Laboratoério de Interacio Patégeno-Hospedeiro

Universidade de Brasilia
Faculdade de Medicina
Programa de Po6s-graduaciio em Ciéncias Médicas

Analise proteomica revela que a saliva de
Dipetalogaster maxima é rica em lipocalinas
e possui apirase da familia 5’ nucleotidase

Paula Beatriz Santiago

Orientador: Prof. Dr. Jaime de M. Santana

Brasilia-DF

2011



-‘ Universidade de Brasilia Paula Beatriz Santiago — Proteinas salivares de Dipetalogaste maxima

Universidade de Brasilia

Faculdade de Medicina

Program de Pés-graduacio em Ciéncias Médicas
Laboratorio de Interacio Patégeno-Hospedeiro

Analise proteomica revela que a saliva de
Dipetalogaster maxima é rica em lipocalinas
e possui apirase da familia 5’ nucleotidase

Paula Beatriz Santiago

Orientador: Prof. Dr. Jaime de M. Santana

Dissertacio apresentada ao Programa de Poés-
graduacio em Ciéncias Médicas da Universidade
de Brasilia como requisito parcial a obtencdo ao
grau de Mestre em Ciéncias Médicas.

Brasilia-DF

2011



Universidade de Brasilia Paula Beatriz Santiago — Proteinas salivares de Dipetalogaste maxima

AGRADECIMENTOS
Agradeco...
A minha familia...

Ao amor da minha vida, meu marido Fernando, por estar sempre ao meu lado ¢ a
histéria que construimos juntos, histéria essa que tem como presente de Deus os dois
grandes amores das nossas vidas, nossas filhas...

As minhas lindas filhas, Maria Eduarda e Maria Fernanda, por me fazerem encontrar
luz e paz todas as manhds da minha vida, por me fazerem sorrir todos os dias, por me
fazerem querer ser uma pessoa melhor, por me ensinarem o qué € o amor...

Aos meus pais, Vera e Carlos, o amor incondicional demonstrado em varios
momentos de nossas vidas, a protecdo, o exemplo, o incentivo, a compreensao, as alegrias...

Aos meus queridos irmdos, Patricia e Ricardo, a amizade, o companheirismo e o
carinho. Aos meus queridos sobrinhos, Luanna e Rickson, o sorriso ¢ o abrago. Ao meu
padrasto, Henrique, a amizade e a disposigao.

Aos amigos da Universidade...

Isabel, Raquel, Vivi, Rhana, Brina, Bruna, Clénia, Camila, Cintia, Janaina, Thiago,
Hugo, André, Felipe, Teresa, Débora, a convivéncia didria... cada um tem algo diferente a
ensinar. Agradeco especialmente as amigas Keyla e Flavia, a amizade, a paciéncia e o
carinho.

Ao meu orientador, Jaime Santana a oportunidade de estar aqui ¢ o incentivo. A prof®
Carla Nunes, a atencdo, a educacio e delicadeza. A prof® Izabela Bastos por ser sempre
solicita.

Ao prof. Sébastien Charneau e ao amigo Rayner a oportunidade e os ensinamentos
na analise protedmica.

Ao prof. Cleudson Castro pela colaboracdo e ao sempre simpatico Sr. Chigueiro pelo
cuidado com os barbeiros.



Universidade de Brasilia

Paula Beatriz Santiago — Proteinas salivares de Dipetalogaste maxima

Lista de abreviaturas

—

A AR R T

—_—
N o= O

13

DTN
OMS
DC
ICS
OPAS
AMP
ADP
ATP
Pi

. TXA,

.ON

. ABP

. MALDI-TOF/TOF

spectrometry

14.

15.

IEF
SDS-PAGE

Sulfato de Sédio

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

ACN
TFA
DHB
PMF
B-ME
TCA
AEBSF
TPCK
PRP
PPP

Doencas Tropicais Negligenciadas
Organizacdo Mundial de Saude
Doenca de Chagas

Iniciativa do Cone Sul
Organizacdo Pan Americana de Saude
Adenosina monofosfato
Adenosina difosfato

Adenosina trifosfato

Fosfato inorganico

Tromboxano A2

Oxido nitrico

Amine binding protein

Matrix assisted laser desorption lonization time of flight mass

Focalizagdo isoelétrica

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo Dodecil

Acetonitrila

Acido trifluoroacético

Acido dihidroxibenzéico

Peptide mass fingerprinting

-mercaptoetanol

Acido tricloroacético

(4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride)
(N-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone),
Plasma rico em plaquetas

Plasma pobre em plaquetas



Universidade de Brasilia Paula Beatriz Santiago — Proteinas salivares de Dipetalogaste maxima
Sumario
RESUMO ...ttt bbbt et bbbt b £t b bbbt b e bbbt b bbbt bt r e ne 8
SUMMOARY .ottt ettt ettt h bt et h e s bt eh e bt st e st et e st e s e e et ea b e ne e b e bt nh e e bt e bt eb e eb e e ne s b et e e e ne e 9
INTRODUGAO. .......coieeieeieieeeeieeee e et tes v s tesae s s st a e st s s e s et s ssss s s ssessssesassansessssssssassnsessssanasnassananes 10
Visdo Global das D0engas TIOPICAIS ......ervirrerrirtiririeieietete sttt sttt besa e sr e sae e sae b sre e 11
Doengas Tropicais Negligenciadas 10 Brasil.......c.cccvecirieiieniriene ettt eae e snes 12
Panorama Brasileiro da Doenga de Chagas..........ccccueviiviiniiniiiiiniiiiccee e e 13
TrypanoSoma Cruzi € trANSIIISSAO. ....c..eeuueruterteerteeiteetesttesteesteetesuteeebe et e eabesbeesbe e beesbesseesbeenbeenbesatesbeenabeenbesssenbeens 14
CiClo A€ VIda dO T CPUZI.eveieeiieiieeeieeeee ettt sttt st b et s e eb e bttt e et nenaenes 15
Aspectos Clinicos da Doenga de Chagas..........ccevieiieienieniieieeie e steeie et e siee st teste st et etesseeseeesseensesneessaeenes 16
Dindmica da Interagao Parasito-Vetor-HOSPedeiro .......cocuevvereerierieiieiieieeie e 17
3 (5700101 72 13 - TSR 18
VASOCONSIIIGAO ¢ e.vtvereeeieeitet et st et sttt ettt e bt s b sb e bbbt bt e st e s e s et et sa et e s besheebesb e sbeeb e e bt sbeebeeaeeneenn et entennens 18
AQregagao PIAQUELATIA . ...eeueiruietietietteet ettt ettt ettt a e b e b et s e s b e b e et et e ebe e bt e b et e ebeenbeen 18
C0agUIAGH0 SANGUINEA «....veuviuririirrerierteet ettt ettt ettt st sbe bbbt ettt et eat et et e s e e e reneens 20
Propriedades farmacologicas da SAlIVA.........coeeeeieieiiiiiericene e e s 21
VaSOAIAtAAOTES ...eouveeueiieiiiiieiiet ettt ettt ettt ettt e bt e b e bt e it e s be e b e e et et sbeesb e et e e st e sneeereenreean 22
Inibidores de agregacao PlAQUETATIA. .......cc.ecvertirriririeiieee ettt st e 22
Inibidores da cascata de coagulagao SANGUINEA ......c.evveruerieieiiieieterteeene sttt 24
Dipetalogaster maxima, um triatomineo SINZUIAT .......c.ccevuiriirierieiiiieseeseee et esr e 25
Biblioteca de CDNA d@ D. MIAXIIIA «...cccuveueieeiiiiii ettt ettt ettt ettt ettt e sttt s ate bt esbeebe s satesaeenaeenes 27
Perspectivas das aplicagdes do S1AlOMA..........ceiruiririeiiiiieieneere et e e 28
JUSTIFICATIVA ..ottt ettt st et r e bt s a et et et r e s aeer et en e sa et rena st eneeenens 29
JUSHITICATIVAL ..ttt ettt h e et ettt ettt eae e e bt e bt ea b e ea e e eb e e bt ea b e e et e ehe et e eabeeubeebeebeenbesabesbeenbeenbesanenaee 30
OBUIETIVOS. . ettt ettt ettt st e e a e s a b e e b et e b et e bt e s b e eesabe e s beeeabeesabeesaeeesbbeeaneesbeeeneenane 31
ODJEEIVOS  cuveeurerieeritete ettt st et ettt st et e sae e st e s bt e bt st e s he e s bt e et e st e s be e e bt e st e st e she e bt e et eaeesheenr e e et e a et e n e e r e et e eaneereernes 32
MATERIAIS E METODOS.........oouiueieeeeieeeeeeieseesieesees e ses s es s es s ssssses s as s s s saes s sssasssan 33
Criaga0 A0S tIIALOMINEOS . .eueiteeteeiteetteett et ete et e bt e sbeebe e ete e s bt e bt eateebeesbeeabeeabesbeesbeenbeeatesaeesbeenbeeabesbeenbeeabesasesaean 34
ODEENGAD A SALTVA...eiutiiiiieitie ittt ettt s e s be e sttt e s b be e beeebeeebeesabbaesabeesabeesabeesabeesaseenbseenseeenns 34
Eletroforese bidimensional..........cccccuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e e 34
Identificag@o de proteinas por espectrometria do tipo MALDI-TOF-TOF ........cccccceoeninininiininiiiiieeceeee 35
DigEStAO AAS PIOLEINAS .eeuveeuriiitieeitie ettt sttt ettt e sb e bt e st e e s bt e sa bt e sabeesabeesbbeeesbteenseesbaeenseesates 35
ESPECITOMEIITIA (€ MASSA...eerurieiiieiriieeriieeiite sttt st st e st sit e e sbt e e bt esbe e s bt e sabeesabeesabeesabeebbbeesseeesbaeenseesares 36
Identificacao das PrOteINAS........cecieriririiiiiiiei ettt s s s 36
Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) .....coocuiiiiiiiiiiiiiiereeee ettt 36
Atividade ADPasica em SDS-PAGE .......coooiiiiiiiiicee e e e 37
Caracterizag@0o da atividade NZIMALICA.........ereerirriiiiereerte ettt st sb ettt sbe et et e it e sbee e nbeeaees 37



Universidade de Brasilia Paula Beatriz Santiago — Proteinas salivares de Dipetalogaste maxima
Inibicdo da agregagao PlAQUETATIA .......evvivviiiiiiiiiieiee e s e s 38
PrOAUGAOD A€ ANtICOTPOS. .eiuvieiriiiieeiteeitte ettt ettt ettt e st e st b e e sat e e bt e e bt e s abe e s bt e sabeesabeesabeeesabeesabeesabeenseeensnesareean 39
JBaa 1R ToTa [ 1T o7 1o T T OO PO PPIRPPTOPRPRRNt 40
ANALISE FIOZENMETICA ...ttt ettt b et et s bt s bt et e et sheesbe e bt e eabesbeenbeebesabesaeesbeebeeneesae 41
RESULTADOS ...ttt ettt ettt b e bbbt b bt se e s et et et et e e et e b e sb e e b e nbeebeebeebeeae et ennenne 42
O gel bidimensional exibiu grande quantidade de proteinas entre 20 € 30 KDa.......ccoeceevveriieienienieenienieneeneens 43
O proteoma salivar de D. maxima revelou 3 familias Salivares..........cccocevevierininiiiiiiicieeceeeee e, 43
Perfil eletroforético unidimensional da saliva de D. Maxima ...........cc.ceeveviriinieniinininieeeeeeeee e 47
A atividade em gel de poliacrilamida revelou proteinas com atividade apirdsica .......c.cceeeeereererreereereenesnenes 47

A caracterizacdo da atividade enzimatica mostrou uma temperatura 6tima de 37 °C e pH 6timo variavel com

103 41T O PP P PP UPTOPPROPRPN 49
A saliva do triatomineo D. maxima inibe a agregacdo plaquetaria induzida por ADP.......c.ccccevvivivirieienenenn 53
A saliva de D. maxima € IMUNOZENICA .......eeververuirueriieiieietete st este sttt sttt b ettt se et sresreebesbeere e srenne e 54
A apirase de D. maxima apresenta homologia com a familia 5’nucleotidase..........cccceevvereeneeienienienieenenienne 56
DISCUSSAD ...ttt bbbt 57
O Proteoma A€ D. MAXIMIA .......c.oecueeeiiiesiiiesiiete sttt ettt st st b bt st b et she et et e st e e e renaenes 58
FaMIIIAS oottt b et h e b e bttt ea e b e e b e e b s abenbe e be e resanenene 59
LIPOCAIINAS. ..ttt ettt ettt e e bt a e e r bbbt ae et et nen 59
ANTIZEIO-5 .o e st 61
AADITASES ..envveteenteeeteette sttt et st s bt e st e et e e e he e bt et e et e eh s b et e e R e e b e b e e Rt e Rt ehe e b e e Rt e e b e b e e b e e b e e b e nenenbe e beearesaeenae 62
SDS-PAGE e atividade em gel revelaram a presenga de pontes dissulfeto em proteinas com atividade apirasica
.......................................................................................................................................................... 64
A atividade ADPasica de D. maxima apresenta similaridades com a atividade apirasica de 7. infestans.......... 64
A saliva de D. maxima inibe agregacao PlaqUeETATia......c.cereereereriierienienieeie et e 66
A imunodeteccdo revelou epitopos similares entre a apirase de D. maxima e T. infestans ..............cccceeevenenn. 66
O alinhamento da sequéncia apirasica de D. maxima confirmou homologia com a familia’ 5’nucleotidase..... 67
CONCLUSAO. ..ottt 68
COMCIUSDOCS -vuveutettenteeie et stt ettt eat et e bt et s aeesheesbeeabe s aeeshe e bt eateeheeebeembeea b e ehe e e sbe e bt eabeeaeesbe e bt eateeheenbeebeeabeeaeanbees 69
Consideragdes fiNais € PETSPECLIVAS ....evviereruirrirririiiiiiiet ettt sttt st r et sttt e et sae s b b sb e ereeresresrenes 69
REFERENCIAS .....ooviiumriiimmreeesseeesssesessssss s sessse s sseneses 71
ANEXO Lttt h et h et b bt h et a b h s b h bt a bt b bbbt b b st bt ent s 77



Universidade de Brasilia Paula Beatriz Santiago — Proteinas salivares de Dipetalogaste maxima
Lista de figuras
Figura 1. Ciclo de vida de vida do Trypanosoma cruzi. 16
Figura 2. Agonistas da agregacdo plaquetaria. 20
Figura 3. Inibidores da agregagdo plaquetaria. 24
Figura 4. Perfil eletroforético bidimensional salivar de D. maxima, corado com nitrato de
prata. 26
Figura 5. Perfil eletroforético salivar de D. maxima em SDS-PAGE 8%, corado com azul de
Coomassie. 48
Figura 6. Efeito de cations sobre a atividade ADPasica salivar de D. maxima. 49
Figura 7. Efeito da temperatura sobre a atividade ADPasica salivar de D. maxima. 51
Figura 8. Efeito do pH sobre a atividade ADPasica salivar de D. maxima. 51
Figura 9. Efeito de inibidores de serino-proteases sobre a atividade ADPasica salivar de D.
maxima. 52

Figura 10.  Inibigdo de agregagdo plaquetaria induzida por ADP na presenca de saliva de D.

maxima. 53
Figura 11.  Imunodeteccdo anti-apirase em saliva de D. maxima. 54
Figura 12.  Imunodeteccdo anti-apirase em saliva de 7. infestans. 55

Figura 13.  Alinhamento da sequéncia apirasica de D. maxima com membros da familia
apirasica 5’nucleotidase. 56

Lista de Tabelas

Tabela 1. Classificacdo funcional dos trancritos do transcriptoma salivar de
Dipetalogaster maxima. 27

Tabela 2. Classificacdo funcional dos transcritos de natureza secretdria da saliva de
Dipetalogaster maxima. 27

Tabela 3. Identificagdo das proteinas salivares de D.maxima por peptide mass
fingerprinting (PMF). 45



Universidade de Brasilia Paula Beatriz Santiago — Proteinas salivares de Dipetalogaste maxima

RESUMO

A pesquisa em doenca de Chagas acumula bons resultados no que se refere a
transmissdo do Trypanosoma cruzi. Contudo, fatores devem ser considerados: a ocupacdo
humana de areas naturalmente habitadas por esses insetos e a presenca constante do 7. cruzi
em populagdes animais aumentam o risco de novas transmissdes a0 homem. Esse cenario ¢
similar ao encontrado na regido sul da Baixa Califérnia, México, onde a invasdo do
ambiente do triatomineo da espécie Dipetalogaster maxima pelo homem mostrou a
versatilidade alimentar do vetor, que além do sangue de lagartos, passou a se alimentar do
sangue humano. O fluxo sanguineo deve ser constante para o sucesso do repasto e para
contrapor a hemostasia do hospedeiro os triatomineos hematéfagos apresentam uma fonte
complexa de proteinas em sua saliva, como vasodilatadores, anti-agregadores plaquetérios e
anti-coagulantes. O trabalho aqui realizado demonstrou que a saliva do triatomineo D.
maxima contém proteinas anti-hemostaticas ja descritas na saliva de outros triatomineos
como Rhodnius prolixus, Triatoma infestans e Triatoma pallidipennis. A andlise protedmica
revelou as trés maiores familias de proteinas salivares encontradas em outros triatomineos:
lipocalina, antigeno-5 e apirase. A atividade apirdsica salivar detectada em D. maxima
apresenta caracteristicas similares aquelas encontradas na saliva de 7. infestans. Além disso,
a analise molecular revelou que as apirases de ambos triatomineos pertencem a familia
S’nucleotidase e sdo enzimas oligoméricas. A pesquisa dos compostos salivares de
hematoéfagos estimula o desenvolvimento de novos farmacos usados em desordens de

origem circulatoria.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Dipetalogaster maxima; Saliva; Proteoma.
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SUMMARY

The research on Chagas disease accumulates good results with regard to the control
of Trypanosoma cruzi transmission. However, some factors should be considered: the
human occupation of areas naturally inhabited by these insects and the constant presence of
T. cruzi in animal population increasing the risk of new transmissions to humans. This
scenario is similar to that found in southern Baja California, Mexico, where the invasion of
the triatomine species Dipetalogaster maxima environment by man showed the versatility of
the feeding vector, that besides the blood of lizards, started to feed on human blood. Blood
flow must be constant for the success of the meal and to counteract host hemostasis,
hematophagous triatomines emply a complex source of proteins and other molecules,
present in their saliva, as vasodilators, anti-platelet aggregators and anti-coagulants. The
work conducted here demonstrated that the salive of triatomine D. maxima comprises anti-
hemostatic proteins that had been already described in the saliva of other triatomines such as
Rhodnius prolixus, Triatoma infestans, and Triatoma pallidipennis. Proteome analysis
showed the three major salivary families of proteins found in other triatomines: lipocalin,
antigen-5 and apyrase. The detected salivary apyrase activity of D. maxima displays features
of that found in the saliva of T. infestans. Furthermore, molecular analysis revealed that
apyrases of both insects belong to the 5’ nucleotidase family and are oligomeric enzymes.
The research on salivary compounds of hematophagous insects stimulates the development

of new drugs to be used in disorders of circulatory origin.

Keywords: Chagas disease; Dipetalogaster maximas; Saliva; Proteome.
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Visao Global das Doencas Tropicais

A maioria das doengas tropicais negligenciadas (DTN) s3o antigas e tém
atormentado a humanidade durante séculos. Dengue, leishmaniose, ascaridiase,
esquistossomose, maldria, hanseniase, filariose, doeng¢a de Chagas, assim como outras, estdo
entre as DTN. Essas doengas estdo concentradas em regides de menor progresso socio-
econdmico, em d4reas rurais remotas ou em favelas urbanas (WHO, 2010). Embora
clinicamente diversificadas, formam um grupo porque estdo fortemente associadas a areas
pobres, onde tendem a coexistir. A falta de agua tratada, de saneamento basico e de acesso
aos servigos de saude, as moradias inadequadas e a desnutri¢do sdo fatores que aumentam a

vulnerabilidade de uma populagao as infec¢des (Lindoso & Lindoso, 2009).

Mais de 1 bilhdo de pessoas, um sexto da populagdo mundial, sofre de uma ou
mais das DTN. Essas doencas matam cerca de 534 mil pessoas no mundo a cada ano, além
de enfraquecer e incapacitar outras tantas, resultando em impactos negativos na qualidade de
vida e na produtividade do trabalhador, mantendo baixa a renda de paises em situagdo de

pobreza (WHO, 2009).

Essas doengas sdo consideradas “negligenciadas” porque em geral ndo possuem
investimentos significativos no desenvolvimento de vacinas e novas drogas e os programas
de controle sdo insuficientes (Lindoso & Lindoso, 2009). Por muito tempo foi assim, as
DTN receberam pouca ou nenhuma atengdo. Essa foi a visdo até a ultima década, quando a
Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) convenceu o mundo, particularmente os lideres
politicos em paises endémicos e ndo endémicos, a investir no combate a essas doencas como
forma de impulsionar o desenvolvimento humano e econdomico (WHO, 2006). Hoje, existem
parcerias em programas de nutri¢do e educacdo em saude, além de doagdes responsaveis por

permitir as populacdes o acesso aos medicamentos (WHO, 2010).

O primeiro relatorio da OMS sobre o assunto, “First WHO report on neglected
tropical diseases” (WHO, 2010) apresenta evidéncias de que as atividades desenvolvidas
para prevenir e controlar as DTN estdo produzindo resultados. O relatorio cita que cerca de
670 milhdes de pessoas, em 75 paises, receberam quimioterapia especifica até o final de
2008 e sugere a queda da transmissdo das doengas quando boa parte da populagdo tem

tratamento médico.

11
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Certamente ainda hd muito a ser feito e ¢ necessario que a colaboragdo e os
programas continuem. Segundo a OMS o controle dessas doencas ¢ viavel e vai quebrar o
ciclo de doenga e pobreza, melhorar as condi¢des da populacdo e contar com o aumento da
produtividade do trabalhador, contribuindo assim para o crescimento socio-econdmico dos

paises atingidos pelas doencas.

Doencas Tropicais Negligenciadas no Brasil

O Brasil faz parte do grupo de paises atingidos pelas DTN. Leishmaniose,
dengue, raiva, esquistossomose, teniase e doenga de Chagas (DC) estdo entre as doengas
conhecidas no pais. Sobre a leishmaniose, o relatério de 2010 da OMS (WHO, 2010)
comenta o aumento do numero de casos de calazar desde 1999 com uma expansido da
doenga para a zona urbana, destacando os cdes como reservatorios. Ja em relagdo a dengue,
menciona que o aumento de focos nos ultimos anos estd relacionado ao aumento da
populagdo urbana, fato que resulta em maior nimero de pessoas em contato com o vetor,
Aedes aegypti, em areas favoraveis. A OMS recomenda que devem ser mantidas as

campanhas para erradicar o vetor.

No que se refere a DC, o relatdrio cita que o risco de transmissdo se encontra
reduzido devido aos programas de controle vetorial e a triagem sorologica nos bancos de
sangue. O numero de infectados nas Américas caiu de 20 milhdes em 1981 para cerca de 10
milhdes em 2009 e hoje, o nimero de pessoas em risco de contrair a doenga chega a 25
milhdes (WHO, 2010). A estimativa do Ministério da Satde ¢ que cerca de dois a trés
milhdes dos infectados se encontram no Brasil (Ministério da  Saude,
disponivelem<http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/visualizar texto.cfm?idtxt

=31114>, acesso em 15 de jan de 2011).

Nos ultimos anos, a ocorréncia de DC aguda tem sido observada em especial na
regido da Amazonia, principalmente em decorréncia da transmissdo oral. Nesta forma de
transmissdo suspeita-se de alimentos como sucos de frutas frescas contaminados com

material infectante, provavelmente advindo de triatomineos silvestres (Dias, 2009).

12
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Panorama Brasileiro da Doenca de Chagas

Foi em 1909 que Carlos Chagas levou ao conhecimento mundial uma nova
doenga, seu vetor e seu agente causal, um protozodrio do género Trypanosoma, denominado
por ele Trypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz. Em 1910, a doenga recebeu o

nome de seu descobridor e passou a se chamar DC.

Naquele tempo, como nao havia medicamentos eficazes contra a doenga nem
inseticidas para controle dos vetores, a base preventiva era a melhoria das habitacdes. Na
década de 1960, programas nacionais e regionais de combate a DC tiveram inicio no Brasil,
Argentina, Venezuela, Chile e Uruguai (Dias, 2007), contudo, espacialmente limitados, ndo
surtiram grandes efeitos (OPAS, 2002). Ja nas décadas de 1970 a 1990 foram tomadas a¢des
de melhor cobertura, direcionadas a interrup¢do da transmissdo vetorial pelo emprego de
inseticidas (OPAS, 2002; Dias, 2007). O receio da sindrome da imunodeficiéncia humana

adquirida e da hepatite B ajudou a controlar também a transmissao via transfusdo sanguinea.

Na década de 1990 paises endémicos decidiram partilhar esfor¢os contra a
doenga. A Iniciativa do Cone Sul (ICS), langada em 1991, ¢ um programa internacional de
controle da DC e dele participam: Argentina, Peru, Chile, Uruguai, Paraguai, Bolivia e
Brasil. O objetivo do programa ¢ controlar a transmissdo da doenga, eliminando o principal
vetor, Triatoma infestans, em vastas areas do Cone Sul, além de controlar a transmissio
transfusional, mediante triagem sorolégica (Dias, 2007). E importante ressaltar que a ICS
ndo foi o inicio de agdes que culminaram com o controle da doenga, mas representa a

consolidagdo de agdes regulares que o efetivaram.

Contudo, a Organizagao Pan Americana de Saude (OPAS, 2002) faz mengao aos
limitantes epidemioldgicos da doenga e cita que como uma enzootia, sua completa
erradicacdo ndo € possivel pois sempre havera o risco de infec¢do humana por transmissao
silvestre, ja que s@o vastos os reservatorios animais, invibializando o esgotamento das fontes

de infeccao.

Além disso, ha preocupacdo com as areas que demonstram ocorréncia de
triatomineos nativos silvestres e peridomiciliares, podendo ocorrer esporadica ou
progressiva invasdo e colonizacdo de moradias humanas, uma situagdo que exige
permanente vigilancia epidemioldgica. Merecem atencdo as espécies Panstrongylus

megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida, entre outros
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(Dias, 2007). Na regido amazonica ¢ comum observar o género Rhodnius, frequentemente
encontrado em folhas de piagava e folhas de palmeiras. J& o género Triatoma pode ser
encontrado na regido nordeste, assim como em Minas Gerais e Tocantins. O género
Panstrongylus pode ser encontrado na regido de zona da mata (Araujo, Waniek et alli,

2009).

Apds cem anos de sua descoberta a DC segue incuravel. Ainda hoje os
instrumentos para o tratamento na fase cronica s@o limitados, ndo havendo um tratamento
especifico ideal contra a doenga. Como também ndo existe uma vacina, o controle do vetor e
a triagem soroldgica ainda sdo as principais acdes preventivas (Dias, 2009). Acdes de
vigilancia em saude e a sustentabilidade dos programas de controle sdo fundamentais para a
preven¢do da DC, visto que a epidemiologia da doenca exige permanente atencdo a fim de

evitar o risco de novas explosdes de casos.

Trypanosoma cruzi e transmissio

O T. cruzi é o agente etiologico da doenca de Chagas, um eucarioto flagelado
pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Essa espécie apresenta
grande diversidade adaptativa, sendo encontrada em diferentes hemipteros e animais

silvestres e domésticos, além do homem (Brener et alli, 2000).

O T. cruzi é transmitido ao homem através das fezes contaminadas do
triatomineo hematdfago adaptado ao ambiente doméstico. O inseto defeca no hospedeiro
enquanto se alimenta e as fezes contaminadas podem penetrar pela lesdo ocasionada pela
picada do vetor ou através de mucosas como olhos, nariz e boca (Prata, 2001). Outras vias
de transmissdo sdo a transfusional, com sangue contaminado pelo protozoario, ou a
congénita, tipos de transmissd@o que podem ocorrer em areas ndo-endémicas. Os mecanismos
de transmissdo secundarios incluem acidentes laboratoriais, manejo de animais infectados e

alimentos contaminados, entre outos (Prata, 2001).

Na natureza existem trés ciclos de transmissdo vetorial: o selvagem, o
peridoméstico e o doméstico. O ciclo selvagem ¢ enzodtico e ¢ mantido por triatomineos e
animais silvestres contaminados pelo 7. cruzi. O peridoméstico mantém a ligagdo entre o
ciclo silvestre e o doméstico, € originado a partir do ciclo selvagem e mantém a infec¢ao

entre os animais domésticos em areas ao redor de habitagdes humanas. Ja4 o doméstico é
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mantido na natureza por triatomineos domesticados que transmitem a infeccdo a animais

domésticos e humanos (Coura & Dias, 2009).

Ciclo de Vida do T. cruzi

O protozodrio flagelado apresenta 4 formas de desenvolvimento durante o seu
ciclo de vida que alternam-se entre vertebrados e insetos vetores (Figura 1). A forma
epimastigota proliferativa estd presente no intestino médio do vetor, e a tripomastigota
metaciclica, forma ndo proliferativa, esta presente na por¢do final de seu intestino. No
hospedeiro vertebrado, o parasito se apresenta de duas formas, tripomastigota e amastigota.
A primeira ¢ a forma infectiva presente no sangue e a segunda ¢ intracelular proliferativa
que, ao contrario das outras formas, ¢ arredondada ou oval com um flagelo curto que néo se

exterioriza (de Souza, de Carvalho et alli, 2010).

O ciclo de vida se inicia ap0ds o repasto sanguineo do barbeiro em um vertebrado
contaminado com a forma tripomastigota. No intestino do vetor os parasitas se diferenciam
em epimastigotas, se multiplicam e sofrem diferenciagdo para a forma infectante
tripomastigota metaciclica, que ¢ liberada pelas fezes durante as refei¢des subsequentes,
entrando em contato com novos hospedeiros. No vertebrado, os tripomastigotas metaciclicos
penetram nas células do hospedeiro, transformam-se em amastigotas que apds crescimento
diferenciam-se em tripomastigostas. Apos evasao celular, entram na circulagdo sanguinea do
hospedeiro vertebrado, disseminando a infec¢do (de Souza, de Carvalho et alli, 2010)

(Figura 1).

15



1 Universidade de Brasilia Paula Beatriz Santiago — Proteinas salivares de Dipetalogaste maxima
Epimastigota . .
Tripomastigota ﬁ E Tripomastigota

St f =

e N

Tripo astlgo %

Figura 1. Ciclo de vida de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: World Health Organization.
Disponivel em: <http://www.who.int/tdrold/diseases/chagas/lifecycle.htm> (modificado).
Acesso em 08/02/2011.

Aspectos Clinicos da Doenc¢a de Chagas

A doenga de Chagas apresenta uma diversidade de fases clinicas: aguda, latente
ou indeterminada e cronica. A fase aguda ¢ caracterizada pela alta parasitemia dos tecidos e
do sangue sendo, na maioria das vezes, assintomatica. Quando aparecem os sintomas podem
incluir febre, mialgia, edema e insuficiéncia cardiaca (Prata, 2001). Em alguns pacientes, um
inchagco pode aparecer no local do sitio de entrada do parasito, denominado chagoma.
Quando o local de entrada € pela conjuntiva, pode resultar em um inchago da palpebra,

denominado sinal de Romaifia (Punukollu, Gowda et alli. 2007).

A fase latente pode persistir por toda a vida ou durar de 5 a 15 anos. Durante
essa fase o paciente permanece assintomatico com sorologia positiva, sem evidéncias fisicas
ou clinicas tipicas da doenca (Punukollu, Gowda et alli, 2007). Com o decorrer do tempo o
paciente pode desenvolver a fase cronica, caracterizada por danos aos 6rgdos atingidos em
decorréncia do processo inflamatdrio desencadeado pelo 7. cruzi. Os sintomas podem estar
relacionados com o sistema cardiocirculatorio, forma cardiaca, com o sistema digestivo,

forma digestiva, menos frequente, ou com ambos, forma mista. Na forma cardiaca a
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principal manifestacdo clinica ¢ a insuficiéncia cardiaca proveniente das lesdes inflamatdrias
ao tecido cardiaco. J& a forma digestiva apresenta alteracdes morfologicas que caracterizam

0 megaesofago e o megacolon (Coura & Borges-Pereira, 2010).

Dinidmica da Interacio Parasito-Vetor-Hospedeiro

Os insetos da subfamilia Triatominae, ordem Hemiptera e familia Reduviidae,
sdo hematofagos e possiveis transmissores do 7. cruzi. Estdo distribuidos em ambiente
neotropical, do sul dos Estados Unidos a Argentina. A hematofagia ocorre em ambas as
formas sexuais e em todas as fases de desenvolvimento dos triatomineos, que apresentam
cinco estagios até a forma adulta. Para que os insetos mudem de um estagio para outro é

necessario que ocorra pelo menos um repasto sanguineo.

Uma vez que o vetor localiza o hospedeiro, a pele deve ser penetrada para o
acesso ao sangue e para isso os triatomineos utilizam uma probdscide longa e flexivel para
atingir um vaso sanguineo. O habito alimentar do vetor proporciona o cenario para a
transmissdo do 7. cruzi ao hospedeiro. A inje¢do de saliva induz o recrutamento de células
mononucleares fagocitarias para o sitio da picada e os tripomastigotas metaciclicos
eliminados nas fezes por ocasido do repasto podem interagir com as células do sistema
imune, instalando a infec¢@o. Nesse contexto, o patogeno ¢ favorecido pela ag¢do da saliva,
quanto mais macrofagos presentes na lesdo, maiores as chances do parasito se estabelecer no
hospedeiro (Mesquita, Carneiro et alli, 2008). Assim, a saliva do hematofago liga os trés

elementos da doenca: parasito-vetor-hospedeiro.

A lesdo vascular causada pela picada do triatomineo desencadeia uma resposta
fisioldgica no hospedeiro que é determinada por trés manifestagdes: inflamacdo, resposta
imunoldgica e hemostasia. A inflamacdo consiste em uma resposta tripla caracterizada por
dor, vermelhiddo e calor. A exposi¢do aos antigenos salivares induz o sistema imune a reagir
contra essas moléculas (Morita, Isawa et alli, 2006). A hemostasia ¢ a resposta fisioldgica do
hospedeiro contra a perda de sangue. Esse processo comega dentro de segundos apos a lesdo
tecidual e ¢ resultado de uma triade formada por vasoconstri¢do, agregacdo plaquetéria e
coagulagdo sanguinea, minimizando a perda sanguinea e promovendo uma restauragdo da

arquitetura vascular normal (Francischetti, Sa-Nunes et alli, 2009).
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Para o sucesso do repasto ¢ fundamental que ndo cesse o fluxo sanguineo para o
aparelho bucal do hematofago. Desta forma, a hemostasia do hospedeiro vertebrado ¢
contornada pelo triatomineo por meio de agdes executadas através de uma série de
componentes anti-hemostaticos presentes na saliva, por exemplo, vasodilatadores, anti-

agregadores de plaqueta e anti-coagulantes (Champagne, 2005).

Hemostasia

Vasoconstricio

A vasoconstricio ¢ a resposta contratil da musculatura lisa de um vaso
sanguineo por ocasido de uma lesdo fisica, resultando no estreitamento do vaso. Esse

mecanismo pode fechar o limen de arteriolas e pequenos vasos, cessando o fluxo sanguineo.

Agregacio plaquetaria

As plaquetas t€ém um papel central na hemostasia. A cascata hemostatica ¢
iniciada pela interacdo das plaquetas com a matriz extracelular que, uma vez lesionada,
expde colageno e fibronectina. A lesdo induz uma firme interagdo entre plaqueta e colageno
através do receptor A2B1, promovendo a liberacdo de adenosina difosfato (ADP) e
tromboxano A2 (TXA2), agonistas que causam a aderéncia de mais plaquetas (Varga-Szabo,

Pleines et alli, 2008).

O ADP promove a agregacdo plaquetdria através da ativacdo dos receptores
plaquetarios P2Y; e P2Y ;. O ADP se liga ao primeiro induzindo a mudanca de forma
plaquetaria, e se liga ao segundo para amplificar a agrega¢do inibindo a produgdo de AMP
ciclico mediado por adenilato ciclase. J& TXA2 auxilia na ativagdo plaquetaria através do

receptor TP, que também induz mudanca de forma (Kahner, Shankar et alli, 2006).

Plaquetas ativas promovem a geracdo de trombina, o mais potente agonista da
agregacdo. A trombina ativa receptores de proteases plaquetarios desencadeando multiplas

vias de transdugdo de sinal, e assim modulam a trombose, a coagulacdo e a inflamacao. Os
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agonistas ADP e trombina também sdo responsaveis por ativar a integrina allbp3 (Jennings,

2009).

Com a secre¢@o dos granulos plaquetdrios hé liberagdo de agonistas mais fracos
como serotonina e epinefrina. A serotonina estimula a mudanga de forma plaquetaria e
intensifica a vasoconstri¢do e a epinefrina inibe cAMP sem alterar visivelmente a agregacao.
Contudo, os dois agonistas em conjunto potencializam a agregacdo. Adicionalmente, as
plaquetas ativas também secretam moléculas pro-inflamatdrias e contribuem para o processo

de inflamagao local (Varga-Szabo, Pleines et alli, 2008).

Assim, a agregacdo plaquetaria ¢ resultado da acdo simultdnea de uma série de
agonistas, os quais trabalham de maneira redundante em diferentes receptores (Figura 2). A

agrega¢do continua até o bloqueio da lesdo pela massa de plaquetas agregadas.
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Figura 2. Agonistas da agregacio plaquetaria. Moléculas agonistas como ADP, colageno,
trombina e TXA2 ativam a agrega¢@o plaquetaria através de receptores especificos. As plaquetas
agregadas obstruem a lesdo e evitam o extravasamento sanguineo. Fonte: figura produzida por Paula
Beatriz Santiago.

Coagulacio sanguinea

A coagulacdo ¢ um processo complexo e consiste na ativagdo sequencial de
varios fatores presentes no sangue, envolvendo complexas interagdes entre serino proteases

plasmadticas e seus cofatores.

O inicio da cascata de coagulagdo depende da exposi¢do sanguinea a um
componente-chave, o fator tecidual, processo que acontece em decorréncia de injurias

vasculares ou estimulo por citocinas. O fator tecidual ¢ uma glicoproteina de membrana e

20



Universidade de Brasilia Paula Beatriz Santiago — Proteinas salivares de Dipetalogaste maxima

funciona como receptor para o fator VII da coagulagdo, o qual em pequena propor¢do &
encontrado na circulagdo em sua forma ativa, VIIa. A exposi¢do do fator tecidual ao fator

VIla em decorréncia de uma lesdo vascular inicia a cascata de coagulacdo (Franco, 2001).

A etapa-chave na coagula¢do sanguinea ¢ a conversao de fibrinogénio em fibrina
pela trombina. O coagulo formado consiste em uma malha densa de filamentos de fibrina e
engloba os elementos da coagulacdo no sitio da lesdo endotelial, processo critico para a

manuten¢do da integridade vascular.

Propriedades farmacologicas da saliva

A hemostasia poderia impedir o vinculo do vetor com o hospedeiro. O sucesso
alimentar dos hematdfagos requer uma ag@o contraria a essa resposta fisiologica, a fim de
manter o fluxo sanguineo durante o repasto. Nesse contexto, os triatomineos expressam em
suas glandulas salivares moléculas anti-hemostaticas como vasodilatadores, anti-agregadores
plaquetarios e anti-coagulantes (Champagne, 2005), além de moléculas imuno-modulatorias

e anestésicas. Essas proteinas sdo denominadas sialogeninas (Francischetti, 2010).

Deve-se considerar o potencial farmacoldgico dessas moléculas salivares no
desenvolvimento de medicamentos relacionados aos disturbios vasculares e hemostaticos. O
beneficio do estudo das sialogeninas pode ser comprovado com o exemplo representado pelo
composto denominado bivariludina (inicialmente chamado hirulog) derivado de um
anticoagulante presente nas glandulas salivares de sanguessugas, denominado hirudina. Esse
farmaco ja foi aprovado para uso clinico como anticoagulante em angioplastia coronariana

nos Estados Unidos e Nova Zelandia (Ciprandi, Horn et alli, 2003).

Os medicamentos conhecidos como heparina e varfarina vém sendo usados
clinicamente como anticoagulantes por mais de 50 anos, contudo, seu uso estd associado a
uma grande varia¢do de dose-resposta, sendo necessario um acompanhamento intensivo do
paciente (Mousa, 2006). O 4cido acetilsalicilico (aspirina) ¢ comumente utilizado como
agente antiplaquetario, agindo de forma preventiva nos eventos trombdticos
cardiovasculares, mas pode gerar efeitos colaterais como sangramento gastrintestinal e
episodios hemorragicos (Castro, 2006). Desta forma, as sialogeninas isoladas de animais

hematdfagos ou andlogos desenhados a partir delas podem ser futuramente testadas para
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desenvolver medicamentos mais especificos e seguros no tratamento de processos

patologicos como trombose arterial.

Vasodilatadores

Os vasodilatadores sd3o amplamente distribuidos na saliva dos hematdfagos,
essas moléculas neutralizam a vasoconstricdo local e aumentam o fluxo sanguineo para o

local da picada.

Dentre as estratégias que culminam com vasodilata¢do ¢ possivel encontrar em
Rodnius prolixus uma proteina salivar denominada nitroforina responsavel por estocar e
transportar 0xido nitrico (ON), que quando liberado na lesdo se liga a adenilato ciclase
soluvel, promovendo o relaxamento da musculatura vascular (Andersen & Montfort, 2000).
Um mecanismo similar ¢ encontrado na espécie de percevejo Cimex lectularius (Valenzuela,

Walker et alli, 1995).

Outra proteina salivar vasodilatadora, denominada maxadilan, foi descrita no
flebotomineo Lutzomia longipalpis e ¢é responsavel pelo eritema provocado pela picada do
mosquito transmissor da leishmaniose (Lerner, Ribeiro et alli, 1991). Ja a espécie Aedes
aegypti apresenta vasodilatadores pertencentes a familia taquiquinina, os quais mimetizam
uma proteina enddgena estimulando a produ¢do de ON ao se ligar a um receptor do

hospedeiro (Champagne & Ribeiro, 1994).

Inibidores de agregacio plaquetaria

Virios mecanismos inibidores de agregacdo plaquetaria ja foram descritos. Uma
importante estratégia ¢ a hidrdlise de ATP e ADP em AMP e Pi, atividade realizada por uma

sialogenina denominada apirase (Ribeiro, Sarkis et alli, 1984; Francischetti, 2010).

Essa enzima ¢ ubiqua entre os hematofagos e ja foi descrita em mosquitos das
espécies Anopheles gambiae (Lombardo, Di Cristina et alli, 2000) e Aedes aegypti
(Champagne, Smartt et alli, 1995), em carrapatos dos géneros Ornithodorus (Stutzer, Mans
et alli, 2009) e Rhipicephalus (Liyou, Hamilton et alli, 1999) e em triatomineos como 7.
infestans (Faudry, Lozzi et alli, 2004) e R. prolixus (Ribeiro, Andersen et alli, 2004). Além

das espécies Cimex lectularius (Valenzuela, Charlab et alli, 1998), Phlebotomus papatasi
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(Valenzuela, Belkaid ef alli, 2001) e Lutzomia longipalpis (Charlab, Valenzuela et alli,
1999).

O triatomineo R. prolixus apresenta uma proteina denominada RPAI, que age
ligando-se a ADP em baixas concentragdes, outra estratégia descrita para inibir agregacao
induzida por ADP (Francischetti, Andersen et alli, 2002). Nesse triatomineo também foi
possivel encontrar uma sialogenina que inibe agrega¢do através da ligacdo a serotonina e
norepinefrina por moléculas denominadas ABP (amine-binding protein) (Andersen,

Francischetti et alli, 2003).

Outro mecanismo ja descrito foi a inibi¢cdo da agregacdo induzida por colageno,
atividade encontrada na saliva de 4. aegypti por uma sialogenina denominada aegiptina
(Calvo, Tokumasu et alli, 2007), na saliva de Triatoma pallidipennis por uma proteina
denominada palidipina (Noeske-Jungblut, Kratzschmar et alli, 1994) e na saliva de T.

infestans, sialogenina conhecida como triplatina (Morita, Isawa et alli, 2006).

A moubatina é uma sialogenina recombinante da saliva do carrapato
Ornithodorus moubata e sua agdo inibe agregacio plaquetaria mediada por TXA2 (Mans &

Ribeiro, 2008).

Enfim, as moléculas salivares descritas evitam a agregacdo plaquetaria inibindo
agonistas distintos (Figura 3). A atividade de proteinas com o mesmo objetivo ¢é
compreensivel, visto que a agregacdo plaquetaria ¢ fator chave do processo de hemostasia.
Pesquisas futuras podem descobrir outras sialogeninas inibidoras da agregacdo a medida que

enriquece o estudo a respeito da saliva de insetos hematdfagos.

23



-‘ Universidade de Brasilia Paula Beatriz Santiago — Proteinas salivares de Dipetalogaste maxima

Moubatina

Apirase \ Triabina
RPAI
ABP

PLAQUETA

CELULA ENDOTELIAL

- e ko | e &

Aegiptina
Palidipina
Triplatina

Figura 3. Inibidores da agregaciio plaquetaria. Moléculas salivares, em cinza, evitam a agregacio
plaquetaria inibindo agonistas distintos, o que mantém o extravasamento sanguineo na lesdo. Fonte:
figura produzida por Paula Beatriz Santiago.

Inibidores da cascata de coagulacio sanguinea

Outro desafio importante para o sucesso da hematofagia ¢ o bloqueio da cascata
de coagulacdo. A trombina, além de inibir a agregacdo plaquetaria, ¢ um importante agonista
da coagulagdo. Em 7. pallidipenis foi descrito um inibidor de trombina denominado triabina
(Noeske-Jungblut, Haendler ez alli, 1995), agdo também observada pela anofelina, molécula
encontrada na saliva do mosquito Anopheles albimanus (Valenzuela, Francischetti et alli,

1999).
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Dipetalogaster maxima, um triatomineo singular

Dipetalogaster maxima é uma espécie de triatomineo hematdfago que vive em
ambiente silvestre na regido do Cabo, ao sul da peninsula da Baixa Califérnia, no México.
Habita zonas secas e ¢ encontrado em pedreiras e rochas, associado a lacertilios como
lagartixas, lagartos e camaledes (Badauy, Silva et alliy 2000). E o maior triatomineo
conhecido e apresenta cinco estdgios de desenvolvimento (Figura 4). Alimenta-se durante o
dia ou noite, ¢ um predador agressivo € quando estd com fome, deixa seu refugio para se
alimentar de qualquer vertebrado disponivel, incluindo humanos (Jimenez, Llinas et alli,
2003). Possui um abdomen expansivel que lhe permite armazenar grande quantidade de
sangue e permanecer longo tempo em jejum, uma possivel adaptacido a sobrevivéncia em

ambiente semi-desértico.

Esse triatomineo ndo apresenta importancia epidemiologica no México, contudo,
¢ importante na manutencdo do ciclo silvestre da DC. A infeccdo natural de D. maxima por
T. cruzi foi demonstrada por Marsden (Marsden, Cuba ef alli, 1979) e o triatomineo tem sido
utilizado em xenodiagndstico por apresentar boa suscetibilidade a este parasito (Marsden,

Barreto et alli, 1979).

Em seus estudos, Jimenez (Jimenez M. L. & C, 1999) revelou preocupagdo com
o rapido crescimento da populacdo humana que invade areas suburbanas na regido
endémica. Habitantes locais e turistas ficam expostos, ocasionando um aumento da
transmissao de 7. cruzi pelo D. maxima. Jimenez encontrou o triatomineo em 90% das casas
visitadas na regido sul da Baixa California, indicando que o mesmo tem grande potencial

para adaptacdo a ambiente peri e intra-domiciliar.

O potencial farmacolégico de um anticoagulante estomacal de D. maxima ja foi
descrito. Em 1999 uma pesquisa isolou e caracterizou a dipetalogastina, proteina que inibe
trombina bloqueando seu sitio ativo, uma atividade compardavel a hirudina (Mende,
Petoukhova ef alli, 1999). Em um segundo momento, a fim de diminuir o potencial
antigénico e melhorar o perfil terapéutico da dipetalogastina, a mesma teve um segmento
trocado pela cauda C-terminal da hirudina, o segmento de bloqueio, e passou a ser
denominada dipetarudina. O tempo de coagulacdo foi ligeiramente prolongado quando
comparado a hirudina. Estudos futuros devem avaliar sua toxicidade, antigenicidade e outros
parametros farmacocinéticos para uma possivel aplicacdo in vivo (Lopez, Mende et alli,

2003).
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Figura 4. Estagios de desenvolvimento do triatomineo Dipetalogster maxima.
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Biblioteca de cDNA de D. maxima

O conjunto de mRNA das glandulas salivares de D. maxima foi anteriormente
analisado por Assumpc¢@o e colaboradores (Assumpcgdo et alli, 2011), sendo possivel

observar 2728 sequéncias, das quais 1375 codificam proteinas de natureza secretoria (Tabela

).

Tabela 1. Classificacdo funcional dos trancritos da saliva de Dipetalogaster maxima.

CLASSE NUMERO DE NUMERO DE ESTs ESTs/CONTIG
CONTIGS

Secretoria 161 1375 8.5
Constitutiva 107 207 1.9
Viral 1 1 1.0
Microbiana 1 1 1.0
Elementos transponiveis 20 21 1.1
Desconhecida 909 1123 1.2
Total 1199 2728

A andlise do grupo de natureza secretdria classificou essas sequéncias em seis
grupos de proteinas salivares: Lipocalinas, Antigenos-5, Apirases, Produtos relacionados a
imunidade, Hemolisinas e outros polipeptideos (Tabela 2). A maioria das proteinas salivares
descritas foram identificadas como lipocalinas, correspondendo a 93% dos transcritos. Esses
resultados serviram de base para a formagdo de um banco de dados formado pelo
sialotranscriptoma salivar de D. maxima a fim de realizar experimentos de identificacdo das
proteinas, sendo possivel acessa-lo em servidor interno, de acesso restrito ao laboratério de

realizacdo dos trabalhos.

Tabela 2. Classificag¢@o funcional dos transcritos de natureza
secretoria da saliva de Dipetalogaster maxima.

CLASSE NUMERO DE ESTs
Lipocalinas 1285
Antigenos-5 67
Apirases 9
Produtos relacionados a imunidade 2
Hemolisinas 1
Outros polipeptideos 11
Total 1375
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Perspectivas das aplicacdes do sialoma

A descri¢do do conjunto de mRNAs (transcriptoma) e do conjunto das proteinas
(proteoma) presentes na saliva formam o sialoma (Ribeiro, Andersen ef alli, 2004). Os
avangos recentes da biologia molecular como as bibliotecas de cDNA e a espectrometria e
massa sdo ferramentas usuais na descoberta dos novos sialomas e possibilitam o
reconhecimento da complexidade bioquimica e farmacoldgica dos hematofagos, auxiliando
as pesquisas sobre as distintas estratégias anti-hemostaticas das sialogeninas. A descri¢do do
proteoma de um organismo ndo s6 oferece um catdlogo das proteinas codificadas pelo
genoma, mas também informacdes sobre a expressdo de proteinas em diferentes condi¢des

fisiologicas e/ou ambientais (Lopez, 2007).

A espécie Anopheles gambiae, mosquito transmissor da malaria teve seu sialoma
descrito em 2002 (Francischetti, Valenzuela et alli, 2002) a fim de alcancar um
conhecimento mais profundo sobre suas sialogeninas. Com o mesmo objetivo, também ja
foram descritos os sialomas das espécies dos dipteros: Aedes aegypti (Valenzuela, Pham et
alli, 2002), Anopheles stephensi (Valenzuela, Francischetti et alli, 2003), Culex
quinquefasciatus (Ribeiro, Charlab et alli, 2004), Aedes albopictus (Arca, Lombardo et alli,
2007), Anopheles funestus (Calvo, Dao et alli, 2007), Simulium vittatum (Andersen, Pham et
alli, 2009). Também dos carrapatos: Ixodes scapularis (Valenzuela, Francischetti et alli,
2002), Ornithodorus parkeri (Francischetti, Mans et alli, 2008) e Ixodes ricinius (Chmelar,
Anderson et alli, 2008). E do percevejo Cimex lectularius (Francischetti, Calvo et alli,

2010).

Os triatomineos R. prolixus (Ribeiro, Andersen et alli, 2004), T. infestans
(Assumpcao, Francischetti et alli, 2008) e Triatoma brasiliensis (Santos, Ribeiro et alli,
2007) também ja tiveram seus sialomas descritos. Nos trés casos houve um destaque para as
familias das lipocalinas, caracteristica contrastante aos dipteros, pois esses ndo possuem
lipocalinas salivares descritas. Futuramente, outros sialomas devem ser desvendados com as
novas tecnologias a fim de enriquecer o conhecimento sobre a complexidade salivar dos

triatomineos.
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JUSTIFICATIVA
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Justificativa

A diversidade de reservatérios animais e de triatomineos capazes de transmitir o
T. cruzi ao homem mantém a doenga de Chagas como problema epidemioldgico na América
Latina. A saliva dos vetores ¢ fonte de moléculas complexas e possibilita o sucesso do
repasto, processo central na transmissdo do patdgeno. Assim, a pesquisa das proteinas

salivares enriquece o estudo da dindmica parasito-vetor-hospedeiro.

Outro ponto importante sobre conhecimento salivar tem sido demonstrado
através dos novos sialomas ao revelar as diversas fontes de proteinas com propriedades
farmacoldgicas presentes na saliva de hematofagos. E também através dos estudos dos
mecanismos de acdo das sialogeninas, pesquisa promissora na busca de farmacos para o
tratamento de distarbios circulatorios. Um excelente alvo de investigacdo terapéutica ¢ a
inibi¢do de agregacdo plaquetaria induzida por ADP e a apirase ¢ a enzima-chave desse

Pprocesso.

Justifica-se assim o trabalho aqui apresentado. Além de todo o exposto acima, a
curiosidade a respeito da diversidade molecular das sialogeninas de D. maxima estimulou as
atividades realizadas neste estudo. Foi desenvolvido o proteoma salivar da espécie, além de
caracterizacdes iniciais das propriedades cinéticas das proteinas com atividade apirasica
presentes em sua saliva. O reconhecimento da complexidade salivar de D. maxima pode
auxiliar estudos posteriores sobre a evolug¢do dos triatomineos hematofagos e estimular a
busca de aplicagdes terapéuticas. E certo que a evolugdo trabalhou de forma extraordinéria
nesse triatomineo ja que a habilidade de se alimentar em animais de sangue frio e de sangue

quente ndo ¢ comum na natureza.
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Objetivos

Esta dissertagdo encontra-se inserida em uma linha de pesquisa que visa
conhecer a diversidade molecular e funcional de substancias farmacologicamente ativas
presentes na saliva de triatomineos relacionados com a DC, enriquecendo o conhecimento
acerca da interacdo parasito-vetor-hospedeiro.

O presente trabalho investe na pesquisa das proteinas salivares da espécie
Dipetalogaster maxima e tem como principais objetivos:

* Descrever o proteoma de D. maxima

* Identificar e caracterizar parcialmente a apirase salivar de D. mdxima

Objetivos especificos
Para atingir os objetivos citados acima, as seguintes atividades s3o propostas:

* Separar as proteinas salivares de D. maxima por eletroforese bidimensional e
identificar as proteinas separadas mediante espectrometria de massa do tipo MALDI-
TOF/TOF;

* Investigar atividade ADPésica em gel de poliacrilamida;

* Analisar as propriedades bioquimicas e biofisicas da apirase salivar;

* Investigar o papel da saliva na inibi¢ao da agregacdo plaquetaria;

* Estudar a imunogenicidade e antigenicidade da apirase salivar;

* Analisar antigenicidade e homologia de sequéncia entre as apirases salivares de

D. maxima e T. infestans.
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MATERIAIS E METODOS
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Criacao dos triatomineos

Os triatomineos da espécie D. maxima utilizados neste estudo sdo provenientes
da colonia mantida no departamento de Medicina Tropical, Universidade de Brasilia, onde
sdo conservados a 28 + 2 °C, com umidade relativa de 70 + 5 % e fotoperiodo de 12 h. Os
insetos foram utilizados aos 45 + 5 dias apds o repasto em galinha, Gallus gallus

domesticus.

Obtencio da saliva

Para obtencdo do conteudo das glandulas salivares, cada triatomineo foi
imobilizado por resfriamento, a -20 °C, por 5 min e posicionado ventralmente em uma
lamina de vidro. Com auxilio de uma lupa a cabeca foi deslocada com pinga cirurgica a fim
de expor o par de glandulas salivares. Uma seringa de calibre 0,3 mm foi utilizada para
recolhimento e perfuracdo cuidadosa e imediata das glandulas em microtubo, mantido em
gelo. Apos centrifugacdo a 1000 xg por 1 min, o sobrenadante foi recolhido e utilizado
prontamente ou estocado a -80 °C para posterior utilizacdo. Foi possivel coletar

aproximadamente 1 pL de saliva por glandula.

Eletroforese bidimensional

O contetdo salivar de D. maxima foi submetido a eletroforese bidimensional
para completa separacdo das proteinas. Uma amostra de aproximadamente 80 pg do
conteido luminal das glandulas salivares foi ressuspendida em 350 pL de tampao de
amostra (uréia 7 M; tiouréia 2 M; DTT 85 mM; isopropanol 10%; pharmalyte 3-10 0,5 %
(v/v); Triton X-100 2,5% (v/v)), durante lh sob agitagdo a temperatura ambiente. Em
seguida, a amostra foi centrifugada por 5 min a 14 000 x g e o sobrenadante foi aplicado em
uma fita de gel de poliacrilamida com gradiente imobilizado de pH 3 a 10 (/PGstrip 3-10) de
18 cm (GE Healthcare), e submetido a primeira dimensdo denominada focalizacdo
isoelétrica (IEF) no sistema Ettan IPGphor3 (GE-Healthcare). A IEF ocorreu com uma
corrente maxima permitida de 50 mA e foi iniciado sem corrente por 6 h, seguido por 30 V

por 6 h, 500 V por 1 h, 1000 V por 1 h e 8000 V por 4 h.
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Posteriormente o /PGstrip foi submetido a redu¢do em tampao de equilibrio
(Tris 50 mM, pH 8.8; uréia 6 M; glicerol 30%; SDS 4%) com adi¢do de DTT 125 mM por
40 min a temperatura ambiente e em seguida em tampdo de equilibrio com adi¢do de
acrilamida 300 mM por um periodo de mais 20 min. Posteriormente, as proteinas foram
separadas em SDS-PAGE 12% no sistema Protean II (BioRad). O gel bidimensional foi

corado com nitrato de prata, adaptado de (Blum, Beier et alli, 1987).

Apos lavagem em H,0O o gel foi escaneado e armazenado em acido acético 1%.
A imagem digitalizada foi analisada com o programa Image Master 2D Platinum 5.0 para

contagem do niimero de pontos protéicos.

Identificacio de proteinas por espectrometria do tipo MALDI-TOF-TOF

Digestio das proteinas

Cada ponto corado no gel 2D foi excisado, incubado em solugdo descorante
(tiossulfato de sédio 50 mM; ferrocianato de potassio 15 mM) por 10 min e submetido a 3
ciclos de lavagem com dgua Milli-Q e acetonitrila (ACN) 50%, alternadamente. Em seguida
foram feitos mais dois ciclos de lavagem com bicarbonato de aménio (50 mM) e ACN
100%, por 5 min cada. Durante a ultima lavagem com ACN 100%, os pedagos de acrilamida
foram imediatamente macerados e secos a vacuo em centrifuga SpeedVac por
aproximadamente 20 min. Apods reidratacdo com tampao de digestdo (5 a 10 puL de
NH4HCO;3 25 mM, CaCl, 2,5 mM; tripsina 12,5 ng/uL, Promega), foram incubados no gelo
por 45 min. Apos esse periodo o excesso de tampao foi retirado para adicionar novo tampao
de digestdo, desta vez na auséncia de tripsina, e as amostras foram incubadas a 37 °C por

toda a noite.

Na manha seguinte foi adicionado 1 pL de acido trifluoroacético 1% ao produto
da digestio e 1 puL desta amostra acidificada foi aplicado na placa AnchorChip™ target
(Bruker Daltonics, Alemanha). Ao secar, foram aplicados 0,5 pL de matriz (dcido 2,5
dihidroxibenzoico, DHB, 5 mg/ml em solucdo aquosa de 30% ACN e 0,1% TFA) sobre a

mesma. Esse procedimento foi realizado de acordo com Charneau et alli, 2007.
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Espectrometria de massa

Os peptideos tripticos obtidos foram analisados por PMF (peptide mass
fingerprinting) mediante espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF (Matrix
assisted laser desorption lonization time of flight mass spectrometry) no equipamento
Autoflex II (Bruker Daltonics) operado com o programa Flex Control versdo 2.2 (Bruker

Daltonics), conforme instrug¢do do fabricante.

Identificaciio das proteinas

Cada espectro de massa obtido foi processado com o programa Flex Analysis
versdo 3.0 e Biotools versdo 2.2 (Bruker Daltonics) para a gera¢do da listas dos picos de

massa. Usando o programa MASCOT (www.matrixscience.com), as massas experimentais

dos peptideos tripticos foram comparadas as massas tedricas obtidas por digestdo in silico
das sequéncias protéicas preditas da biblioteca de cDNA de D. maxima, armazenada no

servidor interno do laboratorio onde foram realizados os experimentos.

Para a busca no banco de dados foram obedecidos os seguintes parametros:
acuracia de 100 ppm de massa monoisotopica de ions monocarregados positivamente para
os espectros calibrados internamente e de 200-250 ppm para os nao calibrados, presenca de
até um sitio de clivagem triptica perdido, propionamidagdo das cisteinas como modificagao

fixa e oxida¢@o de metionina e N-acetilagdo da proteina como modifica¢des variaveis.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A fim de analisar o perfil eletroforético unidimensional da saliva de D. maxima,
o extrato salivar foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 8% contendo dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE), conforme método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). A
amostra foi diluida em tampao (Tris-HCI 50 mM, pH 6.8; glicerol 10%; SDS 2%; azul de
bromofenol 0,1%; B-ME 15 mM) com ou sem B-ME. A eletroforese foi realizada a uma
voltagem constante (90 V, na passagem pelo concentrador e 120 V, durante a passagem pelo

separador) com tampao de corrida tris-glicina (Tris HCI 25 mM, pH 8.8; glicina 250 mM e

36



Universidade de Brasilia Paula Beatriz Santiago — Proteinas salivares de Dipetalogaste maxima

SDS 0,1%), em sistema de eletroforese vertical MiniProtean 3 (Bio-Rad). Como padrdo de

massa molecular foi utilizado marcador Bench Mark (Sigma).

Para observagdo do perfil protéico o gel foi corado com azul de Coomassie.
Apos a corrida eletroforética, o gel foi submerso em solugdo corante (metanol 45%; acido
acético 10%; Coomassie Brilliant Blue R-250) e incubado sob agita¢do lenta por 2 h, a
temperatura ambiente. Posteriormente o gel foi transferido a solucdo descorante (4cido
acético 10%; metanol 10%) sob agitacdo lenta a temperatura ambiente até¢ que as bandas

protéicas fossem visualizados. O gel foi lavado e escaneado.

Atividade ADPasica em SDS-PAGE

A atividade ADPésica da saliva foi investigada mediante atividade hidrolitica
em gel SDS-PAGE, determinada pela precipitagdo de fosfato de célcio. A determinacdo da
atividade hidrolitica ¢ fundamentada pela associacdo do fosfato, liberado do nucleotideo,
com calcio, formando um precipitado de fosfato de célcio, insolivel, de cor branca e visivel

em gel.

O conteudo salivar de D. maxima foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida conforme descrito anteriormente, contudo a temperatura de 4 °C. Logo apds a
corrida, o gel foi lavado 2x por 20 min em Triton X-100 2,5% e 2x por 20 min em agua
Milli-Q, alternadamente, sob agitacdo lenta a temperatura ambiente. A seguir, o gel foi
incubado em solugdo de atividade (Tris-HCI 50 mM, pH 8.3; NaCl 100 mM; CaCl, 20 mM;
ADP 5 mM) por 30 min ou até a visualizagdo das bandas de atividade. A reacdo foi parada

com a mesma solucdo citada acima na auséncia do nucleotideo (Faudry, Lozzi et alli, 2004).

Caracterizacio da atividade enzimatica

O ensaio de atividade ADP4sica foi baseado em método colorimétrico que mede
a liberagdo de fosfato inorgénico (Pi), a partir do substrato, ADP (Fiske & Subbarow, 1925).
Utilizando microplaca de 96 pocos a reagdo foi iniciada incubando-se a saliva, na dilui¢do
de 1/8 de glandula, com o tampao de atividade (Tris-HCI 50 mM, pH 8,3; NaCl 150 mM;
CaCl, ou MgCl, 5 mM; 0,1 mM EDTA) e ADP 2 mM, por 20 min a 37 °C. A reacdo
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enzimatica foi interrompida pela adicdo de &cido tricloroacético (TCA) 75%, a uma
concentracdo de 5% do volume final. Para a coloragdo da amostra foi adicionado 30 puL de
molibdato de aménio 2,5% (m/v) diluido em HCI 2N e 12 pL de 4cido aminonaftolsulfonico
(Fiske e Subbarow, Sigma), para um volume final de 200 pL. Apds 10 min de incubagdo a
absorbancia a 630 nm foi medida no leitor de microplaca Tp reader (Thermoplate) O
controle foi obtido ao encubar o tampao de atividade e o ADP na auséncia de saliva. Cada

ensaio foi realizado em triplicata.

A reacdo pode ser descrita da seguinte forma:

Pi + Molibdato de Aménio —_— Fosfomolibdato de Aménio (FMA)
pH acido
FMA + Acido Aminonaftolsulfénico . Heteropolimolibdénio

Coloragao Azul

A atividade enzimatica foi determinada a 25, 30, 37, 42, 56 ¢ 65 °C por 20 min,
como descrito acima. A influéncia idnica na atividade foi determinada pela substituicdo do
CaCl; ou do MgCl, presente no tampao de atividade por MnCl,, CoSQOy4, CuCl, e ZnCl,, a

uma concentragao final de 5 mM.

Também foi testado o efeito do pH na atividade enzimatica, e neste caso, o
tampao de atividade ndo continha Tris-HCI e foi diluido em AMT (4cido acético 50 mM;
Mes 50 mM; Tris-HCI 100 mM, pH 6 —10) nos pHs 6-10. Ja no ensaio de inibi¢do, a saliva
foi pré-incubada com os inibidores, AEBSF (4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride) na
concentracdo final 0,5 pM e TPCK (N-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone),

antipaina, quimostatina e leupeptina na concentragdo final 50 uM, por 10 min a 37 °C.

Inibicdo da agregacao plaquetaria

O ensaio de inibicdo da agregacdo plaquetaria aconteceu mediante coleta de
sangue de doador humano sadio, em jejum de pelo menos 6 h e ndo exposto a farmacos que

pudessem interferir na agregagdo plaquetaria por, pelo menos, 10 dias. Aproximadamente 5
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mL de sangue foram coletados em 3,8% de citrato de sddio. As amostras foram utilizadas

em, no maximo, 4 h.

O método ¢é baseado na formagdo de agregados plaquetarios apds a exposi¢ao a
um agente agregante. O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugagdo lenta,
100 xg por 10 min, realizada logo apos a coleta e com o tubo vedado. Apds a retirada do
PRP, o plasma pobre em plaquetas (PPP) foi obtido pela centrifugacdo do mesmo tubo da
coleta a 1.500 xg por 10 min. O PRP foi deixado em repouso de 30 a 60 min a temperatura

ambiente antes do inicio dos testes.

O volume de 400 uL de PRP foi incubado por 10 min, sob agitacdo a 37 °C. Em
cada teste de inibicdo foram adicionadas diferentes dilui¢des de saliva por 4 min, para
posteriormente, adicionar o ADP a 5 uM e registrar a curva de agregagdo por 5 min, sob
agitacdo e a 37 °C. O controle foi obtido ao encubar o PRP com ADP na auséncia de saliva.
Para quantificar a formagdo dos agregados plaquetérios in vitro, foi utilizado o agregdbmetro

Agreg Pic (Qualiterm), seguindo as instru¢des do fabricante.

Producio de anticorpos

Anticorpos contra bandas protéicas do extrato de glandulas salivares de D.
maxima que apresentaram atividade ADPésica (bandas de 220 e 160 kDa, resultados
discutidos na pagina 48) foram produzidos por imunizagdo de camundongos Balb/c. Foram
selecionados 4 animais machos, com 7 semanas de idade, 2 foram imunizados com a banda
de 220 kDa e 2 com a de 160 kDa. Os animais foram mantidos no biotério da Faculdade de
Medicina, Universidade de Brasilia. Antes da primeira imunizagdo, realizou-se a coleta de

sangue de cada animal para obten¢@o do soro negativo.

Para as imunizagdes, a saliva diluida em tampao de amostra contendo B-ME foi
submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida e as bandas protéicas foram coradas com
azul de Coomassie, como descrito anteriormente. Aproximadamente 5 pg de cada proteina
foram macerados em 50 pL de PBS (NaCl 137 mM; KH,PO4 6 mM; Na,HPO, 5,4 mM;
KCl 2,68 mM, pH 7,2) e homogeneizados em 50 pL de adjuvante completo de Freund na
primeira dose, ou em igual volume de adjuvante incompleto de Freund na segunda dose, ou
ainda na auséncia de adjuvante na terceira dose. Cada animal foi imunizado por via

intraperitoneal, em um intervalo de 14 dias entre as doses. Apds uma semana da ultima dose
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foi colhido sangue por punc¢ao cardiaca e o soro diluido em glicerol 30 % foi estocado a -20

°C até utilizagao.

Imunodeteccio

Para averiguar a reacdo com o anticorpo produzido, o conteido das glandulas
salivares de D. maxima fo1 separado em gel de poliacrilamida como descrito anteriormente.
As bandas protéicas presentes no gel foram eletrotransferidas para uma membrana de
nitrocelulose em um sistema de transferéncia horizontal (Multiphorll). A transferéncia
ocorreu a uma corrente constante de 0,8 mA ¢ 90 V, por 90 min em tampao de transferéncia
(Tris-HCI 48 mM, pH 9,2; glicina 39 mM; metanol 20%; SDS 0,037%). As bandas
transferidas @ membrana foram visualizadas apds coloracdo com solu¢do Ponceau (Ponceau

S 0,2% p/v; acido acético 1%).

Para evitar que o anticorpo sintetizado se ligasse inespecificamente a superficie
da membrana, a mesma foi incubada em solugdo PBS-leite 5% por toda a noite, a 4 °C.
Apds o bloqueio a membrana foi submetida a trés ciclos de lavagem em PBS, sob agitacdo

constante, por 5 min.

A seguir, a membrana foi incubada com o soro contendo os anticorpos
primarios, na diluicdo 1/500 em PBS-leite 1%, por 2 h sob agitagcdo constante. A membrana
sofreu novo ciclo de lavagem e foi incubada com o segundo anticorpo, anti-IgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Invitrogen) diluido 1/2000. Finalmente, a
membrana foi novamente lavada, incubada por 10 min em tampao de fosfatase alcalina
(Tris-HCI 100 mM, pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl, 5 mM) e revelada com substrato
NBT/BCIP (Sigma) diluido no mesmo tampao. A reacdo foi interrompida com sucessivas

lavagens em agua Milli-Q.

A saliva do triatomineo 7. infestans, anteriormente estocada no Laboratorio de
Interag@o parasito-hospedeiro, também foi submetida & imunodetec¢do com os anticorpos
contra as bandas protéicas de 160 kDa e 220 kDa da saliva de D. maxima conforme descrito

acima.
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Analise filogenética

A sequéncia parcial (truncada na regido5’) da apirase salivar de D. maxima
obtida em sua identificacdo, referente ao contig Dm-68 do banco de cDNA, foi submetida a
analise comparativa a outras sequéncias protéicas ndo redundantes (NR) depositadas no
banco de dados do National Center of Biological Information (NCBI) utilizando o programa
BLAST (disponivel em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias de maior
score foram utilizadas para realizar alinhamento utilizando o programa ClustaW (disponivel
em http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), dentre as quais encontram-se a apirase
salivar de 79 kDa de T. infestans (nimero de acesso no banco de dados: CAE46445.1),
também as apirases de Glosina morsitans (n° de acesso: ADD18818.1), Nasonia vitripennis
(n® de acesso: XP 001600210.1), Drosophila melanogaster (n° de acesso: NP 611218.1),
Ixodes scapularis (n° de acesso: XP 002403568.1), Anopheles gambiae (n° de acesso: XP
001688439.1), Aedes aegypti (n° de acesso: XP 001661272.1) e Culex quinquefasciatus (n°
de acesso: XP 001866034.1), todas membros da familia 5’nucleotidase.
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RESULTADOS
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Para atingir os objetivos deste trabalho o conteudo salivar do triatomineo D.
maxima foi analisado. O conjunto dos resultados a serem expostos em seguida, obtidos
através de espectrometria do tipo MALDI-TOF/TOF, revelou que as proteinas expressas
pelas glandulas salivares de D. maxima correspondem aquelas observadas em seu
transcriptoma e foi possivel observar lipocalinas, antigenos-5 e apirases. Em um segundo
momento, a atividade ADPésica da saliva foi investigada, sendo visualizada por atividade
em gel e analisada sob a influéncia de ions, temperatura, pH e inibidores. Além disso, a
saliva do triatomineo inibiu a agregagdo plaquetaria induzida por ADP e revelou ser
imunogénica ao induzir a produgdo de anticorpos em camundongos. O alinhamento da
sequéncia parcial da apirase de D. maxima indicou que a proteina apresenta homologia com

sequéncias pertencentes a familia 5 nucleotidase.

O gel bidimensional exibiu grande quantidade de proteinas entre 20 e 30 kDa

Foi realizada eletroforese bidimensional para completa separa¢do das proteinas
mais abundantemente expressas pelas glandulas salivares de D. maxima. A focalizagao
isoelétrica foi realizada na faixa ampla de pH 3-10, seguida por SDS-PAGE 12%, protocolo
otimizado na analise do proteoma salivar de 7. infestans por Charneau e colaboradores,
2007. Na analise do gel bidimensional foi possivel observar aproximadamente 150 pontos

protéicos com maior abundancia entre 20 e 30 kDa (Figura 4).

O proteoma salivar de D. maxima revelou 3 familias salivares

Com o objetivo de identificar as proteinas salivares de D. maxima, todos os 150
pontos protéicos separados pelo gel 2D foram submetidos a digestao triptica e os peptideos
resultantes foram analisados por PMF. A identificacdo das proteinas foi possivel mediante
busca feita diretamente na biblioteca de cDNA salivar de D. maxima presente no servidor

interno.

Dos 150 pontos protéicos, a analise protedmica permitiu identificar somente 47
proteinas, incluindo isoformas (Tabela 3). Também indicou regides correspondentes a 3

familias descritas na biblioteca: lipocalinas e palidipinas, antigenos-5 e apirases (Figura 4).
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O grupo das lipocalinas foi o mais abundante, 37 proteinas das 47 identificadas.
Essa familia foi localizada majoritariamente entre 20 e 30 kDa, em diferentes p/s, na regido
mais basica do gel. Essa abundancia € consistente com o resultado achado por Assumpgao e

colaboradores, 2011, que determinou que 93% do transcriptoma de D. maxima codifica
lipocalinas.
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Figura 4. Perfil eletroforético bidimensional salivar de D. maxima, corado com nitrato de
prata. A focalizagdo isoelétrica foi realizada com aproximadamente 80 pg de saliva sob condigdes

desnaturantes em gradiente de pH linear 3-10, seguida por eletroforese em SDS-PAGE 12%. As

regides delimitadas indicam o local onde as familias de proteinas foram encontradas. A numeragao
indica proteinas identificadas por digestdo triptica € espectrometria de massa.
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O segundo grupo de proteinas foi identificado em cinco pontos protéicos, sendo
correspondente aos antigenos-5. As manchas 13, 14, 15 e 16, representam a isoforma da
sequéncia denominada Dm-124 e a mancha 17, corresponde a sequéncia Dm-79. Com

aproximadamente 30 kDa, localizam-se na faixa de p/ que vai de 8,2 a 8,6.

Também foi possivel observar uma pequena regido de proteinas identificadas
como apirases, correspondente a sequéncia Dm 68. As manchas 1, 2, 3 e 4 estdo presentes na

faixa de massa entre 94 e 95 kDa e na faixa de pH acido, aproximadamente 5,0.

Tabela 3. Identificacido das proteinas salivares de D.maxima por peptide mass
fingerprinting (PMF).

Nimero de Massa exp. e pl exp. e
Mancha® Identidade” acesso Score® COb(;rt:l ™ teor. (kDa)' teor.®
(biblioteca)* (%)
1 Apirase Dm-68 74 >48 31% 94.4 25.0 4.8 4.8
2 Apirase Dm-68 53>48 17% 94.0 25.0 5.0 4.8
3 Apirase Dm-68 70>48 26% 95.7 25.0 5.1 4.8
4 Apirase Dm-68 49>48 16% 95.0 25.0 5.2 4.8
5 Lipocalina Dm-96 68>48 28% 83.1 17.7 7.6 5.2
6 Lipocalina Dm-96 51>48 25% 53.5 17.7 5.0 5.2
7 Lipocalina Dm-105 84>48 42% 44.6 16.0 5.9 5.4
8 Lipocalina Dm-45 60>48 24% 433 19.8 6.6 6.9
9 Lipocalina Dm-272 95>48 46% 42.5 17.6 8.4 7.7
10 Lipocalina Dm-270 77>48 29% 40.0 17.3 8.4 7.7
11 Lipocalina Dm-270 129>48 50% 38.5 17.3 8.4 7.7
12 Lipocalina Dm-96 61>48 31% 33.6 17.7 5.0 5.2
13 Antigeno-5 Dm-124 53>48 18% 311 28.3 8.4 8.6
14 Antigeno-5 Dm-124 88>48 38% 31.4 28.3 8.6 8.7
15 Antigeno-5 Dm-124 136>48 38% 30.4 28.3 8.2 8.6
16 Antigeno-5 Dm-124 58>48 14% 30.4 28.3 8.4 8.6
17 Antigeno-5 Dm-79 80>48 46% 30.0 21.2 8.6 8.5
18 Lipocalina Dm-105 60>48 28% 28.7 16.0 59 5.4
19 Lipocalina Dm-75 58>48 34% 27.3 14.9 5.9 5.2
20 Lipocalina Dm-78 90>48 31% 25.7 18.1 7.0 6.6
21 Lipocalina Dm-99 97>48 48% 25.7 14.3 9.4 8.9
- 0,
i/lzistura Lipocalina I?Dr:11'1-1218889 196>48 ;é;; 250 ;ij 95 32
23 Palidipina Dm-1049 72>48 40% 24.6 20.3 6.8 6.5
24 Palidipina Dm-1049 66>48 33% 24.1 20.3 7.0 6.5
25 Palidipina Dm-1049 85>48 32% 24.3 20.3 7.2 6.5
26 Desconhecido % 52>48 13% 24.2 31.8 8.4 10.4
27 Lipocalina Dm-346 118>48 47% 23.8 20.2 8.8 8.7
M_ASB-

28 Palidipina 18% 39.4 9.9
Mistura Lipocalina % 116>48 26% 230 18.1 7:0 6.6
29 Lipocalina Dm-49 261>48 68% 23.0 20.2 8.4 8.1
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30 Lipocalina Dm-346 70>48 35% 22.5 20.2 8.8
31 Lipocalina Dm-240 65>48 28% 22.0 17.9 6.7
32 Lipocalina Dm-270 175>48 43% 215 173 85
33 Lipocalina Dm-270 95>48 26% 215 173 88
34 Lipocalina Dm-96 7048 35% 221 177 5.0
35 Lipocalina Dm-270 122>48 43% 21.2 17.3 7.7
36 Lipocalina Dm-96 64>48 40% 206 177 5.0
37 Lipocalina Dm-96 89>48 40% 20.7 17.7 5.3
38 Lipocalina Dm-171 68>48 36% 203 82 62
- 0,
i/lgistura Lipocalina %’;_27788 102>48 ;2; 20.4 1::3 7.0
- 0,
LI\‘/(I)istura Lipocalina 32_2; 158>48 g;‘: 20.0 12; 7.7
- 0,
":/Ilistura Lipocalina 32_:‘2 131>48 jg;‘: 20.3 ;Si 8.8
42 Lipocalina Dm-96 69> 48 33% 197 177 50
43 Lipocalina Dm-270 124548 49% 188 173 77
44 Lipocalina Dm-272 139548 46% 194 176 8.4
- 0,
ﬁistura Lipocalina BE-ZZ 123>48 ;i;‘: 19.8 ﬁi 8.8
46 Lipocalina Dm-270 93>48 26% 19.5 17.3 9.5
47 Lipocalina Dm-278 94>48 36% 191 164 98

8.7
7.0
7.7
7.7
5.2
7.7
5.2
5.2
8.6
5.6
6.6
6.1
5.6
7.7
8.7
5.2
7.7
7.7
5.6
7.7
7.7
5.6

* Nimero das manchas indicados na figura 01;

® Resultados obtidos pelo softiware MASCOT contra a biblioteca de cDNA de Dm;

“Numero de acesso das proteinas na biblioteca de cDNA de D. maxima,

¢ Probabilidade obtida no software MASCOT. O numero apés o simbolo “>” representa o score minimo
estatisticamente significante calculado pelo programa;

¢ Percentual de sequéncias protéicas cobertas por peptideos combinados via MASCOT;

"Massa molecular experimental e tedrica das proteinas visualizadas no gel

€ Ponto isoelétrico experimental e tedrico das proteinas visualizadas no gel
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Perfil eletroforético unidimensional da saliva de D. maxima

O extrato salivar foi submetido a eletroforese unidimensional na auséncia ou na
presenca de B-ME. O perfil eletroforético indicou a presenca de bandas protéicas acima de
220 kDa (Figura 5, B) que possivelmente t€ém suas subunidades separadas na presenca do
agente redutor, passando a apresentar somente trés bandas bem definidas, uma com massa
acima de 220 kDa, uma de 220 e outra de 160 kDa (Figura 5, C). Esse dado sugere a
formacdo de oligdmeros de tamanhos progressivamente maiores entre as proteinas presentes

nessa faixa de massa, observacdo que é compreensivel, pois a oligomeriza¢do de uma

enzima a torna mais estavel.

A atividade em gel de poliacrilamida revelou proteinas com atividade apirasica

A ac¢do hidrolitica da saliva sobre o ADP foi constatada pela observagdo de
precipitado de fosfato de calcio no gel de poliacrilamida. O perfil eletroforético da amostra
na auséncia de B-ME mostrou forte atividade em bandas acima de 220 kDa (Figura 5, D).
Sob acdo redutora, as multiplas bandas observadas deram lugar a apenas duas bandas, uma
de 220 kDa e outra de 160 kDa (Figura 5, E). Esses resultados revelaram o mesmo padrao
observado em SDS-PAGE, permitindo estimar a massa molecular das proteinas com

atividade apirasica.
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Figura 5. Perfil eletroforético salivar de D. maxima em SDS-PAGE 8%, corado com azul de
Coomassie: A, B e C. (A): marcador Bench Mark, em kDa. (B): Extrato salivar total (1 par de
glandulas). (C): extrato salivar reduzido com B-ME (1 par de glandulas). As amostras foram
submetidas a eletroforese sem prévia fervura. Atividade ADPasica da saliva de D. maxima em gel:
D e E. (D) extrato salivar total (1 par de glandulas). (E): extrato salivar reduzido com B-ME (1 par de
glandulas). O extrato salivar (D) e o extrato salivar reduzido com B-ME (E) foram submetidos a
SDS-PAGE 8% a 4 °C e posteriormente incubados em tampdo de atividade e ADP 5 mM. A
atividade hidrolitica em SDS-PAGE foi constatada pela associac¢do do fosfato, liberado do ADP, com
calcio, formando um precipitado de fosfato de calcio, de cor branca e visivel em gel.
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A caracterizacio da atividade enzimatica mostrou uma temperatura 0tima de 37 °C e
pH otimo variavel com ions

A caracterizacdo enzimatica foi empregada na investigacdo das propriedades
bioquimicas e biofisicas da atividade ADPasica presente na saliva de D. maxima. Uma
analise da influéncia dos cations divalentes revelou um aumento significativo da atividade
na presenca de Mg®", Co®" ¢ Mn®", sendo que a méaxima foi observada quando a reagdo
ocorreu na presenca de Mg>". Entretanto, a presenca dos cations Zn®" e Cu®" afetaram a
atividade de forma negativa. J4 o ion Ca*” ndo alterou de forma significativa a atividade

apirésica da saliva determinada na auséncia de ions (Figura 6).
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Figura 6. Efeito de cations sobre a atividade ADPasica salivar de D. maxima. Utilizando
microplaca de 96 pocos, a reacdo foi iniciada incubando-se a saliva, na diluicdo de 1/8 de glandula,
em tampdo de atividade ¢ ADP 2 mM, por 20 min a 37 °C na presenga de diferentes ions, em uma
concentracdo final de 5 mM. Posteriormente a amostra foi incubada com reagentes que conferem a
cor azulada ao fosfato liberado e a absorbancia foi medida a 630 nm. Os ensaios foram realizados em
triplicata.
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Os valores 6timos de temperatura e pH, na presen¢a de solucdo de atividade
contendo Ca’’, foram 37 °C e 8,0, respectivamente (Figuras 7 ¢ Figura 8). Nas condi¢des
aqui empregadas, os inibidores de serino proteases utilizados alteraram o padrdo de
atividade com o fon Ca®", sendo TPCK, o inibidor mais significativo (Figura 9). Como uma
maior atividade ADPasica foi observada na presenga de Mg®", a influéncia da temperatura,
do pH e de inibidores também foi analisada substituindo-se o CaCl*" do tampéo de atividade
por MgCI*" e os testes de atividade foram repetidos. Nesses ensaios, a temperatura 6tima
manteve-se 37 °C (Figura 7). Em relacdo ao pH, a atividade manteve-se constante nos pHs
7,0; 8,0; 9,0 e 10,0 (Figura 8) e os inibidores tiveram menor influéncia sobre a atividade

ADPisica quando comparados ao ensaio na presenga de Ca®" (Figura 9).
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Figura 7. Efeito da temperatura sobre a atividade ADPasica salivar de D. maxima. Utilizando
microplaca de 96 pocos, a reagdo foi iniciada incubando-se a saliva, na dilui¢do de 1/8 de glandula,
com tampdo de atividade contendo Ca*" ou Mg*" ¢ ADP 2 mM, por 20 min a 37 °C em diferentes
temperaturas. Posteriormente a amostra foi incubada com reagentes que conferem a cor azulada ao
fosfato liberado e a absorbancia foi medida a 630 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Figura 8. Efeito do pH sobre a atividade ADPasica salivar de D. maxima. Utilizando microplaca
de 96 pocos, a reacdo foi iniciada incubando-se a saliva, na diluicdo de 1/8 de glandula, com tampao
de atividade contendo Ca** ou Mg®" e ADP 2 mM, por 20 min a 37 °C em diferentes pHs.
Posteriormente a amostra foi incubada com reagentes que conferem a cor azulada ao fosfato liberado
e a absorbancia foi medida a 630 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Figura 9. Efeito de inibidores de serino-proteases sobre a atividade ADPasica salivar de D.
maxima. A saliva foi pré-incubada com diferentes inibidores de serino proteases por 10 min a 37 °C.
Utilizando microplaca de 96 pogos, a reacdo foi iniciada incubando-se a saliva, na dilui¢do de 1/8 de
glandula, com o tampdo de atividade contendo Ca** ou Mg®* ¢ ADP 2 mM, por 20 min a 37 °C.
Posteriormente a amostra foi incubada com reagentes que conferem a cor azulada ao fosfato e a
absorbancia foi medida a 630 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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A saliva do triatomineo D. maxima inibe a agregacio plaquetaria induzida por ADP

Com o objetivo de investigar a inibicdo da agregacdo plaquetaria induzida pelo
ADP, PRP humano foi incubado com diferentes dilui¢des de saliva de D. maxima. A
agregacdo plaquetdria induzida por 5 uM ADP em 400 pL de PRP foi completamente
inibida na presenca de 1/4 do extrato de uma glandula salivar. O ensaio com 1/8 do extrato
de glandula perde bastante eficiéncia, havendo aproximadamente 60% de agregagdo. O
controle foi feito na auséncia de saliva e atingiu aproximadamente 90% de agregacdo

(Figura 10).

1/2

1/4
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Figura 10. Inibicido de agregacdo plaquetaria induzida por ADP na presenca de saliva de D.
maxima. A inibicdo completa da agregagdo plaquetaria foi obtida com 1/4 de extrato total de
glandula salivar. Experimento realizado em triplicata. 400 uL de PRP foram incubados sob agita¢do
a 37 °C na presenca de diferentes dilui¢des de saliva por 4 min. Em seguida foi adicionado ADP 5
uM (final) e a agregacg@o plaquetaria foi medida em agregdmetro.
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A saliva de D. maxima é imunogénica

As duas bandas visualizadas no gel de atividade ADPasica realizado com

amostra reduzida sob a¢do do B-ME foram utilizadas para a producao de anticorpos.

As imunizagdes em camundongos com as bandas protéicas que apresentaram
atividade apirasica foram suficientemente antigénica para a produgdo de soro (anti-apirase
de 160 kDa, Figura 11, A e B; soro anti-apirase de 220 kDa, Figura 11, C). Os soros
produzidos contra cada uma das bandas reconheceram epitopos de ambas. Também
apresentaram rea¢do positiva com bandas de proteinas que ndo apresentaram atividade no
zimograma, sugerindo uma separagdo dos oligdbmeros em subunidades sem atividade
menores que 160 kDa, sob as condig¢des realizadas. Soros pré-imunes ndo produziram sinais

positivos (dados ndo mostrados).

A B C

Figura 11. Imunodetecciio anti-apirase em saliva de D. maxima. As membranas contendo extrato
salivar total ndo reduzido (A) e extrato salivar total reduzido com -ME (B) foram incubadas com o
soro de camundongo anti-apirase de 160 kDa. O extrato salivar total reduzido com B-ME foi
incubado com o soro anti-apirase de 220 kDa (C). Cada soro reconheceu tanto a apirase de 160 kDa
quanto a de 220 kDa, além de proteinas que ndo apresentaram atividade no zimograma.
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Ainda, o soro anti-apirase de 160 kDa de D. maxima, que mostrou uma
marcacdo mais forte, foi capaz de reconhecer as apirases de 88 kDa e, mais sutilmente, a de
79 kDa da saliva do triatomineo 7. infestans (Figura 12), sugerindo a existéncia de epitopos

similares entre as apirases dos triatomineos em questao.

88 kDa —— s
79 kDa——f e

Figura 12. Imunodeteccdo anti-apirase em saliva de 7. infestans. A membrana contendo extrato
salivar total de 7. infestans foi incubada com o soro de camundongo anti-apirase de 160 kDa. O soro
reconheceu as apirases de 79 e 88 kDa da saliva de T. infestans.
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A apirase de D. maxima apresenta homologia com a familia S’nucleotidase

Apesar da sequéncia apirdsica obtida na biblioteca de cDNA na identificag¢@o por
PMF ser truncada na regido 5’a andlise comparativa da sequéncia protéica de D. maxima
pelo programa BLAST mostrou que a mesma apresenta dominio conservado relacionado a
familia apirasica 5’nucleotidase, denominado pfam02872, indicando que a apirase salivar do
triatomineo pertence a essa familia. Além disso, o alinhamento da sequéncia parcial de D.
maxima com as sequéncias protéicas de maior score na analise por BLAST revelou residuos
conservados e similares (Figura 13), e uma identidade de 52% e similaridade de 68% com a
sequéncia de maior score, referente a apirase de 79 kDa de T. infestans, resultados

indicativos de homologia.
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Figura 13. Alinhamento da sequéncia apirasica de D. maxima com membros da familia
apirasica S’nucleotidase. A marca¢@o em preto indica residuos conservados e em cinza, residuos
similares.
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O proteoma de D. maxima

A eletroforese bidimensional salivar de D. maxima revelou aproximadamente
150 proteinas com maior abundancia entre 20 e 30 kDa. Sob as mesmas condig¢des, a analise
bidimensional de 7. infestans revelou um niimero maior, 200 proteinas (Charneau, Junqueira
et alli, 2007). Usando o programa MASCOT, a busca convencional no banco de dados do
NCBI ndo obteve sucesso, resultado explicado pela auséncia de sequéncias protéicas
salivares de D. maxima no mesmo. Entretanto, o sucesso na identificacdo de suas proteinas
salivares foi possivel mediante busca feita diretamente na biblioteca de cDNA de D.
maxima, construida por Assumpg¢do e colaboradores (Assumpcao, Charneau et alli, 2011),
presente no servidor interno, acesso restrito ao laboratério em que os trabalhos foram
realizados. Essa biblioteca revelou 5 familias putativas de proteinas secretadas pelas
glandulas salivares de D. maxima: lipocalinas, antigenos-5, apirases, produtos relacionados a

imunidade e hemolisinas.

J& a andlise protedmica realizada neste trabalho indicou regides correspondentes
somente a 3 das 5 familias descritas na biblioteca de cDNA: lipocalinas, antigenos-5 e
apirases, componentes ja observados na saliva de outros hematéfagos. E possivel que as
demais familias ndo tenham sido observadas porque ndo estdo presentes no gel devido a
baixa massa molecular, porque estdo presentes em quantidades nio detectaveis no gel 2D ou
porque algumas proteinas apresentam as mesmas propriedades, em particular, mesmo p/ e
massa, assim o resultado observado ndo exclui a possibilidade da existéncia de outras

familias salivares em D. maxima.

Os resultados apresentaram proteinas com massas moleculares e pontos
isoelétricos experimentais e tedricos distintos. E possivel haver influéncia de modificagdes
pos-traducionais como glicosilagdo, resultando em aumento das massas moleculares de

algumas proteinas ou como fosforilagdo, no ponto isoelétrico.
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Familias

Lipocalinas

O proteoma de D. maxima realizado neste trabalho indicou uma grande regido de
lipocalinas, representando 37 manchas das 47 identificadas. Entretanto, foi identificada
somente uma lipocalina especifica, referente a sequéncia protéica Dm-1049, putativa a
palidipina. Pode ser observada nas manchas 23, 24 e 25 identificadas no gel bidimensional.
No proteoma de T.infestans, Charneau e colaboradores (2007) encontraram uma maior
diversidade nesse grupo, observando lipocalinas putativas a infestilina, triplatina e
palidipina. Apesar dessa discrepancia, ndo € possivel sugerir uma menor diversidade salivar
em D. maxima, visto que o alinhamento das sequéncias das lipocalinas obtidas na biblioteca
de cDNA por Assumgio e colaboradores (2011) indicou sequéncias proximas aos grupos

representados por: procalina, triplatina e triafestina.

As lipocalinas formam uma familia de proteinas amplamente distribuida,
exibindo grande diversidade sequencial e funcional dentro e entre espécies. Ja foram
demonstradas fung¢des como: transporte, sintese enzimatica, imunomodulagdo, olfagdo,
sinalizagdo por ferormonio, regulacdo do ciclo celular e coloracdo em invertebrados

(Flower, 1996).

Geralmente as lipocalinas agem ligando-se a pequenas moléculas hidrofébicas,
mas também podem interagir com receptores de superficie celular ou macromoléculas
soluveis. Apresentam sequéncias peptidicas pouco similares em contraste com uma estrutura
tridimensional conservada: um barril com 8 fitas-beta antiparalelas formando uma cavidade
central hidrofébica de interacdo com o ligante (Flower, 1996). Os loops que conectam as
folhas-p sdo flexiveis e toleram substituicdes na cadeia de aminoacidos sem alterar o
dobramento da proteina (Andersen, Gudderra et alli, 2005). E exatamente a flexibilidade na
composi¢do desses loops que permite os diferentes modos de interacdo das lipocalinas,
capazes de acomodar ligantes de tamanhos, formas e caracteristicas quimicas distintas

(Flower, North et alli, 2000).

Na saliva de hematofagos como carrapatos e triatomineos, as lipocalinas
salivares sd3o abundantemente expressas, mas ndo em dipteros ou pulgas. Nos carrapatos,
tem fungdes associadas com ligag@o a histamina e serotonina, as imunoglobulinas, além de

atividade anti-complemento e propriedades toxicas (Francischetti, Sa-Nunes et alli, 2009).
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Dentre os triatomineos, o hematdfago melhor caracterizado ¢ o Rhodnius
prolixus. Nessa espécie foi descrito um grupo de proteinas heme de aproximadamente 20
kDa, denominadas nitroforinas. Essas lipocalinas podem sequestrar histamina liberada pelos
mastdcitos do hospedeiro, reduzindo a inflamagdo e a resposta imune. Ou, podem ainda,

estocar e liberar 6xido nitrico (ON), culminando com vasodilatacdo (Walker, 2005).

As nitroforinas se ligam ao gas instdvel ON por longos periodos através de um
grupamento heme, o qual estabiliza o gas nas glandulas salivares do inseto para libera-lo
apo6s diluicdo e aumento de pH quando a saliva € injetada no hospedeiro (Noeske-Jungblut,
Haendler et alli, 1995). A histamina do hospedeiro se liga ao mesmo grupo heme que o ON,
tornando a liberacdo do gés irreversivel (Walker, 2005). A terceira fun¢do conhecida para as
nitroforinas de R. prolixus é responsavel por inibir a coagulagdo sanguinea do hospedeiro,
evitando a transformagdo do fator X em Xa. O mecanismo exato ndo ¢ conhecido, mas nio

requer o grupamento heme (Montfort, Weichsel et alli, 2000).

O segundo grupo de lipocalinas encontrado na saliva de R. prolixus ¢
denominado RPAI e inibe a agregacdo plaquetaria induzida por pequenas doses de ADP
(Francischetti, Andersen et alli, 2002). Ainda nesse triatomineo foi descrita por Andersen
(Andersen, Francischetti et alli, 2003) uma lipocalina denominada ABP (amine-binding
protein), a qual se liga as aminas biog€nicas: serotonina, epinefrina e norepinefrina.
Fisiologicamente age como inibidor da vasoconstricdo estimulada por norepinefrina.
Também age como inibidor de agregacdo plaquetaria, se ligando a serotonina e a epinefrina

liberadas pelos granulos densos de plaquetas ativadas (Andersen, Francischetti et alli, 2003).

Componentes salivares da espécie Triatoma pallidipennis também ja foram
estudados, sendo possivel conhecer o anticoagulante denominado triabina, o qual inibe
trombina na cascata de coagulagdo formando um complexo ndo-covalente (Noeske-Jungblut,
Haendler ef alli, 1995). A segunda sialogenina descrita ¢ um anti-hemostatico de 19 kDa
denominado palidipina. Essa molécula também foi encontrada no proteoma de D. maxima e
¢ responsavel por bloquear a agregacdo plaquetdria mediada por coldgeno, ndo sendo
influenciada por agonistas como ADP e trombina (Noeske-Jungblut, Kratzschmar et alli,

1994).

Ja na espécie Triatoma protracta foi descrita uma lipocalina de 19 kDa com
atividade alérgica denominada procalina (Paddock, McKerrow et alli, 2001). E em T.

infestans a triplatina foi caracterizada por inibir agregacdo plaquetéria induzida por colageno
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(Morita, Isawa et alli, 2006) e a triafestina por acdo anti-coagulante e anti-inflamatdria
(Isawa, Orito et alli, 2007). As trés moléculas foram encontradas no transcriptoma de D.

maxima.

Somente uma lipocalina salivar de D. maxima foi caracterizada funcionalmente e
foi denominada como dipetalodipina. Com 18 kDa, tem similaridade de sequéncia com a
palidipina, proteina que inibe agrega¢do mediada por coldgeno. Assumpg¢do e colaboradores
(Assumpcao, Alvarenga et alli, 2010) sugerem que a lipocalina de D. maxima tem
propriedade anti-hemostatica multifuncional, atenuando a agregag¢do plaquetaria e a
vasoconstricdo, e bloqueando a angiogénese mediante sua ligacdo a distintos eicosandides

envolvidos na hemostasia.

Os dados obtidos no proteoma de D. maxima sugerem similaridades entre D.
maxima e outros triatomineos do género Triatoma. Além disso, corroboram a importancia
das lipocalinas, as quais representam 78% das proteinas identificadas, abundancia também
encontrada no sialoma de 7. brasiliensis 93% (Santos, Ribeiro et alli, 2007), além de se
destacarem na saliva de 7. infestans (Charneau, Junqueira et alli, 2007) e R. prolixus
(Ribeiro, Andersen et alli, 2004). A redundante presenca das lipocalinas ¢ certamente
relevante, pois apresentam mecanismos de acdo e funcgdes distintas, agindo como
vasodilatadores, redutores de inflamagao, anticoagulantes ou anti-agregadores plaquetarios.
Permanece o desafio de realizar estudos significativos sobre as lipocalinas, pois muito da
riqueza funcional dessas proteinas ou até mesmo uma proteina exclusiva em D. maxima

ainda pode ser descoberta a fim de explicar o sucesso adaptativo do repasto.

Antigeno-5

Cinco manchas no gel foram identificadas como proteinas putativas aos
antigenos-5, de 13 a 17, préoximos a 30 kDa. Esse grupo de proteinas pertence a familia
CAP, a qual inclui proteinas secretorias ricas em cisteina, encontradas em mamiferos e
sintetizadas por neutréfilos e macrofagos em resposta a infeccdo. Também foram
relacionadas a patogénese em plantas, sendo sintetizadas em resposta a estresse ambiental,
inclusive infec¢des (Nobile, Noceti et alli, 1996; Megraw, Kaufman et alli, 1998). Além

disso, pode atuar no relaxamento muscular quando presente em veneno de cobra (Yamazaki,
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Koike et alli, 2002) ou pode atuar como neurotoxina quando presente no veneno de lagartos

(Nobile, Noceti et alli, 1996).

O grupo de proteinas dos antigenos-5 também faz parte da composicdo do
veneno de vespas e formigas junto a hialuronidase e fosfolipase Al, todas essas moléculas
sdo ativas como alérgenos em mamiferos (Fang, Vitale et alli, 1988; Hoffman, 1993). O
veneno pode ser usado tanto para defesa contra predadores ou na captura de presas

(Megraw, Kaufman ez alli, 1998).

Apesar dos antigeno-5 ja terem sido encontrados em hematdfagos dos géneros
Aedes (Valenzuela, Pham et alli, 2002; Ribeiro, Arca et alli, 2007) e Anopheles (Arca,
Lombardo et alli, 2005), a maioria dessas proteinas ainda ndo possui uma funcdo salivar
bem estabelecida. Podem agir como moduladores da resposta imune do hospedeiro, como o
exemplificado no diptero Stomoxys calcitrans, ligando-se as imunoglobulinas do hospedeiro
(Ameri, Wang et alli, 2008). Ou podem se destacar por suas propriedades alérgicas, como
foi demonstrado na saliva da mosca tse-tse, a qual induziu reacdo de hipersensibilidade em

ratos (Caljon, Broos et alli, 2009).

Estudos futuros podem mostrar uma associag@o entre a familia dos antigenos-5
da saliva dos triatomineos e a indug¢do de reacdes de hipersensibilidade no hospedeiro
vertebrado, como por exemplo, o chagoma de inoculagdo e o sinal de Romaifa, assim como

na resposta imune do inseto em prote¢do a patdogenos presentes nos seus hospedeiros.

Apirases

Uma pequena regido, em padrdo horizontal, de isoformas de apirase
correspondente a sequéncia protéica Dm 68, pontos 1, 2, 3 e 4, pode ser observada. A
apirase ¢ uma enzima ubiqua, com ocorréncia em diversos hematdfagos como carrapatos,
mosquitos, triatomineos, pulgas e flebotomineos, o que evidencia sua importancia. A saliva
desses artrépodes contém forte atividade apirasica e inibem a agregacdo plaquetaria por
meio da hidrdlise de ATP e ADP em AMP e Pi (Ribeiro, Sarkis ef alli, 1984; Ribeiro &
Francischetti, 2003; Champagne, 2005).

Existem duas familias de apirase descritas. Inicialmente uma proteina salivar

com atividade apirasica foi isolada de Aedes aegypti por Champagne e colaboradores, 1995.
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Esse trabalho demonstrou homologia com a familia 5’nucleotidase previamente descrita em
vertebrados (Champagne, Smartt et alli, 1995; Champagne, 2005). Posteriormente membros
dessa mesma familia foram descritos na saliva nas espécies Anopheles gambiae (Arca,

Lombardo et alli, 2005) e T. infestans (Faudry, Lozzi et alli, 2004).

A segunda familia apirasica foi primeiramente identificada no percevejo Cimex
lectularius (Valenzuela, Charlab et alli, 1998), sendo denominada como familia Cimex.
Posteriormente foi descrita em Lutzomyia longipalpis (Charlab, Valenzuela et alli, 1999) e

Phlebotomus papatasi (Valenzuela, Belkaid et alli, 2001).

As duas familias diferem em suas propriedades farmacoldgicas. A familia
5’nucleotidase apresenta atividade com os fons Ca*" e Mg®" e tem pH 6timo préximo a 9,0,
apesar de manter atividade forte em pH fisiologico. Ja4 a familia Cimex tem atividade

somente na presenga de Ca”" e apresenta pH 6timo mais neutro (Champagne, 2005).

A regido apirasica de D. maxima estd presente na faixa de massa entre 94 e 95
kDa, na faixa de p/ acido, aproximadamente 5,0. Além disso, mostra o mesmo padrao
horizontal de isoformas visualizado na andlise da eletroforese 2D de T.infestans,
distinguindo-se aparentemente o niimero de isoformas, cinco no segundo caso e ainda a
determinar no primeiro, que poderia apresentar apenas uma. As isoformas de T.infestans
variam em massa, de 88 a 67 kDa, e em p/, de 6,6 a 8,9 (Charneau, Junqueira et alli, 2007).
O resultado sugere que a saliva de 7. infestans contém uma maior diversidade de apirases

quando comparado com a saliva do triatomineo D. maxima.

Foi possivel notar uma grande discrepancia entre a massa apirasica tedrica, kDa,
e experimental, kDa (Tabela 3), fato que pode ser explicado diante da observagdo de que a
sequéncia apirdsica presente no banco de cDNA, portanto a sequéncia obtida na
identificacdo por PMF, ¢é truncada na regido 5’ e por isso ndo estd completa. Além disso,
modificagdo pos-traducional como glicosilacdo também pode aumentar a massa

experimental da proteina.

A presenga de apirase na saliva de D. maxima refor¢a sua ubiqiiidade. Nao foi
surpresa notar a presenca de proteinas com a mesma fungdo, apirases e palidipinas,
corroborando que os componentes salivares podem ser funcionalmente redundantes. Varias
proteinas podem ter um tunico alvo, visto que a inibicdo da agregagdo plaquetaria é um

mecanismo fundamental para o sucesso do repasto.
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SDS-PAGE e atividade em gel revelaram a presenca de pontes dissulfeto em proteinas
com atividade apirasica

O perfil eletroforético da amostra salivar de D. maxima na presenga do agente
redutor B-ME revelou proteinas com pontes dissulfeto na faixa de massa acima de 220 kDa,
j4 que as multiplas bandas observadas ddo lugar a apenas trés bandas, uma acima de 220,

uma de 220 e outra de 160 kDa, quando a amostra ¢ reduzida.

As maultiplas bandas na amostra ndo-reduzida sugerem a presenca de
heterogeneidade das pontes dissulfeto de cada banda protéica, condi¢do que pode ser
representada por um numero varidvel de subunidades seguradas pelas pontes ou pela
presenga/auséncia de pontes dissulfeto intra-cadeia (Faudry, Santana et alli, 2006). Além
disso, a massa molecular estimada por SDS-PAGE deve ser considerada com restri¢do, ja
que pontes dissulfeto intra-cadeia sdo conhecidas por tornar a proteina mais compacta,

fazendo com que a migragdo protéica fique mais répida.

A saliva de D. maxima também foi utilizada na investigagdo da atividade
ADPésica em gel e o mesmo padrio foi observado, mostrando que apesar do agente redutor
alterar a estrutura dessas proteinas, as mesmas se mantém ativas. Embora os mondmeros
apresentem atividade € possivel que os mesmos sofram oligomerizagdo a fim de conferir
uma maior estabilidade a proteina, o que seria um ganho biologico na atividade enzimatica.
Outros estudos, como por exemplo purificagdo enzimadtica e ultracentrifugacdo analitica, sdo
necessarios para conhecer como a(s) apirase(s) de D. maxima s3o molecularmente

organizada(s).

A atividade ADPasica de D. maxima apresenta similaridades com a atividade apirasica
de T. infestans

Durante a investiga¢do das propriedades bioquimicas da atividade apirdsica da
saliva foi possivel observar uma maior atividade na presenga dos ions Mg2+, Co*" e Mn*",
enquanto o Ca>" ndo influenciou a atividade da enzima, resultados similares aos encontrados
por Faudry e colaboradores (2004) apos estudos sobre as propriedades da apirase salivar
purificada de 7. Infestans. Ja a presenca dos ions Zn*" e Cu*" influenciaram negativamente a

atividade, sugerindo que esses ions sdo possivelmente tdxicos para a enzima.
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As andlises da influéncia da temperatura e do pH na atividade apirdsica na
presenca de Ca’" revelaram uma temperatura 6tima de 37 °C e um pH 6timo de 8,0 e
novamente Faudry e colaboradores (2004), encontraram resultados similares com a apirase
de T. infestans em ensaios na presenca de Mg®". Os ensaios na presenca dos inibidores
indicaram perda significativa de atividade, destacando-se o TPCK. Esses resultados
poderiam significar inibi¢do direta da enzima pela alteragdo do dominio de ligacdo da
enzima ao substrato, ou indireta, como por exemplo, o impedimento de algum
processamento por serino proteases presentes na saliva em uma cascata que culminaria com
a hidrélise de ADP. Futuros ensaios de purificacdo da apirase de D. maxima poderdo

resolver essa questao.

E importante ressaltar que os testes de atividade com tampdo contendo Mg*"
foram distintos daqueles observados com Ca®", revelando que a atividade da enzima
continua a ser 6tima em 37 °C, mas que a influéncia da temperatura na atividade ¢ menos
marcante na presen¢a do ion Mg2+, sugerindo uma estabilizacdo da proteina na presenca
desse ion. A analise da influéncia do pH revelou atividade alta por toda a faixa de pH que
vai de 7 a 10, resultado novamente indicativo da estabilizacdo da enzima na presenca de
Mg2+. Além disso, a presenca dos inibidores de serino proteases pouco influenciou a
atividade ADP4sica na presenca de Mg®, mais uma vez indicando maior estabilizacdo.
Esses ensaios foram realizados com o extrato salivar total. A riqueza das proteinas salivares
impede uma interpretagdo precisa dos resultados, mais testes com a apirase purificada sdo

necessarios para a elucidag¢ao dos resultados citados acima.

As analises da influéncia de ions, temperatura, pH e inibidores na atividade
ADPésica de D. maxima sugerem caracteristicas similares a atividade apirasica de T.
infestans, como por exemplo, maior atividade na presenca de Mg®", Co*" e Mn*',
temperatura 6tima de 37 °C e pH 6timo proximo a 8,0. Achados que também sugerem que
as proteinas com atividade ADPésica, atividade atribuida a apirase, presentes na saliva de D.
maxima pertencem a familia 5’nucleotidase, da qual também faz parte a apirase de T.
infestans, ja que funcionam ndo s6 na presenca do fon Ca’’, mas também na presenca de
Mg*".

Os resultados também revelaram a destreza das proteinas aqui observadas na
presenca do fon Mg®", as quais sdo pouco influenciadas por mudancas de temperatura e pH,
mantendo boa atividade em diversas condi¢des. O triatomineo D. maxima ¢ capaz de se

alimentar em vertebrados diversos, por exemplo, lagartos e humanos, onde as condigdes
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fisioldgicas sdo significativamente distintas. Apresentar enzimas que mantém sua atividade
enzimatica em diferentes condicdes ¢ um ganho na adaptagdo do animal as diversas
condi¢des de sobrevivéncia. E possivel que essas proteinas sejam fundamentais para o
sucesso durante o repasto e provavelmente a evolucdo contribuiu para que essas proteinas
exercam atividade ndo s6 em animais de sangue quente, mas também em animais de sangue

frio, mais faceis de serem encontrados no ambiente natural de D. maxima.

A saliva de D. maxima inibe agregacio plaquetaria

O ensaio de inibi¢do da agregacdo plaquetaria revelou a complexidade molecular
da saliva de D. maxima indicando que esses triatomineos sdo biologicamente bem adaptados
para a interacdo com o hospedeiro. E possivel afirmar o triatomineo em questio expressa em
sua saliva uma quantidade de proteinas inibidoras de agregagdo plaquetaria induzida por
ADP suficiente para evitar agregacdo em plasma humano nas condigdes experimentais
utilizadas. Para conhecer o papel fundamental das apirases nessa inibigdo € necessario
purificar a enzima e a realizar novos testes, j4 que outras moléculas também poderiam

participar do processo, por exemplo, algumas seqiiestradoras de ADP.

A imunodetecc¢ao revelou epitopos similares entre a apirase de D. maxima e T. infestans

Durante a analise da saliva de D. maxima com os anticorpos anti-apirase foi
possivel notar imunodetecc¢do cruzada entre as apirase de 220 e 160 kDa, revelando que as
bandas apirasicas observadas em eletroforese unidimensional expressam epitopos similares.
Essa observagdo pode ser confirmada pelo proteoma, no qual foi possivel observar somente
uma isoforma apirasica na saliva. A andlise com os anticorpos também revelou a marcagao
de uma subunidade apirasica proxima a massa de 100 kDa, sugerindo que esse seja o
mondmero observado em 97 kDa no gel bidimensional. Com as informagdes obtidas até o
momento ndo ¢ possivel sugerir se as diferentes bandas protéicas sdo oriundas de genes
distintos ou mesmo se s@o transcritos diferentes de um mesmo gene, enfim, ndo ¢é possivel

supor quantos sdo 0s genes para apirase em D. maxima.
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O anticorpo anti-apirase de 160 kDa de D. maxima também reagiu com as
bandas protéicas de 88 e 79 kDa da saliva de 7. infestans, as bandas imunodetectadas
correspondem aquelas encontradas por Faudry e colaboradores (2004). A imunodetec¢do
cruzada observada nesse trabalho indica a existéncia de epitopos similares entre as apirases

dos hematdfagos em questdo, sugerindo similaridade de sequéncia protéica.

O alinhamento da sequéncia apirasica de D. maxima confirmou homologia com a
familia’ S’nucleotidase

A andlise comparativa da sequéncia protéica de D. maxima pelo programa
BLAST mostrou que a mesma apresenta dominios conservados relacionados a familia
apirésica 5’ nucleotidase.

Apesar da sequéncia apirasica obtida na biblioteca de cDNA na identificagao por
PMF ser truncada na regido 5°, o alinhamento da mesma com a sequéncia apirasica de 79
kDa de T. infestans revelou uma identidade de 52% e similaridade de 68%, resultado
representativo de homologia, corroborando os resultados obtidos na imunodetec¢do, os quais
mostraram que as enzimas possuem epitopos similares.

O alinhamento com apirases membros da familia 5’nucleotidase revelou
residuos conservados e similares, resultado novamente inicativo de homologia entre as
sequéncias e refor¢ando que a apirase de D. maxima pertence a familia 5’nucleotidase,
resultado anteriormente sugerido na analise da atividade ADPésica da saliva, a qual
demonstrou caracteristicas similares a esse grupo de proteinas quando se mostrou ativa na

presenca tanto na presenca do fon divalente Ca®’, quanto na presenca de Mg
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Conclusoes

O conjunto dos resultados observados no trabalho aqui apresentado, referente a

saliva do triatomineo hematofago Dipetalogaster maxima, permite concluir que:

1. A saliva apresenta uma composicdo protéica similar a outras ja descritas em
hematdfagos e contém proteinas pertencentes as familias: lipocalina, antigeno-5 e
apirase;

1.1 As lipocalinas formam o grupo mais abundante;

2. As proteinas com atividade apirasica apresentam pontes dissulfeto;

3. As proteinas com atividade apirdsica exibem atividade similar a apirase de T.
infestans e mantém atividade em diferentes condi¢des na presenga de Mg*";

4. A saliva inibe agregacdo plaquetaria, in vitro, induzida por ADP;

5. Existe similaridade de sequéncia entre as apirases de D. maxima ¢ de T.
infestans;

6. A apirase de D. maxima pertence a familia 5 nucleotidase;

Consideracoes finais e perspectivas

A analise protedmica realizada neste trabalho proporcionou uma colaboragdo com o
grupo coordenado pelo Prof. José M. Ribeiro, NIH, trabalho disponivel no anexo 1. Os
resultados revelaram que o triatomineo Dipetalogaster maxima apresenta uma composi¢ao
salivar similar ao encontrado em outros triatomineos, abundante em lipocalinas ¢ com a
presenca de proteinas apirdsicas. Posteriormente as proteinas encontradas podem ser

isoladas e estudadas a fim de se conhecer seus mecanismos de agao.

Os ensaios de investigacdo das propriedades apirasicas da saliva indicaram uma boa
atividade em diversas condi¢gdes. Contudo, ensaios com a enzima purificada podem trazer
resultados mais apurados. A purificacdo também pode ser util para o conhecimento do papel
essencial da apirase na inibicdo da agregacdo plaquetdria in vitro e para experimentos de

ultracentrifugagdo analitica a fim de investigar a organiza¢do molecular da proteina.

A andlise protedmica salivar ajuda a compor o sialoma, o qual constitui um ponto de

partida na pesquisa das sialogeninas e seus mecanismos de a¢do, contribuindo para uma
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compreensdo da saliva ndo sé no contexto da biologia do animal e a da hematofagia, mas
também na dindmica estabelecida entre vetor-parasito-hospedeiro. Além disso, descrever as
propriedades farmacologicas dessas proteinas e seus mecanismos de agdo abre caminhos

para a pesquisa de novas moléculas terap€uticas tuteis em disturbios de origem vascular.
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Dipetalogaster maxima is a blood-sucking Hemiptera that inhabits sylvatic areas in Mexico. It usually
takes its blood meal from lizards, but following human population growth, it invaded suburban areas,
feeding also on humans and domestic animals. Hematophagous insect salivary glands produce potent
pharmacologic compounds that counteract host hemostasis, including anticlotting, antiplatelet, and
vasodilatory molecules. To obtain further insight into the salivary biochemical and pharmacologic
complexity of this insect, a cDNA library from its salivary glands was randomly sequenced. Salivary
proteins were also submitted to one- and two-dimensional gel electrophoresis (1DE and 2DE) followed
by mass spectrometry analysis. We present the analysis of a set of 2728 cDNA sequences, 1375 of
which coded for proteins of a putative secretory nature. The saliva 2DE proteome displayed
approximately 150 spots. The mass spectrometry analysis revealed mainly lipocalins, pallidipins, antigen
5-like proteins, and apyrases. The redundancy of sequence identification of saliva-secreted proteins

suggests that proteins are present in multiple isoforms or derive from gene duplications.

Keywords: saliva e hematophagy e transcriptome e proteome e triatomine ¢ D. maxima

Introduction

Dipetalogaster maxima (Hemiptera: Reduviidae), the largest
triatomine known, lives in the southern area of Baja California
Sur, Mexico. Although more closely related to the genus
Triatoma, the gross anatomy and physiology of D. maxima
(Dm) is practically identical to the phylogenetically more
distant, but well studied bug Rhodnius prolixus, except for its
size, which can reach 5 cm long as adults; each instar can be
about six times larger than the corresponding one in Rhodnius."*
It resides in dry rocky areas, and its large size allows it to store
a greater amount of blood and to survive fasting in semidesert
weather.® It is an aggressive biter, attacking avidly when hungry,
day or night, feeding on any available vertebrate—including
humans—within the environment.*> Although Dm is typically
from sylvatic environments where it feeds on lizards, its
adaptation to humans has been documented in La Paz, the
capital city of Baja California Sur.® Many populations of this
blood-sucking bug are naturally infected with the protozoan

*To whom correspondence should be addressed. J.M.C.R. Phone:
301.496.9389. Fax: 301 480.2571. E-mail: jribeiro@niaid.nih.gov. J.M.S. Phone:
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* The University of Brasilia.
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parasite Trypanosoma cruzi (American trypanosomiasis), the
etiologic agent of Chagas’ disease, but its role in transmission
of T. cruzi to the human host is unknown.*?

Blood-feeding arthropods show a variety of antihemostatic
compounds in their salivary glands (SGs) that help them obtain
the blood meal.® Hematophagous insects are able to coun-
teract host hemostatic responses triggered to prevent blood loss
following tissue injury, such as vasoconstriction, blood coagu-
lation, and platelet aggregation.'® The sialome (set of RNA
message + set of proteins found in SGs) of blood-sucking
arthropods previously described''™!® has revealed a more
complex composition than expected and the presence of many
proteins to which we cannot yet ascribe a function. There has
been no detailed report of Dm saliva and SG content, even
though it, like other triatomines,'* is able to avoid host
hemostasis.

In this work, we present the analysis of a set of 2728 SG cDNA
sequences, 1375 of which code for proteins of a putative
secretory nature. Most salivary proteins were described as
lipocalins, corresponding to 93% of the transcripts coding for
putative secretory proteins. Lipocalins are a large and hetero-
geneous group of proteins that play various roles, mainly as
carriers of small ligands in vertebrates and invertebrates.'> A
great array of SG proteins belonging to the lipocalin family has
generated a large number of different molecules having anti-
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hemostatic functions while maintaining the fundamental struc-
ture of the protein fold.'® Lipocalins were found in the saliva
of other blood-sucking triatomine bugs such as Rhodnius
prolixus,'” Triatoma brasiliensis,'® Triatoma infestans (Ti),'9%°
and also in tick saliva.?!

We expect this work will contribute with new salivary
transcripts that could help us understand the role of salivary
molecules in host/vector interactions and the evolutionary
mechanisms leading to insect adaptation to this feeding habit.

Materials and Methods

Dm and SG cDNA Library Construction. Dm were reared
in an insectary room in the Tropical Medicine Department,
University of Brasilia. They were kept at 27 °C £ 1.0 °C with a
relative humidity of 70—75% and a 16 h/8 h light/dark photo-
period. SGs were dissected from Vth instar nymphs and adults
7 days after a blood meal and transferred to RNA-Later
(Ambion, Austin, TX) solution in 1.5-ml polypropylene vials.
SGs were kept at —20 °C for isolating polyA+ RNA.

Dm SG mRNA was isolated from 15 SG pairs from Vth instar
nymphs and adults using the Micro-FastTrack mRNA isolation
kit (Invitrogen, San Diego, CA). The PCR-based cDNA library
was made following the instructions for the SMART (switching
mechanism at 5" end of RNA transcript) cDNA library construc-
tion kit (Clontech, Palo Alto, CA). This kit provides a method
for producing high-quality, full-length cDNA libraries from
nanogram quantities of polyA+ or total RNA. It utilizes a
specially designed oligonucleotide named SMART 1V in the
first-strand synthesis to generate high yields of full-length,
double-stranded cDNA. Dm SG polyA+ RNA was used for
reverse transcription to cDNA using Moloney murine leukemia
virus reverse transcriptase (Clontech), SMART IV oligonucle-
otide, and CDS III/3” primer (Clontech). Trehalose was added
to the reaction that was carried out at 60 °C for 1 h, then at 42
°C for 40 min. Second-strand synthesis was performed accord-
ing to a long-distance PCR-based protocol using the 5° PCR
primer and CDS III/3’ primer as sense and antisense primers,
respectively. These two primers also create SfilA and B restric-
tion enzyme sites at the end of the cDNA. Advantage Taq
polymerase mix (Clontech) was used to carry out long-distance
PCR reaction on a GeneAmp PCR system 9700 (Perkin-Elmer
Corp., Foster City, CA). The PCR conditions were: 95 °C for 1
min; 14 cycles of 95 °C for 10 s, 68 °C for 6 min. An aliquot of
the cDNA was analyzed on a 1.1% agarose/EtBr (0.1 ug/mlL)
gel to check for the quality and range of the synthesized cDNA.
Double-stranded cDNA was immediately treated with protein-
ase K (0.8 ug/mL) at 45 °C for 20 min and washed three times
with water using Amicon filters with a 100-kDa cutoff (Milli-
pore, Bedford, MA). The clean double-stranded cDNA was then
digested with Sfil restriction enzyme at 50 °C for 2 h followed
by size fractionation on a ChromaSpin-400 drip column
(Clontech). The profiles of the fractions were checked on a 1.1%
agarose/EtBr (0.1 ug/mL), and fractions containing cDNA were
pooled in three different groups according to size: large,
medium, or small sequences. Each group was concentrated and
washed three times with water using an Amicon filter with a
100-kDa cutoff. Concentrated cDNA was then ligated into a 4
TriplEx2 vector (Clontech), and the resulting ligation mixture
was packaged using GigaPack Gold III Plus packaging extract
(Stratagene, La Jolla, CA) according to the manufacturer’s
instructions. The packaged library was plated by infecting log-
phase XL1-Blue Escherichia coli cells (Clontech). The percent-
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age of recombinant clones was determined by blue-white
selection screening on LB/MgSO;, plates containing X-gal/IPTG.

Sequencing of the Dm c¢DNA Library. The Dm SG cDNA
library was plated on LB/MgSO, plates containing X-gal/IPTG
to an average of 250 plaques per 150-mm Petri plate. Recom-
binant (white) plaques were randomly picked up and trans-
ferred to 96-well MicroTest U-bottom plates (BD BioScience,
San Jose, CA) containing 75 uL of H,O per well. The phage
suspension was either immediately used for PCR or stored at
4 °C until use.

To amplify the cDNA using a PCR reaction, 4 uL of the phage
sample were used as a template. The primers were sequences
from the A TriplEx2 vector and named PT2F1 (5’-AAG TACTCTAG-
CAATTGTGAGC-3") and PT2R1 (5’-CTCTTCGCTATTACGC-
CAGCTG-3"), positioned at the 5" and 3" end of the cDNA insert,
respectively. The reaction was carried out in MicroAmp 96-
well PCR plates (Applied Biosystems, Inc., Fullerton, CA) using
FastStart PCR Master (Roche Molecular Biochemicals, India-
napolis, IN) on a GeneAmp PCR system 9700 (Perkin-Elmer
Corp.). The PCR conditions were: 1 hold of 75 °C for 3 min, 1
hold of 94 °C for 4 min, 33 cycles of 94 °C for 1 min, 49 °C for
1 min, and 72 °C for 1 min 20 s. The amplified products were
analyzed on a 1.2% agarose/EtBr gel. cDNA library clones (2880
clones) were PCR amplified, and those showing a single band
were selected for sequencing. The PCR products were used as
a template for a cycle-sequencing reaction using a DTCS
labeling kit (Beckman Coulter, Fullerton, CA). The primer used
for sequencing (PT2F3) is upstream of the inserted cDNA and
downstream of the PT2F1 primer. The sequencing reaction was
performed on a Perkin-Elmer 9700 thermocycler. Conditions
were 1 hold of 75 °C for 2 min, 1 hold of 94 °C for 4 min, and
30 cycles of 96 °C for 20 s, 50 °C for 20 s, and 60 °C for 4 min.
After cycle-sequencing the samples, a cleaning step was
performed using the multiscreen 96-well plate cleaning system
(Millipore). The 96-well multiscreening plate was prepared by
adding a fixed amount (manufacturer’s specification) of Sepha-
dex-50 (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) and 300
uL of deionized water. After partially drying the Sephadex in
the multiscreen plate, the entire cycle-sequencing reaction was
added to the center of each well, centrifuged at 2,500 rpm for
5 min, and the clean sample was collected on a sequencing
microtiter plate (Beckman Coulter). The plate was then dried
on a Speed-Vac SC110 model with a microtiter plate holder
(Savant Instruments Inc., Holbrook, NY). Dried samples were
immediately resuspended with 25 uL of formamide, and one
drop of mineral oil was added to the top of each sample.
Samples were either sequenced immediately on a CEQ 2000
DNA sequencing instrument (Beckman Coulter) or stored at
—30 °C. A total of 2728 cDNA library clones was sequenced.
The EST sequences were deposited into the NCBI DBEST
database under accessions HS099662-HS102332. The coding
sequences were deposited into GenBank under accessions
HP639789-HP639855.

Proteomic Characterization Using One-Dimension Gel
Electrophoresis (1DE) and Tandem Mass Spectrometry
(MS). Both the soluble and insoluble (pellet following centrifu-
gation at 16 000x g) protein fractions from SG homogenates
from Dm corresponding to three pairs of SGs (approximately
500 ug of protein per gland) were brought up in reducing
Laemmli gel-loading buffer. The samples were boiled for 10
min, and approximately 100 ug of protein were resolved on a
NuPAGE 4—12% Bis-Tris precast gel. Separated proteins were
visualized by staining with SimplyBlue (Invitrogen). Gels were
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Figure 1. One-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis
separation of the (A) soluble and (B) insoluble fractions of
Dipetalogaster maxima salivary proteins. The grids indicate how
the duplicated gel bands containing the salivary proteins (SN1,
SN2, PT1, and PT2) were cut for tryptic digestion and mass
spectrometric detection of peptides following nano reversed-
phase high-performance liquid chromatography. The left of the
figures indicate the molecular weight of the markers (kDa)
indicated in the MW lane. For more information, see text.

sliced into 20 (soluble) or 24 (pellet) individual sections (Figure
1) that were destained and digested overnight with trypsin at
37 °C. Peptides were extracted and desalted using ZipTips
(Millipore) and resuspended in 0.1% TFA prior to MS analysis.

Nanoflow reverse-phase liquid chromatography tandem MS
was performed using an Agilent 1100 nanoflow LC system
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA) coupled online with a
linear ion-trap (LIT) mass spectrometer (LTQ, ThermoElectron,
San José, CA, USA). NanoRPLC columns were slurry packed
in-house with 5 um, 300-A pore size C-18 phase (Jupiter,
Phenomenex, CA) in a 75-um i.d. x 10-cm fused silica capillary
(Polymicro Technologies, Phoenix, AZ) with a flame-pulled tip.
After sample injection, the column was washed for 30 min with
98% mobile phase A (0.1% formic acid in water) at 0.5 4L/min,
and peptides were eluted using a linear gradient of 2% mobile
phase B (0.1% formic acid in acetonitrile [ACN]) to 42% mobile
phase B in 40 min at 0.25 yL/min, then to 98% B for an
additional 10 min. The LIT-MS was operated in a data-
dependent MS/MS mode in which each full MS scan was
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followed by seven MS/MS scans where the seven most abun-
dant molecular ions were dynamically selected for collision-
induced dissociation (CID) using a normalized collision energy
of 35%. Dynamic exclusion was applied to minimize repeated
selection of peptides previously selected for CID.

Tandem mass spectra were searched using SEQUEST on a
20-node Beowulf cluster against a Dm proteome database with
methionine oxidation included as dynamic modification. Only
tryptic peptides with up to two missed cleavage sites meeting
a specific SEQUEST scoring criteria [delta correlation (AC,) >
0.08 and charge state-dependent cross correlation (Xeor) = 1.9
for [M + H|**, = 2.2 for [M + 2H]*" and =3.5 for [M + 3H]*']
were considered as legitimate identifications. The peptides
identified by MS were converted to Prosite block format®* by
a program written in Visual Basic. This database was used to
search matches in the Fasta-formatted database of salivary
proteins, using the Seedtop program, which is part of the BLAST
package. The result of the Seedtop search was piped into the
hyperlinked spreadsheet to produce a hyperlinked text file with
details of the match. Note that the ID lines indicate, for
example, sDGM12_80, which means that one match was found
for fragment number 80 from gel band 12. Because the same
tryptic fragment can be found in many gel bands, another
program was written to count the number of fragments for each
gel band, displaying a summarized result in an Excel table, for
example on cell AX4 of Supplemental Table S2 (Supporting
Information). The summary in the form of SDGM12 — 5IsDGM13
— 4 indicates that five fragments were found in band 12, while
four peptides were found in band 13. Furthermore, this
summary included a protein identification only when two or
more peptide matches to the protein were obtained from the
same gel slice. The summary program also produces additional
spreadsheet cells with the larger number of peptides found in
a single gel band and the percent amino acid (aa) sequence
coverage of the sum of the peptide matches, thus facilitating
data analysis.

Proteomic Characterization Using Two-Dimensional Gel
Electrophoresis (2DE) and Peptide Mass Fingerprinting
(PMEF). SGs obtained from several bug adults dissected at 7—9
days following the blood meal were punctured, and intralu-
minal fluids were harvested by centrifugation (2000x g, 5 min,
5 °C). Salivary proteins were quantified using the Plus One 2D
Quant Kit (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) according to the
manufacturer’s instructions. Saliva proteins (80 ug) resus-
pended in 350 «L of 2DE sample buffer (7 M urea, 2 M thiourea,
2.5% v/v Triton X-100, 85 mM DTT, 0.5% v/v Pharmalyte 3—10,
10% isopropanol) were applied to 18 cm pH 3—10 IPG gel strips,
and submitted to isoelectrofocusing using an Ettan IPGphor3
Unit (GE-Healthcare, Piscataway, NJ), no current for 6 h and
30 V for 6 h, followed by 500 V for 1 h, 1000 V for 1 h, and,
8000 V for 4 h, with a maximum current of 50 uA per strip, as
optimized.'® Before SDS-PAGE, IPG strips were subjected to
reduction in equilibrium buffer (50 mM Tris, pH 8.8, 6 M urea,
glycerol 30%, 4% SDS), adding with 125 mM DTT for 40 min at
room temperature and alkylation in equilibrium buffer, and
with 300 mM acrylamide for an extended 20-min period.
Subsequently, the proteins were separated by 12% SDS-PAGE
on a Protean II system (BioRad, Richmond, CA), and silver-
stained as adapted from Blum et al.?® After washing with
ultrapure H,0, the gels were scanned with the Image Scanner
(PowerLook 1120; Amersham Biosciences) at 300-dpi resolution
and stored in 1% acetic acid. Digitized images were analyzed
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with Image Master 2D Platinum 5.0 software (GE Healthcare)
to count protein spots.

Protein identification was achieved by tryptic peptide fin-
gerprinting using matrix-assisted laser desorption/ionization
(MALDI)-time-of-flight (TOF)/TOF MS. Protein spots were cut
from 2DE gels and processed as adapted from Garaguso and
Borlak.>* Briefly, spots were destained for 10 min in a fresh
solution of 15 mM potassium ferrocyanide and 50 mM sodium
thiosulphate. After destaining, gel pieces were washed with
three cycles of 200 uL ultrapure H,O followed by 50% ACN,
then another two cycles in 50 mM NH,HCO; for 5 min followed
by washing in ACN for 5 min. During the final washing with
ACN, gel fragments were pistil macerated and vacuum-dried
in a Speed Vacuum for 20 min. Dried gels were rehydrated with
5—10 uL of 25 mM NH,HCOs, 2.5 mM CaCl,, 12.5 ng/uL trypsin
(Promega, Madison, WI) and incubated in ice for 45 min.
Immediately after incubation, the remaining solution was
removed; to it was added, depending on the size of the gel
piece, 5—10 uL of the same digestion buffer without enzyme,
and it was incubated overnight at 37 °C. The following day, 1
uL of 1% TFA was added to solution covering the gel pieces
which contains the digestion product, and 1 uL of this acidified
sample was loaded onto a 600-nm AnchorChip target plate
(Bruker Daltonics, Karlsruhe, Germany) and allowed to dry
completely. Afterward, 0.5 uL of 5-ug/uL. DHB (2,5-dihydroxy-
benzoic acid) matrix in 30% ACN and 0.1% TFA was applied,
allowed to dry completely, and subjected to PMF analysis. PMF
analysis was performed using a MALDI-TOF/TOF mass spec-
trometer (Autoflex II; Bruker Daltonics). Mass spectra were
processed using Flex Analysis 2.2 and Biotools 2.2 software
(Bruker Daltronics).

Protein identification was performed using MASCOT soft-
ware against the database of proteins predicted from the Dm
cDNA library in our server. Spectra containing autodigested
trypsin peptides were internally calibrated. The following
parameters were used for database searches: monoisotopic
mass accuracy up to 100 ppm for internally calibrated spectra
and up to 200 ppm for uncalibrated spectra; up to one missed
cleavage site; propionamide of cysteine as fixed modification;
and oxidation of methionine and protein N-acetylation as
variable modifications.

Bioinformatic Tools and Procedures. Expressed sequence
tags (ESTs) were trimmed of primer and vector sequences,
clusterized, and compared with other databases as previously
described.® The BLAST tool,?® CAP3 assembler,?’ ClustalW,
and TreeView software*® were used to compare, assemble, and
align sequences and to visualize alignments. For functional
annotation of the transcripts, we used blastx®*® to compare the
nucleotide sequences with the nonredundant (NR) protein
database of the National Center of Biological Information
(NCBI) and to the Gene Ontology (GO) database.®' Rpsblast®?
was used to search for conserved protein domains in the
Pfam,** Smart,* Kog,*® and conserved domains (CDD) data-
bases.*® We also compared the transcripts with other subsets
of mitochondrial and rRNA nucleotide sequences. Segments
of the three-frame translations of the EST (because the libraries
were unidirectional, we did not use six-frame translations)
starting with a methionine in the first 100 predicted aa—or the
predicted protein translation, in the case of complete coding
sequences—were submitted to the SignalP server®” to help
identify translation products that could be secreted. O-glyco-
sylation sites on the proteins were predicted with the program
NetOGlyc (http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/).*® Func-
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Table 1. Functional Classification of Transcripts Originating
from the Salivary Gland Transcriptome of Dipetalogaster
maxima

number of number of ESTs/
class contigs ESTs contig
Secreted 161 1375 8.5
Housekeeping 107 207 1.9
Viral 1 1 1.0
Microbial 1 1 1.0
Transposable element 20 21 1.1
Unknown 909 1123 1.2
Total 1199 2728

tional annotation of the transcripts was based on all the
comparisons above. Following inspection of all results, tran-
scripts were classified as either secretory (S), housekeeping (H),
or of unknown (U) function, with further subdivisions based
on function and/or protein families. Sequence alignments were
done with the ClustalX software package.>® Phylogenetic analy-
sis and statistical neighbor-joining bootstrap tests (10 000
iterations) of the phylogenies were performed with the Mega
package.*® Hyperlinked Excel spreadsheets of the assembled
ESTs and of the salivary protein database are supplied as
Supplemental Spreadsheets S1 and S2 (Supporting Informa-
tion).

Results

Description of Clusterized Data Set/cDNA Library
Characteristics. A total of 2728 sequences were used to
assemble a clusterized database, yielding 1199 clusters of
related sequences, 1014 of which contained only one EST. The
consensus sequence of each cluster is named either a contig
(deriving from two or more sequences) or a singleton (deriving
from a single sequence). In this paper, we use the denomina-
tion contig to address sequences deriving from both consensus
sequences and from singletons. The 1199 contigs were com-
pared by the program blastx, blastn, or rpsblast®® to the NR
protein database of the NCBI, to the gene ontology database,®!
to the conserved domains database of the NCBI,*® and to a
custom-prepared subset of the NCBI nucleotide database
containing either mitochondrial or rRNA sequences. Because
the libraries are unidirectional, the three-frame translations of
the data set were also derived, and open reading frames starting
with methionine and longer than 40-aa residues were submit-
ted to SignalP server’” to help identify putative secreted
proteins. The EST assembly, BLAST, and signal peptide results
were transferred into an Excel spreadsheet for manual annotation.

Six categories of expressed genes derived from the manual
annotation of the contigs (Table 1). The S category contained
13.4% of the clusters and 50.4% of the sequences, with an
average number of 8.5 sequences per cluster. The H category
had 8.9% and 7.6% of the clusters and sequences, respectively,
and an average of 1.9 sequences per cluster. Forty-one percent
of the sequences, corresponding to 75.8% of all contigs, were
classified as U, because no assignment for their function could
be made; most of those consisted of singletons. Possible
transposable elements originated 20 clusters, mostly singletons,
including both class I and class II elements, including a mariner
transposase. We have also identified a microbial and a viral
transcript in our data set. These data can be downloaded as
Supplemental Table S1 (Supporting Information) for the EST
data.
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Figure 2. Two-dimensional gel electrophoresis map of Dipeta-
logaster maxima secreted salivary proteins. IEF was performed
from approximately 80 ug of saliva protein under denaturing
conditions using a 3—10 linear IPG strip and following by 12%
SDS-PAGE in a second dimension. The gel was silver stained.
The dashed circles correspond to localizations of the different
families of D. maxima identified proteins by MALDI-MS against
the transcriptomic data. The spot numbers correspond to the
identified proteins shown in Supplemental Table 1 (Supporting
Information).

i

Proteomic Assays. To attempt identification of the proteins
expressed in the SGs of Dm, we separated the proteins by 1DE
(Figure 1) and 2DE (Figure 2) followed by mass spectrometry
identification, as indicated in Methods. The transcriptome and
extracted coding sequences (CDS) provided for the database
needed for assigning peptide hits. These hits are indicated in
Figures 1 and 2 as well as in the Supplemental Spreadsheets
S1 and S2 (Supporting Information).

2DE analysis of Dm saliva was performed using isoelectro-
focusing within a wide pH range (3—10) followed by 12% SDS-
PAGE as optimized for the 2DE-based Ti proteomic analysis.'®
The average number of silver-stained spots detected from the
Dm 2DE profile was approximately 150 (Figure 2) versus about
200 from Ti saliva’® under the same experimental conditions.
The majority of Dm saliva secreted proteins were visualized
between 20 and 30 kDa on both 1DE and 2DE gels. Despite
the absence of Dm-secreted saliva protein sequences available
in the NCBI NR database, conventional database searching
based on protein identification by peptide mass fingerprinting
and peptide fragmentation fingerprinting was attempted with-
out success. The identification was, however, successfully
performed directly from the extensive Dm cDNA library
reported here, although several predicted protein sequences
are partial and consequently experimental and theoretical
molecular masses and isoelectric points for several identified
spots were very different (Supplemental Table 1, Supporting
Information).

The following sections will describe the protein families
observed in the transcriptome analysis in context with the
proteome assays reported in Figures 1 and 2. It was interesting
to note that both 1DE- and 2DE-based-proteome analyses
allowed assignment of regions of gels corresponding to the
identified secreted protein families (Figures 1 and 2).

Transcripts Coding for Putative Secreted Proteins in Dm
SGs. The S group of ESTs was further classified into six groups
(Table 2) including lipocalins, antigen 5, apyrase, immunity-
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Table 2. Functional Classification of Transcripts Attributed to
Secreted Products from the Sialotranscriptome of
Dipetalogaster maxima

number of

class ESTs
Lipocalins 1285
Antigen 5 family 67
Apyrase/5” nucleotidase family 9
Immunity-related products 2
Hemolysin family 1
Other putative secreted polypeptides 11
Total 1375

related products, hemolysins, and other putative secreted
polypeptides, as described in more detail below.

Lipocalins. The most abundant group of putative secreted
proteins in Dm SGs is the lipocalins, corresponding to 93% of
the transcripts in the S class. Similarly, the sialotranscriptome
of T. brasiliensis revealed a high content of lipocalins in its SGs,
with 93.8% of the transcripts coding for putative secreted
proteins.'® Lipocalins are widely distributed and heterogeneous
proteins occurring in animals, plants, and bacteria. An interest-
ing feature of the lipocalins is their well conserved three-
dimensional structure, contrasting with their primary sequence
that shows a low percentage of similarity when comparing
randomly selected members of this family.*! They are typically
small extracellular proteins sharing several common molecular
recognition properties: the binding of small, principally hy-
drophobic molecules, and binding to specific cell-surface
receptors, forming covalent and noncovalent complexes with
other soluble macromolecules. Although they have been clas-
sified mainly as transport proteins, it is now clear that members
of the lipocalin family fulfill a wide variety of functions.'® Efforts
to discover the role of salivary lipocalins in blood-sucking
insects through functional genomics and proteomic studies
have identified anticoagulants, antiplatelets, anticomplement,
and vasodilatory molecules.*?

We found lipocalins similar to salivary proteins of other
species of Triatoma such as pallidipin, an inhibitor of collagen-
induced platelet aggregation from Triatoma pallidipennis,*?
and procalin, a salivary allergen from Triatoma protracta.** The
South American insect Ti was also shown to contain salivary
cDNA sequences similar to these previously described lipoca-
lins.?° Lipocalins have also been found in tick saliva and in
Rhodnius performing similar functions, such as histamine and
serotonin binding.'”?>4

Supplemental Spreadsheet S2 (Supporting Information)
presents the coding sequences for 68 lipocalins. Several of these
are possible alleles of the same gene, because they are >90%
identical at the aa level. If we exclude those within this group,
45 sequences are still obtained, indicating a vast expansion of
this protein family.

Lipocalin sequences from Dm were aligned with sequences
from other Triatominae, and a neighbor-joining phylogenetic
tree was constructed (Figure 3). The diverse nature of lipocalins
has been noted before, and the phylogenetic tree shows
divergent groups of proteins, suggesting that these sequences
have evolved beyond recognition of a common ancestor;
however, three groups of Dipetalogaster proteins with more
than 2 sequences each are clearly discerned in the phylogenetic
tree. Group I (Figure 3) appears to be a large Dipetalogaster
gene expansion that might have occurred by multiple gene
duplication events. This group contains the Procalin antigen
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Figure 3. Dendrogram of the Dipetalogaster maxima salivary lipocalins with other insect salivary lipocalins. The sequences derived
from the nonredundant protein database of the National Center for Biotechnology Information (NCBI) are represented by six letters
followed by the NCBI gi| accession number. The six letters derive from the first three letters of the genus and the first three letters
from the species name. The protein sequences were aligned by the Clustal program,®® and the dendrogram was made with the Mega
package*® after 10 000 bootstraps with the neighbor-joining algorithm. The bar at the top represents 20% amino acid substitution. The
colorful squares indicate each insect species whose sequences were used.

precursor of T. protracta. Group II also represents a gene
expansion and is related to the Pallidipin family of platelet
aggregation inhibitors, and, more distantly to the triplatins, also
platelet inhibitors from T. infestans. Group III is more closely
related to the Triafestin family which are inhibitors of the
plasma kallikrein-kinin system, and also to Triatin, a thrombin
inhibitor.

Proteomic experiments revealed the expression of most
lipocalins, as indicated in Supplemental Spreadsheet S2 (Sup-
porting Information). These lipocalins were identified in gel
fractions 11, 12, and 13 (Figure 1A), and fractions 15, 16, and
17 (Figure 1B) at regions corresponding to MW markers ranging
from 21 to 30 kDa and coincident with the strongest gel band
comigrating with the 21.5 kDa marker, in agreement with the
estimated mature molecular mass of these proteins. The 2DE
gels presented the same lipocalins spread over different pIs,
mostly to the basic side of the gel, providing good resolution
of the various polypeptides that appear as a single blob in
Figure 1. Of note is the set of spots that migrated in the bottom
of the gel (around 20 kDa) that revealed many lipocalins. The
lipocalins annotated as Dm-96 and Dm-58 are the most
abundantly transcribed and have been assembled from 138 and
122 ESTs, respectively. Dm-96 is identified with neighboring
spots 36 and 37 in the 2D gel, whereas six fragment ions were
obtained in each of the spots, while Dm-58 was identified in
several spots, including the strong spots 32 (10 fragment ions),
43 (12 ions) and 11 (10 ions), this last spot near the 40-kDa
marker, and same p/ as spot 32, indicating a possible dimer or
posttranslational modifications. These abundant lipocalins are
candidates for antagonizing histamine or serotonin, where
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micromolar amounts of these 20-kDa proteins are needed to
bind and neutralize the near micromolar amounts of the
biogenic amines that accumulate in inflamed tissues. Less
abundant lipocalins may act by binding to agonists of inflam-
mation that occur at lower concentrations, such as thrombox-
ane A, and leukotrienes, which are the targets of several tick
lipocalins.*®*” The intense spots numbered 23, 20, 24, and 25
or gel regions consistent with a molecular mass of 25 kDa
produce ion matches to members of the Pallidipin clade. Spots
22 and 21, on the extreme basic side of the gel, provide matches
to Dm-1189 and Dm-99, respectively.

Apyrase/5’ Nucleotidase Family. Apyrases are ATP-diphos-
phohydrolases that catalyze hydrolysis of both ATP and ADP
to AMP, facilitating blood feeding by degradation of ADP, a
mediator of platelet aggregation and inflammation,® and ATP,
a mediator of neutrophil activation.*®*° Apyrases are very
commonly found in the SGs of blood-feeding insects® and
ticks,?® the activity being higher in mammal feeders and lower
in bird or lizard feeders.’! >3 The salivary apyrase of Ti was
cloned and shown to be a member of the 5 nucleotidase
family.>**° Partial coding sequences (truncated in the 5’ region)
for members of the 5" nucleotidase family were found in the
sialotranscriptome of Dm (Supplemental Spreadsheets S1 and
S2, Supporting Information).

5’-Nucleotidases are typically membrane bound and extra-
cellular enzymes. A glycophosphatidyl-inositol (GPI) anchor in
the carboxyterminal domain is associated with binding to the
membrane and is indicated by the box in the alignment in
Figure 4; indeed, 5" nucleotidases from bovine liver,*® electric
ray,®” human,®® and rat liver® have GPI anchor motifs, ac-
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Figure 4. Clustal alignment of members of the apyrase/5’nucleotidase family deriving from salivary glands of D. maxima and from
other organisms. The D. maxima proteins are Dm-60, Dm-68, and Dm-1003. The remaining sequences are named with the first three
letters from the genus name followed by two letters from the species name and by their NCBI protein accession number. The box
shows the membrane anchor region present in the salivary 5’'nucleotidases. The symbols above the alignment indicate: (*) identical
sites; (:) conserved sites; (.) less conserved sites. For more details, see text.

cording to the PredGPI prediction server.®® Apyrases of the 5’
nucleotidase family lacking the aa sequence required for a GPI
anchor are secreted,®" which suggests that apyrases from Dm
are probably secreted, although the amino-terminally truncated
sequences does not permit verification of a signal peptide for
secretion. The contig Dm-68 has an extension characteristic
of mucins, rich in serine and threonine, when compared with
other apyrases/5’-nucleotidases (Figure 4), suggesting that this
protein can be highly glycosylated. In both cases of Dm, no
GPI anchor region was found, indicating that the proteins are
secreted.

The 1DE proteomic experiment (Figure 1) identifies apyrase
fragments on fractions 6 (where a strong gel band exists, just
above the 66-kDa marker) and fraction 7 of the soluble protein
gel (Figure 1A), and in fractions 8 and 9 of the insoluble protein
gel (Figure 1B). The 2DE experiment (Figure 2) identifies
apyrase isoforms from the unique contig Dm-68 in the vicinal
spots 1, 2, 3, and 4, each having between three and five ion
matches. These bands are located under the 97-kDa marker,
in a slightly acidic pJ, in a region of the gel consistent with the
79-kDa molecular mass of Triatoma apyrases.®* Furthermore,
Ti saliva would have a multigene apyrase family with at least
three to five forms and N-glycosylation.®” In 2DE-based-
proteomic analysis, five Ti apyrase forms displayed a typical
pattern of isoforms for each form.'® The same 2DE pattern was
observed in the case of the Dm identified apyrases, suggesting
that posttranslational modifications might also be a source of
apyrase heterogeneity in this saliva.

Antigen 5 Family. This is a family of secreted proteins that
belong to the CAP family (cysteine-rich secretory proteins;
antigen 5 proteins of insects; pathogenesis-related protein 1
of plants).®® The CAP family is related to venom allergens in
social wasps and ants.®*®° Antigen 5 is the most studied
member of a conserved family of proteins, and together with
hyaluronidase and phospholipase A, is one of the three major
venom proteins acting as allergens in vespids.®®” Members
of this protein family are found in the SGs of most blood-
sucking insects.' 132068770 However, the function of most
antigen 5 proteins in the saliva of blood-sucking arthropod is
still unknown. Exceptionally, a tabanid protein of this family
incorporated a disintegrin domain and acquired a platelet

aggregation inhibitory function,”! and another family member
expressed in the SGs of the stable fly binds immunoglobulins
and could serve as inhibitor of the classical pathway of
complement activation.”?

We here report five salivary members of the antigen 5 family
found in Dm SGs (Supplemental Spreadsheet S2, Supporting
Information), two of which are probable alleles (Dm-124 and
Dm-127). Alignment and phylogenetic analysis of insect mem-
bers of this family indicate that Dm salivary antigen 5 protein
clusters with other reported antigen 5 proteins from R. prolixus,
Ti, and vespids (Figure 5). The hymenoptera protein, from
vespids, has an additional domain after the signal peptide,
indicating that its evolution probably diverged at some point.
Like Rhodnius and Triatoma proteins, antigen 5 contigs from
Dm have a poly-Lys-rich basic tail, which may direct these
proteins to negatively charged membranes such as activated
platelet surfaces. This binding/interaction on the platelet
surface could interfere or block platelets’ physiologic function,
disrupting, then, the host hemostasis process.

The 1DE experiment (Figure 1) shows most of the ions hitting
antigen 5 proteins located in band 11 of the soluble protein
gel and an equivalent location in the insoluble protein gel
(Figure 1A). The 2DE experiment indicates that the strongly
stained spot 14—as well as the vicinal spots 13, 15, 16, and
17—produce hits to the antigen 5 family. In all cases, the gel
location is consistent with the MW of this protein family,
between 25 and 30 kDa.

Hemolysin Family. Hemolysins are secreted, water-soluble
proteins that form transmembrane polymeric channels. They
are capable of permeating target cells, forming pores in
cytoplasmic membranes of erythrocytes, leukocytes, and other
cells, causing modification of cellular functions and/or lysis of
host cells. This family of proteins is more often described in
microorganisms such as Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
and Bacillus cereus,” "® being considered a virulence factor.
Collectively, they are members of the RTX (repeats in toxin)
protein family.”® The presence of amphipathic and hydrophilic
domains confers to the protein an overall amphiphilic char-
acter, which would explain its ability to be secreted and to
interact with membranes.””~"?
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Figure 5. (A) Clustal alignment of D. maxima salivary Antigen-5 proteins with members of the same family from other Triatominae. (B)
Phylogenetic tree of selected members of the antigen-5 family of proteins from Hemiptera and Vespoidea, obtained by the NJ method
after 10 000 bootstraps. The numbers in the phylogram nodes indicates percent bootstrap support for the phylogeny. The bar at the

bottom indicates 10% amino acid divergence in sequences.

We found one contig with similarity to salivary-secreted
hemolysin-like proteins (Supplemental Figure 1, Supporting
Information), previously described in the sialotranscriptome
of Ti. These proteins could act as cytolytic proteins, causing
erythrocyte lysis in their saliva and helping the early steps of
the digestion process, or having antimicrobial activity. A single
ion with sequence A-T-S-Y-[IL]-G-N-[KQ]-V-[IL]-D-[KQ] was
found matching Dm-594 in gel band 17 of the insoluble protein
experiment (Figure 1B). This is not a promiscuous match,
having been found solely to this protein.

Immunity-Related Products. One contig from the Dm cDNA
library showed similarity to a portion of the carboxyterminal
region of hemolectin (Supplemental Figure 2, Supporting
Information), a multidomain protein described in Drosophila.
Hemolectin is the most abundant insect clot protein, and it
shares conserved domains with von Willebrand factor and
coagulation and complement factors.?® Clotting of hemolymph
in arthropods is important to promote wound healing and limit
loss of hemolymph. It also plays a role in immune defense,
forming a secondary barrier to infection.?' Also, loss of
hemolectin in Drosophila was associated with more suscepti-
bility to infection by E. coli, suggesting it could be part of an
integrated defense mechanism to prevent bacterial contamina-
tion®? or, alternatively, being exapted for an antihemostatic
function. A single ion corresponding to the sequence [KQ]-E-
S-V-[KQ]-T-C-[KQ]-[KQ]-T-C-[KQ] and found in band 9 of the
insoluble protein gel matches Dipetalogaster hemolectin, in a
region of the gel consistent with proteins in the range of 70—80
kDa. Hemolectins are large proteins with over 3000 aa, sug-
gesting the match may be spurious or related to a protein
fragment.

Proteins containing Gly-Tyr repeats have been commonly
found in sialotranscriptomes of blood-sucking arthropods.
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These proteins resemble nematode peptides identified as
having an immune function® but are also similar to cuticular
proteins. No matches to this predicted protein were found in
the proteomic experiments.

Other Putative Secreted Polypeptides. Histidine-Rich
Peptide Precursor. This EST sequence found in Dm shows
similarity to secreted histidine-rich peptide precursors (Supple-
mental Figure 3, Supporting Information). Polypeptides rich
in histidine are described as both small and large molecules.
Histatins, a family of small histidine-rich basic salivary proteins,
exhibit antimicrobial activity against bacteria and fungi (per-
haps by their Cu or Ni or Zn ion chelating properties), similar
to many other small basic polypeptides, being considered a
component in the host defense system.?* Histidine-rich gly-
coprotein is a plasma glycoprotein that has a multidomain
structure and interacts with many ligands including Zn?*,
tropomyosin, heparin, plasminogen, plasmin, fibrinogen, throm-
bospondin, IgG and complement. This protein could act as an
extracellular adaptor, bringing together different ligands on cell
surfaces.?® The histidine-rich region in these proteins is highly
responsible to Zn?* and low pH, conditions associated with
sites of tissue injury.®® Metal binding by histidine-rich proteins
could have important physiologic functions related to microbial
growth.®* For the triatomine Dm, the ability to interact with
molecules related to coagulation and immune response through
a histidine-rich protein could be an advantage, helping the
acquisition of the blood meal and avoiding the host response.
Also, they could play a role in the innate defense system. No
matches to this protein were found in the proteomic experiments.

Larval Cuticle Protein. This cDNA library also revealed a
contig with similarity to larval cuticle protein, and the align-
ment shows the presence of a chitin-binding domain (Supple-
mental Figure 4, Supporting Information). Arthropod cuticles
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Table 3. Functional Classification of Transcripts Attributed to
the Housekeeping Class Originating from the
Sialotranscriptome of Dipetalogaster maxima

number of number of ESTs/

class contigs ESTs contig

Protein synthesis machinery 33 102 3.1
Metabolism, energy 20 43 2.2
Unknown, conserved 10 10 1.0
Transcription machinery 7 7 1.0
Signal transduction 7 10 1.4
Protein export machinery 6 6 1.0
Protein modification machinery 5 9 1.8
Transporters/storage 4 4 1.0
Cytoskeletal 4 4 1.0
Transcription factor 2 2 1.0
Proteasome machinery 2 2 1.0
Oxidant metabolism/detoxification 2 2 1.0
Metabolism, carbohydrate 2 2 1.0
Nuclear regulation 1 2 2.0
Metabolism, intermediate 1 1 1.0
Extracellular matrix/cell adhesion 1 1 1.0
Total 107 207

are composed of fiber of chitin, a biopolymer that contributes
strength and rigidity when in fibrillar form. One of the common
functions for chitin is its structural role, serving as mechanical
support and protective barriers in the exoskeleton of arthro-
pods.?”88 This protein may be related to the structure of the
salivary duct or tracheoli. The 1D proteomic experiment with the
insoluble protein fraction revealed six ions matching Dm-850 in
band 16, located between the 21.5- and 31-kDa markers (Figure
1B).

Housekeeping (H) Genes. The 107 gene contigs (comprising
207 ESTs) attributed to H genes expressed in the SGs of Dm
were further characterized into 16 groups consistent to their
possible function (Table 3). According to an organ specialized
in secreting polypeptides and as observed in previous sialo-
transcriptomes, 177989 the two larger sets were associated with
protein synthesis machinery (102 ESTs in 33 contigs) and with
energy metabolism (20 contigs containing 43 ESTs). We have
also included in this category a group of 10 ESTs that grouped
into 10 contigs and represent conserved proteins of unknown
function presumably associated with cellular metabolism. Other
sequences with homology to housekeeping proteins include
those coding for ribosomal proteins, cytochrome, and NADH-
dehydrogenase, among other molecules (Table 3 and Supple-
mental Spreadsheet S1, Supporting Information). Several of
these housekeeping gene products were identified by the
proteomic experiments. They can be verified in Supplemental
Spreadsheets S1 and S2 (Supporting Information), and are not
marked in Figures 1 and 2.

Conclusions

In an attempt to improve our understanding of the variety
of proteins and transcripts expressed in Dm SGs, we have made
a cDNA library and both 1D and 2D-gel electrophoreses using
mRNA and proteins from this same tissue. We described the
set of cDNA present in the SGs of Dm. Comparison of this set
with other triatomine sialomes indicates that Dipetalogaster has
a less complex sialome when compared to Triatoma. In
addition, the 2DE map of the Dm saliva presented a protein
number considerably inferior to that of Ti saliva, 150 versus
200, respectively, under the same experimental conditions. The
lesser salivary proteome complexity of the Dm in comparison
with Ti could be correlated with the quantity of SG pairs, one
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versus three, respectively. For example, the following protein
families are missing when compared with the Ti sialome:'%2°
trialysin, triatox, kazal, pheromone-binding, inositol phos-
phatase, and serine protease. Perhaps these extra protein
families in Triatoma reflect its adaptation to feed on mammals,
while Dipetalogaster mainly feeds on lizards; however, we
cannot exclude the possible that more intense sequencing of
the Dipetalogaster sialotranscriptome may reveal transcription
of these families, although these Triatoma-secreted proteins
were not identified by proteomic studies. On the other hand,
Dipetalogaster homologues were found for previously orphan
protein families from Ti, such as the hemolysins family,
indicating the ancient status of this family within Triatomines
before the Dipetalogaster/ Triatoma branch. Most of these
proteins have unknown function. Expression and bioassay of
the novel proteins will ultimately characterize the salivary
pharmacologic complexity from Dm evolution to blood feeding.

This ¢cDNA library will facilitate our continuing efforts to
understanding the evolution of blood sucking in vector arthro-
pods and the discovery of novel pharmacologically active
compounds.

Abbreviations: 2D, two-dimensional; aa, amino acid; ACN,
acetonitrile; Dm, Dipetalogaster maxima; EST, expressed se-
quence tags; H, putative housekeeping transcripts; MALDI,
matrix-assisted laser desorption/ionization; MS, mass spec-
trometry; NCBI, National Center of Biological Information; NR,
nonredundant; PMF, peptide mass fingerprinting; S, putative
secreted transcripts; SG, salivary glands; Ti, Triatoma infestans;
TOF, time-of-flight; U, unknown function transcripts.
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