o uso do gene que codifica defensina como uma
ferramenta molecular para o estudo filogenético dentro do “complexo T. brasiliensis”,
além de outras espécies de triatomineos. Atualmente, estudos relacionados a
filogenia de vetores da doenca de Chagas vém exaustivamente utilizando como
marcadores moleculares genes relacionados ao Citocromo b (Cytb), ITS (Espagador
Transcrito Interno), entre outros (Monteiro et al. 2000, Hypsa et al. 2002, de Paula et
al. 2007, Pfeiler et al. 2006, Tartarotti & Ceron 2005, Weirauch & Munro 2009,
Quisberth et al. 2011), uma vez que separam bem os clados referentes as
subpopulacdes de diferentes espécies de triatomineos, além de possuirem
sequéncias bastante varidveis em nivel de espécies (Yao et al. 2010). Com base nas
investigacdes anteriores utilizando Cytb, sua aplicacdo como marcador molecular
definiu bem as diferencas populacionais e de estrutura em se tratando de Triatoma
spp. E, principalmente, da existéncia das espécies e subespécies pertencentes ao
complexo T. brasiliensis, além de ser muito utilizado quando se considera a estrutura
genética populacional de T. brasiliensis (Monteiro et al. 2004, Pfeiler et al. 2006).
Além do Cytb, outro marcador, o ITS, também vem sendo bastante utilizado na
tentativa de responder a questbes de evolucdo em triatomineos, posicéo
taxondmica, bem como uma associacdo entre tdxons que tenham se divergido ha
menos de 50 milhdes de anos (Marcilla et al. 2001, 2002, Tartarotti & Ceron 2005,
Quisberth et al. 2011).

Recentes estudos filogenéticos mostraram o uso de genes que codificam
defensinas como marcadores moleculares em diferentes organismos (Seufi et al.
2011, Chen et al. 2012, d’Alencon et al. 2013). Utilizando genes que codificam
defensinas (defl, def3 e def4), considerando tanto a arvore filogenética das
sequéncias de cDNA como também de aa, podemos observar que 0 género
Triatoma ficou claramente em um clado separado do género Rhodnius,
corroborando a hipotese de que as espécies das tribos Triatomini € Rhodniini foram
originadas de ancestrais diferentes, segundo a teoria da origem polifilética de
triatomineos (Hypsa et al. 2002, Tartarotti & Ceron 2005, Martinez et al. 2006,
Tartarotti et al. 2006). Podemos também mencionar que o0 gene que codifica

defensina como marcador molecular separou os genes em diferentes clados (defl,
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def3 e def4), porém ndo separou as espécies vetoras dentro do complexo T.
brasiliensis, podendo ser explicado pelo fato das sequéncias serem de tamanho
inferior a 500 bp e bastante conservadas, consequéncia da alta similaridade entre as
sequéncias.

Cabe ressaltar ainda que o gene defA caracterizado em T. infestans
(Assumpcédo et al. 2008) provavelmente € o gene correspondente a def3 de T.
brasiliensis (Waniek et al. 2009b), uma vez que ambas encontram-se em um mesmo
clado, enquanto que o gene Def obtido de T. infestans (DQ391188) pode ser
associado a defl de T. brasiliensis (Araujo et al. 2006) (Anexo 2).

Com relacdo a P. megistus, os resultados mostraram que esta espécie foi
agrupada juntamente com as espécies do género Rhodnius considerando as
sequéncias de cDNA e de aa dos genes codificantes para defensinas, corroborando
com Patterson e Gaunt (2010), onde houve também uma maior proximidade entre
essas espeécies, porém utilizando um outro marcador molecular (28S-rDNA).
Entretanto, outros marcadores como 16S-rDNA e Cytb mostram a espécie P.
megistus mais préxima do género Triatoma (Monteiro et al. 2001, Hypsa et al. 2002,
Pfeiler et al. 2006). Se considerarmos a evolucdo, a morte de certos patdgenos por
AMPs vem se mostrando como um mecanismo de defesa imune altamente eficaz,
podendo ser encontrado em formas mais primitivas de vida, assim como em
humanos, e particularmente em se tratando de humanos, os AMPs, mais
especificamente as defensinas, possuem estrutura muito conservada (Wiesner &
Vilcinskas 2010). Como as defensinas séo peptideos de atividade contra bactérias,
podemos sugerir que P. megistus apresentou-se em um mesmo clado que o género
Rhodnius, devido a ambos poderem ser encontrados em um mesmo ambiente
(regido Amazénica — Mata Atlantica, caracteristica imida), possivelmente em contato
com um mesmo tipo de espécie de bactérias. A presenca de bactérias Gram-
positivas, tanto em R. prolixus como também em P. megistus, ja foi anteriormente
descrita, sugerindo que essas bactérias seriam simbiontes existentes no trato
digestivo de ambas as espécies vetoras (Dias 1934, Vallejo et al. 2009) e mais
recentemente observado por da Mota et al. (2012). De qualquer forma, é importante
esclarecer que o resultado de uma analise filogenética ira depender do marcador
utilizado (gene-alvo), parametros escolhidos no preparo das analises, além das
espécies de triatomineos utilizadas.

As diferengas entre os clados referentes aos genes defl e def3/def4 sao

claramente visiveis, principalmente baseando-se na arvore filogenética contendo as
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sequéncias de aa, ou seja, esses resultados corroboram com as observacdes
descritas por Waniek et al. (2009b), quando mencionaram as diferencas entre defl,
gene isolado e caracterizado do estdmago/intestino de T. brasiliensis, enquanto que
def3 e def4 foram isolados e caracterizados em corpos gordurosos da mesma
espécie vetora, podendo também ser encontrados no estdmago, intestino e glandula
salivar, mas em menor concentracao. Esta claro que existe uma especificidade em
relacdo a funcdo de cada gene codificante para defensina, uma vez que cada um
pode ser encontrado em diferentes localidades do trato digestivo de T. brasiliensis.
Podemos ainda concluir que é muito possivel que em triatomineos existam pelo
menos dois diferentes grupos de defensinas, a saber: defl-DEFC (Anexo 3),
predominante no estdmago/intestino e provavelmente responsavel pelo controle da
populacdo de simbiontes nestas localidades (Araujo et al. 2006, Waniek et al.
2009b); e um segundo grupo def3/def4-DEFA/DEFB responsaveis pela resposta
imune no corpo gorduroso e intestino.

Vale a pena ressaltar que o gene que codifica def3 foi somente amplificado
para algumas espécies do complexo T. brasiliensis (T. b. brasiliensis, T. melanica e
T. sherlocki), enquanto que para a outra espécie e subespécie ndo pbde ser
amplificado tanto por cDNA como também por gDNA. E bom lembrarmos que os
membros do complexo T. brasiliensis sdo morfologicamente diferentes, assim como
padrdes isoenzimaticos variaveis também demonstraram essas diferencas (Costa et
al. 1997, 2009, Costa & Felix 2007). A auséncia de def3 nos outros membros do
complexo ndo poderia ser justificada pela ndo amplificacdo devido aos primers, uma
vez que sdo espécies bastante proximas. Também ndo poderemos justificar pela ma
qualidade do cDNA ou gDNA, até porque as mesmas amostras de cDNA e gDNA
foram utilizadas para as amplificacdes de defl e def4, respectivamente, além do
gene [-actina. Além disso, foram utilizados ndo somente tecido do trato digestivo,
como também corpo gorduroso, para a sintese de cDNA a partir de RNA total.
Entdo, o que poderia estar acontecendo com a ndo amplificacdo de def3 para
algumas espécies de triatomineos?

Uma possivel explicacdo seria a de que def3 e def4 séo alelos e def3 estaria
ocorrendo em individuos heterozigotos (def3-def4), enquanto que em insetos
homozigotos (def4-def4) somente def4 poderia ser detectado. Esta hipotese pode
ser corroborada pelo fato de que também nao foi possivel amplificar gDNA de def3

em T. juazeirensis e T. b. macromelasoma. Uma outra pergunta seria se a presenca
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ou auséncia de determinadas isoformas de defensina estaria favorecendo ou ndo a
infeccéo de triatomineos por T. cruzi?

Até o presente momento, 0 que se sabe é que a expressao do gene defl em
T. brasiliensis ocorre nas regides cardia e estbmago deste vetor em fungcdo da
alimentacéo, ou seja, o0 repasto sanguineo estaria proporcionando um aumento da
populacdo de simbiontes nestas localidades (Eichler & Schaub 2002), levando a um
aumento da expressdo deste gene (Araujo et al. 2006, Waniek et al. 2011). Com
isso, as defensinas estariam exercendo um papel de “controle” na exacerbacédo da
populacdo de simbiontes, o que poderia ser fatal para o inseto, caso ndo houvesse
esse controle (Araujo et al. 2006, Waniek et al. 2009b, 2011). Ainda assim, em T.
brasiliensis a expressao génica de defl no intestino é elevada quando o vetor esta
infectado por T. cruzi, principalmente 20 dias apds a infeccdo (Waniek et al. 2011),
sugerindo que € exatamente este o periodo onde o parasita encontra-se em fase de
multiplicacdo no vetor (Kollien & Schaub 2000), aumentando assim a populagéo de
T. cruzi e consequentemente a modulacdo da expressao de defl. Entretanto, def3 e
def4 sdo isoformas majoritariamente expressas em corpo gorduroso, principalmente
def3.

A literatura também nos evidencia a presenca de bactérias intracelulares
presentes na hemolinfa (hemacitos) de triatomineos, embora sejam Gram-negativa
(Wigglesworth 1936, Hypsa & Dale 1997). Essas bactérias também puderam ser
visualizadas na hemolinfa de T. brasiliensis (observacdes feitas por Catarina Araujo).
Possivelmente, uma vez o vetor submetido ao repasto sanguineo, inUmeras reacoes
ocorrem com relacdo a fisiologia do inseto (como por exemplo, um aumento de
tecido gorduroso e populacédo de simbiontes) (Wigglesworth 1936, Eichler & Schaub
2002), e possivelmente uma delas € a expressdo de defensinas (def3 e def4)
também no corpo gorduroso, controlando a populacdo de bactérias simbiéticas. De
qualquer forma, em se tratando de triatomineos infectados por T. cruzi, para
sabermos até que ponto as defensinas estariam envolvidas nesta interacéo, estudos
mais aprofundados serdo necessarios para responder a diferentes questfes, ainda

nao esclarecidas.
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6 CONCLUSOES

1- Considerando somente Penedo, ndo houve diferenca significativa entre os
periodos seco e chuvoso em relagdo a taxa de infec¢éo natural por T. cruziem T. b.
brasiliensis. Além disso, Aparentemente, em Caico circulam os genotipos Tcl e Tcll
de T. cruzi, uma vez que em nossos estudos foram obtidos isolados desta localidade
e caracterizados por duas metologias moleculares: gene de min-exon e 0s genes
24Sa e 18S ribossomais.

2- A sequéncia do gene que codifica defensina em T. b. brasiliensis oriundos
de Caicd é exatamente igual a sequéncia de T. brasiliensis descrita por Aradjo et al.
(2006), ndo havendo indicacéo de polimorfismo.

3- O peptideo maduro das isoformas de defensina apresentou estrutura
bastante conservada em todas as espécies de triatomineos estudadas.

4- Considerando as sequéncias de defensinas utilizadas para a construcao
das arvores filogenéticas (cCDNA e aa), foi observada uma clara separacao entre 0s
géneros Rhodnius e Triatoma. Observou-se também, uma clara separacao entre as
isoformas de defensinas: defl e def3/def4. A espécie Panstrongylus megistus ficou
no mesmo clado que o género Rhodnius. Entretanto, foi observada uma distancia
genética entre estes géneros.

5- Baseando-se na arvore construida utilizando as sequéncias de aa de
defensina, observou-se que existe uma separacdo definida entre defl-DEFC
(defensina presente em estdbmago e intestino de triatomineos) e def3/def4-
DEFA/DEFB (relacionadas a defensina encontrada em corpo gorduroso), mostrando
gue existe especificidade funcional das defensinas de acordo com o tecido. O gene
que codifica def3 foi somente amplificado para algumas espécies do complexo T.
brasiliensis, sugerindo que nos individuos heterozigotos (def3-def4) houve a
amplificacdo deste gene, enquanto que nos individuos homozigotos (def4-def4) o
mesmo nao ocorreu.

6- O gene gue codifica defensina mostrou-se mais eficaz como marcador
molecular filogenético quando espécies de triatomineos possuem maior distancia

filogenética entre elas.
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8 APENDICES E/OU ANEXOS

Anexo 1

Alinhamento das sequéncias de aminoacidos referentes as isoformas de

defensinas identificadas e caracterizadas em diferentes espécies de triatomineos.
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Anexo 2

Arvore filogenética baseada nas sequéncias de cDNA do gene que codifica

defensina em diferentes espécies de triatomineos.

3gr Rhodnius prolixus DEFA

Rhodnius prolixusJ defA
99 | Rhodnius prolixusP defA
Rhodnius nasutus defA
& Panstrongylus megistus defA
Panstrongylus megistus defB

Rhodnius nasutus defB
66

51 Rhodnius prolixusP defB
23 Rhodnius prolixusJ defB
Panstrongylus megistus defC
100 thodnius prolixusJ defC
55 Rhodnius prolixusDEFC

Triatoma brasiliensis def2a

Triatoma infestans Def
Triatoma sordida defl
Triatoma melanica defl
82 [l Triatoma sherlocki defl

52 Triatoma brasiliensis defl

Triatoma juazeirensis defl
88 [ ..
Triatoma macromelasoma defl
28- Triatoma juazeirensis defla

100 | Triatoma brasiliensis def3a

Triatoma sherlocki def3aa

& Triatoma infestans DefA

Triatoma sherlocki def3ba
Triatoma juazeirensis def4a

9
™| Triatoma brasiliensis def4

91
1ol
Triatoma macromelasoma def4

Triatoma juazeirensis def4

86 | Triatoma sherlocki def4
Triatoma melanica def4

7‘; Triatoma melanica def3a

Triatoma melanica def4a

99

Pyrrhocoris apterus def

— Nilaparvata lugens defA

0.1

54

00— Nilaparvata lugens defB



Anexo 3

Arvore filogenética baseada nas sequéncias de aminoacidos de defensina em

diferentes espécies de triatomineos.

Triatoma melanica def3a

29
Triatoma sherlocki def4

2 Triatoma melanica def4

43— Triatoma melanica defda

Triatoma juazeirensis def4

65 |4 Triatoma brasiliensis def4

T Triatoma macromelasoma def4

®lL Triatoma sherlocki def3ba

— Triatoma infestans DefA

67 Triatoma brasiliensis def3a
?L Triatoma sherlocki def3aa

] 41— Panstronsgylus megistus defB

26(— Rhodnius prolixusP defB
75 | Rhodnius prolixusJ defB

Rhodnius nasutus defB
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Rhodnius nasutus defA

23 Rhodnius prolixus DEFA

Rhodnius prolixusJ defA
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