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RESUMO

Os triatomineos sdo artropodes hemat6fagos durante todo o seu ciclo de vida e
para garantir o sucesso de seu repasto, desenvolveram estratégias adaptativas
que contrapdem o sistema hemostatico e imune do hospedeiro, injetando
moléculas farmacologicamente ativas durante esse processo. Por possuirem
diversas moléculas com interesse farmacoldgico, a saliva desses artropodes
hematéfagos passou a ser alvo de pesquisas. Para ampliar o conhecimento
sobre essas moléculas, esse trabalho teve como objetivos: 1) investigar a
expressao protéica na saliva de Triatoma dimidiata em diferentes tempos apoés
a alimentacdo sanguinea, por meio da analise protebmica comparativa por LC-
MS/MS, eletroforese bidimensional e analises in silico, e 2) caracterizar in silico
a sequéncia aminoacidica do antigeno 5 salivar de Rhodnius neglectus
(RNAV), além da expressdo dessa molécula em Escherichia coli. A analise
prote6bmica comparativa da saliva de T. dimidiata levou a identificacdo de 362
proteinas, das quais 65 eram especificas da amostra de cinco dias apos a
alimentacdo sanguinea (dpa) e 79 especificas da amostra de 10 dpa, além de
contribuir para validar dados do transcritoma dessa espécie disponivel na
literatura. A andlise in silico do RNAV sugere que a molécula é secretada pela
via classica, que modificacdes pobs-traducionais como fosforilagdo e
glicosilacdo devem ocorrer na proteina, e que existem aproximadamente 25
residuos de aminoacidos que podem estar presentes em epitopos lineares para
células B. Nao foi possivel obter o RNAV recombinante. O conhecimento das
proteinas salivares do T. dimidiata e sua comparacdo com as de outras
espécies de artropodes hematdfagos pode ser Util para entender processos
biolégicos fundamentais como sobrevivéncia, adaptacdo e as interacdes
desses vetores com seus hospedeiros e com 0s agentes infecciosos que eles

sao capazes de transmitir.

Palavras-chave: Proteoma, Triatoma dimidiata, Rhodnius neglectus, proteinas

salivares, antigeno 5.
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ABSTRACT

Triatomine are bloodsucking arthropods throughout their life cycle and to ensure
the success of their meal, they have developed adaptive strategies that
counteract the hemostatic and immune system of the host, injecting
pharmacologically active molecules during this process. By owning several
molecules with pharmacological interest, bloodsucking arthropods saliva has
become the subject of various research. To enhance our knowledge about
these molecules, this study aimed 1) to investigate the protein expression in
Triatoma dimidiata saliva at different times after the blood feeding through
comparative proteomic analysis using LC-MS/MS, 2-DE electrophoresis and
bioinformatics, and 2) to characterize in silico the salivary antigen 5 of Rhodnius
neglectus (RNAV), beyond its expressin in Escherichia coli. The comparative
proteomic analysis of T. dimidiata saliva revealed 362 proteins, 65 specific of
the sample collected 5 days after feeding and 79 specific of the sample
collected 10 days after feeding, and aided to validate available data from T.
dimidiata transcriptome. RNAV in silico analysis revealed this protein may be
secreted by the classical pathway, phosphorilation and glycosilation sites, and
the existence of 25 amino acid residues that may be present in linear epitopes
to B cells. Our attempt failed to produce recombinant RNAV. Knowing T.
dimidiata salivary proteins and comparison with those from other species of
hematophagous arthropods may help to understand fundamental biological
processes such as survival, adaptation, vector-host and vector-pathogens

interactions.

Keywords: Proteome, Triatoma dimidiata, Rhodnius neglectus, salivary

proteins, antigen 5.
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INTRODUCAO

Aspectos gerais dos artréopodes hematéfagos

Os artrépodes hematéfagos compreendem principalmente os insetos e
0s carrapatos e desempenham um papel importante na transmissao de
doencas aos animais vertebrados atuando como vetores (Balashov Yus, 1984).
Eles estéo distribuidos por todo o planeta, e sdo responsaveis pela transmissao
de micro-organismos e parasitos causadores de mais de 17% de todas as
doencas infecciosas, as quais causam mais de um milhdo de mortes
anualmente. Entre as doencas transmitidas por artropodes hematofagos estao
as infeccdes pelos virus Chikungunya, Zika e Mayaro, dengue, febre amarela,
encefalite japonesa, febre do Nilo, doenca de Lyme, tularemia, rickettsioses,
malaria, leishmanioses, tripanossomiase africana, doenca de Chagas, filariase

linfatica, oncocerciase, entre outras (Who, 2016b)

Esses vetores de doencas sao ectoparasitos (Guarneri et al., 2000) que
se alimentam do sangue de mamiferos, aves, répteis e, raramente, anfibios,
sendo que a maioria dos insetos e carrapatos realizam o repasto sanguineo em
espécies das duas primeiras classes (Balashov Yus, 1984). Na ocasido da
alimentacdo em um hospedeiro infectado, os artrépodes hematdfagos podem
eventualmente ingerir 0s microorganismos causadores de doencas, e durante
uma alimentacdo subsequente sdo capazes de transmiti-los para um novo

hospedeiro, propagando a infec¢éo (Who, 2016b).

Aspectos gerais da doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também denominada Tripanossomiase americana,
€ um exemplo de doenca transmitida por artropodes hematofagos. Essa
patologia foi descrita em 1909, pelo médico Carlos Chagas, que descreveu
tanto as caracteristicas clinicas quanto o ciclo completo da doenca, relatando
os triatomineos hematdéfagos como o0s insetos vetores, e 0 parasito
Trypanosoma cruzi como o0 agente etiologico da doenca (Stuart et al., 2008).
Esse parasito infecta aproximadamente sete milhdes de individuos no mundo.
Essa doenca era confinada ao continente americano central e latino, mas tem

se disseminado para outros continentes (Who, 2016a). Ela faz parte do rol das
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Doencas Tropicais Negligenciadas, conjunto de enfermidades associadas a
pobreza, moradias precérias, desnutricdo, falta de saneamento bésico, pouco
ou nenhum acesso aos servicos de salde, para as quais ha pouco
investimento no desenvolvimento de drogas, vacinas e programas de controle
(Lindoso e Lindoso, 2009).

O T. cruzi é um protozoario flagelado da familia Trypanosomatidae, que
pertence a ordem Kinetoplastida. Nessa ordem, 0s protozoarios possuem uma
organela denominada cinetoplasto, que € preenchida com 0 genoma
mitocondrial e encontra-se associada a base do flagelo (Coutinho et al., 1999;
Stuart et al., 2008). A principal forma de transmissédo do T. cruzi é a vetorial,
que ocorre por meio das fezes ou urina eliminadas durante o repasto
sanguineo de triatomineos contaminados com as formas tripomastigotas
metaciclicas infectantes do protozoario. No hospedeiro vertebrado essas
formas podem entrar em contato com a leséo tecidual que foi ocasionada pela
picada do inseto ou até mesmo com as mucosas do nariz, olhos e boca,
penetrando assim no hospedeiro (Prata, 2001). Adicionalmente, existem outras
vias de transmissdo, como a oral, a qual ocorre através do consumo de
alimentos contendo as excretas de triatomineos infectados com o T. cruzi,
como por exemplo, a cana de acUcar e o acai (Passos et al., 2012), a
transmissdo transfusional, a transmissdo devido ao transplante de Orgaos
advindos de doadores infectados, a congénita e, sem importancia
epidemioldgica, existe ainda a possibilidade de transmissao devido a acidentes
laboratoriais (Prata, 2001; Who, 2016a).

No ciclo de vida do T. cruzi (Figura 1), apés penetrarem no hospedeiro
vertebrado, os tripomatigotas metaciclicos sao internalizados em vacuolos
parasitéforos por uma variedade de células hospedeiras. Dentro desses
vacuolos, os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas, que sao as
formas replicativas no hospedeiro vertebrado. Os amastigotas escapam do
interior desses vacuolos para o citoplasma, onde se replicam e se diferenciam
em tripomastigotas sanguineos. Quando o citoplasma esta repleto de parasitos,
ocorre a ruptura da membrana celular, liberando-os na corrente sanguinea para
gue possam infectar novas células do hospedeiro em um ciclo infectante

continuo, que resulta no aumento da parasitemia. Durante o repasto, quando o
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sangue do hospedeiro vertebrado contendo parasitos circulantes € ingerido
pelo triatomineo, 0 mesmo pode adquirir os tripomastigotas sanguineos, que no
seu intestino se diferenciam em epimastigotas, formas replicativas que
colonizam o intestino médio do hospedeiro invertebrado. Os epimastigotas
migram em direcdo ao intestino posterior, local onde se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos que poderdo infectar novos hospedeiros
mamiferos durante repastos subsequentes (Coutinho & Dias, 1999).

n

http:/iwww dpd cde.gov/dpdx

Figura 1. Ciclo de vida do T. cruzi. @ O triatomineo ingere o sangue do hospedeiro e
libera os tripomastigotas metaciclicos (TM) do T. cruzi nas fezes e urina; @ os TM
penetram em varios tipos celulares e se diferenciam em amastigotas; ® 0S
amastigotas se reproduzem por divisdo binaria e depois se diferenciam em
tripomastigotas sanguineos (TS); @ os TS entram na circulacdo sanguinea e podem
invadir novas células;® o triatomineo ingere o sangue do hospedeiro contendo TS; @
os TS se diferenciam em epimastigotas no intestino médio do triatomineo; @ os

epimastigotas se reproduzem por divisdo binaria; ® e se diferenciam em TM no
intestino posterior. Fonte: CDC Image Library. Modificado de
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Trypanosoma_cruzi_LifeCycle.gif. = Acessado
em 30/06/2016.

A infeccdo pelo T. cruzi pode ser curada se o individuo iniciar o
tratamento medicamentoso logo ap6s a contaminacdo (Who, 2016a). No
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entanto, a maioria dos individuos infectados apresenta uma fase aguda
assintomatica, e por esse motivo ndo realiza o tratamento. Ao contrario do que
acontece nessa fase, em que € possivel observar um elevado nimero de
parasitos na circulacdo sanguinea, na fase cronica os parasitos se escondem
principalmente no musculo cardiaco, o que pode resultar na destruicdo
progressiva do musculo cardiaco e de seu sistema nervoso. Na fase crbnica da
doenca, aproximadamente 30% dos individuos infectados desenvolvem
alteracdes cardiacas e 10% alteracdes digestivas, neurolégicas ou mistas que

requerem tratamento especifico (Who, 2016a).

O tratamento da doenca de Chagas pode ser realizado com o uso de
benzonidazol ou nifurtimox, efetivos na fase aguda, no entanto, ha diminuicédo
da eficacia desses medicamentos na fase crbnica da doenca. Essas drogas
também séo indicadas para adultos infectados sem manifestacdes clinicas, e
em casos de reativacdo da doenca. A duracdo do tratamento ndo deve
ultrapassar dois meses em decorréncia da toxicidade das drogas. Cerca de
40% dos individuos tratados apresentam reacdes adversas aos medicamentos.
Ambas sdo contraindicadas durante a gestacdo, em casos de doencas
hepatica ou renal, e o nifurtimox em casos de desordens psiquiatricas ou

neuroldgicas (Who, 2016a).

Apesar dos esforcos para o desenvolvimento de uma vacina para a
doenca de Chagas (Dumonteil et al., 2012; Lee et al.,, 2012), esse tipo de
prevencao ainda nao esta disponivel. Ainda hoje o controle vetorial por meio do
uso de inseticidas, melhoria das habitacfes, uso de medidas preventivas
pessoais (telas mosqueteiras, por exemplo), boas praticas de higiene na
preparacao, transporte, estoque e consumo de alimentos, € o método mais
efetor de prevencdo da doenca de Chagas na América Latina. E importante
ressaltar que existem muitos animais silvestres reservatorios do T. cruzi,

cenario que impede a erradicacao do parasito da natureza (Who, 2016a).
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Triatomineos

Entre os artropodes, os triatomineos sdo uma subfamilia da classe
Insecta, ordem Hemiptera, familia Reduviidae. Esses insetos sdo animais
hemimetabolos, e durante o seu desenvolvimento passam por cinco estagios
ninfais até chegarem a fase adulta (Jurberg e Galvao, 2006; Gurgel-Goncalves,
Rodrigo et al., 2012). Os adultos diferem das ninfas pela presenca de asas e
genitalia. Tanto as ninfas quanto os adultos ocupam habitat similares e
possuem habitos alimentares semelhantes. A duracéo do ciclo de vida, desde o
ovo até o estagio adulto, depende da espécie e das condicbes ambientais, e

varia de quatro a 24(Who, 2016a) meses.

Em ambiente silvestre, € comum encontrar membros dessa subfamilia
em tocas, ninhos, palmeiras, arbustos e pedras, onde vivem associados a
diferente animais silvestres, como por exemplo, aves, morcegos, gambas,
tatus, entre outros (Gurgel-Gongalves, Rodrigo et al., 2012; Who, 2016a). Os
triatomineos que se adaptaram ao ambiente humano, no interior ou na
proximidade das casas, alimentam-se do sangue de animais domeésticos, tais
como galinhas, gado, cabras, cdes e gatos e eventualmente do sangue
humano. Esses insetos possuem diversos nomes populares e, no Brasil, sdo
popularmente conhecidos como barbeiro devido ao habito de picar a face do

hospedeiro durante a noite (Schoefield e Galvao, 2009).

Cerca de 20 diferentes espécies de triatomineos apresentam maior
importancia epidemiolégica na transmissédo do T. cruzi nas Américas do Norte,
Central e do Sul, embora todas as espécies sejam consideradas potenciais
transmissores deste protozodrio(Otalora-Luna et al., 2015). As espécies de
maior importancia epidemiolégica na América Latina sdo Triatoma infestans
(Klug), Rhodnius prolixus (Stal), Triatoma dimidiata (Latreille)(Dorn et al., 2007),
e Triatoma brasiliensis (Neiva) (Lent e Wygodzinsky, 1979)(Lent and
Wygodzinsky 1979; Bargues et al. 2010; Rabinovich et al. 2011; Stevens et al.
2011). Gurgel e colaboradores (2012) analisaram a distribuicdo geogréfica de
16 espécies de triatomineos em territorio brasileiro, e demonstraram que existe
uma associacao entre os biomas analisados com a presenca de determinadas

espécies de triatomineos e que, em sua maioria, habitam principalmente os
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biomas Cerrado, Caatinga e Amazbnia. As espécies mais frequentes nesse
estudo pertencem aos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus (Gurgel-
Goncalves, R. et al., 2012). No Distrito Federal, as principais espécies
transmissoras s&o Panstrongylus megistus, Panstrongylus geniculatus,
Panstrongylus diasi, Rhodnius neglectus, Triatoma pseudomaculata e Triatoma
sordida (Maeda et al., 2012). Abaixo estdo descritas as distribuicbes das

espécies que foram estudadas nesse projeto.

Triatoma dimidiata

T. dimidiata constitui um complexo de espécies que ocorre no México,
Chile, Sul da Argentina (Hotez et al., 2008), Guatemala, Belize, El Salvador,
Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panamda, Colémbia, Venezuela, Guiana
Francesa, Equador e Peru (Bargues et al., 2008). Essa espécie € generalista
quanto ao habitat, podendo ser encontrada em casas, peridomicilios e no meio
silvestre, ocupando diversos locais no ecossistema, desde cavernas até
arvores (Dorn et al., 2007). As diferencas genotipicas e fenotipicas desse
complexo variam conforme a regido em que o inseto se encontra (Dorn et al.,
2007). Sua abundancia e diversidade de populacdes é um importante obstaculo
para o controle vetorial(Schofield et al., 1999).

Rhodnius neglectus

A presenca de Rhodnius neglectus foi relatada em varios estados
brasileiros: Bahia, Distrito Federal, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, S&o
Paulo e Tocantins (Gurgel-Goncgalves, R. et al., 2012). Essa espécie é
encontrada em associacdo a palmeiras como Mauritia flexuosa ou buriti
(Gurgel-Goncgalves et al., 2003) e Livistona australis ou palmeira australiana
(Carvalho et al., 2014), entre outras (Rodrigues et al., 2014). A espécie ja foi
observada em ambientes intra e peridomiciliar no estado de Goias (Oliveira e
Silva, 2007), Tocantins (Gurgel-Gongalves et al., 2008), S&o Paulo (Silva et al.,
2006; Rodrigues et al., 2014) e Mato Grosso do Sul (Almeida et al., 2008).
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R. neglectus é considerado importante para a transmissdo enzooética do
T. cruzi e do Trypanosoma rangeli, este dltimo um protozoario flagelado
avirulento, no Distrito Federal (Gurgel-Goncalves et al., 2004; Gurgel-
Gongalves, R. et al., 2012). Devido a transmissédo da doenca de Chagas e ao
investimento necessario para a realizagdo de seu controle, essa espécie é

responsavel por perdas econémicas importantes (Guarneri et al., 2003).

ﬁx

3

Figura 2. Ciclo de vida dos triatomineos. O ciclo de vida é constituido pelo ovo, cinco
estagios ninfais (1-4) e adultos (fémea e macho). Todos os estdgios ninfais e os
adultos sdo hematdéfagos. Triatomineos: fotos de Santiago.

O processo de alimentacao dos triatomineos

Os triatomineos alimentam-se exclusivamente de sangue durante todo
0 seu ciclo de vida. O aparelho bucal desses insetos € composto pelo labio ou

probéscida, um par de mandibulas serrilhadas e um par de maxilas longas e
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flexiveis. Essas estruturas formam dois canais: o canal salivar, que conduz a
saliva para o sitio da alimentag&o; e o canal alimentar, pelo qual o inseto ingere
0 sangue. No inicio do processo alimentar, o triatomineo perfura a pele com as
mandibulas, introduz as maxilas e inicia a fase de sondagem de um vaso
sanguineo através de movimentos oscilatérios (Lavoipierre et al., 1959). Ao
término da fase de sondagem, que se da quando as maxilas perfuram um vaso,
inicia-se a fase de ingurgitamento, em que o0 inseto suga 0 sangue do vaso
sanguineo e o transfere, via canal alimentar, para o intestino anterior, onde é
estocado. O bombeamento do sangue se deve a contracdes periodicas dos
musculos associados a bomba cibarial, localizada na cabeca do inseto.
Quando os musculos contraem, geram uma pressdo negativa no interior da
camara resultando na succao do sangue, e quando relaxam, a camara se fecha
e empurra 0 sangue para o intestino(Bennet-Clark, 1963). Esse processo é
sequencial, repetitivo e ocorre em intervalos regulares. Durante a fase de

sondagem e por toda a fase de ingurgitamento ocorre a salivagéo.

O periodo de alimentacdo dura de poucos minutos a mais que uma
hora, dependendo da espécie e do estagio de desenvolvimento, entre outras
caracteristicas do inseto e do hospedeiro (Araujo et al). Entre as
caracteristicas do inseto que podem favorecer ou retardar a ingestdo de

sangue estd a composicao de sua saliva.

A saliva dos triatomineos

Além das adaptacdes mecéanicas sofisticadas do aparelho bucal
apresentadas acima, o0s triatomineos, assim como outros artropodes
hemat6fagos, apresentam em sua saliva moléculas que contrapdem a
hemostasia do hospedeiro com a finalidade de uma alimentagdo sanguinea
satisfatoria (Ribeiro, 1995). Além disso, podem ainda modular a resposta
imunoldgica no hospedeiro. Mesquita e colaboradores mostraram que a saliva
de R. prolixus induz a quimiotaxia de células inflamatorias, e o0 aumento da
parasitemia cerca de seis vezes, contribuindo para a transmissao do T. cruzi
(Mesquita et al., 2008).
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Entre as moléculas farmacologicamente ativas presentes na saliva dos
triatomineos, foram descritos anticoagulantes, vasodilatadores, anti-
agregadores de plaquetas induzidos por diferentes agonistas [tais como
colageno, adenosina difosfato (ADP), acido araquidénico ou trombina), anti—
histaminicos, bloqueadores de canal de  sddio, anestésicos,
imunomoduladores, entre outras (Ribeiro, 1995; Ribeiro e Francischetti, 2003a;
Andersen, Gudderra, Francischetti, B., et al., 2005; Champagne, 2005; De
Araujo et al., 2012). Essas moléculas variam em abundancia e diversidade de
uma espécie para outra (Santos et al., 2007; Assumpcao et al., 2008).

Os aspectos gerais da hemostasia sao revisados na préoxima secao.

Hemostasia

A hemostasia € um importante mecanismo fisiolégico do hospedeiro
contra a perda de sangue em um vaso sanguineo lesado. Esse processo pode
ser dividido em trés grandes etapas: vasoconstricdo, agregacao plaquetaria e
coagulacdo sanguinea. A vasocontricdo é a resposta contratii do vaso
lesionado, resultando em seu estreitamento e na reducdo do fluxo sanguineo
(Ribeiro e Francischetti, 2003a; Kumar et al.,, 2010). Quando um vaso €
danificado, as plaquetas aderem ao sitio da lesdo e formam um agregado que
tem como principal funcdo conter o fluxo sanguineo. A agregacao plaquetaria é
um evento dinamico, dividido em trés etapas: na iniciacdo, as plaquetas
aderem ao sitio da lesdo formando uma pelicula de células plaquetérias; na
extensdo, ha o recrutamento e a ativacdo de plaquetas adicionais formando o
tampdo plaquetario; e na estabilizacdo, ha deposicdo de fibrina sobre o

tampao plaquetario, formando o coagulo sanguineo (Versteeg et al., 2013).

A coagulacédo é um processo complexo, dependente da ativagdo de uma
cascata de moléculas que culmina na conversdo do fibrinogénio em fibrina, e
por fim na formacdo do coagulo. Esse processo também é dividido em trés
etapas: iniciacdo, amplificacdo e propagacdo. Com a ruptura da vasculatura, as
células subendotelias (como as células musculares lisas e os fibroblastos)

expdem o fator tecidual (FT) a circulacdo sanguinea, dando inicio a primeira
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fase. FT se liga e atua como um cofator do fator VII (FVII), ativando sua
protedlise e converséo para FVII ativado (FVlla). O complexo TF/FVlla cliva os
fatores IX e X, convertendo-os em FIXa e FXa (ativados). Este Ultimo se
associa com o FVa para formar o complexo protrombinase (Monroe e Hoffman,
2006), que converte protrombina (FII) em trombina. O fator V (FV) é ativado
pelo FXa. O FXa pode se dissociar da célula que estiver expondo o FT para
formar protrombinase nas membranas celulares de células distantes. Para
limitar essa difusdo, ha no plasma peptideos inibidores de serino proteases, por

exemplo, do tipo Kunitz (Jesty, 1978).

s

A etapa da amplificacdo € caracterizada pela ativacdo das plaquetas,
aderidas ao sitio de injuria, pela trombina, que converte FV em FVa,
amplificando a atividade de protrombinase na superficie das plaquetas;
converte FVIII em FVllla, um cofator de FIXa, gerando mais FXa; e convete FXI
em FXla (Versteeg et al.,, 2013). Na etapa de propagacao, FXla converte FIX
em FlIXa, que se associa com FVllla para catalisar a conversao de FX a FXa;
FXa/FVa produz trombina, que converte o fibrinogénio em fibras de fibrina.
FXllla catalisa a formacdo de ligacGes covalentes entre as cadeias de fibrina
adjacentes dando origem ao coagulo sanguineo (Ariéns et al., 2002). Quando
ha uma falha nesse sistema, e o equilibrio desse processo € comprometido,
pode ocorrer tanto hemorragia (perda excessiva de sangue) quanto a formacéo
de trombos com componentes hematopoiéticos, que impedem o suprimento de

sangue para os tecidos (Kumar et al., 2010).

Proteomas salivares de triatomineos hematofagos

O estudo das funcdes das moléculas salivares de artropodes
hematofagos tem mobilizado muitos pesquisadores acerca desse tema. Entre
as técnicas que podem ser empregadas para a realizacdo desses estudos, as
analises transcriptbmicas e as andlises protebmicas tém contribuido
significativamente para aumentar o conhecimento sobre a composi¢do da
saliva desses organismos. Sdo exemplos de estudos da saliva de triatomineos
hemat6fagos que empregaram essas analises: R. prolixus (Ribeiro et al., 2004),

T. infestans (Charneau et al., 2007; Assumpcéo et al., 2008), T. brasiliensis
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(Santos et al., 2007), T. dimidiata (Kato et al., 2010), R. brethesi, R. robustus
(Bussacos, A. C. et al., 2011; Costa et al., 2011), P. megistus (Bussacos, A. C.
M. et al., 2011), Dipetalogaster maxima (Assumpcao et al.,, 2011), T. rubida
(Ribeiro et al., 2012) e R. neglectus (Santiago et al., 2016). Para algumas das
espécies acima foi descrito o sialoma: analise do transcritoma (conjunto de
completo de transcritos de uma célula, tecido ou fluido biolégico em um
momento preciso) e proteoma (conjunto de proteinas expressas em uma
determinada célula, tecido ou fluido biolégico em um momento preciso) das

glandulas salivares.

O primeiro sialoma de uma espécie de triatomineo hematéfago a ser
descrito foi o de R. prolixus, que contribuiu para o conhecimento de uma das
familias de proteinas mais abundantes na saliva dos triatomineos, as
lipocalinas (Ribeiro et al., 2004). E o mais recente foi o de R. neglectus, que
revelou elevado nimero de transcritos de serino proteases pela primeira vez no
sialoma de um triatomineo, sugerindo uma adaptacdo evolutiva para essa

espécie (Santiago et al., 2016).

Analise protedmica

A espectrometria de massa € uma técnica que possibilita a investigacao
simultdnea e em larga escala de diversas substancias através da andlise da
relacdo massa/carga (m/z) de peptideos ionizados com o intuito de identificar
proteinas ou quantificar os polipeptideos de uma amostra. Junto com a
bioinformética tem permitido a identificacdo de novas proteinas e/ou isoformas
(Pandey e Mann, 2000). H& alguns anos, realizar esse tipo de analise era um
desafio para os pesquisadores, enquanto hoje, ja é possivel identificar a maior
parte das proteinas em um unico experimento (Altelaar et al., 2013). Existem
dois tipos de abordagem, uma é o proteoma total que, como o proprio nome
diz, é a analise de todas as proteinas expressas por um organismo. A segunda
abordagem é o subproteoma, para o qual a amostra é submetida a um
enriguecimento ou fracionamento celular possibilitando uma identificacéo
minuciosa, 0 que resulta na deteccdo de proteinas pouco expressas,

subrepresentadas ou ndo detectadas no proteoma total (Altelaar et al., 2013).
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Atualmente, com o0s avancos tecnoldgicos, a quantidadade de proteinas
identificadas ap0s as amostras serem submetidas a espectrometria de massa €

cada vez maior.

A espectrometria de massa foi utilizada em 1899 por J.J.Thompson,
inventor do primeiro espectdmetro de massa. Contudo, sé foi realmente
difundida nos estudos de biologia molecular com o desenvolvimento de
técnicas de ionizacdo que mantivessem parcialmente ou totalmente intacta a
estrutura priméria da cadeia polipeptidica. Dentre as técnicas mais utilizadas
destacam-se: a MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionization), método no
qual a amostra é misturada a uma matriz organica em uma placa metalica e
submetida a um feixe de laser para ionizacdo (Tanaka et al., 1988); e a ESI
(electrospray ionization), neste caso a amostra € misturada com um solvente
ibnico e volatil, que apds evaporacao deixa os peptideos ionizados em fase
gasosa (Fenn et al., 1989). Os peptideos ionizados sdo submetidos a um
campo elétrico ganhando energia cinética de acordo com sua relagdo m/z em
direc@o ao detector de massa. O resultado final € processado por um programa

computacional e representado por um espectro de massa.

Atualmente, um dos mais modernos espectrometros de massa € o LTQ
orbitrap, um espectrémetro de massa hibrido que fornece uma plataforma
versatil e minuciosa, e utiliza uma abordagem em que as amostras de
peptideos sdo analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa (LC-MS/MS), uma técnica poderosa para a analise e identificacdo de

proteinas em larga escala em amostras biolégicas complexas.

Justificativa

A abordagem prote6mica permite a geragdo de um banco de proteinas
expressas por determinadas células ou tecidos, as quais podem ser utilizadas
em investigagOes futuras. Mais especificamente, as proteinas identificadas na
saliva de triatomineos podem contribuir na descoberta de alvos para o
desenvolvimento de vacinas ou de inibidores que previnam o repasto

satisfatorio do triatomineo e consequentemente, a transmisséao do T. cruzie T.
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rangeli, protozoarios transmitidos por esses vetores. Além disso, permite a
bioprospec¢gédo de substancias, por exemplo, marcadores de exposicao,
antimicrobianos, moléculas que possam ser utilizadas na prética clinica no
ambito das doencas hematoldgicas, entre outras. A amblyomina-X, um inibidor
de serino protease do tipo Kunitz presente na saliva do carrapato Amblyoma
cajennense, inibe a angiogénese que tem correlacdo direta com a metastase
em pacientes com cancer (Drewes et al., 2012; J. S. et al., 2013; Ventura et al.,
2013). Dessa forma, as proteinas salivares dos triatomineos e de outros
artropodes hematdéfagos sdo ferramentas cientificas importantes para o
desenho de moléculas terapéuticas e/ou para a prevencao da transmissao de
doencgas por esses vetores.

Com o intuito de realizar o estudo funcional de uma das proteinas
salivares identificadas no sialoma de R. neglectus (Santiago et al., 2016), um
dos objetivos desse estudo foi expressar o antigeno 5 da saliva dessa espécie
em Escherichia coli. Em carrapatos, moscas e mosquitos hematéfagos, as
proteinas da familia do antigeno 5 parecem estar envolvidas na supresséo do
sistema imunolégico do hospedeiro ou na prevencdo da coagulacdo para
prolongar a hematofagia (Ribeiro e Francischetti, 2003b). Essa funcao biologica
€ similar a proposta para ASP (activation-associated secreted protein) e para

uma CRISP (cysteine-rich secretory protein) de lampréia do rio (Ito et al., 2007).

Entretanto, em decorréncia da impossibilidade de expressar o antigeno 5
de R. neglectus (RNAV) em E. coli, outro objetivo foi proposto para esse
estudo: realizar, por LC-MS/MS, a andlise protedmica da saliva de T. dimidiata
comparando as proteinas identificadas cinco e dez dias apds a alimentacao
sanguinea. Essa analise complementa a analise transcriptdmica realizada para
a saliva dessa espécie por Kato e colaboradores (Kato et al.,, 2010), e mais

recentemente, o sialoma realizado por Santiago em sua tese de doutorado.
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OBJETIVOS
Objetivo 1

Investigar a expressdo proteica na saliva de Triatoma dimidiata em
diferentes tempos apods a alimentacdo sanguinea, buscando alteracbes que
possam contribuir para a elucidacdo dos mecanismos anti-hemostaticos e
imunomodulatérios observados nesse inseto hematéfago, além de contribuir

para uma melhor compreenséo do habito hematofagico de triatomineos.

Para alcancar este objetivo, as seguintes atividades foram
desenvolvidas:

1. Manutencéo da colbnia de T. dimidiata;

2. Obtencdo do extrato salivar de T. dimidiata 5, 10 e 20 dias apds a
alimentacéo sanguinea;

3. Verificacao da integridade da fracdo salivar por meio de géis eletroforéticos
uni e bidimensional;

4. Identificar os padrées de expresséo proteica diferencial entre as amostras
de saliva de T. dimidiata provenientes de diferentes periodos apés a
alimentacdo sanguinea, por espectrometria de massas do tipo LC-MS/MS;

5. Avaliar as possiveis funcbes das proteinas diferencialmente expressas no

triatomineo e no hospedeiro.

Objetivo 2

Caracterizar in silico a sequéncia aminoacidica, e expressar o antigeno 5

da saliva de R. neglectus (RNAV) em Escherichia coli.

Para alcancar este objetivo, as seguintes atividades foram
desenvolvidas:
1. Caracterizar in silico a sequéncia aminoacidica do RNAV;
2. Realizar a expresséao heterdloga do RNAV em E. coli;

3. Realizar processos de purificacdo da proteina recombinante expressa.
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MATERIAIS E METODOS

Manutencédo da coldnia de T. dimidiata

A colbnia de T. dimidiata é descendente de insetos originarios de
Santander, Colémbia. Os triatomineos sdo mantidos no Insetério do Biotério do
Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, em camara climatizada sob
temperatura de 27 = 1°C e umidade relativa de 70-75% em um ciclo
claro/escuro de 12/12 h. No insetério, os barbeiros sdo mantidos em frascos de
polietleno para desenvolvimento e acasalamento, e alimentados
quinzenalmente em aves (Gallus gallus domesticus) por 30 min. Insetos adultos

foram usados nos experimentos.

Extracdo das glandulas salivares

A saliva do T. dimidiata foi coletada através da dissecacédo das glandulas
salivares em diferentes dias apos a alimentacao: 5, 10 e 20 dias. Para cada
periodo, 15 triatomineos adultos foram utilizados. Apdés a dissecacdo, as
glandulas de cada grupo de 15 insetos foram colocadas na parede de
microtubos de 1,5 mL, delicadamente perfuradas e mantidas a 4 °C até o
término da coleta, que ocorreu em aproximadamente 25 min Em seguida, um
coquetel de inibidores de protease (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail,
Roche) foi acrescentado, e a amostra submetida a uma centrifugacéo a 16.000
X g por 15 min a 4 °C. As fragfes soluveis foram quantificadas no fluorimetro de
Qubit 2,0 (Invitrogen, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante, analisadas
em gel SDS/PAGE e estocadas a -80 °C até o momento da andlise proteémica.

Eletroforese unidimensional — 1-DE

As fragOes soluveis contendo as proteinas salivares de 5, 10 e 20 dias
apos a alimentacao foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 12% (Laemmli, 1970). As amostras foram diluidas em tampao de
amostra (Tris HCI 50 mM pH 6,8, glicerol 10%, SDS 2%, azul de bromofenol
0,1%, B-Mercaptoetanol (3-ME)) fervidas por 5 min antes de serem aplicadas
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no gel. A eletroforese foi realizada em sistema MiniProtean®3 Cell (BioRad), a
temperatura ambiente, com voltagem constante de 90 V na faixa concentradora
e 120 V na regido separadora. O marcador Bench Mark™ Protein Ladder
(Invitrogen) foi utilizado como padrdo de massa molecular. Ao término da
eletroforese, o gel foi corado com Azul de Comassie (Metanol 45%, acido
aceético 10%, Comassie Brilliant Blue R-250) por 2 h sob agitacdo constante, e
posteriormente incubado com solucdo descorante (Acido acético 10% e
Metanol 10%).

Eletroforese bidimensional — 2-DE

A fracdo soluvel contendo as proteinas salivares de 20 dias apds a
alimentacdo foi analisada por eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2-DE). Na primeira dimensdo, foi realizada focalizagéo
isoelétrica (IEF) para separar as proteinas com base em seus pontos
isoelétricos (pl) seguida, na segunda dimensao, pela separacdo com base no
peso molecular em SDS-PAGE 12%.

A fita de gradiente de pH imobilizado [pH 3-10 (GE Healthcare —
Immobiline™ DryStrip) de 13 cm pH foi rehidratada com o extrato de proteinas
ressuspendido em 250ul de solugdo de rehidratagcdo contendo uréia 7 M,
tiouréia 2 M, 85mM de DTT, 2,5% de Triton X-100, 0,5% de anfdlitos pH 3-10,
10% de isopropanol, e azul bromofenol. A rehidratacéo foi realizada por 1 h e
30 min a temperatura ambiente com o uso de 400 yL de 6leo mineral para
cobertura da tira, cuja finalidade é evitar que a amostra evapore e que se

formem cristais de uréia.

A isoeletrofocalizacéo foi realizada em sistema Ettan IPGphor3 (GE
Healthcare). A programacéo utilizada foi: reidratacdo sem voltagem por 6 h, 30
V por 6h, 500 V por 1h, 1000 V por 1h, e 8000 V por 2h e 30min, totalizando
21.680 V por 16h e 30min. Apos a focalizacdo isoelétrica, a fita foi incubada
com 50 ml de tampéao de equilibrio (Tris 1,5 M pH 8,8, Uréia 6 M, 30% de
glicerol, 4% de SDS). Para a reducéo dos grupos tidlicos (-SH) das proteinas, a

fita foi incubada com 3 ml de tampédo de equilibrio contendo 125 mM de DTT
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por 40 min a temperatura ambiente. Para a alquilacdo dos grupos tiol e sua
estabilizacdo, a fita foi incubada com 3 mL de tampé&o de equilibrio contendo
300 mM de acrilamida por 20 min a temperatura ambiente. Em seguida, foi

realizada uma lavagem com tampao de corrida SDS-PAGE por 1 min.

A segunda dimensdao foi realizada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE
12%, em tampao de corrida Tris-glicina 25 mM, pH 8,3 cotendo SDS 0,1%. O
marcador de peso molecular Low molecular wheith calobration kit (GE
healthcare) de peso molecular foi utilizado. A fita j& equilibrada foi posicionada
na parte superior do gel e imobilizada pela adicdo de uma solucdo de agarose
0,3% em tampao de corrida previamente aquecido, que resfriou por 5 min. A
corrida eletroforética foi realizada empregando 30 mA constante entre 18 °C e
20 °C por 3h e 30min, quando a linha de azul de bromofenol chegou a parte

inferior do gel.

As proteinas separadas no gel foram visualizadas por coloracdo com
nitrato de prata. O gel foi incubado em solucédo fixadora (50%metanol, 12%
acido acético e 0,005% de formaldeido 37%) por 1 h. Em seguida, foi lavado
por 20 min com solucdo de lavagem (50% etanol), depois, sensibilizado
(0,002% de tiossulfato de sédio) seguido por 3 lavagens com agua miliQ
durante 20s cada uma. A etapa de impregnacao (0,2% de nitrato de prata e
0,075% de formaldeido 37%) foi feita durante 20min seguida por 2 lavagens de
20 s cada com agua miliQ e por fim, revelado com a solucdo reveladora (6%
NaCO3, 0,05% de formaldeido 37% e 0,4mg de tiossulfato de so6dio). Ao
término da revelacdo, o gel foi lavado 2 vezes por 2 min cada lavagem com
agua MiliQ, a reacdao foi parada com a mesma solucao fixadora, durante 1h e

depois transferido para uma solucéo contendo 0,5% de acido acético.

Preparacdo das amostras de saliva de T. dimidiata para a anélise

protedmica

As fracdes soluveis contendo 200 pg de cada amostra (trés replicatas
bioldgicas:5 10 e 20 dpa. Para cada uma foram realizadas trés replicatas

técnicas) foram precipitadas com etanol/acetona. Neste procedimento foram
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adicionados 4 volumes de etanol gelado, seguidos por mais 4 volumes de
acetona gelada. As amostras foram incubadas a -80°C por 2h e centrifugadas a
15.000 x g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi removido e descartado. O
pellet foi lavado 3 vezes com uma solugdo contendo 40% etanol/40% acetona
(Santiago et al., 2016). As proteinas foram ressuspensas e desnaturadas em
tampdo TEAB 20 mM pH 8,5 contendo 8 M de uréia e amberlite 1% por 30 min,
filtradas, reduzidas na presenca de DTT 20 mM por 40 min a 25 °C, e depois,

alquiladas com iodoacetamida 40 mM no escuro por 40 min.

Em seguida, as proteinas foram digeridas com tripsina por 17h a 25 °C.
Para cada 100 pg de proteina, 1ug de tripsina foi utilizado. Apés a digestao, as
amostras foram acidificadas com TFA 0,1% (concentragdo final) e
dessalinizadas. A dessalinizacéo foi realizada em microcoluna home made com

a resina Poros Oligo R3 (Applied Biosystems, Califérnia EUA).

LC-MS/MS e processamento dos dados

A aquisicdo dos dados foi realizada em sistema de LC-MS/MS com
colunas capilares em Dionex UltimanteTM 3000 RSLCnano system (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) diretamente acoplado ao espectréometro
de massas hibrido do tipo iontrap-orbitrap, Orbitrap Elite™ ETD (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA, USA).

As amostras dessalinizadas foram primeiramente submetidas a uma pré-
coluna capilar de fase reversa ReproSil-Pur-AQ C18 de 5 um empacotada
manualmente de dimensfes 2cm x 100 um (Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch,
Germany, cat. n# rl3.ag.) e entdo fracionadas em coluna analitica de fase
reversa ReproSil-Pur-AQ C18 (Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch, Germany, cat.

n# rl5.aqg.) de 35 cm e 75 um de diametro, montada manualmente.

Os peptideos foram solubilizados em é&cido férmico 0,1%, injetados na
pré-coluna pela técnica Partial loading injection e lavados em solu¢ao contendo
98% do solvente A (acido formico 0,1%) e 2% solvente B (acido formico 0,1%,
acetonitrila 95%) em fluxo de 3 puL/min. A cromatografia foi realizada a um fluxo

de 250 nL/min por 200 min, dividida em gradientes de 5-25% do solvente B por
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130 min; 45-85% até 181 min; 85% por 10 min, até 191 min; e finalmente, 2%
até 200 min. A amostra fracionada foi ionizada a 2,5 kV pela fonte de ionizacéo
Nanospray FlexTM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e

temperatura de capilar a 275 °C.

Os dados foram adquiridos por espectrometria de massas em modo
positivo por Data-Dependent Acquisition, operado pelo programa Xcalibur 2.2
SP 1.78 (Thermo Fisher Scientific, CA, USA). O escaner de varredura foi
ajustado para utilizar resolucdo de 120.000 FWHM, m/z de 400, valor alvo de
controle de ganho automatico de 1x10° fons para todas as leituras no FTMS e
tempo maximo de preenchimento de 200 ms, faixa de m/z de 300 a 1650 e
selecdo dos 20 picos mais intensos com carga diferente de +1 a cada ciclo de
trabalho para fragmentacdo por MS2 por collision-induced dissociation (CID), e
energia de colisdo normalizada de 35% e valor alvo de ions igual a 1E04 no ion
trap linear.

Os eventos de leitura para isolamento do pico monoisotépico tiveram
janela de 2 Th e carga padrdo de 2. Nao foi habilitada a funcdo de massas
fixas. Tempo de ativacao de 0,1ms. Filtragem de estado de carga foi habilitada
com as configuracdes de repeticdo de contagem = 1; duracdo da repeticdo =
90 s; exclusao de tamanho da lista de exclusdo = 500. Parametro de ativacao q
=0,25.

Anélise de bioinforméatica

O programa PatternLab for Proteomics 4.0 (Carvalho et al., 2016) foi
utilizado para identificacdo das proteinas. Para as identificacdes, utilizaram-se
espectros de massa teoricos produzidos a partir de sequéncias depositadas em
bancos de dados. A comparagdo dos dados tedricos com os dados
experimentais foi analisada através da ferramenta Comet MS/MS search
engine v.2015.020 implementados no programa. O banco de dados com target
decoys utilizado na busca por Peptide Sequence Matches foi elaborado no
programa PatternLab a partir dos dados do Triatoma dimidiata depositados no
banco The Universal Protein Resource (UniProt), baixado no formato FASTA
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no dia 30/05/2016, totalizando 4153 sequéncias, incluindo 127 sequéncias de
contaminantes-padrédo oferecidas pelo programa. Os Decoys foram obtidos a

partir de sequéncias reversas do banco de dados.

Para a identificacdo das proteinas, os espectros de massa em formato
raw foram submetidos a busca utilizando como parametros: especificidade
enzimatica na hidrolise protéica como semi-triptica com tolerancia para até 2
clivagens perdidas, modificacdo fixa de residuos de cisteinas carbometiladas,
Fragment bin tolerance = 1,0005%, Fragment bin offset = 0,40, Theoretical frag
ions = M peak only, busca na faixa de massa entre 550 e 5500.

Os resultados da busca foram pés-processados e filtrados
estatisticamente via Search Engine Processor (SEpro). O resultado de Peptide
Sequence Matches foi obtido a partir desse processamento estatistico, que
levou em conta somente os peptideos com False Discovery Rate (FDR) de
cada amostra. O FDR para a amostra com cinco dias ap0s a alimentacao foi de
0,16% para peptideos e 0,66% para proteinas. Para a amostra com 10 dias
apos a alimentacdo o FDR foi de 0,14% para peptideos e 0,66% para
proteinas. Os valores de FDR foram calculados automaticamente pelo
programa ao definir como aceitavel somente FDR< 2% para peptideos e FDR
<1% para proteinas. Para cada grupo de proteinas foram utilizados valores
Primary Score, Secundary Score e DeltaCN score para gerar automaticamente

uma funcéo de discriminador Bayesiano.

Utilizando a ferramenta computacional Blast2GO 3.3 basico, as
sequéncias polipeptidicas das proteinas identificadas foram analisadas, em
relacdo aos processos biolégicos, componentes celulares e fungcdo molecular
(Conesa et al., 2005). Outras analises in silico foram realizadas utilizando como
arquivo de entrada um arquivo multi-fasta contendo as sequéncias resultantes
do pré-processamento: primeiramente, para a predicdo das proteinas
secretadas pela via classica, o programa SignalP foi utilizado para averiguar a
presenca de peptideo sinal e a localizacdo dos sitios de clivagem,A partir do
resultado, as proteinas que putativamente contém peptideo sinal N-terminal,
foram removidas dando origem ao subconjunto 1, o qual foi submetido ao

programa SecretomeP 2.0 (Bendtsen et al., 2005) para a predi¢cdo de secrecao
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por vias ndo classicas. As proteinas preditas como secretadas por essas vias
foram removidas, dando origem ao subconjunto 2, que foi submetido ao
programa TMHMM, em sua versdo 2.0 para a realizacdo da predicdo de
dominios a-hélices transmembranicos. Nao existem parametros que alterem a
sensibilidade ou a especificidade das predicbes nesse programa, ja que 0S
parametros existentes se referem a forma de apresentacdo do resultado. A
opcado padrdo de apresentacdo de resultados chamada Extensive, with
graphics foi utilizada. As proteinas que apresentaram dominio transmembrana
foram filtradas do subconjunto 2, originando o subconjunto 3. Por fim, este
atimo subconjunto foi submetido ao programa TargetP, em sua versdo 1.1
(Emanuelsson et al., 2007) para a realizacdo das predi¢cGes de localizacédo sub-
celular. Para a execugcdo do TargetP, os seguintes parametros foram
considerados: Non-plant, que realiza predigbes para organismos nao vegetais,
e inclusdo da predicdo de sitios de clivagem (Emanuelsson et al.,, 2007). O
diagrama de Venn foi gerado com a utilizacdo do programa Venny. Os gréficos
foram gerados com a utilizacdo do programa GraphPad Prism verséo
7(Oliveiros, 2007-2015).

Andlise de
bioinformatica

Softwares:

Triatoma dimidiata

PatternLab

Extracdoida Processamento dos Blast2GO

glandulas salivares dados

5,10 e 20 dpa SignalP

SecretomeP

TMHMM
Preparacdo das
amostras

LC-MS/MS

TargetP

Figura 3. Representacdo esquemética dos passos envolvidos na analise
prote6bmica das amostras de saliva de T. dimidiata coletadas 5, 10 e 20 dias
apos a alimentacao sanguinea (dpa).
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Andlise in silico da sequéncia do antigeno 5 de R. neglectus (RNAV)

A busca da sequéncia codificadora para o antigeno 5 de R. neglectus
(RNAV) foi realizada no transcritoma salivar dessa espécie (Santiago et al.,
2016). O alinhamento simples da sequéncia de aminoacidos com o objetivo de
verificar dados de similaridade e identidade desta proteina em outros
organismos foi realizado usando o algoritmo Protein Blast (Blastp, NCBI,
Bethesda, MD, USA). Para o alinhamento mdltiplo, sequéncias de aminoacidos
de antigenos 5 de outras espécies foram alinhadas utilizando o algoritmo
ClustalWw (EMBL, Heildeberg, Alemanha). Para a identificacdo dos dominios
conservados na sequéncia do RNAYV foi utilizado o banco de dados CDD via
BLAST (NCBI). Os seguintes programas também foram utilizados: TargetP 1.1
(Emanuelsson et al., 2007) para predicdo da localizagdo, SignalP 4.0
(Emanuelsson et al., 2007; Petersen et al., 2011) para predicdo de peptideo
sinal, NetPhos 2.0 para a predicdo de sitios de fosforilacdo, GlycoEP para a
predicdo de sitios de glicosilacdo e BepiPred 1.0b para a predicdo de possiveis

epitopos lineares para os linfocitos B.

Linhagens de E. coli utilizadas
Quatro linhagens de E. coli foram utilizadas: uma (TOP10) apenas para

a amplificacdo do plasmideo contendo a sequéncia do RNAV, e trés na
tentativa de expressar o RNAV recombinante: BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS e
Rosetta2(DE3)pLysS. Ambas podem ser utilizadas para expressdes de
proteinas recombinantes utilizando o promotor T7 que esta presente no vetor
pET utilizado (pET15b), e séo liségenos do fago ADE3, ou seja, carregam uma
copia do gene da T7 RNA polimerase sob o controle do promotor indutivel por
IPTG lacUV5 em seu cromossomo. O plasmideo pLysS carrega o gene que
codifica para a lisozima T7 que diminui a expressdo basal do gene alvo antes
da adicdo de IPTG ao meio de cultura. Esse plasmideo induz resisténcia ao

cloranfenicol.
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Amplificacdo do plasmideo contendo o gene do RNAV

A sequéncia codificadora do RNAV foi clonada no vetor de expresséo
em bactérias pET15b (Novagen) entre os sitios de clonagem 5 Ndel e 3’
BamHI (pET15b_RNAV) pela empresa Genecust (Dudelange, Luxemburgo).
Esse plasmideo contém uma cauda de seis histidinas na por¢cao N-terminal e
confere resisténcia a ampicilina. O plasmideo foi utilizado para transformar
bactérias E. coli da linhagem TOP10 e amplificado utilizando o kit PureLink
HiPure Plasmid Midiprep (Invitrogen), seguindo as instru¢cdes do fabricante.
Brevemente, uma cultura de TOP10 foi centrifugada a 4.000 x g por 10 min e o
sobrenadante foi descartado. O sedimento foi homogeneizado em 4 mL de
tampdo R3 (ressuspensédo, contém RNase). Em seguida, 4 mL de tampao de
lise (L7) foram adicionados a solucéo, o tubo foi invertido gentilmente 5 vezes e
incubado por mais 5 min a temperatura ambiente. 4 mL do tampao de
precipitacdo (N3) foram adicionados e o tubo invertido para homogeneizagéo. A
solucéo foi centrifugada a 12.000 x g por 10 min a temperatura ambiente e
aplicada a coluna de purificacdo previamente equilibrada com 10 mL de
tampdo EQL. A passagem dos tampdes na coluna se deu por gravidade. A
coluna foi lavada duas vezes com 10mL de tampéao de lavagem (W8) cada, e a
eluicdo do DNA purificado foi realizada com 5 mL do tampéao de eluicdo (E4)
em tubo do tipo falcon de 15mL. Para a lavagem e precipitacdo do DNA,
adicionou-se 3,5 mL de isopropanol e centrifugou-se a 12.000 x g por 30 min a
4°C. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento acrescentou-se 3mL de
etanol 70%. Foi realizada nova centrifugacéo a 12.000 x g por 5 min a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante foi deixado para secar

por 10 min, resuspendido em 100 pL de agua milliQ e estocado a -20°C.

Transformacgéo de E. coli com pET15b_RNAV

Para a sintese do RNAV recombinante (RNAVr), BL21(DE3) e
Rosetta2(DE3)plysS competentes foram transformadas com 1pL (100 ng/pL)
do plasmideo pET15b_RNAYV, seguindo as instru¢des do manual pET system.
Resumidamente, o plasmideo foi adicionado ao microtubo contendo as células
hospedeiras, que foi deixado por 30 min no gelo. Em seguida, o tubo foi
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colocado a 42° C por 45 seg para o choque térmico e deixado por mais 2 min
no gelo. Apos esse procedimento, foram adicionados 250 pLde meio SOC a
temperatura ambiente e incubado a 37°C por 1 h sob agitagéo de 250 rpm. 100
uL da cultura foram estricados em uma placa de meio Luria-Bertani-agar (LB-
agar) contendo 100 pg/mLde ampicilina no caso de BL21(DES3), e no caso da
Rosetta2(DE3)pLysS, 100 ug/ml de ampicilina e 34 pg/mL de cloranfenicol. As

placas foram incubadas a 37°C overnight para o crescimento das colbnias.

Inducéo da expresséo do RNAV em E. coli

Cada clone de BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS ou Rosetta2(DE3)pLysS
transformado foi cultivado em 5 mL de meio LB liquido contendo antibioticos
apropriados, sob agitacdo a 250 rpm (Shaker TE424, Tecnal), por
aproximadamente 16 h. No dia seguinte, o pré-inéculo foi diluido em 50 mL de
meio LB contendo os antibiéticos apropriados e incubado a 37 °C, sob a
mesma agitacao, até atingir OD600 de aproximadamente 0,4-0,6 (multi-leitora
de placas para fluorescéncia Spectra-Max M5). A expressdo do RNAVr foi
induzida pela adicdo de 0,25 mM a 1 mM de IPTG. A cultura foi incubada
inicialmente por 3h, a 37 °C, sob agitacdo (250 rpm). Outras condicdes
testadas foram: 6 h a temperatura ambiente, overnight a 20 °C. Ao término da
incubacéo, a cultura foi centrifugada a 2.500 x g por 20 min e o0 sedimento foi
homogeneizado em BugBuster (Novagen), reagente usado para lisar as
bactérias, seguindo as instru¢cdes do fabricante.

Resumidamente, para cada g de sedimento, foram acrescentados 5 mL
do reagente contendo DNase. O sedimento foi ressuspendido e agitado a
temperatura ambiente por 20 min. Em seguida, foi centrifugado a 16.000 x g
(CF16RXII, Hitachi) por 20 min a 4 °C. O sobrenadante ou fracdo soltvel (FS)
foi transferido para um novo tubo. O sedimento ou fragdo insoluvel (FI) foi
ressuspendido em agua milliQ. Essas fragdes foram analisadas em gel SDS-

PAGE 12% (Laemmli, 1970), corado com azul de Coomassie.
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Western blot

As fragcOes FS e Fl descritas acima foram separadas em um gels SDS-
PAGE 12% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amershan™
Potran® Supported, GE Healthcare) em sistema MiniProtean®3 Cell (BioRad),
em sistema resfriado, com amperagem constante de 350 mA por 1lh, para
serem analisadas por western blot. O marcador de peso molecular pré-corado
Color Burst Markers (Sigma- Aldrich) foi utilizado. A membrana foi bloqueada
com TBS (Tris buffered saline- 50mM Tris e 150mM NaCl) contendo leite 5%
por 1 h. Em seguida, adicionou-se TBS leite 1% contendo o anticorpo anti-
cauda de histidina (SIGMA) diluido 1:1000, e incubou-se durante a noite a 4 °C.
No dia seguinte, a membrana foi lavada 4 vezes com TBS contendo 0,1% de
Tween 20 por 5 min cada lavagem a temperatura ambiente e incubada com
TBS leite 1% contendo o anticorpo secundario goat-anti mouse IgG horseradish
peroxidase conjugated diluido 1:30000, por 2 h a temperatura ambiente. As
etapas de lavagem foram repetidas e a revelagdo foi feita com o substrato
qguimioluminescente de peroxidase (ECLTM Prime Western blotting detection
reagente, GE Healthcare) no equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE
Healthcare).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos passos envolvidos na expressao do
antigeno 5 da saliva de R. neglectus (RNAV) em Escherichia coli.
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RESULTADOS

Utilizando a metodologia proposta anteriormente , uma andlise dos
produtos secretados pelas glandulas salivares do triatomineo T. dimidiata em
diferentes tempos apés o repasto foi realizada. Resumidamente, a integridade
da saliva coletada foi investigada por eletroforese e em seguida a amostra foi
submetida a espectrometria de massa para identificacdo das proteinas
secretadas. Posteriormente diferentes programas computacionais foram

utilizados para analisar os resultados da espectrometria.

Os perfis eletroforéticos uni e bidimensional da saliva de T. dimidiata

Para verificar a integridade das amostras de saliva de T. dimidiata
coletadas 5, 10 e 20 dias ap0s a alimentacéo, as amostras foram submetidas a
analise em gel SDS-PAGE. O perfil eletroforético das bandas das proteinas
salivares observadas na Figura 5 mostra que as amostras ndo parecem estar
degradadas ja que possuem 0 mesmo padraoe, portanto, eram adequadas

para a realizacdo do gel bidimensional (Figura 6) e para a analise protedmica.
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Figura 5. Eletroforese unidimensional das proteinas salivares de T. dimidiata
coletadas 5, 10 e 20 dias apds a alimentagdo sanguinea (dpa). SDS-PAGE 12%
corado com azul de Coomassie. Mw — marcadores de peso molecular. (a) 20 ug; (b)
10 ug; (c) 5 ug; e (d) 2,5 ug de proteinas.

Com o intuito de comparar o perfil eletroforético bidimensional da saliva
de T. dimidiata com o da saliva de T. infestans, realizou-se um gel
bidimensional usando focalizacdo isoelétrica na faixa de pH 3-10, a mesma
utilizada por Charneau e colaboradores (Charneau et al., 2007) em seu estudo.
Assim como observado para a saliva de T. infestans, a maioria dos spots
protéicos concentrou-se na regido alcalina do gel. O perfil eletroforético
bidimensional indicou que proteinas distribuidas na faixa de 14,4 kDa a 30 kDa
sdo abundantemente expressas na saliva de T. dimidiata. Adicionalmente, é
possivel observar outros spots entre 68 kDa e 97 kDa, uma faixa menos

abundante.
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Figura 6. Eletroforese bidimensional das proteinas salivares de T. dimidiata 20 dias
apés a alimentacdo sanguinea. 2-DE foi realizado sob condi¢cdes desnaturantes e
corado com nitrato de prata. A amostra continha 100 ug de proteinas salivares. Mw —
marcadores de peso molecular.

Analise protedmica da saliva de T. dimidiata

Os dados obtidos pela espectrometria de massas foram analisados no
programa PatternLab. A identificacdo das proteinas foi possivel mediante
busca no banco de dados UniProt, o resultado pode ser observado em 2
tabelas contendo o numero de acesso da sequéncia de maior score e a

descricéo putativa de cada proteina identificada nas amostras (Anexo 1).

Na amostra de 5dpa foram identificadas 283 proteinas a partir de 1167
peptideos. Outras 297 proteinas foram identificadas de 1411 peptideos na
amostra de 10 dpa. O FDR para a amostra com 5 dias ap0s a alimentagéo foi
de 0,16% para peptideos e 0,66% para proteinas. Para a amostra com 10 dias
apos a alimentacdo o FDR foi de 0,14% para peptideos e 0,66% para
proteinas.

45



A andlise dos resultados permitiu observar que a maioria das proteinas
encontradas esta presente tanto em 5, quanto em 10 dias apds a alimentacéo.
Apenas 18% das proteinas identificadas em 5 dias sdo exclusivas deste
periodo, enquanto 21,8% das proteinas da amostra de 10 dias sdo exclusivas
desta (Figura 7). Em ambos os periodos, diferentes proteinas secretadas e

intracelulares foram identificadas.

5 dpa 10 dpa

79

(21.8%)

Figura 7. Diagrama de Venn gerado a partir do nimero de proteinas salivares de T.
dimidiata compartilhadas e exclusivas das amostras de saliva coletadas 5 e 10 dias
apos a alimentacdo sanguinea e utilizadas nas analises comparativas.

Andlises in silico das proteinas identificadas 5 e 10 dias apés a
alimentacéo

As sequéncias das proteinas identificadas foram submetidas a analises
in silico em programas disponiveis online conforme descrito anteriormente na

metodologia.

Primeiramente, utilizando o programa Blast2go, as sequéncias obtidas
foram submetidas ao Gene Ontology Consortium. Para as andlises, as
sequéncias foram agrupadas da seguinte maneira: proteinas de 5 dias apos a
alimentacdo (dpa); proteinas de 10 dpa; proteinas especificas de 5 dpa;
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proteinas especificas de 10 dpa; e proteinas em comum. Para a classificacao,
as seguintes categorias foram utilizadas: componente celular, processo
biologico e funcdo molecular. As ontologias resultantes destas analises podem

ser observadas nas figuras 8, 9, 10, 11 e 12.

A

24.2% cell

23.4% cell Part

13.3% organelle

11.7% macromolecular complex
8.5% membrane

8.1% membrane part

8.1% organelle part

2.8% membrane enclosed lumen

26.8% metabolic process

23.6% celular process

18.6% single organism process

7,2% response stimulus

5.6% biological regulation

4.8% regulation of biological process

4.5% multi organism process

4% celular component organization or biogenese
5% localization

62.8% catalytic activity
37.2% binding

Figura 8. Proteinas salivares de T. dimidiata coletadas 5 dias apés a alimentacao
sanguinea, distribuidas segundo as categorias do Gene Ontology. (A) Componente
celular. (B) Processo biolégico. (C) Fungdo molecular, de acordo com o programa
Blast2GO.
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26.9% cell

26.9% cell part

15.4% organelle

7% organelle part

10.9% macromolecular complex
7% membrane

6% membrane part

26.7% metabolic process

23.6% celular process

17.5% single organism process

12% response stimulus

4.5% biological regulation

5.8% multi organism process

3.8% celular component organization or biogenese
6.2% localization

53.5% catalytic activity
39.6% binding
6.9% transporter activity

Figura 9. Proteinas salivares de T. dimidiata coletadas 10 dias apés a alimentacao
sanguinea, distribuidas segundo as categorias do Gene Ontology. (A) Componente
celular. (B) Processo biolégico. (C) Funcdo molecular, de acordo com o programa
Blast2GO.
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29.6% cell

27.8% cell part

9.3% organelle

3.7% organelle part

9.3% macromolecular complex
11.1% membrane

7.4% membrane part

1.9% membrane enclosed lumen

27.1% metabolic process

24.3% cellular process

20% single organism process

7.1% response stimulus

4.3% biological requlation

4.3% regulation of biological process

2.9% multi organism process

2.9% celular component organization or biogenese
7.1% localization

57.1% catalytic activity
42.9% binding

Figura 10. Proteinas salivares de T. dimidiata encontradas apenas nas amostras
coletadas 5 dias apo6s a alimentacdo sanguinea, distribuidas segundo as categorias do
Gene Ontology. (A) Componente celular. (B) Processo biolégico. (C) Funcao
molecular, de acordo com o programa Blast2GO.
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29.3% cell

27.2% cell part

13% organelle

5.4% organelle part

12% macromolecular complex
6.5% membrane

3.3% membrane part

3.3% membrane enclosed lumen

24.7% metabolic process

23.6% celular process

15.7% single organism process
11.2% response stimulus

6.7% biological regulation

4.5% regulation of biological process
6.7% multi organism process

6.7% localization

4.9% catalytic activity
34.1% binding
61% transporter activity

Figura 11. Proteinas salivares de T. dimidiata encontradas apenas nas amostras
coletadas 10 dias ap0s a alimentagdo sanguinea, distribuidas segundo as categorias
do Gene Ontology. (A) Componente celular. (B) Processo biologico. (C) Funcéo
molecular, de acordo com o programa Blast2GO.
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18% organelle part

28% macromolecular complex
24% membrane

24% membrane part

6% membrane enclosed lumen

30.1% metabolic process
25.2% celular process

16.1% single organism process
9.8% response stimulus

4.9% biological regulation

6.3% multi-organism process
7.7% localization

54.4% catalytic activity
39.2% binding
6.3% transporter activity

Figura 12. Proteinas salivares de T. dimidiata comuns nas amostras coletadas 5 e 10
dias ap6s a alimentacdo sanguinea, distribuidas segundo as categorias do Gene
Ontology. (A) Componente celular. (B) Processo biolégico. (C) Fungdo molecular, de
acordo com o programa Blast2GO.
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A fim de investigar quais proteinas sdo realmente secretadas os
conjuntos das sequéncias das proteinas identificadas em 5 e 10 dpa foram
submetidos a dois programas, primeiramente ao SignalP (ref) e em seguida, ao
SecretomeP (ref). O SignalP prediz se as proteinas sdo secretadas pela via
classica (presenca de peptideo sinal no N-terminal) e 0 SecretomeP se séo

secretadas por vias nao classicas.

5 dias ap06s alimentacéao

Os resultados apontaram que, dentre as 283 proteinas salivares
identificadas 5 dpa, 45 (15,9%) apresentaram peptideo sinal e sdo secretadas
pela via classica. Outras 64 (22,6%) sao secretadas pela via ndo classica e o

restante, 174 (61,5%) ndo séo secretadas (Figural3, A).

O programa TMHMM revelou que, das 174 proteinas ndo secretadas,
trés proteinas (1,1%), AOAOVOG2F9 [NADPH--cytochrome P450 reductase (EC
1.6.2.4), AOAOVOG5R3 (putative vacuolar h+-atpase vl sector subunit a) e
AOAOV0G415 (putative 26s proteasome regulatory complex subunit

rpn2/psmd1l), contém uma hélice transmembranica (Figural3 B).

A andlise realizada pelo programa TargetP nas 171 proteinas restantes,
levou ao encontro de 18 (6,4%) proteinas mitocondriais, 151 (53,4%)
extramitocondriais, e ainda 2 (0,7%) proteinas, AOAOV0G479 (Putative
phosphoinositide 3-kinase) e AOA0V0G4S4 (Malate dehydrogenase),
secretadas (Figura 13, B).

10 dias ap6s alimentacao

Entre as 297 proteinas salivares identificadas dez dias apés a
alimentacdo (10 dpa), 50 (16,8%) apresentaram peptideo sinal e séao
secretadas pela via classica. Outras 90 (30,3%) sdo secretadas pela via néo
classica e o restante, 157 (52,9%) nao séo secretadas (Figura 13, A).

Aquelas trés proteinas que contém uma hélice transmembréanica pelo

programa TMHMM na amostra de 5 dpa foram precisamente as mesmas
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identificadas na amostra de 10 dpa. Finalmente, a andlise realizada pelo
programa TargetP revelou que 17 (5,7%) proteinas sdo mitocondriais, 135
(45,5%) sao extramitocondriais, e ainda, 2 (0,7%) sao secretadas (Figura 13,

B). E, essas duas proteinas preditas como secretadas pelo TargetP sdo as
mesmas identificadas na amostra de 5 dpa (Figura. 13, B).
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Figura 13. Proteinas salivares de T. dimidiata 5 e 10 dias apés a alimentacdo. (A)
Predicdo das proteinas secretadas pela via classica (C) ou via nao classica (NC), e
nado secretadas (NS). (B) Predicdo da localizacdo celular das proteinas salivares nao
secretadas. TM — transmembranica, realizada pelo programa TMHMM; S — secretada,
M — mitocondrial, E — extramitocondrial, realizadas pelo programa TargetP.
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A soma das proteinas secretadas pela via classica em 5 e 10 dpa
totalizou 56 proteinas. Destas, 6 proteinas (10,7%) séo especificas da amostra
de saliva de 5 dpa, 11 (19,6%) séo especificas da amostra de saliva de 10 dpa
e 39 (69,6%) sdo comuns em ambas as amostras. As proteinas especificas da
amostra de 5 dpa, sdo as seguintes: AOAOVOGCMS8 (Putative kazal-type
inhibitor), DIMXA9 (Similar to heme-binding protein), AOAOV0G803 (Putative
selenoprotein - Fragment), AOAOVOG301 (Putative esterase and lipase), e duas
proteinas ndo caracterizadas identificadas como DIMWES5 e D1IMWD9. J& as
proteinas secretadas especificas da amostra de saliva de 10 dpa sdo: D1MX91
(Similar to biogenic amine-binding protein), trés proteinas identificadas como
putativamente secretadas (AOAOVOGFI2, AOAOV0G611, AOAOV0G452) e sete
proteinas nado caractizadas identificadas como D1MWD8, D1IMWE4, D1IMWEZ2,
D1IMWB9, AOAOVOG2H3, DIMWD6 e D1IMWBS.

Além disso, nas duas amostras foram identificadas proteinas
comumente descritas na saliva de diferentes espécies de triatomineos, como
por exemplo, apirase (AOAOV0G2S8), lipocalinas (AOAOVOG2HS,
AOAOV0G5Q2, ADAOVOG4M9, AOAOVOG2H6, AOAOVOG4L1, AOAOVOGAJO),
inibidores de proteases da familia das serpinas (AOAOV0G2G2) ou do tipo
Kazal (AOAOV0G4J9), proteina similar a tripsina (D1MXAS8), além de uma
proteina putativamente secretada (AOAOVOG2M6) e 19 proteinas nédo
caracterizadas. A tabela 1 apresenta todas as proteinas salivares de T.
dimidiata secretadas pela via classica de acordo com o SignalP. Essas
sequéncias foram novamente submetidas ao Gene Ontology Consortium e a

Figura 14 apresenta as ontologias resultantes desta analise.
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Tabela 1. Proteinas salivares de T. dimidiata secretadas pela via classica

C
Identificacdo* Descricao (ag)**
5 dpa
AOAOVOGCM8  Putative kazal-type inhibitor (Fragment) 179
D1MXA9 Similar to heme-binding protein, clone: L2G6 135
AOAOV0G803 Putative selenoprotein (Fragment) 160
AOAOVO0G301 Putative esterase and lipase (Fragment) 543
D1IMWES5 Uncharacterized protein 194
D1IMWD9 Uncharacterized protein 202
10 dpa
D1MX91 Similar to biogenic amine-binding protein 206
AOAOVOGFI2 Putative secreted protein 144
AOAOV0G611 Putative secreted protein (Fragment) 136
AOAQOV0G452 Putative secreted protein (Fragment) 175
D1MWD6 Uncharacterized protein 203
D1MWB9 Uncharacterized protein 167
D1MWE2 Uncharacterized protein 180
D1IMWD8 Uncharacterized protein 203
D1MWE4 Uncharacterized protein 195
D1MWBS8 Uncharacterized protein 178
AOAOVOG2H3 Uncharacterized protein 194
5/10dpa
AOAQV0G2S8 Putative cd73 ecto-5'-nucleotidase (Fragment) 425
AOAOVOG2HS8 Putative salivary lipocalin 4 (Fragment) 165
AOAOV0G5Q2 Putative salivary lipocalin (Fragment) 192
AOAOV0G4AM9 Putative triabin 148
AOAOVOG2H6 Putative triabin-like lipocalin (Fragment) 169
AOAOV0GA4L1 Putative triabin (Fragment) 145
AOAOVOGAJO Putative nitrophorin 207
AOAOV0G2G2 Putative serpin (Fragment) 393
AOAOV0G4J9 Putative salivary secreted kazal type proteinase inhibitor 83
D1MXA8 Similar to trypsin, clone: L2E3 134
AOAOVOG2N7 Putative angiotensin i-converting enzyme (Fragment) 430
AOAOVOGDS7 Putative hexamerin (Fragment) 624
AOAOVOGD89 Putative lysozyme (Fragment) 122
AOAOVOG4R4 Putative microtubule-associated protein futsch (Fragment) 574
AOAOV0G3J5 Putative inositol polyphosphate 5-phosphatase (Fragment) 315
AOAOVOG6L7 Putative palmitoyl protein thioesterase (Fragment) 300
AOAOVO0G5G2 Putative glutaminyl cyclase 342
AOAOVO0G4P9 Putative prosaposin (Fragment) 817
AOAOV0G306 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase) (EC 5.2.1.8) (Fragm.) 204
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Cp

Identificagdo*  Descrigéo (aa)**
AOAOVOG2M6  Putative salivary secreted protein (Fragment) 169
D1IMWC4 Uncharacterized protein 214
D1IMWB4 Uncharacterized protein 177
D1IMWC1 Uncharacterized protein 239
AOAOV0G2G8 Uncharacterized protein (Fragment) 190
D1IMWC7 Uncharacterized protein 199
D1IMWF2 Uncharacterized protein 181
D1IMWC3 Uncharacterized protein 197
AOAOV0G1z1 Uncharacterized protein 228
D1IMWC6 Uncharacterized protein 196
AOAOVOG2V8 Uncharacterized protein 198
D1MWC5 Uncharacterized protein 221
AOAOVOG2ES8 Uncharacterized protein 175
AOAOVOG3K6 Uncharacterized protein (Fragment) 198
AOAOVO0G2K3 Uncharacterized protein (Fragment) 157
D1MWB2 Uncharacterized protein 177
D1MWB1 Uncharacterized protein 177
D1MWB7 Uncharacterized protein 197
D1IMWB5 Uncharacterized protein 198
D1IMWF1 Uncharacterized protein 177

*NUmero identificador atribuido pelo banco UniProtKB

*Comprimento (total de aminoacidos)
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Bl 7100% extracellular region

4.8% proteolysis

4.8% phosphate-containing compound metabolic process
45.2% avoidance of defenses of other organism

45.2% response to host defenses

16.7% peptidase inhibitor activity

16.7% metal ion binding

16.7% endopeplidase requlator activity

16.7% serine-type peptidase activity

33.3% peptidase activity, acting on L-amino acid peptides

Figura 14. Proteinas salivares de T. dimidiata secretadas pela via classica,
distribuidas segundo as categorias do Gene Ontology. (A) Componente celular. (B)
Processo bioldgico. (C) Funcédo molecular, de acordo com o programa Blast2GO.
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As proteinas secretadas por vias ndo classicas totalizaram 102
moléculas. Desse total, 12 proteinas (11,8%) sdo especificas da amostra de
saliva de 5 dpa, 38 (37,3%) sao especificas da amostra de saliva de 10 dpa e
52 (51%) sao comuns das duas amostras. Os resultados revelaram que, deste
total, seis proteinas ndo caracterizadas foram observadas, uma (AOAOVOG5F1)
em 5 dpa, quatro (AOAOVOG5C8, AOAOV0G2P4, AOAOVOG2Y0, AOAOVOG5K?2)
em 10 dpa e apenas uma (AOAOVOG5L3) em ambos os periodos. As proteinas
secretadas por vias ndo classicas comuns nas amostras de 5 e 10 dpa que
podem estar envolvidas no sucesso da hematofagia sdo: cinco lipocalinas
(AOAOVOG1Y6, AOAOVOG2K7, ADAOVOG2N6, AOAOV0OG2G7, AOAOVOGLYS),
um inibidor de serino protease da familia da dipetalogastina (AOAOVOGC63),
uma serino protease do tipo tripsina (AOAOVOG2A1). A tabela 2 apresenta
todas as proteinas salivares de T. dimidiata secretadas por vias ndo classicas
de acordo com o programa SecretomeP. Essas sequéncias foram novamente
submetidas ao Gene Ontology Consortium e a Figura 15 apresenta as

ontologias resultantes desta analise.
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Tabela 2. Proteinas salivares de T. dimidiata secretadas por vias ndo classicas

Identificagcdo* Descri¢cao Cp (aa)**
5 dpa

AOAOVOG5F1  Uncharacterized protein (Fragment) 500
AOAOVOG2TO  Putative electron transfer flavoprotein alpha subunit 330
AOAOVOG3R0O  Putative phosphatidylethanolamine-binding protein 177
AOAQV0G493  Putative rab subfamily protein of small gtpase 202
AOAQOVOG8D7  Adenylyl cyclase-associated protein (Fragment) 490
AOAOVOG8W6 Putative echinoderm microtubule-associated protein-like 1 871
AOAOVOG3N8  Putative cytoskeletal protein adducin (Fragment) 359
AOAOV0G4B1  Anion exchange protein (Fragment) 1122
AOAOV0G4D7  Putative programmed cell death protein 843
AOAOV0G4U3  Putative mitochondrial matrix protein p33 290
AOAOVOG5K4  Putative pyridoxamine 5'-phosphate oxidase (Fragment) 188
AOAOVOGB59  Putative f-actin capping protein beta subunit 275
10 dpa

AOAQOVOG5C8  Uncharacterized protein 1710
AOAOVOG2P4  Uncharacterized protein (Fragment) 153
AOAOVOG2Y0  Uncharacterized protein (Fragment) 118
AOAOVOG5K2  Uncharacterized protein 238
AOAOVOGC21  Putative tumor necrosis factor (Fragment) 321
AOAOVOG7P2  Putative carboxypeptidase inhibitor smci (Fragment) 1219
AOAQV0G337  Putative ubiquitin regulatory protein ubxd2 545
AOAOVOG3F9  Putative ubiquitin-conjugating enzyme e2 153
AOAOV0OG3Y4  Small ubiquitin-related modifier (SUMO) 94
AOAOV0G440  Putative hydroxyacylglutathione hydrolase mitochondrial 296
AOAOVOG4R1 Putative myosin regulatory light chain 2-like protein 204
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Identificacdo*

Descricdo

Cp (aa)**

AOAOVOG4R6
AOAOVOGS5ES
AOAOV0OG671
AOAOV0G6J0
AOAOVOGOR6
AOAOVOGAC3
AOAOVOGAF6
AOAOV0G383
AOAOVOG3R2
AOAOV0G431
AOAOVOG4EG
AOAOVO0G4P2
AOAOVOGS578
AOAOVOGS5VO
AOAOV0G666
AOAOV0G702
AOAOVOG780
AOAOV0G808
AOAOV0G916
AOAOVOG3W5
AOAOV0G474
AOAOVOG5W9
AOAOV0G658
AOAOVOG6L2
AOAOVOG766
AOAOVOGBH9
AOAO0VOGDO03

Putative vesicle coat complex copii subunit sec31 (Fragment)
Putative hsp90 co-chaperone p23

Putative molecular co-chaperone stil (Fragment)

Putative rab subfamily protein of small gtpase

Putative adaptor protein enigma

Putative failed axon connections fax protein/glutathione s-transferase-like protein
Putative oxysterol-binding protein

Putative death-associated protein 1 dap-1

Putative acyl-coa binding protein

Putative serine/threonine-protein kinase kinx

Putative thioredoxin-like protein

Putative nucleotide excision repair factor nef2 rad23 component
Putative muscle lim protein mlp84b

Putative inorganic pyrophosphatase/nucleosome remodeling factor subunit nurf38 (Fragment)
Putative titin (Fragment)

Putative carbonic anhydrase

Putative niemann-pick type c2 (Fragment)

Putative parvulin-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Putative glycosyl transferase family 8 (Fragment)

Putative k-similarity type rna binding protein (Fragment)
Putative s10e ribosomal protein

Citrate synthase

Putative rho gdp-dissociation inhibitor

Putative 26s proteasome regulatory complex subunit

Putative casein kinase substrate phosphoprotein pp28

Putative thioredoxin peroxidase 1 (Fragment)

Putative acyl-coa-binding protein 5

1027
174
542
213
467
377
749
105
89
406
287
334
453
288
1430
271
147
124
607
537
158
470
207
382
184
219
87
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Identificacdo*

Descricdo

Cp (aa)**

5/10 dpa
AOAOVOG5L3
AOAOVOG1Y6
AOAOVOG2K7
AOAOVOG2N6
AOAOVO0G2G7
AOAOVOG1Y5
AOAOVOGC63
AOAOVOG2A1
AOAOV0G4P0O
AOAOVOG6KO
AOAOVOG8V3
AOAOVOGBZ5
AOAOV0G2Z6
AOAOVOG5S8
AOAOV0G954
AOAOVOG2N3
AOAOVOG3E5
AOAOVOG3N9
AOAOV0G3Z1
AOAOV0GA4C4
AOAOVOG4K8
AOAOVOG4MO
AOAOVOG4W?2
AOAOV0G4X4
AOAOV0G525
AOAOVO0G575

Uncharacterized protein

Putative triabin lipocalin (Fragment)

Putative triabin lipocalin (Fragment)

Putative triabin lipocalin (Fragment)

Putative triabin lipocalin (Fragment)

Putative salivary lipocalin (Fragment)

Putative serine protease inhibitor dipetalogastin (Fragment)

Putative trypsin-like protease (Fragment)

Putative prolyl endopeptidase (Fragment)

Putative transglutaminase/protease-like protein (Fragment)

Putative lysophospholipase (Fragment)

Putative dipeptidase amino acid transport and metabolism (Fragment)
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase) (EC 5.2.1.8) (Fragment)
Putative farnesoic acid o-methyltransferase

Putative formyltetrahydrofolate dehydrogenase (Fragment)

Putative 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase (Fragment)
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (EC 1.2.1.12)

Malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37)

Putative 3-oxoacyl coa thiolase

Putative delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase mitochondrial
Proteasome subunit beta type (EC 3.4.25.1)

Putative carbonic anhydrase-like protein (Fragment)

Putative elongation factor 1-gamma

S-formylglutathione hydrolase (EC 3.1.2.12)

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Glutathione peroxidase (Fragment)

208
155
152
164
169
155
333
277
706
691
202
386
141
305
494
185
333
341
411
569
274
260
425
286
109
168
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Identificacdo*

Descricdo

Cp (aa)**

AOAOVOGSX6
AOAOVOGS5Y3
AOAOVOG6DO0
AOAOVOG6V7
AOAOVOG6W9
AOAOVOG8A2
AOAOVOGCQ3
AOAOV0G2Q7
AOAOVOG2R7
AOAOVOG2X6
AOAOVOG3L4
AOAOV0G481
AOAOVOG4A8
AOAOV0G4C2
AOAOVOG4H2
AOAOV0G4J2
AOAOVOGAT6
AOAOV0G4X9
AOAOVOG500
AOAOVO0G532
AOAOVOG2U3
AOAOVOG2W3
AOAOV0OG2Y1
AOAOV0G426
AOAOV0G4Q6
AOAOVOG5V3

Putative vacuolar protein (Fragment)

Putative dihydropteridine reductase dhpr/qdpr

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | (elF3i)

Putative fumarylacetoacetase (Fragment)

Putative wd40 repeat stress protein/actin

Putative gdp dissociation inhibitor

Putative vacuolar h+-atpase v1 sector subunit ¢

Putative multifunctional chaperone 14-3-3 family

Putative mucin-2 (Fragment)

Putative cytochrome ¢

Putative basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein (Fragment)
S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase (EC 1.1.1.284) (Fragment)
Putative actin-depolymerizing factor 1

Putative peroxiredoxin posttranslational modification (Fragment)
Putative prokaryotic long-chain fatty acid coa synthetase (Fragment)
Putative f-actin capping protein alpha subunit

Ubiquitin-fold modifier 1

Putative aldo-keto reductase (Fragment)

Putative rna polymerase ii transcriptional coactivator

Putative leucine-rich acidic nuclear protein

Putative peroxiredoxin posttranslational modification (Fragment)
Catalase (EC 1.11.1.6)

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D (elF3d) (Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7)

Putative heat shock 70 kDa protein cognate 2
Putative puromycin-sensitive aminopeptidase (Fragment)
Putative small heat shock protein hsp20 family

296
235
324
411
602
442
389
247
3651
108
2292
346
148
234
569
287
88
245
113
255
151
504
543
628
880
191

*Numero identificador atribuido pelo banco UniProtKB. **Comprimento (total de aminoacidos)
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3.3% membrane-enclosed lumen
6.7% membrane part

8.3% membrane

10% macromolecular complex
11.7% organelle part

18.3% organelle

21.7% cell

20% cell part

2.4% multi-organism process

3.6% negative requlation of biological process
6% response to stimulus

6% regulation of biological process

6% localization

7.1% biological regulation

20.2% single-organism process

21.4% metabolic process

20.2% cellular process

5.4 electron carrier activity
transporter activity

binding

catalytic activity

Figura 15. Proteinas salivares de T. dimidiata secretadas por vias ndo classicas,
distribuidas segundo as categorias do Gene Ontology. (A) Componente celular. (B)
Processo bioldgico. (C) Fungcédo molecular, de acordo com o programa Blast2GO.
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Analise in silico do RNAV

A sequéncia nucleotidica RnSigp-SigP-2128 do transcritoma do
triatomineo R. neglectus (Santiago et al., 2016), que codifica para o antigeno 5
putativo de R. neglectus (RNAV) foi utilizada nesse estudo. Resumidamente: 1)
realizou-se a andlise in silico para verificar a possivel localizagdo celular,
presenca de peptideo sinal, hélices transmembranicas, sitios de glicosilacéo,
fosforilacdo e de possiveis epitopos lineares para células B; e 2) adquiriu-se
um vetor contendo a sequéncia clonada do RNAV da empresa Genecust

(Luxemburgo) para a expressdo do RNAV em sistema procarioto de expressao.

A sequéncia nucleotidica do RNAV possui 665 pares de bases e a
sequéncia aminoacidica possui 220 residuos de aminoacidos (Figura 16). O
peso molecular teérico do RNAV é 24.687,84 Da (http://web.expasy.org/cgi-
bin/compute_pi/pi_tool).

A

ATGCATCCCTTCATACAGATATTGCTAATCGCACTTGCAATTAAGTGCGCTCTATCCTGTCAGGGCGGCCAAGTCATTAA
TCGAGAAGTTAGCCCTGAAGAGCAGCAACTAATTTTAGATGTGCACAACAGATATAGGCAAGCTATTGCGCTAGGAAAAA
TTCGAGGCCAGCCAACCGGTTCGAACATGATAGAAATGTCTTGGGATGACGAATTAGCGAACATGGCGCAGCAATGGGCC
GACAATTGTGTCTTTAAGCATGATACCAATATTAGGAGAACGTCAAGAAGATTTCCAGTTGGCCAARATTTAGCTATATC
GTGGAGTTCACCCACTCCAAATAAATATGGTGAGGCTGCAGAATGGGCTGCACAAATTCGARATTGGTTTAATGAAGTTT
ACACAAGTGGCAATGACATTAAGAAATCAGGACATTATACGCAGGTGGTATGGGGAGATTCGTATCTGGTAGGTTGTGGT
TACACATACTACAAAGATCCAAGGAAGAATGGTTACGTTAAACTATATGTCTGCAATTATGGCCCTGCTGGGAACGTCAT
TGGTGAGCCACCATATATTGAAGGAACTCCTGGCTGTGATCGAAGTGATTTARAACCTTCAAGCAGTTACTTAGGCCTTT
GTGACTTCGTTGACTATTGAGGATC

1 MHPFIQILLI ALAIKCALSC QGGQVINREV SPEEQQLILD VHNRYRQAIA
51 LGKIRGQPTG SNMIEMSWDD ELANMAQOWA DNCVFKHDTN IRRTSRRFPV
101 GONLAISWSS PTPNKYGEAA EWAAQIRNWF NEVYTSGNDI KKSGHYTQVV
151 WGDSYLVGCG YTYYKDPRKN GYVKLYVCNY GPAGNVIGEP PYIEGTPGCD
201 RSDLKPSSSY LGLCDFVDY*

50

100
150
200

Figura 16. (A) Sequéncia nucleotidica do cDNA do antigeno 5 [RnSigp-SigP-2128-
peptidase inhibitor 16-like isoform X2 (venom allergen)] de R. neglectus, contendo 665
pares de bases. (B) Sequéncia aminoacidica do produto do cDNA do antigeno 5 de R.
neglectus, contendo 220 residuos de aminoacidos.
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O resultado da busca realizada no programa Blastp mostra que a RNAV
tem relacdo de similaridade com a sequéncia de uma proteina secretada de
Ancylostoma putativa de Cimex lectularius (XP_014255242.1) e com as
sequéncias de proteinas do tipo alérgeno 5 do veneno de formigas ou vespas,
por exemplo Camponotus floridanus (XP_011255025.1), Wasmannia
auropunctata (XP_011704086.1), Dinoponera quadriceps (XP_014484388.1),
Harpegnathos saltator (XP_011148558.1), Copidosoma floridanum
(XP_014212871.1), Linepithema humile (XP_012230072.1), Polistes canadensis
(XP_014601952.1), Diachasma alloeum (XP_015126083.1) e Polistes dominula
(XP_015188005.1), entre outras. O alinhamento da sequéncia do RNAV com as
dez sequéncias mencionadas foi realizado (Figura 17). A figura 18 mostra a

arvore filogenética entre as mesmas sequéncias.

Essa busca direcionou, ainda, para o banco de dados de dominios
conservados CDD (Anexo 1), que mostra a presenca dos dominios SCP_euk
(cd05380), SCP (smart00198), CAP (pfam00188), que estdo conservados na
familia das proteinas secretadas ricas em cisteina (Cysteine-rich secretory

protein family), a qual inclui os antigenos 5.
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Figura 17. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do RNAV com a sequéncia
putativa de proteina secretada por Ancylostoma (de C. lectularius) e com nove
sequéncias putativas de alérgeno 5 do veneno de diferentes espécies de formigas e
vespas. (*) residuos idénticos; (:) residuos altamente conservados; (.) residuos
semiconservados; (-) marca gap na sequéncia.

_: Rhodnius neglectus
Cimex lectularius

Copidosoma floridanun

Diachasma alloeum
Polistes canadensis

e Polistes dominula
Camponatus floridanuns

I—Wasmannia auropunctata

e Linepithema humile
— Dinoptera quadriceps

b Harpegnatus Saltador

Figura 18. Arvore filogenética construida utilizando o programa MUSCLE verséo
3.8.31 a partir da sequéncia do RNAV e de uma sequéncia putativa de proteina
secretada por Ancylostoma (de C. lectularius) e de nove sequéncias putativas de
alérgeno 5 de veneno de formigas e vespas.
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Utilizando-se o programa TargetP (Emanuelsson et al., 2007), preditor
de localizacdo celular, observou-se que o RNAV é putativamente secretado
(Anexo 2). A possivel via de secrecao utilizada pelo RNAV € a classica, via
dependente do reticulo endoplasmatico e/ou Golgi para secrecdo, ja que a
molécula possui peptideo sinal, conforme observado na analise realizada com

o programa SignalP (Emanuelsson et al., 2007) e apresentada na Figura 19.

# SignalP-4.1 euk predictions
>rf 1 RnSigp-SigP-2128 SigPeptide sequence _Rhodnius neglectus_

SignalP-4.1 prediction (euk networks). rf

" Cscore —
10} Sscore ]
Y-5c0re
08 t
0.6
oy
2
o 04 w-/J
02
0 _HH\I|||||‘ ‘| 1111
MHFF IQ| LLIALA | KCALSCOGEOV INREVSPEEQOL ILDWHHRYRGQA | ALGKIRGOQFTGENMI EMSWD [
1 1 1 1 1 1

a 10 20 30 40 50 60 f0

Fositicn

# Measure Position Value Cutoff signal peptide?

max. C 20 08.692
max. Y 20 0.800
max. S 3 09.958
mean S 1-19 0.926

D 1-19 ©.868 ©.450  YES
Name=rf SP='YES' Cleavage site between pos. 19 and 2@: ALS-CQ D=0.868 D-cutoff=0.450 Networks=SignalP-noTM
# data
# gnuplot script

Figura 19. Predicdo de peptideo sinal na sequéncia de RNAV utilizando o programa
SignalP. C-score (raw cleavage site score): elevado na posicao imediatamente apés o
sitio de clivagem — o primeiro residuo do RNAV maduro. S-score (signal peptide
score). Y-score (combined cleavage site score): predicao do sitio de clivagem, ja que
distingue entre picos C-score pela escolha daquele onde o S-score declina.

A sequéncia do RNAV n&o possui nenhuma hélice transmembranica,

segundo predicao realizada pelo programa TMHMM. O residuo de treonina na

68



posicdo 196 é um sitio potencial de glicosilacdo ligada ao oxigénio (O),
conforme analisado utilizando-se o programa GlycoEP (Figura 20). N&o foram
preditos sitios potenciais de glicosilagdo ligados ao nitrogénio (N), nem C-

glicosilacoes.

>RnSigp Length = 2206

Potential O-Linked Glycosylated Sites:
MHPFIQILLIALAIKCALSCQGGQVINREVSPEEQQLILDVHNRYRQAIALGKIRGQPTGSNMIEMSWDDELANMAQQWADNCVFKHDTINIRRISRRFPV
GQNLAISWSSPTPNKYGEAAEWAAQIRNWFNEVYTSGNDIKKSGHYTQVVWGDSYLVGCGYTYYKDPRKNGYVKLYVCNYGPAGNVIGEPPYIEGIPGC

DRSDLKPSSSYLGLCDFVDYG

Position Residue Score Prediction
19 s -8.42345411 Non-glycosylated
31 s -8.54888102 Non-glycosylated
59 I -8.13414441 Non-glycosylated
61 s -8.39931998 Non-glycosylated
67 s -9.45894218 Non-glycosylated
89 T -9.863221502 Non-glycosylated
94 I -9.1855797 Non-glycosylated
95 s -9.32843672 Non-glycosylated
187 s -8.13558709 Non-glycosylated
109 s -9.838948418 Non-glycosylated
110 s -9.881897065 Non-glycosylated
112 I -8.836652816 Non-glycosylated
135 I -8.14995788 Non-glycosylated
136 s -9.37694094 Non-glycosylated
143 s -9.83782812 Non-glycosylated
147 I -9.32780748 Non-glycosylated
154 s -8.2965361 Non-glycosylated
162 I -8.1202564 Non-glycosylated
196 I 0.023848141 Potential Glycosylated
202 s -8.22836254 Non-glycosylated

Figura 20. Predicdo de sitios de O-glicosilacdes na sequéncia de RNAV utilizando o
programa GlycoEP. Em vermelhor, residuos de serina e treonina.
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Para predizer a presenca de epitopos lineares para células B, utilizou-se
o programa Bepipred 1.0 (Larsen et al., 2006) 25 residuos de aminoacidos na
sequéncia do RNAV podem fazer parte de possiveis epitopos lineares para as

células B (Anexo 3).

A analise de potenciais sitios de fosforilacdo pelo programa NetPhos 2.0
resultou na predicdo de 17 sitios de fosforilagdo: em sete residuos de serina,
dois residuos de treonina e oito residuos de tirosina da sequéncia do RNAV
(Anexo 4).

Expresséo do RNAV recombinante

Abaixo é apresentado apenas um dos ensaios para a expressao do
RNAV recombinante, induzida pela adicdo de 0,4 mM de IPTG aos clones de
bactérias transformadas com o plasmideo pET15b_RNAV conforme descrito na
metodologia. Neste ensaio, a inducdo foi realizada por 6 h a temperatura
ambiente. Os perfis proteicos apresentados pelos clones das diferentes
linhagens de E. coli testadas sdo semelhantes ao apresentado nos trés ultimos
pocos do gel, que contém as amostras dos clones transformados com o
plasmideo pET19b que ndo continha a sequéncia do RNAV. Essa observacao
sugere que ndo houve expressao diferenciada de proteinas entre as bactérias
transformadas com o vetor que continha a sequencia do RNAV e o vetor vazio.
N&o ha sinal de expressdo do RNAV recombinante nem na fracao soltvel, nem
na fracdo insoluvel dos clones avaliados, assim como no western blot realizado
com a fracdo soluvel do clone de Rosetta2(DE3)pLysS, utilizando anticorpo
anti-cauda de histidina. O peso molecular esperado para a banda do RNAV era
em torno de 25 kDa. Nenhuma banda de proteina se sobressaiu nessa faixa do

gel de poliacrilamida em nenhum dos ensaios realizados.
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Figura 21. Perfil de expressdo dos clones de diferentes linhagens de E. coli
transformadas com o plasmideo pET15b_RNAV ou com o pET19b vazio como
controle. (A) SDS-PAGE 10% corado com azul de Coomassie. 1 — lisado bacteriano
anterior a inducdo da expressdo com IPTG 0,4 mM; 2 - fragdo solavel do lisado
bacteriano; 3 - fragéo insoluvel do lisado bacteriano. (B) Western blot. C+ - controle
positivo para o anticorpo anti-cauda de histidina (oligopeptidase B de T. cruzi). RNAV -
fracdo sollivel de um clone de Rosetta2(DE3)pLysS transformada com o plasmideo

pET15b_RNAV. Mw — marcadores de peso molecular. Esperava-se visualizar a banda
do RNAYV na altura de 25 kDa.
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DISCUSSAO
Proteoma da salivade T. dimidiata

Os triatomineos hematéfagos desenvolveram estratégias ao longo de
sua evolugdo para garantir a sua alimentag¢do sanguinea. Eles utilizam a saliva,
que é composta por moléculas que contrapdem o sistema hemostatico/imune
do hospedeiro e favorecem a transmissdo de patégenos (Otalora-Luna et al,
2015). Por esse motivo, esse fluido tem sido objeto de estudos reallizados com
diferentes espécies de artropodes hematofagos vetores de doencas.

A analise protedmica da saliva de T. dimidiata coletada 5 dpa e 10 dpa
realizada nesse trabalho levou a identificacdo de 362 proteinas. Nao foi
possivel realizar a analise bioinformatica da saliva coletada 20 dpa, pois os
espectros das trés replicatas técnicas dessa amostra bioldégica estavam
corrompidos. O conjunto de proteinas identificado foi representado por
proteinas salivares putativamente secretadas e proteinas constitutivas das
glandulas salivares, que possivelmente foram liberadas no momento da
perfuracdo das glandulas para liberagdo da saliva. Independente da liberagéo
de moléculas intracelulares decorrentes dos danos causados as glandulas
salivares, algumas proteinas constitutivas presentes na saliva podem realizar
funcdes importantes para a hematofagia e para a transmissao de patdgenos
para o hospedeiro vertebrado. Um exemplo € a proteina peptidil-prolil cis-trans
isomerase (PPlase - AOAOV0G306) identificada entre as proteinas secretadas
pela via classica de ambas as amostras de 5 dpa e 10 dpa. Essa proteina
ajuda no enovelamento de proteinas e, em vertebrados € ubiqua e abundante
no citosol, liberada no espaco extracelular durante respostas inflamatdrias,
capaz de induzir a quimiotaxia de monacitos, neutroéfilos, eosindfilos e células T
para a periferia (Xu et al., 1992; Yurchenko et al., 2002). No caso dos
triatomineos infectados pelo T. cruzi, a liberacdo dessa molécula juntamente
com a saliva poderia recrutar células hospedeiras para infeccdo pelo
protozoario, e seria um elo importante na interacao vetor-patégeno-hospedeiro.
Essa proteina € um exemplo de molécula que nao foi observada no proteoma

realizado por Santiago (2016).
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Dentre as proteinas de maior relevancia para a hematofagia ja descritas,
algumas foram encontradas apenas na amostra coletada 5 dpa, apenas na
amostra coletada 10 dpa e a maioria era comum as duas amostras. Assim
como no proteoma da saliva de T. dimidiata realizado por Santiago (2016),
foram identificados membros das familias das lipocalinas, triabina, apirase,
antigeno 5, proteinas de ligacdo a aminas, proteina sensitiva de odor,
proteases do tipo tripsina e inibidores de proteases do tipo serpina. Santiago
identificou ainda as lipocalinas triatina e palidipina, a proteina formadora de
poros trialisina e uma hemolisina, que foram identificadas nas amostras
estudadas nesta analise protedmica como ndo caracterizadas com o0s
seguintes codigos de identificacdo D1IMWC6 (triatina), AOA0V0G1Z1
(palidipina), AOAOVOG3R1 e AO0A0V0G2Y3 (trialisinas), e D1IMWC5

(hemolisina).

No entanto, esta analise foi mais abrangente, pois permitiu a
identificacdo de proteinas putativamente secretadas pela via classica que nao
foram identificadas no proteoma realizado por Santiago (2016), entre elas o
inibidor de protease do tipo kazal, nitroforina, lisozima, proteina de ligacdo ao
heme, selenoproteina, proteina da familia das esterases / lipases, enzima
conversora de angiotensina, inositol polifosfato 5-fosfatase, hexamerina,
prosaposina, palmitoil tioesterase, glutaminil ciclase, proteina futsch associada
ao microtubulo, peptidil-prolil cis-trans isomerase (j& discutida acima), entre
outras identificadas como néo caracterizadas, mas que também podem estar
envolvidas diretamente no processo de hematofagia, como jA mencionado. Na
proxima secdo serdo discutidas algumas das proteinas identificadas mais

comumente relacionadas com a hematofagia.

Lipocalinas

As lipocalinas sao proteinas altamente expressas nha saliva de
artréopodes hematéfagos, e o0s dados apresentados corroboram essa
informacdo, j& que boa parte das proteinas encontradas pertence a essa
familia. Elas ja foram descritas nas seguintes espécies de Triatoma: T.

pallidippenis (Fuentes-Prior et al.,, 1997) T. infestans (Charneau et al., 2007
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Assumpcéo et al.,, 2008), T. rubida (Ribeiro et al., 2012), T. matogrossensis
(Assumpcéo et al, 2012), e em D. maxima (Assumpcao et al., 2011) e P.
megistus (Ribeiro et al., 2015), ambas pertencentes a mesma tribo do
Triatoma. Foram descritas também em espécies do género Rhodnius
(Champagne et al., 1995; Montfort et al., 2000; Ribeiro et al., 2004; Andersen,
Gudderra, Francischetti e Ribeiro, 2005; Costa et al., 2011; Santiago et al.,
2016).

As proteinas dessa familia sdo caracterizadas por possuirem uma
estrutura tridimensional bem conservada, com oito cadeias B-antiparalelas,
formando uma cavidade hidrofébica de interacdo com os ligantes (Hernandéz-
Vargas et al., 2016). Os loops que conectam as folhas-B sao flexiveis, sendo
responsaveis por garantirem a interagdo com ligantes com diferentes
caracteristicas quimicas e/ou conformacionais, sem alterar o dobramento da
proteina. Entretanto, apesar da estrutura bem conservada, as sequéncias
polipeptidicas podem variar bastante(Flower, 1996; Andersen, Gudderra,
Francischetti e Ribeiro, 2005).

Um exemplo de lipocalina séo as nitroforinas. Essas proteinas tém sido
descritas principalmente na saliva das espécies de Rhodnius. Membros dessa
familia sequestram a histamina liberada pelos mastécitos e estao envolvidas na
modulacdo da resposta inflamatéria e imune do hospedeiro (Zhang et al., 1998;
Weichsel et al., 2000; Moreira et al., 2003; Ribeiro et al., 2004). Podem agir
também como vasodilatadoras, pois tém a capacidade de estocar e liberar
oxido nitrico (Walker, 2005), inibir a coagulacdo sanguinea, agindo diretamente
no FX, impedindo sua conversdo em FXa (Montfort et al., 2000).
Recentemente, Buarque e colaboradores mostraram que uma proteina
semelhante a nitroforina € super-regulada no intestino de T. infestans
infectados pelo T. cruzi (Buarque et al., 2013). Uma nitroforina putativa também
foi identificada (AOAOVOGAJO) nesse estudo, tanto 5 dpa quanto 10 dpa.

Outros exemplos de lipocalinas que atuam na hematofagia sdo a RPAI
(Rhodnius prolixus agregation inhibitor — 1) e a ABP (Amino binding protein). A
primeira inibe a agregacdo plaquetaria por meio de doses baixas de

ADP(Francischetti et al.,, 2002), enquanto a segunda se liga a aminas
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biogénicas como a norepinefrina e a serotonina, portanto pode atuar como
vasodilatador ou anti-agregador plaquetario (Xu et al, 2013). As aminas
biogénicas sdo liberadas por plaquetas e mastdcitos durante a resposta
inflamatdria (Xanthos et al., 2008). Nesse estudo a proteina identificada como
D1MX91 é uma biogenic amine-binding protein, encontrada especificamente na
amostra de saliva de 10 dpa predita como secretada pela via classica. Elas séo
liberadas rapidamente no sangue para contrapor também as respostas
inflamatorias, garantindo a alimentacdo ininterrupta. Calvo e colaboradores
reportaram que essas moléculas também estdo presentes na saliva de

mosquitos para retardar a resposta imune do hospedeiro (Calvo et al., 2009).

As triabinas agem como inibidores de trombina. Entre outras funcdes, a
trombina converte o fibrinogénio em fibrina, estimulando a agregacao
plaguetéaria, conforme ja demonstrado para T. pallidipennis (Noeske-Jungblut et
al., 1994; Hernandéz-Vargas et al., 2016). Embora classificadas inicialmente
como membros da familia das lipocalinas, agora pertencem a superfamilia das
calicinas, uma familia fortemente relacionada as lipocalinas (Flower et al.,
2000; Hernandéz-Vargas et al., 2016)

Os dados obtidos neste estudo estdo de acordo com os dados da
literatura que mostram que as lipocalinas sdo proteinas expressas na saliva
dos triatomineos hematéfagos durante o repasto, pois desempenham papéis

importantes para 0 sucesso desse processo.

Apirases

As apirases sao difosfohidrolases capazes de inibir a agregacéo
plaquetaria por meio da hidrdlise da ligacéo fosfato no ATP e ADP, liberando Pi
(Francischetti et al., 2010). Essas enzimas tém sido descritas em triatomineos
(Faudry, Lozzi, et al., 2004; Faudry, Rocha, et al., 2004; Faudry et al., 2006;
Charneau et al., 2007; Assumpcao et al., 2011), mosquitos, por exemplo, em
Aedes aegypti (Champagne, 2005), flebotomineos, e carrapatos (Ribeiro et al.,
1984; Ribeiro, 1995; Ribeiro e Francischetti, 2003a; Champagne, 2005). Essas

proteinas podem ser classificadas em trés familias: 5’-nucleotidases, familia
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CD39 e familia Cimex. Um membro da familia 5’-nucleotidase foi identificado
(AOAOV0G2S8 - cd73 ecto-5'-nucleotidase) entre as proteinas secretadas pela
via classica comum aos 5 dpa e 10 dpa. A principal caracteristica dessa familia
€ a dependéncia de ions calcio e ou magnésio. A familia Cimex foi identificada
em C. lectularius e tem como principal caracteristica ser dependente
exclusivamente de calcio (Francischetti, 2011). E por ultimo, a familia CD39 foi
descrita na pulga Xenopsylla cheopis (Andersen, Gudderra, Francischetti e
Ribeiro, 2005). Novamente, a presenca das apirases nas duas amostras de
saliva de T. dimidiata e em outros animais hemato6fagos, demonstra a
importancia dessas moléculas e sugere uma evolugdo convergente entre 0s

animais que possuem esse habito alimentar.

A analise do perfil eletroforético em gel 2-DE revelou spots entre 68 kDa
e 97 kDa que podem corresponder aos spots das apirases salivares
encontrados no gel 2-DE de T. infestans (Charneau et al., 2007). Assim como
para esta espécie, estes spots concentrados na regido alcalina do gel
formaram uma linha horizontal. Para confirmar se os spots correspondem as
apirases, a excisdo das bandas do gel para identificacdo por LC-MS/MS e a
realizacdo de western blot utilizando os anticorpos anti-apirases de T. infestans
poderdo ser realizados. A saliva do T. infestans parece diferir da saliva de
outras espécies de insetos e carrapatos em relacdo a abundéancia e diversidade

de apirases.

Inibidores de serino proteases

As serino proteases estdo envolvidas em muitos processos fisiologicos
importantes. Em mamiferos, atuam na cascata da coagulacdo sanguinea. Em
artropodes hematéfagos, uma das estratégias para garantir a aquisicdo do
sangue € a presenca de inibidores naturais de serino proteases, que nesse
contexto, atuam inibindo a trombina ou o fator de coagulacdo Xa, garantindo
assim a fluidez do sangue e o sucesso de sua alimentacdo. Esses inibidores
estdo presentes em quase todos os organismos vivos (Agarwala et al., 1996;

Simonet et al., 2003). Além disso, em artropodes, também estdo envolvidos no
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processo de metamorfose, na coagulacdo da hemolinfa e na cascata da pro-
fenoloxidase, que resulta em um dos principais mecanismos de defesa dos
artropodes, a melanizacao de patdgenos (Jiang e Kanost, 2000; Simonet et al.,
2002).

Uma serpina putativa (AOAOV0G2G2) foi encontrada em ambos os
periodos apos a alimentacdo. Essa proteina € membro da familia de inibidores
naturais de serino proteases, e possui entre 45 e 50 kDa. Sua principal
caracteristica € a presenca de seis residuos de cisteina, que sdo espacgados
por trés pontes dissulfeto. O sitio ativo se encontra exposto na superficie da

molécula.

Outro inibidor identificado nesse estudo, 5 dpa e 10 dpa, foi o inibidor de
serino protease do tipo Kazal. Membros dessa familia apresentam estrutura
primaria conservada e conformacdo com uma a-hélice central e trés folhas (-
antiparalelas. Cada dominio possui entre 50-60 aminoacidos com seis cisteinas
conservadas e presenca de trés pontes dissulfeto. A especificidade do inibidor
do tipo Kazal depende do residuo P1 no sitio ativo da protease (Zheng et al.,
2007). Inibidores com residuos de Arg ou Lys que entrardo em contato com o
residuo de aminoacido da posicdo P1 tendem a inibir a tripsina (Zheng et al.,
2007). Em D. maxima (Mende et al., 1999) e R. prolixus (Friedrich et al., 1993),

o inibidor kazal é responséavel pela inibicdo da trombina.

Superfamilia hemocianina - Hexamerina

A superfamilia hemocianina inclui cinco classes de proteinas que
possuem estrutura similar e relacdo evolutiva. As classes séo: hemocianinas
(Hc), fenoloxidases (OP), pseudohemocianina / criptocianinas (Phc/Cc),
hexamerinas (Hx) e receptores de hexamerinas (Hxr) (Burmester et al., 1997).
Em artrépodes, parece ter havido uma evolucdo de forma independente dos
membros dessa familia, sendo foco de muitos estudos de filogenia (Burmester
e Hankeln, 2007).

A hexamerina esta presente em alguns moluscos e artropodes. Em

insetos com desenvolvimento hemimetabolo, como o caso dos triatomineos,
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mas também holometabols, pode estar associada a metamorfose (Zouh,
2007,(Cristino et al., 2010). Essas proteinas tém entre 75 e 90 kDa e
desempenham um papel importante como proteinas de armazenamento,
fornecendo aminoacidos para a metamorfose dos insetos (Cristino et al., 2010).
Elas estdo envolvidas no processo de transporte de horménio esterdide
(Enderle et al, 1983). Portanto sua fungédo esté relacionada a estocagem de
nutrientes e a sinalizagdo nutricional (Burmester e Scheller,1999).

Cristino forneceu evidéncias de que as hexamerinas estao envolvidas na
producdo dos ovos da vespa Nasonia vitrippenis (Cristino et al.,, 2010). A
maioria dos estudos sobre hexamerina foi realizada em Diptera e Lepidoptera
(Cristino et al., 2010) Até o momento, o papel das hexamerinas ndo esta bem
elucidado em triatomineos. Um membro dessa familia (AOAOVOGDS?7) foi
identificado na saliva do T. dimidiata, sendo comum nas duas amostras. Para o
melhor entendimento da acdo das hexamerinas no contexto da saliva do T.

dimidiata sdo necessarios novos estudos.

Lisozima
As lisozimas sdo proteinas que atuam na imunidade de diferentes

organimos, plantas e animais, com fungcdo antibacteriana (Hultmark, 1996).
Elas séo divididas em trés grupos: tipo C, tipo G e tipo I. As de inseto sdo do
tipo C. Elas hidrolisam a ligacdo glicosidica p-(1,4) da camada de
peptidoglicano, causando a ruptura da célula (Russel and Dunn, 1991; Danfre
et al, 1994). Além desse efeito direto na parede das bactérias gram positivas,
as lisozimas contribuem para a degradacédo das células bacterianas (Boman et
al, 1991). Portanto, estdo envolvidas tanto na imunidade, como no processo de
digestdo das bactérias ingeridas durante a alimentacado (Moreira-Ferro et al.,
1998).

Essa funcéo ja foi descrita em Musca domestica, Anastrepha fraterculus
e Drosophila melanogaster (Lemos e Terra, 1991; Regel et al, 1998). Em
diferentes géneros de mosquito, a lisozima parece atuar na atividade imune

durante a alimentagdo, sendo expressa nas glandulas salivares de ambos o0s
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sexos (Rossignol e Luerdes, 1986; Pimentel e Rossignol, 1990; Moreira-Ferro
et al., 1999).

Em triatomineos, as lisozimas ja foram descritas na hemolinfa associada
também a imunidade (Azambuja e garcia, 1987; Hultmark, 1996) Entretanto, a
fungéo digestiva dessas enzimas foi sugerida em R. prolixus pela primeira vez
em 1984 (Ribeiro e Pereira, 1984). Em T.infestans e T. brasiliensis 0s genes
que codificam para essa molécula ja foram identificados e seus produtos se
concentram no estébmago e intestino (Araujo et al., 2006; Ursic-Bedoya et al.,
2008). Sua atividade proteolitica acontece em meio acido (Cancado et al,
2007).

Neste trabalho, uma lisozima (AOAOVOGD89) foi identificada entre as
proteinas secretadas pela via classica nas amostras de 5 dpa e 10 dpa,
sugerindo que elas talvez desempenhem funcdo de defesa logo no inicio da
alimentacdo como ocorre em mosquitos, se estendendo ao processo de defesa

e digestdo no estdmago e intestino.

Selenoproteina

7

Selenoproteina € uma familia de proteinas amplamente diversa, que
possui como caracteristica a presenca de residuos de selenocisteina (Sec) no
lugar de cisteina. Essa alteracdo pode resultar, por exemplo, em maior
atividade enzimética, uma vantagem competitiva para 0s organismos que 0
utilizam. Em seu trabalho, Chapple e Guid6 (2009) demonstraram que alguns
insetos estdo perdendo a capacidade de sintetizar essa molécula, que se

acreditava ser essencial para essa classe (Chapple e Guig6, 2009).

As selenoproteinas sdo bem conservadas na saliva de artropodes
hematofagos e contrapdem o stress oxidativo presente durante a alimentacao
sanguinea, por exemplo, agindo na transformacdo do acido araquidénico em
prostaglandinas em carrapatos (Francischetti et al., 2009). Uma selenoproteina
(AOAOVO0GB803) foi identificada especificamente na amostra de 5 dpa.
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Proteina de ligagcdo ao heme

Transcritos para a proteina de ligacdo ao heme foram identificados na
hemolinfa e nos odcitos de R. prolixus (Paiva-Silva et al., 2002), nas glandulas
salivares de T. brasiliensis (Santos et al., 2007) e de T. dimidiata (Kato et al.,
2010). Entretanto, seu papel na saliva de animais que se alimentam de sangue
ainda nao foi elucidado. Santos e colaboradores sugeriram uma atuacdo na
percepecao gustativa, pois essas proteinas possuem dominios conservados de
ligacdo a feromdnios e a odor, como descrito para D. melanogaster (Galindo e
Smith, 2001).

Nesse estudo, uma metaloproteina de ligacdo ao heme (D1MXA9) foi
identificada especificamente na amostra de 5 dpa, validando o encontro dos
transcritos para essa proteina na analise transcritbmica realizada por Kato e
colaboradores (Kato et al., 2010) e por Santiago (2016). Essa proteina pode ter
surgido como uma estratégia para a detoxificacdo do heme, que livre é toxico
para as células do inseto, pois pode causar peroxidacao lipidica e lise celular

Entretanto, o seu papel, continua apenas como especulacéo.

Esterase e lipase

As esterases e lipases s&o enzimas multifuncionais com ampla
especificidade para substratos e sitios de ligagcdo. Em alguns artépodes, como
0 R. prolixus, atuam na digestéo de triacilglicerdis liberando &cido graxos livres
e glicerol (Grillo et al., 2007). Em Bombix mori, uma lipase foi purificada e
mostrou atividade antiviral (Ponnuvel et al.,, 2003). Uma funcédo importante
descrita em insetos € a inducado de resisténcia a insenticidas, pois sdo capazes
de hidrolisar ligacdes éster presentes na maioria dos inseticidas (Montella,
2012). Uma esterase e lipase putativa (AOAOVOG301) foi identificada
especificamente na amostra de 5 dpa, que poderia atuar em mecanismos de

defesa do triatomineo e/ou conferir resisténcia a inseticidas.
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Enzima conversora de angiotensina (ECA)

A enzima conversora de angiotensina € uma peptidil-dipeptidase A que
converte a angiotensina | em angiotensina Il, peptideo que atua no controle da
pressao arterial (Studdy et al.,, 1983). Sua funcdo ainda n&do esta bem
esclarecida. Foi proposto que em insetos ela atua na biossintese de hormoénios
e transmissores (Isaac et al., 1998). Uma familia de genes codificadores para
essa enzima foi descrita em Anopheles gambiae, vetor da malaria (Burnham et
al., 2005). Em nossa andlise protedmica, foi identificada uma enzima
conversora de angiotensina putativa (AOAOVOG2N7) especificamente na

amostra de 5 dpa da saliva de T. dimidiata.

Antigeno 5 de R. neglectus

As proteinas da familia do antigeno 5 estdo entre as proteinas mais
abundantes e imunogénicas presentes nas glandulas salivares de insetos
picadores (King e Spangfort, 2000). Elas pertencem a superfamilia CAP
(cysteine rich secretory proteins, antigen 5 e pathogenesis-related 1 proteins)
de proteinas. Esta superfamilia é caracterizada por varios dominios, dois deles
estdo definidos no banco de dados PROSITE (http://www.expasy.ch/prosite/):
CAP1, [GDER][HR][FYWH][TVS][QA]LIVM][LIVMA]WxX[STN], e CAP2,
[LIVMFYH][LIVMFY]XCINQRHS]YX[P ARH]x [GLIN[LIVMFYWDN]. Outros dois
motivos adicionais sdo CAP3 (HNxxR) e CAP4 (G[EQINJ[ILV]) (Gibbs et al.,
2008).

Essas moléculas foram identificadas inicialmente no veneno de formigas
e vespas (King e Spangfort, 2000). S&o as proteinas mais abundantes do
veneno das vespas e estdo frequentemente associadas com O
desencadeamento de uma forte resposta alérgica em humanos (King et al.,
1978; King et al., 1983). No entanto, sua funcdo n&o estd esclarecida.
Posteriormente, antigenos-5 foram descritos no intestino de Drosophila
melanogaster (Kovalick et al., 1998) e na saliva de carrapatos (Mans et al.,
2008), fleb6étomos (Charlab et al., 1999), moscas (Ameri et al, 2008), mosquitos
(Valenzuela et al., 2002; Calvo et al., 2007) e no sialoma de algumas espécies
de triatomineos hematéfagos (De Araujo et al., 2012).
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Membros dessa familia encontrados na saliva dos triatomineos D.
maxima (DMAV) e T. infestans (TIAV) foram expressos e apresentaram
atividade antioxidante, inibiram a agregacao plaquetéaria induzida por colageno
e 0 estresse oxidativo em neutrofilos. Os resultados revelaram, portanto, uma
nova familia de enzimas antioxidantes, importante para atenuar os eventos pro-
inflamatoérios associados com producdo desregulada de espécies reativas de
oxigénio (ROS) na microcirculacdo e, consequentemente, que poderia
beneficiar os insetos hematofagos a se alimentarem satisfatoriamente do

sangue de suas presas (Assumpgéo et al., 2013).

Em vista do potencial biotecnolégico dessa molécula, realizou-se a
analise in silico de uma das sequéncias de RNAYV identificadas no sialoma de
R. neglectus (Santiago et al., 2016) e se propds a expressdo recombinante do
RNAV em sistema de expressdo procariético. A sequéncia do RNAV possui
peptideo sinal e foi predita secretada pela via classica. Essa localizacéo foi
confirmada pelo programa TargetP (Emanuelsson et al., 2007). A proteina
predita apresenta um sitio de O-glicosilacao, varios sitios de fosforilacdo e 25
residuos de aminoacidos que podem estar presentes em possiveis epitopos
lineares para células B. Essa andlise € interessante, visto que em outras
espécies de artropodes as proteinas da familia do antigeno 5 sédo alérgenos
(King et al., 1983; Fang et al., 1988; Hoffman, 1993; Barral et al., 2000). Essa
proteina recombinante poderia, nesse contexto, ser utilizada como marcador de

exposicao para a picada de triatomineos.

Mesmo utilizando uma linhagem de bactérias que expressa tRNAs
(RNAs transportadores) para aminoacidos raros em bactérias, a
Rosetta2(DE3)pLysS, nao foi prossivel obter o RNAV recombinante. Além das
linhagens bacterianas, outras variaveis foram alteradas na tentativa de
expressar o RNAV recombinante, por exemplo, diferentes concentracdes de
agente indutor, tempos e temperatura de indugdo. Todas essas tentativas

foram frustradas.
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CONCLUSOES

A presente analise proteémica da saliva de T. dimidiata coletada 5 e 10
dias apos a alimentacédo sanguinea possibilitou a identificacdo de proteinas que
podem estar relacionadas com processos bioquimicos da hematofagia. Uma
maior quantidade de identificacbes foi observada nessa analise em
comparacdo com a andlise protedmica realizada previamente para a saliva
dessa espécie de triatomineo. As amostras analisadas pareciam estar integras
e o perfil eletroforético das proteinas salivares de T. dimidiata no gel

bidimensional é semelhante ao de T. infestans.

De interesse, poucas proteinas foram diferencialmente expressas nos
dois periodos avaliados. Na amostra de 5 dpa, as proteinas identificadas foram:
um inibidor de protease do tipo kazal, que pode ter efeito sobre a hemostasia
do hospedeiro, inibindo a coagulacdo sanguinea e favorecendo o repasto do
triatomineo; uma metaloproteina de ligacdo ao heme, que pode ter surgido
como uma estratégia para a detoxificacdo do heme, que livre é toxico para as
células do inseto pois pode causar peroxidacao lipidica e lise celular; uma
selenoproteina, proteina que possui selenocisteina (21° residuo de aminoacido
de ocorréncia natural) no lugar da cisteina; uma esterase / lipase que pode
estar envolvida na resiténcia a inseticidas, sendo ainda importante no
metabolismo de compostos enddgenos, como por exemplo horménios.
Nenhuma dessas quatro proteinas havia sido observada no proteoma anterior
da saliva de T. dimidiata. Além destas, duas proteinas ndo caracterizadas

também foram observadas.

Na amostra de 10 dpa, foi encontrada uma proteina de ligagdo a aminas
biogénicas, que pode apresentar efeito anti-inflamatorio, por exemplo,
antagonismo da histamina para impedir a rejeicdo do triatomineo no momento
do repasto. Além desta, trés proteinas putativamente secretadas e sete
proteinas ndo caracterizadas foram observadas 10 dpa. Em ambas as
amostras, as proteinas nado caracterizadas apresentam similaridade com as

proteinas da familia das lipocalinas.
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Por fim, a sequéncia do antigeno 5 de R. neglectus foi caracterizada in
silico, mas néo foi produzida no sistema heterdélogo procarioto proposto. Nova
tentativa de producdo do RNAVr sera realizada em sistema heterdlogo

eucarioto.
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APENDICE A. Tabelas suplementares

Tabela suplementar 1. Proteinas salivares putativas de T. dimidiata identificadas na amostra coletada 5 dias ap0s a alimentacao

#Unig Sequ Spect
ence rum

Cobertu Pepti Coun Coun

Identificagcéo Lenght Mol/Wt
AOAOVOG2V8  Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 198 22635,8 0,6768 17 40 308
AOAOVOG4M9  Putative triabin OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 148 16617,2 0,3581 13 17 219
AOAOVOG3R1 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 220 23688,4 0,6 16 16 210
AOAOV0G3J5  Putative inositol polyphosphate 5-phosphatase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 315 36118,8 0,654 36 36 191
D1IMWB7 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 197 22112,7 0,4162 13 33 189
D1MWB5 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 198 22506,7 0,4848 7 18 150
AOAOVOG2K3  Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 157 17537,4 0,586 7 10 118
AOAOVOG1Y5  Putative salivary lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 155 17617,9 0,5161 16 16 83
AOAOVOG2A1  Putative trypsin-like protease (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 277 30777,9 0,7906 29 29 76
AOAOV0G2Y3  Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 204 22263,7 0,5147 9 9 75
AOAOVOG2H8  Putative salivary lipocalin 4 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 165 18212,8 0,6424 13 13 74
D1MWB2 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 177 19914,8 0,2994 10 13 74
DiIMWC1 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 239 26799,2 0,113 5 5 73
D1MXA8 Similar to trypsin, clone: L2E3 OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 134 14356 0,4104 5 5 70
AOAOVOG1Y6  Putative triabin lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 155 17712 0,471 9 9 53
D1MWB1 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 177 20010,9 0,2429 3 6 48
AOAOVOG2K7  Putative triabin lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 152 17213,4 0,6184 9 10 47
D1IMWC3 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 197 22193,8 0,2132 2 5 41
AOAOVOG2N6  Putative triabin lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 164 18350 0,3537 5 5 32
AOAOVOG3K6  Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 198 22470,1 0,4394 9 9 30
AOAOVOG2R7  Putative mucin-2 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 3651 406749,4 0,115 24 24 29
AOAOVOGDS7  Putative hexamerin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 624 72775,9 0,3029 15 15 28
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#Unig Sequ Spect
ue ence rum

Cobertu Pepti Coun Coun

Identificacdo  Descrigao Lenght Mol/Wt
D1MWB4 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 177 19795,8 0,2712 5 5 26
D1IMWC4 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 214 24199,1 0,0561 1 1 24
AOAOVOG2N7  Putative angiotensin i-converting enzyme (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 430 49852 0,3372 13 13 23
AOAOVOG3LA II;Llét.:’:lltli\/SeVb:.:—llsement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata 2202 2533911 0.1017 13 13 29
AOAOV0G2G8  Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 190 22077,1 0,2211 5 5 22
AOAOV0G2I5 Putative tubulin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 447 50180,2 0,4183 15 15 21
AOAOV0G386  Putative actin-2 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 376 41740,8 0,3271 12 12 21
AOAOV0G573  Putative creatine kinase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 356 40080,2 0,427 11 11 20
AOAOVOG3S4A gtj/t:ailve gnl-cdd-187611 cd05353 hydroxyacyl-coa-like dh sdr c-like protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 717 77909 03208 13 13 18
AOAOV0G546  Putative metalloexopeptidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 478 53441,4 0,3389 11 11 17
D1IMWF1 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 177 19772,6 0,3446 7 11 17
AOAOVOG6YO  Putative tubulin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 450 50055,6 0,3911 13 13 16
AOAOVOG3Q3 Putative inactive protein kinase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 238 26007,4 0,3866 7 7 16
AOAOV0G561  Putative ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 1049 116919,9 0,163 11 11 15
AOAOVOGAP3  Aminomethyltransferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 386 42483,8 0,5181 10 10 15
AOAOV0G435  Putative ca2+-binding actin-bundling protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 2414  278257,5 0,0862 12 12 14
AOAOV0G1Z1  Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 228 25954,3 0,2456 6 6 14
AOAOVOG5R3  Putative vacuolar h+-atpase v1 sector subunit a OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 613 67674,5 0,2153 10 10 13
AOAOVOGB32  Putative prophenoloxidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 687 79507,9 0,2285 10 11 13
AOAOVOG2W3 Catalase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 504 56757,4 0,2798 8 8 12
AOAOVOG3W3 Putative nadp-dependent isocitrate dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 397 44951,9 0,2544 8 8 12
AOAOVOG2P6  Putative xaa-pro dipeptidase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 502 55197,9 0,2729 8 8 12
AOAOV0G373  Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 228 25412,7 0,4737 6 6 12
AOAOVOG2W9  Putative hydrolase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 226 25178,3 0,4292 7 7 11
AOAOVOG2N3  Putative 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 185 20482,6 0,427 6 6 11
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AOAOVOG2R0O  Putative transitional endoplasmic reticulum atpase ter94 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 803 89228,4 0,1905 8 8 10
AOAOV0G426  Putative heat shock 70 kDa protein cognate 2 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 628 68645,1 0,1656 8 8 10
AOAOVOG3P4  Putative 60 kDa heat shock protein mitochondrial OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 571 60737 0,2627 8 8 10
AOAOVOG4W2  Putative elongation factor 1-gamma OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 425 484423 0,2235 8 8 10
AOAOVOG3E5  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 333 35775,2 0,3333 6 6 10
AOAOVOG3V6  Putative fructose-16-bisphosphatase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 344 37657,2 0,3372 6 6 10
D1IMWC6 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 196 22209,2 0,1582 5 5 10
AOAOVOG5S4  Phosphoglycerate kinase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 428 46377,1 0,2944 9 9 9
AOAOVOG2U7  Aspartate aminotransferase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 413 46337,5 0,2542 8 8 9
AOAOVOG3G9  Glucose-6-phosphate isomerase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 555 62796,3 0,2198 8 8 9
AOAOVOG3N9  Malate dehydrogenase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 341 35941,2 0,4487 8 8 9
AOAOVOG4C1 Putative transketolase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 612 66296 0,2108 7 7 9
AOAOV0G4D6  Putative methylmalonate semialdehyde dehydrogenase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 523 56373,9 0,1912 7 7 9
AOAOV0G481  S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 346 36748,3 0,3555 6 6 8
AOAOV0G314  Putative 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase mitochondrial OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 292 31265,9 0,2363 6 6 8
AOAOVOG4A8  Putative actin-depolymerizing factor 1 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 148 16940,4 0,4595 6 6 8
AOAOVOG8U2  Putative salivary secreted protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 531 61822,4 0,2109 6 6 8
AOAOVOG3V3  Putative chaperonin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 540 58780,5 0,1667 5 5 8
AOAOVOG3LO  Putative transcriptional regulator dj-1 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 219 234923 0,3333 5 5 8
AOAOVOG4L1  Putative triabin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 145 16417 0,3448 4 5 8
AOAOVOG3V2  Pyruvate kinase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 536 58344,4 0,1772 7 7 7
AOAOVOG4R2  Putative gtp-binding adp-ribosylation factor-like protein arll OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 182 20674,6 0,5165 6 6 7
AOAOVOG3D5  Putative spectrin beta chain-like protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 2439 281049,6 0,0447 6 6 7
AOAOVOG5N1  Aconitate hydratase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 892 97720,4 0,1143 6 6 7
AOAOVOG3F6  Putative vacuolar h+-atpase v1 sector subunit b (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 495 54925,1 0,1434 6 6 7
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AOAOV0G345  Putative enolase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 432 47164,2 0,1366 5 5 7
AOAOVOG4N8  Putative aminopeptidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 465 50380,2 0,228 5 5 7
AOAOV0OG4X9  Putative aldo-keto reductase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 245 27531,3 0,4204 5 5 7
AOAOVOG6E2  Proteasome subunit beta type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 206 22999,6 0,2913 4 4 7
AOAOVOGIBI 'Iztét:a‘tlivsevb:iiphosphate 3'-nucleotidase bpntl/inositol polyphosphate 1-phosphatase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata 305 325619 0.1639 4 4 7
AOAOVO0GT714 Putative multifunctional chaperone 14-3-3 family OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 254 28942,4 0,3031 4 6 7
AOAOVOG4A7  Profilin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 126 13762,1 0,4206 3 3 7
D1IMWC5 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 221 22966,1 0,1991 3 3 7
AOAOV0G2Q7  Putative multifunctional chaperone 14-3-3 family OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 247 28134 0,2065 3 5 7
AOAOVOG4P0O  Putative prolyl endopeptidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 706 79699,6 0,1827 6 6 6
AOAOVOG5X5  Putative translation elongation factor 2 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 844 94620,4 0,0865 5 5 6
AOAOV0G4Q6  Putative puromycin-sensitive aminopeptidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 880 100660,2 0,0864 5 5 6
AOAOVOGA46  Putative heat shock protein 83 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 728 83586,2 0,0755 5 5 6
AOAOVOG5Y7  Putative chaperonin subunit 6a zeta OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 534 58389,5 0,1592 5 5 6
AOAOVOG2M9  Putative fatty acid-binding protein fabp OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 134 15211,9 0,2537 4 4 6
AOAOV0G2Z6  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 141 15258,6 0,3759 4 4 6
AOAOVOG2E8  Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 175 20138,6 0,3829 4 4 6
AOAOV0G537  Putative sulfotransferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 315 37043,1 0,1968 4 4 6
AOAOVOG2W8  Glutamine synthetase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 362 40655,1 0,2017 4 4 6
AOAOV0G4C4  Putative delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase mitochondrial OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 569 63318,9 0,1002 3 3 6
AOAOV0G4Q3  Putative vacuolar h+-atpase v1 sector subunit h OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 479 55148,7 0,0793 3 3 6
AOAOVOG2X2  Putative salivary lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 175 20030,1 0,2057 2 2 6
AOAOVOG5Y3  Putative dihydropteridine reductase dhpr/qdpr OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 235 25361,2 0,3702 5 5 5
AOAOV0G8Z9  Putative ecdysteroid kinase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 411 47488,7 0,1606 5 5 5
AOAOVOGDV4  Putative glutathione s-transferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 206 24063,6 0,2573 5 5 5
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AOAOVOG5K7  Putative ca2+-binding actin-bundling protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 890 102994,1 0,0674 4 4 5
AOAOVOG3B6  Putative 26s proteasome regulatory complex subunit rpnl/psmd2 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 891 98321 0,0673 4 4 5
D1IMWC7 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 199 23002,4 0,1759 4 4 5
AOAOVOG4MO  Putative carbonic anhydrase-like protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 260 29686,8 0,1038 4 4 5
AOAOV0G2G7  Putative triabin lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 169 19179,3 0,3254 3 3 5
AOAOVOG5A7  Putative alpha-ketoacid-coa transferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 462 494737 0,1861 3 3 5
AOAOV0G4J5  Putative uridylate kinase/adenylate kinase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 204 22402,5 0,2255 3 3 5
AOAOV0G3Z2  Putative enoyl-coa isomerase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 279 30768,7 0,1219 3 3 5
AOAOVOGC63  Putative serine protease inhibitor dipetalogastin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 333 36692,9 0,1892 3 3 5
AOAOVOG7Q5  Putative prophenoloxidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 716 81907 0,0601 3 4 5
D1MXA9 Similar to heme-binding protein, clone: L2G6 OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 135 15022,6 0,1407 2 2 5
AOAOV0G552  Proteasome subunit beta type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 258 28694,4 0,1318 2 2 5
AOAOVOG6KO  Putative transglutaminase/protease-like protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 691 78212 0,0796 4 4 4
AOAOV0G536  Putative mitochondrial succinate-semialdehyde dehydrogen (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 503 54841 0,1511 4 4 4
AOAOVOG4F2  Putative acetyl-coa hydrolase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 482 52356,6 0,1452 4 4 4
AOAOV0G652  Glutathione synthetase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 432 50411,9 0,1782 4 4 4
AOAOV0G404  Annexin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 321 35290,6 0,2399 4 4 4
AOAOVOG350  Putative heat shock 70 kDa protein cognate 5 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 637 69851,3 0,0706 4 4 4
AOAOVOG5Q2  Putative salivary lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 192 22013,9 0,0729 4 4 4
AOAOVOG3P6  Thioredoxin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 105 11697 0,4 4 4 4
AOAOV0G2S8  Putative cd73 ecto-5'-nucleotidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 425 47349,3 0,0353 3 3 4
AOAOVOG8A2  Putative gdp dissociation inhibitor OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 442 49838,2 0,1606 3 3 4
AOAOVOGBZ5  Putative dipeptidase amino acid transport and metabolism (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 386 42572,8 0,1192 3 3 4
AOAOVOG6W9  Putative wd40 repeat stress protein/actin OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 602 66228,2 0,1146 3 3 4
AOAOVOG7A9  Putative transglutaminase/protease-like protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 685 77610 0,0861 3 3 4
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AOAOV0G4K4  Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 230 25891,2 0,2739 3 3 4
AOAOV0G479  Putative phosphoinositide 3-kinase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 772 86575,3 0,0648 3 3 4
AOAOVOG4W9 Putative fumarylacetoacetate hydralase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 335 37225 0,0567 3 3 4
AOAOV0G4S9  Putative salivary lipocalin lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 164 18729 0,1768 3 3 4
AOAOV0G4Z9  Histone H2A (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 147 15704,6 0,1837 3 3 4
AOAOVOG5L7  Putative hydroxyacyl-coa dehydrogenase/enoyl-coa hydratase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 277 30662,1 0,1444 2 2 4
AOAOVOG3D9  Putative 26s proteasome regulatory complex subunit OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 464 53146,6 0,0819 2 2 4
AOAOV0G4J9  Putative salivary secreted kazaltype proteinase inhibitor OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 83 9357,3 0,3012 2 2 4
AOAOVOG8U1  Thymidine phosphorylase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 437 46664,1 0,103 2 2 4
AOAOVOG5V8  Putative delta-aminolevulinic acid dehydratase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 332 36567,5 0,0693 2 2 4
AOAOVOGD89  Putative lysozyme (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 122 13951 0,2869 2 2 4
AOAOVOG3R8 T-complex protein 1 subunit gamma (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 542 60157,7 0,0664 2 2 4
AOAOV0G525  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 109 11776,9 0,3486 2 2 4
AOAOVOG2Y1 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 543 62392,1 0,081 2 2 4
D1MWES5 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 194 22033,2 0,0464 1 1 4
AOAOVOG2G2  Putative serpin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 393 44105,1 0,1196 3 3 3
AOAOVOG2WO0 Putative fumarase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 465 50216,1 0,1075 3 3 3
AOAOVOG5G2  Putative glutaminyl cyclase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 342 38924,1 0,1667 3 3 3
AOAOVOG3B8  Putative aminopeptidase npepll OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 509 54718,8 0,0904 3 3 3
AOAOVOG8W6  Putative echinoderm microtubule-associated protein-like 1 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 871 95267,3 0,0861 3 3 3
AOAOVOG2X6  Putative cytochrome ¢ OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 108 11813,2 0,3426 3 3 3
AOAOV0G4L9  Putative cytochrome p450 cyp3/cyp5/cyp6/cyp9 subfamily protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 329 37475,1 0,1398 3 3 3
AOAOVOG3X1  Proteasome subunit alpha type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 234 25836,1 0,2607 3 3 3
AOAOVOG7GY9  Putative methylthioadenosine phosphorylase mtap OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 276 30264,8 0,1775 3 3 3
AOAOV0G356  Putative oxoprolinase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 1263 138636 0,0396 3 3 3
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AOAOVOG5W?2  Putative phosphoglucomutase/phosphomannomutase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 553 60931 0,0687 3 3 3
AOAOVOG2M6  Putative salivary secreted protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 169 18883,6 0,4142 3 3 3
AOAOVOG4P9  Putative prosaposin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 817 91753,9 0,0171 3 3 3
AOAOV0OG4L8  Putative chaperonin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 542 59281 0,0959 3 3 3
AOAOV0G2S7  ATP synthase subunit beta (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 520 55671,2 0,0846 3 3 3
AOAOV0G4U1  Putative vesicle coat complex copi gamma subunit (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 883 97581,1 0,0895 3 3 3
AOAOVOG4F6  Transaldolase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 322 35732 0,1025 3 3 3
AOAOVOG555  Putative aicar transformylase/imp cyclohydrolase/methylglyoxal synthase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 591 64767,5 0,0575 3 3 3
AOAOVOG575  Glutathione peroxidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 168 19119,6 0,3571 3 3 3
AOAOV0G515  Adenylate kinase OS=Triatoma dimidiata GN=Adk2 PE=3 SV=1 246 27759,2 0,2358 3 3 3
AOAOVOG5V3  Putative small heat shock protein hsp20 family OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 191 21344,8 0,2461 3 3 3
AOAOVOG5E2  Putative 20s proteasome regulatory subunit beta type psmb2/prel OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 197 22602,1 0,2335 2 2 3
AOAOV0G415  Putative 26s proteasome regulatory complex subunit rpn2/psmd1 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 891 98695,7 0,037 2 2 3
AOAOVOG3A8  Putative ubiquitin-conjugating enzyme OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 147 16649,4 0,2993 2 2 3
AOAOVO0G4G1  Putative calmodulin OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 149 16781,8 0,2215 2 2 3
AOAOV0G436  V-type proton ATPase subunit F OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 123 13758 0,2195 2 2 3
AOAOV0G3Z1  Putative 3-oxoacyl coa thiolase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 411 43056,3 0,0608 2 2 3
AOAOVOG4E8  Protein kinase c inhibitor (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 127 13867,3 0,3543 2 2 3
AOAOV0G4U3  Putative mitochondrial matrix protein p33 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 290 32247 0,1379 2 2 3
AOAOV0G4C2  Putative peroxiredoxin posttranslational modification (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 234 26307,7 0,1538 2 2 3
AOAOV0G548  Putative tata-binding protein-interacting protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 1244 138873,4 0,0241 2 2 3
AOAOVOG4F0  Putative ecdysteroid kinase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 402 46842 0,0473 2 2 3
AOAOVOG4R4  Putative microtubule-associated protein futsch (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 574 64015,1 0,0348 2 2 3
AOAOVOG5P5  Putative phosphoglycerate mutase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 255 28960,5 0,098 2 2 3
AOAOV0G398  Putative pfkb family carbohydrate kinase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 343 38082,6 0,102 2 2 3
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AOAOVOGCE2 Putative histone tail methylase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 568 65079,8 0,044 2 2 3
AOAOVOGAD6  Putative attractin and platelet-activating factor acetylhydrolase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 225 25575,1 0,1289 2 2 2
AOAOVOG2U3  Putative peroxiredoxin posttranslational modification (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 151 16133,3 0,0993 2 2 2
AOAOV0G428  Transgelin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 165 18164,3 0,0909 2 2 2
AOAOV0G301  Putative esterase and lipase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 543 61868,8 0,0387 2 2 2
AOAOVOG4T6  Ubiquitin-fold modifier 1 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 88 9360 0,3977 2 2 2
AOAOVOG571  Proteasome subunit beta type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 277 30332,4 0,0433 2 2 2
AOAOVOG4R0O  Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 1177 136754,7 0,0272 2 2 2
AOAOVOGES3  Putative polyprenyl synthetase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 351 40159,4 0,094 2 2 2
AOAOVOG5K4  Putative pyridoxamine 5'-phosphate oxidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 188 21307,5 0,0638 2 2 2
AOAOVOG3N8  Putative cytoskeletal protein adducin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 359 40121,2 0,1393 2 2 2
AOAOVOG7G8  Putative aspartyl/asparaginyl-trna synthetase translation OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 553 63421,9 0,0579 2 2 2
AOAOVOG8V3  Putative lysophospholipase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 202 21648 0,1287 2 2 2
AOAOV0G4Z8  Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 311 35725,3 0,1093 2 2 2
AOAOVOG6V7  Putative fumarylacetoacetase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 411 45426,7 0,0608 2 2 2
AOAOV0G662  Putative pyridoxal/pyridoxine/pyridoxamine kinase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 299 32692,2 0,0769 2 2 2
AOAOV0G4Y6  Putative vacuolar h+-atpase v1 sector subunit d OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 240 27016,8 0,125 2 2 2
AOAOV0G587  Putative puromycin-sensitive aminopeptidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 894 103770,4 0,0324 2 2 2
AOAOV0G4Z6  Superoxide dismutase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 216 24464,2 0,1898 2 2 2
AOAOV0G2J4  ATP synthase subunit alpha OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 551 59537,4 0,0363 2 2 2
AOAOV0OG4X5  Putative vesicle coat complex copii subunit sec13 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 287 32019,5 0,1324 2 2 2
AOAOVOG4N2  Putative thioredoxin and glutathione reductase selenoprotein OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 594 65153,9 0,0741 2 2 2
AOAOVOG5R2  Putative ras-related small gtpase rho type OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 193 21730,3 0,1192 2 2 2
AOAOV0G532  Putative leucine-rich acidic nuclear protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 255 29111,9 0,1216 2 2 2
AOAOVO0G6I8 Putative succinyl-coa synthetase alpha subunit (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 325 34136,2 0,1015 2 2 2
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AOAOVOG3HO Putative serine--trna ligase cytoplasmic (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 476  54389,5 0,1008 2 2 2
AOAOVOGE28 (I?itrj]gﬁli\;(:arg?z)gesn\ieltrahydrofolate dehydrogenase/methylenetetrahydrofolate cyclohydrolase (Fragment) OS=Triatoma 931  98890,3 00311 2 5 2
AOAOVOG7E1  Putative puromycin-sensitive aminopeptidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 859  97298,8 0,014 2 2 2
AOAOVOG5S8  Putative farnesoic acid o-methyltransferase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 305 33269,4 0,0656 2 2 2
AOAOV0G4S4  Malate dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 330 35948,6 0,0788 2 2 2
AOAOVOG5I9 g{J/t:aiive gdp-mannose pyrophosphorylase/mannose-1-phosphate guanylyltransferase OS=Triatoma dimidiata PE=4 423 465729 01324 2 5 2
AOAOVOG2TO  Putative electron transfer flavoprotein alpha subunit OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 330 34420,3 0,0818 2 2 2
AOAOVOGCQ3 Putative vacuolar h+-atpase v1 sector subunit c OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 389 447139 0,1542 2 2 2
AOAOV0G2Z1  Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 154  15939,9 0,0844 2 2 2
AOAOV0G549  Putative cytosolic juvenile hormone binding protein 36 kDa subunit (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 289 331295 0,1003 2 2 2
AOAOVOGAJO  Putative nitrophorin OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 207 23612 0,1304 2 2 2
AOAOV0G4X4  S-formylglutathione hydrolase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 286  31623,4 0,1294 2 2 2
AOAOVOGEG6 Calponin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 167 18844,6 0,1796 2 2 2
AOAOVOG752  Uroporphyrinogen decarboxylase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 355  39904,8 0,0592 1 1 2
AOAOV0G954  Putative formyltetrahydrofolate dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 494  53721,1 0,0628 1 1 2
AOAOVOG6M8  Putative rna-binding protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 182  20465,7 0,1044 1 1 2
AOAOV0G413  Tyrosine--tRNA ligase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 524  58487,5 0,0458 1 1 2
AOAOVOG5P2  Putative mevalonate pyrophosphate decarboxylase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 333 36958,7 0,0721 1 1 2
AOAOVOG5L3  Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 208 21576,1 0,0962 1 1 2
AOAOVOGAT1  Proteasome subunit alpha type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 246 27368,7 0,0813 1 1 2
D1MWD9 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 202 23332,7 0,0594 1 1 2
AOAOV0G4H2  Putative prokaryotic long-chain fatty acid coa synthetase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 569 62403,6 0,0404 1 1 2
AOAOV0G4Q1 Putative transglutaminase/protease-like protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 694 78530,6 0,0216 1 1 2
AOAOV0G493  Putative rab subfamily protein of small gtpase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 202 22656,5 0,0842 1 1 2
AOAOV0G462  Putative 26s protease regulatory subunit 6b-like protein OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 415 47007,2 0,0795 1 1 2
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AOAOVOG5F1  Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 500 53840,3 0,034 1 1 2
AOAOV0G437  Putative dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 235 25465,1 0,0936 1 1 2
AOAOVOGBE7  Putative ras-related gtpase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 184 20839,7 0,0652 1 1 1
AOAOVOG2F9  NADPH--cytochrome P450 reductase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 682 77158,7 0,022 1 1 1
AOAOVOG3R0O Putative phosphatidylethanolamine-binding protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 177 19962,1 0,0791 1 1 1
AOAOVOG6L7  Putative palmitoyl protein thioesterase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 300 34612,4 0,0733 1 1 1
AOAOVOG500  Putative rna polymerase ii transcriptional coactivator OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 113 12974,6 0,0885 1 1 1
AOAOV0OG579  Putative cytidine deaminase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 139 15347,5 0,223 1 1 1
AOAOVOG9F0Q  Putative pyridoxine OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 227 25563,6 0,163 1 1 1
AOAOVOG7A3  Putative fed tick salivary protein 8 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 226 26127,6 0,1283 1 1 1
AOAOVOG5Z5  ATP-citrate synthase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 102 119650,3 0,0194 1 1 1
AOAOV0G438  Putative 26s proteasome regulatory complex subunit OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 384 43474,8 0,0312 1 1 1
AOAOVOG7B3  Putative ubiquitin-conjugating enzyme e2-17 kDa (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 156 17701,2 0,1282 1 1 1
AOAOV0G2X8  D-3-phosphoglycerate dehydrogenase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 525 55949,7 0,0267 1 1 1
AOAOV0G4D7  Putative programmed cell death protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 843 93737,7 0,0439 1 1 1
AOAOVOGA53  Putative diamine acetyltransferase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 167 19521,9 0,0778 1 1 1
AOAOVOG3X9  Putative hydroxyacyl-coa dehydrogenase/enoyl-coa hydratase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 763 82058,5 0,0236 1 1 1
AOAOVOGB59  Putative f-actin capping protein beta subunit OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 275 30823,3 0,0909 1 1 1
AOAOVOG4P6  Annexin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 323 35728,4 0,0743 1 1 1
AOAOV0G4B4  Putative 26s proteasome regulatory complex subunit rpn11 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 311 34570,6 0,1125 1 1 1
AOAOV0G981  Putative aldo/keto reductase family OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 318 36160,6 0,0786 1 1 1
AOAOVOG580  Serine/threonine-protein phosphatase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 326 37245,6 0,0583 1 1 1
AOAOVOGEU9  Putative ubiquitin-protein ligase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 145 16712,8 0,1517 1 1 1
AOAOV0G4B1  Anion exchange protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 112 125549 0,0232 1 1 1
AOAOV0G589  Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 884 102501,6 0,0181 1 1 1
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AOAOV0G4M4  Putative thioredoxin and glutathione reductase selenoprotein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 509 55244,2 0,0413 1 1 1
AOAOV0OG803  Putative selenoprotein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 160 18351,2 0,0688 1 1 1
AOAOV0G642  Putative 26s proteasome regulatory complex subunit rpn7/psmd6é (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 375 42870,8 0,0693 1 1 1
AOAOVOG6DO0  Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 324 36197,4 0,0494 1 1 1
AOAOVOG5X6  Putative vacuolar protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 296 32188,9 0,0811 1 1 1
AOAOVOG7H5  Putative 5'-phosphoribosylglycinamide formyltransferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 999 107417,7 0,027 1 1 1
AOAOVOGBK?7  Putative dual-specificity protein kinase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 413 45174,8 0,0363 1 1 1
AOAOVOG5H8  Putative phosphoenolpyruvate carboxykinase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 600 66903,7 0,0267 1 1 1
AOAOVOG8D7  Adenylyl cyclase-associated protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 490 53066 0,0224 1 1 1
AOAOV0G4I9 Putative pterin carbinolamine dehydratase pcbd/dimerization cofactor of hnfl (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 135 15422,2 0,1333 1 1 1
AOAOVOG3D1 Putative glycine--trna ligase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 700 78556,1 0,0286 1 1 1
AOAOV0G368  T-complex protein 1 subunit delta OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 532 57201,4 0,032 1 1 1
AOAOVOG778  Putative sulfotransferase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 336 39878,3 0,0476 1 1 1
AOAOV0G376  Proteasome subunit alpha type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 250 27966,6 0,088 1 1 1
AOAOVOGCMS8  Putative kazal-type inhibitor (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 179 19648,5 0,1732 1 1 1
AOAOVOG306  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 204 22415,4 0,0588 1 1 1
AOAOV0G801  Putative diadenosine and diphosphoinositol polyphosphate phosphohydrolase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 138 16233,2 0,087 1 1 1
AOAOVOG3L7  Putative vesicle coat complex copi beta subunit (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 970 107706,6 0,0113 1 1 1
AOAOVOG3Al1l  Putative chloride intracellular channel exc-4 isoform x2 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 258 29674 0,0891 1 1 1
AOAOV0G522  Putative galactokinase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 442 48645,6 0,0362 1 1 1
AOAOVOG3U5  Putative chaperonin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 549 59821,7 0,0528 1 1 1
D1IMWF2 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 181 21206 0,0718 1 1 1
AOAOV0G4Q9  Putative purine nucleoside phosphorylase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 299 33141,7 0,097 1 1 1
AOAOVOG300  Putative eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3 x-linked OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 470 50755,1 0,0426 1 1 1
AOAOVOG2H6  Putative triabin-like lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 169 19481,2 0,0888 1 1 1
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AOAOVOG4LO  Putative aromatic-l-amino-acid/I-histidine decarboxylase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 476 53777,2 0,0294 1 1 1
AOAOV0G4J2  Putative f-actin capping protein alpha subunit OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 287 33039,5 0,0767 1 1 1
AOAOVOGAOQO7  Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 320 35449,9 0,0781 1 1 1
AOAOVOG9H1  Malic enzyme (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 555 617425 0,0468 1 1 1
AOAOV0G783  Putative vesicle coat complex copii subunit sec23 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 765 86109,7 0,034 1 1 1
AOAOVOG7N2  Methylthioribose-1-phosphate isomerase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 360 39369,5 0,0639 1 1 1
AOAOVOGB10 Putative camp-dependent protein kinase types i and ii regulatory subunit (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 373 42632,5 0,0456 1 1 1
AOAOV0G4K8  Proteasome subunit beta type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 274 30799,1 0,0511 1 1 1
AOAOVOG3U7  Putative peroxisomal 3-ketoacyl-coa-thiolase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 542 59182,8 0,0387 1 1 1
AOAOVOG3H2  Proteasome subunit beta type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 228 24477 0,0965 1 1 1
AOAOV0G7Z5  Putative phosphatidylinositol transfer protein sec14 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 288 33841,6 0,0486 1 1 1
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Tabela suplementar 2. Proteinas salivares putativas de T. dimidiata identificadas na amostra coletada 10 dias ap0s a alimentacéo
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AOAOVOGDS . . . Lo
7 Putative hexamerin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 624 72775,9 0,1699 11 11 33
QOAOVOGZG Putative serpin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 393 44105,1 0,1069 5 5 13
AOAOV0G481 S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 346 36748,3 0,3064 7 7 10
AOAOVOG2F9 NADPH--cytochrome P450 reductase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 682 77158,7 0,0367 2 2 3
QOAOVOGSE Putative 20s proteasome regulatory subunit beta type psmb2/prel OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 197 22602,1 0,2335 2 2 2
AOAOV0G440 Putative hydroxyacylglutathione hydrolase mitochondrial OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 296 32496,4 0,0743 1 1 3
QOAOVOGZQ Putative arylalkylamine n-acetyltransferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 223 249114 0,2018 3 3 15
AODAOVOGS5V  Putative |norgan|c [iyrophosphatase/nucleosome remodeling factor subunit nurf38 (Fragment) OS=Triatoma 288 329344 0,0972 1 1 6
0 dimidiata PE=4 SV=1
AOAOVOG3LA P‘utgtl_ve bastiment lnembrane-specmc heparan sulfate proteoglycan core protein (Fragment) OS=Triatoma 2292 253391, 01178 17 17 61
dimidiata PE=4 SV=1 1
AOAOVOG5R . . . . _ _
3 Putative vacuolar h+-atpase v1 sector subunit a OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 613 676745 0,2594 11 11 34
AOAOV0G546 Putative metalloexopeptidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 478 534414 0,4623 14 14 42
?OAOVOG?D Glucosamine-6-phosphate isomerase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 268 30438,6 0,1567 2 2 4
?‘OAOVOGZG Putative triabin lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 169 19179,3 0,3373 7 7 23
S‘OAOVOGZW Putative fumarase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 465 50216,1 0,0452 2 2 7
AOAOVOG6L7 Putative palmitoyl protein thioesterase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 300 346124 0,0733 1 1 2
Q‘OAOVOGZU Putative peroxiredoxin posttranslational modification (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 151 16133,3 0,3775 5 5 9
QOAOVOGZS Putative cd73 ecto-5'-nucleotidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 425 473493 0,1529 5 5 14
AOAOV0G808 Putative parvulin-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 124 13655,1 0,0968 1 1 2
ROROVOGBR by ative small heat shock protein OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 186 214201  0,2527 3 3 5
AOAOVOGFI2 Putative secreted protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 144 15617,8 0,0903 1 1 2
D1IMWD8 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 203 23343,9 0,064 3 3 10
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SOAOVOG3R 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 380 42540,6 0,0711 2 2 3
'ZA‘OAOVOGSG Putative glutaminyl cyclase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 342 38924,1 0,1345 3 3 12
HOROVOGIW Gitrate synthase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 470 518818 0,051 2 2 3
AOAOVOG500 Putative rna polymerase ii transcriptional coactivator OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 113 12974,6 0,2035 2 2 5
QOAOVOGAF Putative oxysterol-binding protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 749 85679,9 0,0721 3 3 6
AOAOV0G752 Uroporphyrinogen decarboxylase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 355 39904,8 0,0592 2 2 2
¢OA0VOGSA Putative alpha-ketoacid-coa transferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 462 494737 0,2359 6 6 13
AOAOV0G415 Putative 26s proteasome regulatory complex subunit rpn2/psmd1 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 891 98695,7 0,0404 2 2 7
S‘OAOVOGSP Putative 26s proteasome regulatory complex atpase rpt6 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 400 45097,7 0,035 1 1 2
AOAOV0G428 Transgelin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 165 18164,3 0,1758 3 3 10
SOAOVOGsS Putative tomosyn OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 1054 1145391’ 0,0275 1 1 2
AOAOV0G337 Putative ubiquitin regulatory protein ubxd2 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 545 61126 0,0239 2 2 4
QOAOVOGSE Putative hsp90 co-chaperone p23 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 174 19598,4 0,0575 1 1 3
S‘OAOVOGBH Putative thioredoxin peroxidase 1 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 219 24674,3 0,1142 1 1 3
AOAOV0G5Z5 ATP-citrate synthase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 1084 119650?; 0,0194 1 1 2
AOAOVOG2I5 Putative tubulin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 447 50180,2 0,5996 16 16 54
QOAOVOGZW Catalase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 504 56757,4 0,2917 12 12 31
AOAOV0G916 Putative glycosyl transferase family 8 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 607 62457 0,1334 5 5 15
';‘OAOVOG3V Pyruvate kinase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 536 58344.,4 0,1381 7 7 11
AOAOV0G438 Putative 26s proteasome regulatory complex subunit OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 384 43474,8 0,0781 2 2 3
AOAOV0G561 Putative ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 1049 11691% 0,1268 9 9 12
QOAOVOGA'P Putative prolyl endopeptidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 706 79699,6 0,068 3 3 9
QOAOVOGZR Putative transitional endoplasmic reticulum atpase ter94 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 803 892284 0,1009 6 6 10
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AOAOV0G386 Putative actin-2 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 376 41740,8 0,2527 7 7 25
Q‘OAOVOG?B Putative ubiquitin-conjugating enzyme e2-17 kDa (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 156 17701,2 0,25 2 2 5
AOAOV0GA4T6 Ubiquitin-fold modifier 1 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 88 9360 0,3977 2 2 3
AOAOV0OG6J0 Putative rab subfamily protein of small gtpase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 213 23268,8 0,1174 2 2 5
QOAOVOG3A Putative ubiquitin-conjugating enzyme OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 147 16649,4 0,1973 3 3 7
AOAOVOG6L2 Putative 26s proteasome regulatory complex subunit OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 382 41280,4 0,0471 2 2 2
D1IMWC6 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 196 22209,2 0,1173 8 8 25
'l“OAOVOG3R Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 220 236884 0.6 23 23 239
QOAOVOGQR Putative adaptor protein enigma OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 467 51734,2 0,0771 2 2 13
AOAOV0G435 Putative ca2+-binding actin-bundling protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 2414 2782575’ 0,0389 5 5 7
QOA°V°G3B Putative aminopeptidase npepl1 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 509 547188 0,053 2 2 3
;‘OAOVOGGM Putative proteasome assembly chaperone 1 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 260 29834,8 0,0692 1 1 3
20AOVOG7P Putative carboxypeptidase inhibitor smci (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 1219 1369888’ 0,0812 4 4 15
AOAOV0G702 Putative carbonic anhydrase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 271 30253,8 0,203 3 3 9
S‘OAOVOGGK Putative transglutaminase/protease-like protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 691 78212 0,0941 4 4 7
AOAOV0OG571 Proteasome subunit beta type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 277 30332,4 0,0542 1 1 1
AOAOV0G4J5 Putative uridylate kinase/adenylate kinase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 204 22402,5 0,201 3 3 6
fOAOVOGSN Aconitate hydratase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 892 977204  0,0291 3 3 3
QOAOVOG3D Putative spectrin beta chain-like protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 2439 2810496’ 0,0074 3 3 7
POAOVOGSS  pytative metallopeptidase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 386 430202 0,044 1 1 2
Q‘OAOVOGBK Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 233 25234,7 0,103 1 1 1
QOAOVOG]'Y Putative salivary lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 155 17617,9 0,8129 29 29 417
AOAOV0G780 Putative niemann-pick type c2 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 147 16655,2 0,2313 3 3 10
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?OAOVOGZA Putative trypsin-like protease (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 277 30777,9 0,5704 32 32 133
QOAOVOGSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 333 35775,2 0,3814 8 8 24
S‘OAOVOG4R Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 1177 1367547’ 0,0212 2 2 4
1OROVOBAE b tative calmodulin OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 149 167818  0,2953 3 3 13
S‘OAOVOGZM Putative fatty acid-binding protein fabp OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 134 152119 0,5149 12 12 33
QOAOVOGZX Putative cytochrome ¢ OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 108 11813,2 0,2685 3 3 10
AOAOV0G954 Putative formyltetrahydrofolate dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 494 53721,1 0,0628 1 1 3
QOAOVOGZX D-3-phosphoglycerate dehydrogenase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 525 55949,7 0,0267 1 1 2
?OAOVOGZN Putative angiotensin i-converting enzyme (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 430 49852 0,3302 12 12 39
QOAOVOGSS Putative chaperonin 10 kd subunit (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 103 11166,1 0,2621 2 2 5
QOAOVOGSY Putative dihydropteridine reductase dhpr/gdpr OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 235 25361,2 0,3277 4 4 7
QOAOVOG‘?R Putative acyl-coa binding protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 89 10043 0,2022 1 1 1
D1MXA8 Similar to trypsin, clone: L2E3 OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 134 14356 0,4179 5 5 141
QOAOVOGA'Q Putative puromycin-sensitive aminopeptidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 880 1006602’ 0,0648 5 5 12
QOAOVOGQW Putative peroxiredoxin posttranslational modification (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 217 242894 0,1382 2 2 5
AOAOV0G981 Putative aldo/keto reductase family OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 318 36160,6 0,1164 2 2 8
AOAOVOG9I7 Putative phosphatidylinositol transfer protein sec14 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 311 36404,1 0,0547 1 1 1
SAOAOVOGSC Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 1710 1878414 0,0123 1 1 1
AOAOV0G531 Putative proteasome beta type-1 subunit OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 215 23640,8 0,0651 1 1 3
AOAOV0G2Z6 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 141 15258,6 0,2979 3 3 6
POROVOGBA by tative gap dissociation inhibitor OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 442 498382  0,2602 7 7 18
POROVOGEY. putative tubulin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 450 500556  0,3622 14 14 35
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AOAOVOG3F6 Putative vacuolar h+-atpase v1 sector subunit b (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 495 54925,1 0,1333 4 4 10
AOAOV0G426 Putative heat shock 70 kDa protein cognate 2 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 628 68645,1 0,1465 9 9 29
QOAOVOGDO Putative acyl-coa-binding protein 5 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 87 9907,2 0,3793 2 2 8
QOAOVOG4R Putative vesicle coat complex copii subunit sec31 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 1027 1124041’ 0,0419 3 3 6
'BO‘OAOVOGBV Putative lysophospholipase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 202 21648 0,1584 2 2 6
ADAOVOG4C ) . . . o o e

4 Putative delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase mitochondrial OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 569 63318,9 0,0351 1 1 2
S‘OAOVOGEU Putative ubiquitin-protein ligase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 145 16712,8 0,1517 1 1 1
'S‘OAOVOGZY Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 118 12529,1 0,1864 1 1 3
fOAOVOG“C Putative transketolase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 612 66296  0,2092 8 8 20
QOAOVOGAP Aminomethyltransferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 386 424838  0,2591 6 6 22
']O_‘OAOVOG3X Proteasome subunit alpha type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 234 25836,1 0,2265 3 3 8
';‘OAOVOGGV Putative fumarylacetoacetase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 411 45426,7 0,1606 5 5 8
AOAOV0G436 V-type proton ATPase subunit F OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 123 13758 0,3252 2 2 3
QOAOVOGSY Putative sugar phosphatase had superfamily protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 276 31061 0,0688 1 1 1
S‘OAOVOG3D Putative 26s proteasome regulatory complex subunit OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 464 53146,6 0,1552 5 5 9
Q‘OAOVOGZE Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 175 20138,6 0,2114 4 4 23
POROVOGAA  profilin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 126 137621  0,4048 3 3 12
AOAOVOG4F2 Putative acetyl-coa hydrolase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 482 52356,6 0,1037 5 5 7
AOAOV0G537 Putative sulfotransferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 315 37043,1 0,2159 5 5 14
AOAOV0G642 Putative 26s proteasome regulatory complex subunit rpn7/psmd6 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 375 42870,8 0,0427 1 1 4
AOAOV0G3Z1 Putative 3-oxoacyl coa thiolase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 411 43056,3 0,0925 2 2 5
';‘0AOVOGB3 Putative prophenoloxidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 687 79507,9 0,2271 10 10 24
AOAOV0G474 Putative s10e ribosomal protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 158 18168,4 0,0823 1 1 2
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¢OAOVOGSK Putative ca2+-binding actin-bundling protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 890 102994i 0,0382 2 2 2
AOAOV0G766 Putative casein kinase substrate phosphoprotein pp28 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 184 20875,6 0,0815 1 1 3
QOAOVOGGD Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 324 36197,4 0,0864 2 2 6
QOAOVOGSX Putative vacuolar protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 296 32188,9 0,0811 1 1 2
AOAOV0G652 Glutathione synthetase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 432 50411,9 0,0787 2 2 3
Z\OAOVOGsP Putative 60 kDa heat shock protein mitochondrial OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 571 60737 0,1401 6 6 16
'S‘OAOVOGAP Vacuolar protein sorting-associated protein 29 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 182 20476,5 0,0714 1 1 3
AOAOV0G823 Putative dihydroorotase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 466 50566,5 0,0494 1 1 4
S‘OAOVOGGU Putative cysteine--trna ligase cytoplasmic OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 720 82605 0,0222 1 1 1
AOAOVOG3F9 Putative ubiquitin-conjugating enzyme e2 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 153 17483,8 0,1699 2 2 6
AOAOV0G314 Putative 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase mitochondrial OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 292 31265,9 0,2329 4 4 9
QOAOVOGZG Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 190 22077,1 0,1053 6 6 21
QOAOVOGZY Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 204 22263,7 0,5784 13 13 99
AOAOVOGAI9 ll;tétilg\/sevpltirin carbinolamine dehydratase pcbd/dimerization cofactor of hnfl (Fragment) OS=Triatoma dimidiata 135 154222 02296 3 3 6
Z‘OAOVOGDV Putative glutathione s-transferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 206 24063,6 0,1311 2 2 6
QOAOVOG3B Putative 26s proteasome regulatory complex subunit rpnl/psmd2 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 891 98321 0,0842 4 4 5
?OAOVOGBZ Putative dipeptidase amino acid transport and metabolism (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 386 42572,8 0,1166 3 3 4
SAOAOVOG"'E Protein kinase ¢ inhibitor (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 127 138673  0,3543 2 2 4
30A0V0G7G Putative methylthioadenosine phosphorylase mtap OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 276 30264,8 0,1775 4 4 8
AOAOV0G404 Annexin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 321 35290,6 0,19 4 4 5
QOAOVOGBK Putative dual-specificity protein kinase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 413 451748 0,0387 1 1 1
AOAOV0G662 Putative pyridoxal/pyridoxine/pyridoxamine kinase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 299 32692,2 0,1371 2 2 3
AOAOVOG5K  Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 238 262314 0,0798 1 1 2
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AOAOV0G4J9 Putative salivary secreted kazaltype proteinase inhibitor OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 83 9357,3 0,2169 11 11 57
¢OAOVOGZU Aspartate aminotransferase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 413 463375 0,2034 7 7 14
S‘OAOVOGSG Glucose-6-phosphate isomerase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 555 62796,3 0,2577 9 9 24
Q‘OAOVOGSS Phosphoglycerate kinase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 428 46377,1 0,2921 11 11 20
Z\OAOVOG3S ElIJEt:a‘tlivSeVg:nll-cdeB?ell ¢d05353 hydroxyacyl-coa-like dh sdr c-like protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata 717 77909 03515 17 17 40
QOAOVOGM Putative heat shock protein 83 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 728 835862  0,1016 7 7 18
D1IMWE4 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 195 22598 0,1795 4 4 14
SOAOVOG?A Putative transglutaminase/protease-like protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 685 77610 0,035 2 2 5
?OAOVOGGC Putative pyridoxal 5-phosphate OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 251 28302,3 0,0797 2 2 6
SOAOVOGGW Putative wd40 repeat stress protein/actin OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 602 66228,2 0,0781 2 2 7
'l“OAOVOGSU Thymidine phosphorylase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 437 466641  0,0503 1 1 3
AOAOV0G552 Proteasome subunit beta type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 258 28694,4 0,3101 4 4 13
AOAOV0G3Z2 Putative enoyl-coa isomerase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 279 30768,7 0,1505 3 3 3
?OAOVOGCZ Putative tumor necrosis factor (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 321 36796,1 0,0779 2 2 5
QOAOVOG‘?V Putative chaperonin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 540 58780,5 0,1667 5 5 13
AOAOV0G778 Putative sulfotransferase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 336 39878,3 0,0506 1 1 1
QOAOVOGA'Y Putative vacuolar h+-atpase v1 sector subunit d OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 240 27016,8 0,0792 3 3 3
'S‘OAOVOGZW Putative hydrolase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 226 25178,3 0,4912 9 9 27
AOAOV0G1Z1 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 228 25954,3 0,307 8 8 29
AOAOV0G368 T-complex protein 1 subunit delta OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 532 57201,4 0,0771 5 5 9
QOAOVOGA'C Putative peroxiredoxin posttranslational modification (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 234 26307,7 0,0897 1 1 6
8AOA0VOG4A Putative actin-depolymerizing factor 1 OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 148 16940,4 0,4932 8 8 20
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QOAOVOG3W Putative nadp-dependent isocitrate dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 397 449519 0,3199 11 11 30
S‘OAOVOGSW Putative phosphoglucomutase/phosphomannomutase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 553 60931 0,0868 3 3 5
AOAOV0G373 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 228 254127 0,6009 20
QOAOVOGA'K Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 230 25891,2 0,187 2 2 10
QOAOVOGA'Q Putative vacuolar h+-atpase v1 sector subunit h OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 479 55148,7 0,0564 2 2 3
AOAOV0G376 Proteasome subunit alpha type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 250 27966,6 0,06 2 2 6
D1MX91 Similar to biogenic amine-binding protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 206 23344,9 0,0534 1 1 3
D1IMWC5 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 221 22966,1 0,2172 4 4 19
AOAOV0G4Z6 Superoxide dismutase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 216 24464,2 0,0602 1 1 3
AOAOV0G413 Tyrosine--tRNA ligase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 524 58487,5 0,1031 3 3 3
AOAOV0G3J5 Putative inositol polyphosphate 5-phosphatase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 315 36118,8 0,7048 44 44 344
AOAOVOG3LO Putative transcriptional regulator dj-1 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 219 234923 0,4612 9 9 19
AOAOVOG5L3 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 208 21576,1 0,2933 4 4 15
QOAOVOGSP Putative mevalonate pyrophosphate decarboxylase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 333 36958,7 0,0991 2 2 4
?OAOVOG4X Putative vesicle coat complex copii subunit sec13 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 287 320195 0,0801 1 1 1
AOAOV0G350 Putative heat shock 70 kDa protein cognate 5 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 637 69851,3 0,044 2 2 4
AOAOVOGS01 g{J/tjiive diadenosine and diphosphoinositol polyphosphate phosphohydrolase OS=Triatoma dimidiata PE=4 138 162332 01957 5 5 5
QOAOVOGBC Putative gamma interferon inducible lysosomal thiol reductase gilt (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 186 20902,5 0,1183 1 1 1
AOAOV0G671 Putative molecular co-chaperone stil (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 542 61046,3 0,0369 1 1 3
QOAOVOGlY Putative triabin lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 155 17712 0,5226 13 13 131
AOAOV0G306 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 204 224154 0,1569 4 4 7
'7AOA0VOG2R Putative mucin-2 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 3651 4067494 0,1569 36 36 111
QOAOVOGA'D Putative methylmalonate semialdehyde dehydrogenase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 523 56373,9 0,153 5 5 7
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AOAOV0G3Q o o - o e

3 Putative inactive protein kinase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 238 26007,4 0,3487 7 7 22
QOAOVOGZM Putative salivary secreted protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 169 18883,6 0,1183 2 2 3
AOAOVOGAT1 Proteasome subunit alpha type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 246 27368,7 0,2561 4 4 12
QOAOVOGA'W Putative fumarylacetoacetate hydralase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 335 37225 0,0925 2 2 5
?OAOVOG3A Putative chloride intracellular channel exc-4 isoform x2 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 258 29674 0,0465 2 2 3
QOAOVOGSQ Putative salivary lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 192 22013,9 0,2448 5 5 11
QOAOVOGSV Putative delta-aminolevulinic acid dehydratase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 332 36567,5 0,1416 4 4 9
AOAOV0G479 Putative phosphoinositide 3-kinase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 772 86575,3 0,0181 1 1 2
QOAOVOGZN Putative triabin lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 164 18350  0,4268 8 8 85
QOAOVOGDB Putative lysozyme (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 122 13951  0,4098 3 3 7
QOAOVOG3R T-complex protein 1 subunit gamma (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 542 60157,7 0,1218 4 4 14
AOAOV0G345 Putative enolase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 432 47164,2 0,2523 9 9 24
D1IMWE2 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 180 20280,2 0,0944 2 2 9
AOAOV0GA4L8 Putative chaperonin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 542 59281 0,1458 5 5 12
AOAOV0G611 Putative secreted protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 136 14945 0,2426 2 2 5
QOAOVOGGH Putative nuclear envelope protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 566 65148,2 0,0371 1 1 4
?OAOVOGA'U Putative vesicle coat complex copi gamma subunit (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 883 97581,1 0,0283 1 1 1
QOAOVOGA'E Putative thioredoxin-like protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 287 32200,2 0,0592 1 1 1
AOAOV0G578 Putative muscle lim protein mip84b OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 453 48530,4 0,1876 7 7 23
AOAOV0G522 Putative galactokinase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 442 48645,6 0,0362 1 1 4
SOAOVOG4P Putative prosaposin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 817 91753,9 0,0171 3 3 7
QOAOVOGSU Putative salivary secreted protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 531 618224 0,1073 6 6 13
AOAOVOG6I8 Putative succinyl-coa synthetase alpha subunit (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 325 34136,2 0,0492 1 1 5
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5 Putative prophenoloxidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 716 81907 0,1369 5 5 11
Q‘OAOVOGSY Small ubiquitin-related modifier OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 94 10559,2 0,1277 1 1 3
ROROVOG3U " pytative chaperonin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 549 598217  0,0455 3 3 7
QOAOVOG% Proteasome subunit alpha type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 246 27338,9 0,0528 1 1 2
QOAOVOG3N Malate dehydrogenase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 341 359412  0,4985 9 9 18
AOAOVOG4H . . . . iy . _ _

2 Putative prokaryotic long-chain fatty acid coa synthetase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 569 62403,6 0,0281 2 2 4
D1IMWC4 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 214  24199,1 0,0561 3 3 42
QOAOVOGSA Putative medium subunit of clathrin adaptor complex OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 512 57181,6 0,0938 3 3 7
DIMWF2 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 181 21206 0,1381 2 2 6
POROVOGAR  Giycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)] OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 355 391586  0,0338 1 1 3
AOAOV0OG555 Putative aicar transformylase/imp cyclohydrolase/methylglyoxal synthase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 591 64767,5 0,0525 3 3 5
AOAOV0G532 Putative leucine-rich acidic nuclear protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 255 29111,9 0,1255 2 2 8
QOAOVOG3K Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 198 22470,1 0,5253 19 19 89
QOAOVOG4N Putative aminopeptidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 465 50380,2 0,2237 7 7 16
QOAOVOGZH Putative triabin-like lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 169 194812  0,1598 3 3 6
Q‘OAOVOG3H Putative serine--trna ligase cytoplasmic (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 476 54389,5 0,1197 3 3 6
QOAOVOGZH Putative salivary lipocalin 4 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 165 18212,8  0,5939 18 18 95
?OAOVOGE Putative puromycin-sensitive aminopeptidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 859 97298,8 0,0279 1 1 1
AOAOVOG575 Glutathione peroxidase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 168 19119,6 0,1012 1 1 5
AOAOV0G4J2 Putative f-actin capping protein alpha subunit OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 287 33039,5 0,1359 2 2 4
4AOA0VOGZP Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 153 16415,9 0,3791 4 4 12
AOAOVOG4L0 Putative aromatic-l-amino-acid/I-histidine decarboxylase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 476 537772 0,063 1 1 3
AOAOV0G666 Putative titin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 1430 168821, 0,0133 1 1 1
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QOAOVOGSW Putative k-similarity type rna binding protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 537 56703,4 0,0317 1 1 1
QOAOVOGSP Putative phosphoglycerate mutase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 255 28960,5 0,1216 3 3 8
?OAOVOGQH Malic enzyme (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 555 617425 0,1171 4 4 8
'Z‘OAOVOGA'R Putative microtubule-associated protein futsch (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 574 64015,1 0,0819 7 7 18
QOAOVOGZX Putative salivary lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 175 20030,1 0,2629 4 4 18
D1IMWC7 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 199 23002,4 0,0603 3 3 11
S‘OAOVOGA'M Putative carbonic anhydrase-like protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 260 29686,8 0,1654 6 6 17
QOAOVOG4H Phosphotransferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 441 49139,1 0,034 1 1 5
QOAOVOGSS Putative farnesoic acid o-methyltransferase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 305 33269,4 0,0656 1 1 2
']O_‘OAOVOGA'Q Putative transglutaminase/protease-like protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 694 78530,6 0,0432 3 3 4
'20A0V0G4S Malate dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 330 359486  0,1303 3 3 6
AOAOV0G658 Putative rho gdp-dissociation inhibitor OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 207 23521 0,0821 2 2 6
QOAOVOG3V Putative fructose-16-bisphosphatase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 344 37657,2 0,2965 6 6 8
i‘OAOVOGDQ Putative trypsin-like serine protease (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 195 21394,8 0,0923 1 1 3
?OAOVOGA'R Putative myosin regulatory light chain 2-like protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 204 22308,2 0,1422 2 2 7
QOAOVOG?R Serine/threonine-protein phosphatase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 309 35477,3 0,068 1 1 2
POAOVOGSY " putative chaperonin subunit 6a zeta OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 534 583895  0,1798 5 5 12
D1IMWB9 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 167 18630,1 0,1078 5 5 15
",:‘OAOVOGCG Putative serine protease inhibitor dipetalogastin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 333 36692,9 0,1622 4 4 13
QOAOVOGZN Putative 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 185 20482,6 0,5081 8 8 21
?OAOVOGSD Putative short-chain dehydrogenase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 251 26769 0,0518 1 1 2
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AOAOV0G525 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 109 11776,9 0,2752 2 2 6
AOAOV0G431 Putative serine/threonine-protein kinase kinx OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 406 43533,5 0,0936 4 4 10
AOAOV0G383 Putative death-associated protein 1 dap-1 OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 105 11394,7 0,1143 1 1 3
AOAOV0G452 Putative secreted protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 175 20126,6 0,08 1 1 2
QOAOVOG3P Thioredoxin OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 105 11697 0,3143 2 2 6
QOAOVOWQ Putative myotrophin OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 116 125845  0,2069 1 1 3
QOAOVOGA'K Proteasome subunit beta type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 274 30799,1 0,0511 1 1 4
AOAOVOG5I9 Eét:‘tli\gevg:dlp-mannose pyrophosphorylase/mannose-1-phosphate guanylyltransferase OS=Triatoma dimidiata 423 465729 0,0307 5 5 3
AOAOV0G398 Putative pfkb family carbohydrate kinase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 343 38082,6 0,0671 1 1 3
QOAOVOGMN Putative elongation factor 1-gamma OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 425 48442,3 0,24 8 8 26
QOAOVOGZH Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 194 221079  0,3093 8 8 26
QOAOVOGGE Proteasome subunit beta type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 206 22999,6 0,1117 2 2 6
QOAOVOGSV Putative small heat shock protein hsp20 family OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 191 213448 0,3665 5 5 10
S‘OAOVOG4X Putative aldo-keto reductase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 245 27531,3 0,298 4 4 8
¢OAOVOG3U Putative peroxisomal 3-ketoacyl-coa-thiolase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 542 59182,8 0,048 2 2 6
AOAOV0G357 Putative sulfotransferase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 332 387625 0,0331 1 1 3
QOAOVOGZW Glutamine synthetase (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 362 406551  0,1243 6 6 19
fOAOVOGZY Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 543 62392,1 0,0442 1 1 2
AOAOVO0G573 Putative creatine kinase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 356 40080,2 0,4382 14 14 50
QOAOVOGAC gtj/t:aiive failed axon connections fax protein/glutathione s-transferase-like protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 377 437039 0122 5 5 8
20A0V0G4P Putative nucleotide excision repair factor nef2 rad23 component OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 334 36156 0,0479 1 1 3
D1MWD6 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 203 23648,5 0,064 2 2 5
?OAOVOG3H Proteasome subunit beta type OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 228 24477 0,0965 1 1 2
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QOAOVOGCQ Putative vacuolar h+-atpase v1 sector subunit c OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 389 447139 0,0694 1 1 3
AOAOVOG549 gtJ/t:aiive cytosolic juvenile hormone binding protein 36 kDa subunit (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 289 331295 01972 5 5 14
D1IMWC1 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 239 26799,2 0,1213 4 4 116
QOAOVOGQB Zilrjrgﬁli\;?ab}fg:zsg\r):tle 3'-nucleotidase bpntl/inositol polyphosphate 1-phosphatase (Fragment) OS=Triatoma 305 325619 0.2689 7 7 14
AOAOV0G7Z5 Putative phosphatidylinositol transfer protein sec14 (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 288 33841,6 0,1458 3 3 5
AOAOV0G2Z1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 154 15939,9 0,7403 8 8 41
AOAOVOGAJO Putative nitrophorin OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 207 23612 0,1981 2 2 3
HOROVOGZP by tative xaa-pro dipeptidase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 502 55197,9  0,0558 1 1 4
'Z‘OAOVOGA'X S-formylglutathione hydrolase OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 286 316234 0,2273 4 4 10
QOAOVOGEG Calponin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 167 18844,6 0,1796 2 2 5
D1IMWC3 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 197 22193,8 0,2538 4 9 143
QOAOVOGZK Uncharacterized protein (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 157 17537,4 0,5924 9 14 202
2‘0A0VOG4R Putative gtp-binding adp-ribosylation factor-like protein arll OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 182 20674,6 0,3077 3 4 10
QOAOVOGSK Putative gtp-binding adp-ribosylation factor-like protein arll OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 180 20540,7 0,1444 1 2 4
AOAOV0G714 Putative multifunctional chaperone 14-3-3 family OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 254 289424 0,2047 4 5 10
?OAOVOGZQ Putative multifunctional chaperone 14-3-3 family OS=Triatoma dimidiata PE=3 SV=1 247 28134 0,2591 6 7 18
QOAOVOGA'M Putative triabin OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 148 16617,2 0,5743 21 23 362
D1MWB8 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 178 19843,8 0,2191 2 10 88
DIMWF1 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 177 19772,6 0,2938 9 18 165
AOROVOGZK " pytaive triabin lipocalin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 152 172134  0,4342 18 19 101
AOAOVOGA4L1 Putative triabin (Fragment) OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 145 16417 0,4 11 12 90
D1MWB5 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 198 22506,7 0,5202 7 15 286
D1IMWB7 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 197 221127 0,5228 25 34 346
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#Unique

Lengh Cobertur Peptide Sequenc Spectru
Identificagcdo Descricao t Mol/Wt a S e Count m Count
AO0AOVOG2V ) . I . _ _
8 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=4 SV=1 198 22635,8 0,6818 20 33 447
DiMWB4 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 177 19795,8 0,1582 6 7 47
D1MWB2 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 177 19914,8 0,1808 5 6 43
DiIMWB1 Uncharacterized protein OS=Triatoma dimidiata PE=2 SV=1 177 20010,9 0,1299 5 6 26
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23/06/2016 NCBI Conserved Domain Search

Conserved
Domains

9EE =
==t NewSearch | Structure Home | 3D Macromolecular Structures | Conserved Domains | Pubchem | BioSystems ||
. H 7
Conserved domains on [lcljQuery 86212] View |Standard Results v
RnSigp
’ Zoom to residue level Q
1 25 80 s 100 125 150 175 200 220
Query seq, it
Specific hits SCP_euk
Hon-specific SCP
hits CAP
Superfanilies SCP superfamily
Hulti-donains PLNO2350
Search for similar domain architectures | Refine search |
Name Accession Description Interval E-value
SCP_euk cd05380 SCP_euk: SCP-like extracellular protein domain, as found mainly in eukaryotes. This family ... 35-181 3.27e-48
SCP smart00198  SCP/Tpx-1/Ag5 /PR-1/8Sc7 family of extracellular domains; Human glioma ... 33-182 1.45e-44
CAP pfam00188 Cysteine-rich secretory protein family; This is a large family of cysteine-rich secretory ... 39-180 8.20e-22
PLN02350 PLN02350 phosphogluconate dehydrogenase (decarboxylating) 13-84 4.81e-03
Blast search parameters
Data Source: Live blast search RID = PRJW84XE0Q1R
User Options: Database: CDSEARCH/cdd v3.14 Low plexity filter: no Composition Based Adjustment: yes E-value threshold: 0.01 Maximum number of hits: 500
References:

I Marchler-Bauer A et al. (2015), "CDD: NCBI's conserved domain database.", Nucleic Acids Res.43(D)222-6.

1 Marchler-Bauer A et al. (2011), "CDD: a Conserved Domain Database for the functional annotation of proteins.”, Nucleic Acids Res.39(D)225-9.
I\ Marchler-Bauer A et al. (2009), "CDD: specific functional annotation with the Conserved Domain Database.", Nucleic Acids Res.37(D)205-10.

1 Marchler-Bauer A, Bryant SH (2004), "CD-Search: protein domain annotations on the fly.", Nucleic Acids Res.32(W)327-331.
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TargetP 1.1 Server - prediction results

AL Technical University of Denmark

### targetp v1.1 prediction results #HHHEHHHEE R HEHEE R
Number of query sequences: 1

Cleavage site predictions included.

Using NON-PLANT networks.

Name Len mTP SP other Loc RC TPlen
rf 220 0.023 0.923 0.065 S 1 19
cutoff 0.000 ©0.000 0.000

Explain the output. Go back.

http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/webface2.fcgi?jobid=576A986D 00006 133B2992E 34&wait=20


http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP-1.1/output.html
javascript:history.back()
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220 rf

NetPhos 2.0 Server - prediction results

NetPhos 2.0 Server - prediction results

Technical University of Denmark

CBS

MHPFIQILLTALAIKCALSCQGGQVINREVSPEEQQLILDVHNRYRQAIALGKIRGQPTGSNMIEMSWDDELANMAQQWA
DNCVFKHDTNIRRTSRRFPVGQNLAISWSSPTPNKYGEAAEWAAQIRNWFNEVYTSGNDIKKSGHYTQVVWGDSYLVGCG
YTYYKDPRKNGYVKLYVCNYGPAGNVIGEPPYIEGTPGCDRSDLKPSSSYLGLCDFVDYG

................................................................. Seiiiiiiii
............. 1S T T 2 9 T 2T 2T
A | T | A L Seiiiiiiii.,
Phosphorylation sites predicted: Ser: 7 Thr: 2 Tyr: 8
Serine predictions
Name Pos Context Score Pred
v
rf 19 KCALSCQGG ©.135 .
rf 31 NREVSPEEQ ©.998 *S*
rf 61 QPTGSNMIE ©.009 .
rf 67 MIEMSWDDE ©.962 *S*
rf 95 IRRTSRRFP ©.997 *S*
rf 107  NLAISWSSP ©.809 *S*
rf 109  AISWSSPTP ©0.002 .
rf 110 ISWSSPTPN ©.906 *S*
rf 136 EVYTSGNDI ©.978 *S*
rf 143 DIKKSGHYT ©.196
rf 154 VWGDSYLVG ©0.019
rf 202 GCDRSDLKP ©0.025
rf 207 DLKPSSSYL ©0.236 .
rf 208 LKPSSSYLG ©.681 *S*
rf 209 KPSSSYLGL 0.227
N
Threonine predictions
Name Pos Context Score Pred
v
rf 59 RGQPTGSNM ©.060
rf 89 FKHDTNIRR ©.077 .
rf 94 NIRRTSRRF ©.981 *T*
rf 112 WSSPTPNKY ©.365
rf 135 NEVYTSGND 0.251
rf 147 SGHYTQVVW ©0.334
rf 162 GCGYTYYKD ©.109 .
rf 196 YIEGTPGCD ©.885 *T*
Tyrosine predictions
Name Pos Context Score Pred
v
rf 45 VHNRYRQAI 0.014 .
rf 116 TPNKYGEAA ©.597 *Y*
rf 134 FNEVYTSGN ©.956 *Y*
rf 146 KSGHYTQVWV ©0.687 *Y*
rf 155 WGDSYLVGC ©.517 *Y*
rf 161 VGCGYTYYK ©0.065
rf 163 CGYTYYKDP 0.065 .
rf 164 GYTYYKDPR ©.555 *Y*

http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/webface2.fcgi?jobid=576A915500006C 05B3B6ESE6&wait=20
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NetPhos 2.0 Server - prediction results

rf 172 RKNGYVKLY ©.963 *Y*
rf 176 YVKLYVCNY ©.559 *Y*
rf 180 YVCNYGPAG ©0.027 .
rf 192 GEPPYIEGT ©.966 *Y*
rf 210 PSSSYLGLC ©0.259
rf 219 DFVDYG--- 0.263
N
HetPhos 2.8: predicted phosphoryglation sites in rf
1 1 1 1
Threshold
- Serine
n Threonine
E - Tyrosine i
o
+
o
o
c
A
+
m
E)
L
o
T
o
n
o
T
o
B T | | T T T
5] =1t 106 156 2aa

Explain the output. Go back.

Sequence position

http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/webface2.fcgi?jobid=576A915500006C 05B3B6ESE6&wait=20
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CBS

##gff-version 2

##source-version bepipred-1.0b

##date 2016-06-22
##Type Protein rf

##Protein rf cat seq.l.fsa

#H#MHPFIQILLIALAIKCALSCQGGQVINREVSPEEQQLILDVHNRYRQAIALGKIRGQPTGSNMIEMSWDDELANMAQQWA
##DNCVFKHDTNIRRTSRRFPVGQNLAISWSSPTPNKYGEAAEWAAQIRNWFNEVYTSGNDIKKSGHYTQVVWGDSYLVGCG

BepiPred 1.0b Server - prediction results

Technical University of Denmark

##YTYYKDPRKNGYVKLYVCNYGPAGNVIGEPPYIEGTPGCDRSDLKPSSSYLGLCDFVDYG

#t#tend-Protein

# segname

rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf
rf

http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/webface2.fcgi?jobid=576A909C 00000D EAAD 5382C 0&wait=20
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N/A

BepiPred 1.0b Server - prediction results
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.473
.475
Q.
Q.
.406
Q.
.382
.720
.291
.403
.481
.490
.127
.958
.527
.424
.038
.046
.012
.091
.049
.290
.314
.368
.235
.511
.377
.029
.072
.296
.425
.267
.140
.241
.304
.447
.079
.073
.122
.421
.287
.026
.442
.525
.536
.413
.109
.045
.252
.470
.526
.590
.187
.091
.279
.053
.216
.075
.098
.295
.483
.047
.366
.867
.763
.128
.072
.924
.720

566
552
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22/06/2016 BepiPred 1.0b Server - prediction results

rf bepipred-1.0b epitope 117 117 1.576 . . G|E
rf bepipred-1.0b epitope 118 118 1.138 . . E|.
rf bepipred-1.0b epitope 119 119 0.946 . . Al.
rf bepipred-1.0b epitope 120 120 0.691 . . Al.
rf bepipred-1.0b epitope 121 121 0.762 . . E|.
rf bepipred-1.0b epitope 122 122 0.401 . . W|.
rf bepipred-1.0b epitope 123 123 0.231 . . Al.
rf bepipred-1.0b epitope 124 124 @.141 . . A]l.
rf bepipred-1.0b epitope 125 125 -0.184 Q.
rf bepipred-1.0b epitope 126 126 -0.588 Il.
rf bepipred-1.0b epitope 127 127 -@.355 R|.
rf bepipred-1.0b epitope 128 128 -0.337 N|.
rf bepipred-1.0b epitope 129 129 -0.420 W]|.
rf bepipred-1.0b epitope 130 130 -0.554 Fl.
rf bepipred-1.0b epitope 131 131 -e.251 N|.
rf bepipred-1.0b epitope 132 132 -0.109 E|.
rf bepipred-1.0b epitope 133 133 0.089 v|.
rf bepipred-1.0b epitope 134 134 0.519 Y]|.
rf bepipred-1.0b epitope 135 135 0.959 T|.
rf bepipred-1.0b epitope 136 136 ©.709 S|.
rf bepipred-1.0b epitope 137 137 0.740 G|.
rf bepipred-1.0b epitope 138 138 0.945 N|.
rf bepipred-1.0b epitope 139 139 1.167 D|.
rf bepipred-1.0b epitope 140 140 1.201 . . Il.
rf bepipred-1.0b epitope 141 141 1.e85 . . K.
rf bepipred-1.0b epitope 142 142 0.837 K| .
rf bepipred-1.0b epitope 143 143 0.695 s|.
rf bepipred-1.0b epitope 144 144 0.502 G|.
rf bepipred-1.0b epitope 145 145 0.541 H|.
rf bepipred-1.0b epitope 146 146 0.315 Y]|.
rf bepipred-1.0b epitope 147 147 -0.006 T|.
rf bepipred-1.0b epitope 148 148 -0.017 Q.
rf bepipred-1.0b epitope 149 149 0.114 v]|.
rf bepipred-1.0b epitope 150 150 0.177 v]|.
rf bepipred-1.0b epitope 151 151 ©0.074 W|.
rf bepipred-1.0b epitope 152 152 -0.254 G|.
rf bepipred-1.0b epitope 153 153 -0.541 D|.
rf bepipred-1.0b epitope 154 154 -0.400 S|.
rf bepipred-1.0b epitope 155 155 -0.315 . . Y|.
rf bepipred-1.0b epitope 156 156 ©.012 . . L|.
rf bepipred-1.0b epitope 157 157 -0.249 v|.
rf bepipred-1.0b epitope 158 158 -0.420 G|.
rf bepipred-1.0b epitope 159 159 -0.641 cl.
rf bepipred-1.0b epitope 160 160 -0.558 G|.
rf bepipred-1.0b epitope 161 161 -0.076 Y]|.
rf bepipred-1.0b epitope 162 162 0.462 T|.
rf bepipred-1.0b epitope 163 163 0.618 Y]|.
rf bepipred-1.0b epitope 164 164 0.866 Y]|.
rf bepipred-1.0b epitope 165 165 1.002 K.
rf bepipred-1.0b epitope 166 166 1.266 . . D|.
rf bepipred-1.0b epitope 167 167 1.276 . . P|.
rf bepipred-1.0b epitope 168 168 1.314 R|E
rf bepipred-1.0b epitope 169 169 1.193 K| .
rf bepipred-1.0b epitope 176 170 0.967 N|.
rf bepipred-1.0b epitope 171 171 0.313 G|.
rf bepipred-1.0b epitope 172 172 -0.093 Y]|.
rf bepipred-1.0b epitope 173 173 -0.580 v]|.
rf bepipred-1.0b epitope 174 174 -0.950 K| .
rf bepipred-1.0b epitope 175 175 -1.@57 L].
rf bepipred-1.0b epitope 176 176 -1.154 Y]|.
rf bepipred-1.0b epitope 177 177 -0.861 v]|.
rf bepipred-1.0b epitope 178 178 -0.500 cl.
rf bepipred-1.0b epitope 179 179 -0.252 . . N|.
rf bepipred-1.0b epitope 180 180 ©.350 . . Y|.
rf bepipred-1.0b epitope 181 181 0.696 G|.
rf bepipred-1.0b epitope 182 182 0.878 P|.
rf bepipred-1.0b epitope 183 183 0.804 . . Al.
rf bepipred-1.0b epitope 184 184 ©.932 . . G|.
rf bepipred-1.0b epitope 185 185 1.285 N|.

http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/webface2.fcgi?jobid=576A909C 00000D EAAD 5382C 0&wait=20 3/4
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Explain the output. Go back.

http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/webface2.fcgi?jobid=576A909C 00000D EAAD 5382C 0&wait=20
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Abstract

Ticks, mosquitoes, sandflies and triatomines comprise a large number of
haematophagous arthropods considered vectors of infectious diseases of worldwide
importance. These insects are able to transmit pathogens while consuming blood to
obtain the nutrients necessary to carry on life functions. Among the molecules related to
the blood feeding habit, proteases play an essential role. In this review, we describe
proteases from arthropods with regard to their activity on haematophagy, on different
mechanisms of digestion reported for insects and ticks, on egg development and
immunity. As they act in central biological processes, haematophagous proteases may
influence vector competence to transmit pathogens to their prey, and thus could be

valuable targets for vectorial control.

Keywords: proteases, haematophagy, digestion, yolk formation, insect immunity,

insects, sandflies, triatomines, ticks.
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Background

Haematophagous arthropods are spread worldwide and present medical and
veterinary importance since their blood feeding habit provides a scenario to the
transmission of a variety of pathogens during their meals, including virus, bacteria,
protozoans, and helminthes [1]. Although there are clinical differences among the
diseases caused by these microorganisms, they share common features, including
association with poor in low and middle-income countries, where they tend to coexist.
Additionally, for the majority of the diseases transmitted by vectors there are neither
vaccines nor preventive treatments, generating social and economic losses.
Chikungunya, Zika, and Mayaro virus infections, dengue fever, rift valley fever, yellow
fever, malaria, japanese encephalitis, lymphatic filariasis, West Nile fever,
leishmaniasis, Crimean-Congo haemorrhagic fever, lyme disease, tick-borne
encephalitis, tularaemia, Chagas disease, sleeping sickness, plague, rickettsiosis, and
onchocerciasis are examples of vector-borne diseases with global impact on morbidity
and mortality, since they affect more than one billion individuals and cause over one

million deaths every year [2].

Ecological factors are associated with vector dispersion to urban areas [3]. Ticks,
fleas, triatomine bugs, mosquitoes, sandflies, tsetse flies and black flies are examples of
haematophagous arthropod vectors [2], which present different feeding habits. In ticks,
triatomines and fleas, the blood feeding habit occurs in both sexual forms and in all
stages of development. Changing from one stage to the next requires at least one blood
meal. On the other hand, only females of mosquitoes and sandflies require a blood meal

to fulfil their need to complete oogenesis process [4].
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Vascular damage caused by the haematophagous bite during the repast triggers
physiological defence responses in the host that are mainly determined by three
important events: haemostasis, immunity and inflammation. To accomplish a continued
blood flow into the arthropod mouthparts, a saliva array of pharmacologically active
biomolecules, as antihaemostatic, anti-inflammatory and immunomodulatory
compounds, is injected into the bite site [5-7]. Within this context, different pathogens
can be transmitted by vector saliva [7, 8]. Depending on each feeding habit, after
achieving the necessary fluidity the haematophagous can consume a large amount of
blood in a single meal, and proceed to digestion [9]. The digestive process includes
various proteases that act to obtain the necessary energy for biological processes,

guaranteeing their survival, biological development and reproduction [10].

Proteases are enzymes that hydrolyse (a) peptide bond(s) in amino acid residue
sequences; if such catalysis occurs in internal peptide bonds of a protein, they are called
endopeptidases. However, when cleavage of a peptide bond takes place at the N- or C-
terminal of a polypeptide chain, those enzymes are named exopeptidases. Protease
classification involves the clustering of related sequences into families. Currently, there
are seven main different families of proteases: aspartic, cysteine, glutamic, metallo,
serine, threonine peptidase and asparagine lyase, all grouped accordingly to the
molecular composition of their active sites [11]. The clans represent one or more
families that have evolutionary relationships evidenced by their tertiary structures or,
when no tertiary structures are available, by the order of acid amino residues in the
catalytic site and/or by common sequences around it [11]. Each clan is identified by two
letters where the first represents the catalytic type of the families included in the clan.
There are three additional letters to assign a clan: P, for peptidases of mixed catalytic

type; U, for peptidases of unknown catalytic type; and I, for inhibitors that are proteins.
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A clan identifier example is PA, which contains both serine PA(S) and cysteine
peptidases PA(C). Regarding the family identification, it contains a letter representing
the peptidase catalytic type together with a unique number [11]. For instance, S1 is the
family of trypsin and chymotrypsin that also belongs to PA(S) clan. Another clan
example is CA, which contains several families of cysteine peptidases with structures
similar to that of papain [11]. In this clan, C1 is the family of cathepsin B and L,
peptidases that may act in the digestive vacuoles of protozoa and/or in the lysosomal
system of eukaryotic cells [12].

Proteolytic enzymes may be synthesized as zymogens (inactive precursors) or as
inactive forms binding to natural inhibitors to prevent unwanted protein degradation,
and to facilitate spatial and temporal organization of proteolytic activity [13]. Zymogen
conversion to the active enzyme occurs by removal of an inhibitory segment from its
tertiary structure within an appropriate subcellular compartment or at the extracellular
environment. The inhibitory segment proteolysis may be performed by another
peptidase or by autocatalysis, requiring, for instance, a drop in pH to take place [13]. An
example of peptidase family containing zymogens is the already mentioned S1, possibly
the most well-known of all serine peptidases [14]. The active forms of S1 zymogens
participate in complex and tightly controlled tasks such as the proteolytic cleavage
cascade required during the formation of a blood clot in mammals; during protein
digestion and catabolism; the yolk maturation and the defence mechanisms in
arthropods. In this review, we highlight the functions of the haematophagous arthropod
proteases in blood-dependent biological processes, with an emphasis to their roles in

vector biology.

The role of arthropod proteases in blood dependent processes
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Haematophagy

Although arthropod saliva presents many protein families to secure the fluidity
of prey blood and the success of meal uptake, few salivary proteases have been
characterized [15-18]. Instead, there is a variety of salivary natural protease inhibitors,
pointing to the diverse cocktail arthropods produce against host proteases. Advances in
transcriptomic approaches have made possible the analysis of the biochemical
complexity of the saliva from many haematophagous arthropods, unravelling coding
sequences for salivary gland proteases [17, 19-23]. However, these sequences are not a
guarantee of salivary protein expression. From our experience, saliva of triatomine bugs
displays low proteolytic activities, tested by in-gel zymography or direct incubation of

saliva with fluorogenic substrates (unsubmitted).

Digestion

Proteins represent about 95% of the blood, from which haemoglobin (Hb) is the
most representative. That is probably the reason proteases are the main enzymes in the
arthropod midgut [9]. In insects, proteases are secreted in the gut lumen where
extracellular digestion occurs, generating peptides, which are then degraded in the
epithelial cells [9]. On the other hand, tick gut cells digest proteins by heterophagy.
Some blood proteins are internalized by unspecific endocytosis and addressed to small
acidic vesicles, while Hb is specifically recognized by surface receptors and directed to
large endosomal vesicles. The digestion occurs in those respective acidic intracellular
compartments orchestrated by multiple enzymes [24] (Fig. 1). The Hb degradation
process initially results in 811 kDa fragments, which are hydrolysed into smaller

peptides around 3—7 kDa, and finally to dipeptides and free amino acids [25, 26].
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Yolk formation

Blood meal provides the necessary resources to haematophagous female
arthropods produce their eggs [9]. The yolk precursor protein vitellogenin (Vg) is, in
arthropods, synthesized in the fat body and then secreted into haemolymph. After being
uptaken by oocyte coated vesicles, the Vg suffers dissociation and a crystallization
process occurs in the endosome compartment, forming the yolk body. Following Vg
proteolysis, the vitellin (Vt) protein is generated in lysosome-like organelles, called yolk
granules. The final step is a mature yolk body containing the crystalline Vt form, which
provides the energy to support the embryo development, together with lipids and sugars

[27].

In female arthropods, the accumulation of yolk proteins is regulated by the
developmental hormones, juvenile hormone (JH) and the 20-hydroxyecdysona (20-HE),
both found in low levels in young females. Once adult undergoes eclosion, the level of
JH rises and the fat body becomes responsive to signals that induce vitellogenesis [28].
The role of JH also includes the growth of terminal follicles and development of oocyte

competence for protein internalization [27].

Upon a blood meal, the JH level drops in haemolymph, while that of the egg
development neurosecretory hormone (EDNH) increases to stimulate the release of
ecdysone by ovaries. The later is a steroidal prohormone that is converted in 20-HE, the
main regulator of vitellogenesis in the fat body. This hormone stimulates the expression
of Vg, which is secreted in the haemolymph and endocytosed by oocytes [28]. Besides
the 20-HE, the nutrients consumed during the blood meal could also be a signal to the
vitellogenesis regulation by the fat body [29]. The hormonal regulated yolk formation

steps are summarized in the Fig. 2.
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Immunity

Proteases have been implicated in vector immunity responses leading to early
parasite mortality. Thus, once acquired by the vectors, parasites must survive to the
proteolytic attack in the midgut before undergoing a complex cycle of development, in

order to infect a new host in a subsequent meal, perpetuating the disease cycle [30].

Orthologous genes, involved in Drosophila immune signalling, have been
described in arthropods in response to a variety of pathogens limiting infection [31],
although transmission rates of infectious disease can be maintained. Three major
arthropod immune pathways have been described: the Toll, the immunodeficiency
(IMD), and the JAK-STAT. After cleavage of Relish (REL) in the first pathway, and
IMD in the second, by a caspase-8 like (DREDD), humoral innate immune response is
triggered, inducing antimicrobial peptide gene expression [32]. The JAK-STAT
pathway also exerts its activity against pathogens, for instance viruses [33], bacteria
[34-36], and Plasmodium [35, 37]. The activation of theses pathways leads to the
generation of anti-microbial, cytotoxic, opsonic, or encapsulation-promoting factors

[38].

Melanization of pathogens and damaged tissues is one of the major innate
defence systems in invertebrates. This process is controlled by phenoloxidase (PO) that
is regulated in an intricate manner by specific protease inhibitors aiming to avoid
superfluous activation and production of toxic and reactive compounds. Tiny amounts
of microbial compounds, such as beta-1,3-glucans, lipopolysaccharides, and
peptidoglycans ensure the activation of zymogenic proPO into active PO by a cascade

of serine proteases and other factors in the presence of potential pathogens [38].
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Proteases from haematophagous arthropods

Figure 3 and additional table file (Additional file 1) show a summary of the

proteases from haematophagous arthropods.

Cysteine proteases

Cysteine protease is a large family of peptidases that contains endo- and
exopeptidases. Members from C1 and C13 families of cysteine proteases act mainly in
the lysosomal system. In haematophagous arthropods, C1 family comprises cathepsin-
L, cathepsin-B, and dipeptidyl-peptidases, and present a catalytic dyad formed by Cys
and His amino acid residues in this order in their primary sequence. C13 family
comprises legumain-like cysteine proteases, and the active site shows the residues His
and Cys in this order in its sequence. Furthermore, a third residue, Asn, could be present

forming a catalytic triad [12].

Cathepsin-L

There are a few reports on insect cathepsin-L. In triatomine bugs, two cathepsin
L-like proteases present in the midgut of Triatoma brasiliensis, TBCATL-1 and
TBCATL-2, have been characterized Their proteolytic activities have been detected in
the acidic pH of the posterior midgut by zymogram assay. Specific antibodies aided to
confirm the enzymes belong to cathepsin-L family [39]. In both, T. infestans and R.
prolixus, digestive cathepsin L cDNAs have also been reported [40-42], but there is no

information about the corresponding enzymes.

10
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Two cathepsin L-like cysteine proteases have been reported in the guts of
Haemaphysalis longicornis [43] and Ixodes ricinus [44] ticks. In the first, HICPL-A is
up-regulated during the repast and cleaves bovine Hb in a dose-dependent manner at pH
5.5 [43]. In the second, IrCL1 is localized inside the digestive gut cells and shows low
stability at pH above 5, a feature that could prevent enzyme activity outside the gut cell
environment [44]. Another two cathepsin L-like genes, HLCG-A and HLCG-B, have
been reported in H. longicornis [45] and they may also have important functions in the

digestion of host Hb.

Cathepsin L-like cysteine activities are present in Rhipicephalus (Boophilus)
microplus tick crude midgut extracts [46-48], larvae [49, 50], and eggs [51]. The
enzymes mediating these activities are named Boophilus microplus cathepsin L-like
(BmCL1), R. microplus larval cysteine endopeptidase (RmLCE), and vittelin degrading
cysteine endopeptidase (VITDCE), respectively. RmLCE is possibly the native form of
the recombinant BmCL1 [49]. VTDCE is present in fat body, gut, salivary glands, ovary
extracts, and haemolymph from partially or fully engorged females, suggesting it could
have an extra ovarian origin, to be later internalized by oocytes [51]. It was proposed a
coexistence between VTDCE and Vg/Vt with no polypeptide cleavage during
vitellogenesis [52]. Although VTDCE has been classified as a cathepsin L-like cysteine
[51], a very low similarity was found between its deduced amino acid sequence
(AFK78425.1) and any other cysteine endopeptidase. On the other hand, phylogenetic
sequence analyses revealed that VTDCE is similar to some tick antimicrobial peptides
[53]. Moreover, the presence of VTDCE significantly inhibits Staphylococcus
epidermidis growth after a period of 24 h. This was the first arthropod protease to be

reported as an antimicrobial that is not correlated to its peptidase activity [53]. Finally,

11
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VTDCE, BmCL1 and RmLCE hydrolyse Hb and vitellin at acidic pH [48, 49, 51], and

may have a fundamental role during tick development.

Taking into consideration the works mentioned above had been published before
the R. (B) microplus genome sequencing [54], we decided to carry out a deeper
investigation to differentiate the sequence annotations and features of those three
proteases. After a search into R. (B) microplus genome database (GenBank:
HM748961), ten different protein-coding genes for cathepsin L were identified,
including BmCL1 (AAF61565.1); nevertheless none of them codes for VIDCE. A
comparative pairwise amino acid sequence alignment demonstrated a homology of, at
least, 97% among the sequences (Table 1), that together with the fully identity of the
active site residues (Additional file 2) may indicate R. (B.) microplus presents ten active
cathepsin L isoforms. It is not possible to conclude if BmCL1 and RmLCE are exactly
the same isoform. However, a stage specific expression pattern may exist to guarantee

the success of cathepsin L blood dependent process in this tick.

Table 1 Percentage of sequence identity between predicted Cathepsin L from R. (B.)
microplus after pairwise alignment performed by EMBOSS Needle

Accession AFQ  AFQY9  AFQ AFQ  AGK  AFQ AFQ AFQ  AAF61565.1  AFQ
number  98389.1 8385.1 98392.1 98386.1 88363.1 98393.1 98390.1 98387.1 (BmCL1)  98388.1

AFQ98389.1 100 99.4 98.5 98.2 98.2 98.2 98.2 98.5 98.2 98.2
AFQ98385.1 100 99.1 98.8 98.8 98.8 98.8 99.1 98.8 98.2
AFQ98392.1 100 98.5 98.5 99.7 99.7 98.8 99.1 97.3
AFQ98386.1 100 98.8 98.2 98.8 98.5 98.8 97.6
AGK88363.1 100 98.2 98.8 98.5 98.8 97.6
AFQ98393.1 100 99.4 98.5 98.8 97.0
AFQ98390.1 100 99.1 99.4 97.6
AFQ98387.1 100 99.1 97.9
AAF61565.1 100 97.6
(BmCL1)
AFQ98388.1 100

Cathepsin-B

12
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The cathepsin B-like activity from the midgut of R. prolixus increases following
a blood meal [55]. Indeed, trace amounts of cathepsin B are detected in the lysosome of
R. prolixus midgut cells before feeding, but after blood sucking, cathepsin B localizes in
a granular precipitate associated with this organelle, and maybe is released in the gut
lumen [56]. A strong acidic peptidase activity found in the gut extract of T infestans is
possibly mediated by a cathepsin B. Although the molecular features and functional
properties of the protein are unknown, the enzymatic activity is efficiently inhibited by
CA-074, a specific cathepsin-B inhibitor [42]. In Aedes aegypti mosquito, vitellogenic
cathepsin B (VCB) is specifically expressed by fat body during vitellogenesis in
response to repast, internalized by developing oocytes, and deposited in the yolk bodies
to the onset of embryogenesis. VCB hydrolyses Vg at acidic pH, and may be involved
in the embryonic degradation of yolk proteins, although it is produced as a precursor by

extraovarian tissue [57].

Tsuji et al. have reported the molecular characterization of a cathepsin B-like
named longipain from the midgut epithelium of Haemaphysalis longicornis tick [58].
The enzyme is specifically localized in the lysosomes and secreted into the intestinal
lumen, following blood feeding. Enzymatic assays with natural substrates revealed that
longipain cleaves spectrin, an important component of erythrocytes membranes, but not
Hb. Endogenous longipain RNAi knockdown has revealed that treated ticks diminish
feeding capacity, and show an increased number of Babesia equi protozoan parasites in
their midguts, suggesting longipain exerts a killing effect against parasites [58]. It is
worth pointing out that this toxic effect may be direct and/or by means of the

degradation of ingested proteins and peptides.
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Legumain-like cysteine protease (asparaginyl endopeptidase)

Two legumains, H. longicornis legumain 1 (HlLgml) and H. longicornis
legumain 2 (HILgm2), from the gut of H. longicornis have been characterized by their
ability to cleave Z-Ala-Ala-Asn-AMC, a legumain specific substrate, over a neutral to
basic pH [59, 60]. HILgm1l and HILgm?2 localize in midgut epithelium and are
upregulated during blood feeding process. Moreover, the cleavage of bovine Hb by
these legumains corroborates their role in the digestion of blood proteins. [61].
Silencing of both genes by RNAIi has revealed an extended feeding period, survival
decrease, weight loss, delayed oviposition and reduced number of normal eggs. In
addition, the epithelium of the gut shows, upon this condition, damage and disruption of
normal cellular remodelling during the feeding, resulting in luminal narrowing in
silenced individuals [61]. IrAE, a legumain from the gut of Ixodes ricinus is effectively
inhibited by the specific legumain inhibitor Aza-Asn-11a using the same HlLgm1 and
HILgm?2 substrate [62]. The knowledge of their molecular and enzymatic properties will
largely improve our understanding about the environment and extent of the involvement

of these peptidases in haematophagy.

Serine proteases

Serine proteases (SPs) are known to be crucial for blood protein hydrolysis in
haematophagous arthropods. Additionally, they are known to participate in other critical
processes, such as yolk protein digestion, immune protection, fertilization, embryonic
development, molting and metamorphosis of insects [17, 63]. Among SP families, S1 is
the most representative and diverse family, and encompasses trypsin and chymotrypsin-

like SPs. This family encloses the His-Asp-Ser catalytic triad [12].
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In triatomines

Triapsin is a trypsin-like SP purified from the D2 pair of T. infestans salivary
glands, expressed as an inactive precursor and activated during salivation stimulated by
biting. Triapsin shows high specificity towards arginine at the P1 site. This protease
may be involved in hydrolysis of the superfamily of Proteinase Activated G protein-
coupled Receptors (PAR), which regulates growth, development, inflammation, and
responses to injury. Triapsin is unlikely to be involved in digestion since this
phenomenon in Hemiptera seems to depend exclusively on the action of cysteine and
aspartic proteases [15]. However, it is imperative to perform experiments to test the
involvement of this peptidase on the physiology of triatomines and other insect vectors

of illnesses.

Our group has used next-generation sequencing and mass spectrometry-based
protein identification to study the transcriptome and proteome of R. neglectus salivary
glands (sialome) [17]. The results have revealed abundant transcripts of putative
secreted trypsin-like peptidases, although only one serine protease was detected in the
proteome, suggesting physiological conditions may influence secretion [17]. Sequence
alignments disclosed the presence of domains currently present in proteins that act in
haemostasis and immunity such as the CUB (complement Clr/Cls, Uegf, Bmpl)
domain [64] and the cysteine-stabilized structures for molecular recognition (CLIP,
LDLa and SUSHI domains). Five SP sequences of R. neglectus sialotranscriptome [17]
match to SPs sequences from 7. infestans [20, 65], T. braziliensis [21], P. megistus [22],
and R. prolixus [41]. Although physiological roles of SPs are unknown, their presence
in the sialotranscriptome of different triatomine species is an indicative of the

importance of these proteases in haematophagy.
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In mosquitoes

Trypsin-like SPs from both Aedes [66] and Anopheles share an acidic isoelectric
point but differ in size [67]. Two different groups of Ae. aegypti female gut trypsins
regulated at the midgut cellular level are proposed that show different levels of
expression after blood meal. The first one is the early trypsin group, which transcription
occurs in the midgut of newly emerged adult before feeding and under the control of JH
[68], being translated at detectable levels after blood feeding [69, 70]. Early trypsins,
secreted either through stretching of the midgut or osmotic effect, would be required for
the transcription of the second group, the late trypsins. It is possible that released amino
acids are also involved in this process [71, 72]. Expression of late trypsins requires
complete synthesis of new mRNAs after feeding, produced in large amounts §8-10 h
after blood meal, suggesting it may have the major role in the digestive process [69].
These two phases would allow the mosquitoes to assess the quality of the meal before
committing to the synthesis of late trypsins, since large amount of these proteases in the

absence of blood might be harmful for the mosquito [71].

Three trypsins of Ae. aegypti [Aedes Early Trypsin (AaET), AaSPVI and
AaSPVII] had their enzymatic activities compared among them and with bovine trypsin
(BvT). The specific activities of AaET and BvT are comparable, and 5-10 times higher
than those of AaSPVI and AaSPVII late trypsins. In addition, AaSPVI is 3-4 times more
active on Hb than AaET and AaSPVII [73]. AaSPVI RNAi knockdown, but not that of
AaSPVII, have triggered a significant decrease in late phase trypsin-like activity. In
contrast, injection of AaSPVI, and AaSPVII dsRNAs decreases both degradation of
endogenous serum albumin in vivo and egg production. Taken together, these data
indicate that AaSPVI, and AaSPVII contribute to blood digestion and oocyte maturation

[74]. Ae. aegypti late trypsin (AaLT), that lacks trypsin-like activity, and AaSPI are
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classified as collagenase-like SP and might be related to mosquito defence against
complement cascade ingested with the blood meal [75]. Two different trypsin-like SPs
and one chymotrypsin have been identified by means of two-dimensional

electrophoresis of midgut proteins from Ae. albopictus female [76].

A gene cluster of gut trypsin-like SPs, Antryp 1-7, has been identified in
Anopheles gambiae [77-79]. Antryp 1 and 2 show selective proteolytic activity against
blood components; Antrypl mediates degradation of both Hb and serum albumin
whereas Antryp2 seems to be mainly active against Hb [77-79]. While transcription of
Antryp 1 and 2 are induced after blood meal [77-79], Antryp 3-7 are constitutively
transcribed in females and their levels are down regulated after blood feeding [77-79].
These observations suggest that Antryp 3-7 are involved in initiating the events leading
to the expression of other SPs directly associated with digestion [77-79]. Trypsin-like

SPs activities have been also observed in An. Aquasalis females [80].

Regarding SPs of Culex quinquefasciatus, a proteomic approach associated with
zymographic analysis had identified eight trypsin-like peptidases in the midgut of
females fed on sugar [81]. These enzymes are specific to C. quinquefasciatus when
compared to the culicids genomes sequenced so far. Moreover, these proteases exhibit
singularities at the protein sequence level such as the presence of different amino acids

at the autocatalytic motif and substrate binding regions [81].

A female specific Ae. aegypti chymotrypsin-like SP gene (JHA1S or AaJA15) is
required in the yolk for embryo development and is regulated in a dose-dependent
manner by JH [82]. Other five Ae. aegypti chymotrypsin-like SP genes (AaChymo,
AaSP II-V) have been cloned and sequenced [75]. Northern and Western blots analyses

have shown that AaChymo mRNA is abundant in adult female midgut and its
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expression is induced after a blood meal [83]. On the other hand, midgut AaSP II-V are
equally expressed before and after blood meal [75]. An explanation for this observation

awaits further investigations.

A study of two midgut An. gambiae chymotrypsins (Anchyml and Anchym?)
have revealed the presence of N-terminus preceded by an arginine, indicating zymogen
activation by tryptic cleavage. It has been suggested that these chymotrypsins are
members of a digestive cascade initiated upon tryptic activation [84]. A midgut An.
gambiae chymotrypsin (AgChyL) is restricted to adult female stage and contains a Thr
residue at the position 182, feature that could determine its narrow specificity range
[85]. In other two species of Anopheles, An. aquasalis (Anachyl and Anachy?) and An.
darlingi (Andchyl and Andchy2), two closely related chymotrypsins has been also
reported. Anachyl and Anachy2 mRNAs seem to be detectable only in adult females,

approximately 24 h after the blood meal [86].

An intriguing possibility is that SPs levels in the haematophagous vectors may
be associated with susceptibility to infections. Eight immune related SPs have been
described in An. gambiae: ISPLS, ISP13 [87, 88], AgSp14D1 [89], Spl14A, Spl14D2,
Sp18D, Sp2A [90], and Sp22D [90, 91]. These SPs, except Sp18D and Sp2A, probably
participate in the anti-bacterial and -Plasmodium defence mechanisms [87-89].
Furthermore, AgSp14D1 catalytic domain has similar sequence identities to kallikreins
and coagulation factors, members that are involved in immune and wound responses
[89]. Spl4A, Spl4Dl1, and Spl4D2 present an amino-terminal clip domain,
characteristic of secreted proteases that activate prophenoloxidases and regulate
melanotic parasite encapsulation or antimicrobial peptide synthesis [89]. Regarding
Sp22D mRNA, it is expressed constitutively in the three immune related cell types:

adult hemocytes, fat body, and midgut epithelial cells. The authors suggest that Sp22D
18
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is secreted into the hemolymph where it may interact with pathogen surfaces and initiate
an immune response, as rapidly as pathogen detection [91]. Sp2A and Sp18D functions
remain to be characterized, however Sp18D present the clip domain and Sp2A is similar
to vertebrate and invertebrate blood coagulation factors [89]. In the main vector of
malaria in Southeast Asia, An. dirus, the SP cDNAs for ClipSP1, SerF2, and SerF3 have
been analysed upon P. falciparum infection. Only SerF3 seems to be up regulated in

infected An. dirus, and might also play a role in the mosquito immunity [92].

In sandflies

Four trypsin-like (Pptrypl—Pptryp4) and two chymotrypsin-like (Ppchyml and
Ppchym2) cDNAs from Phlebotomus papatasi midgut have been studied. Ppchym1 and
Ppchym2 expression profiles are similar to Ae. aegypti early and late trypsins,
suggesting that a two-phase digestive mechanism also occurs in sandflies [93]. In
Lutzomyia longipalpis two trypsin-like SP ¢cDNAs, Lltrypl and Lltryp2, have been
described [94]. While Lltrypl is expressed in females after blood meal, Lltryp2 is
detected in both sexes independently of feeding. L. longipalpis infection by Leishmania
major promastigotes has not modified the expression levels of Lltrypl and Lltryp2. It is
plausible that different results may be obtained when infections are performed with
Leishmania chagasi amastigotes [95]. In contrast, a correlation has been reported
between Leishmania infections and reduced trypsin-like SP activity in P. papatasi. The
presence of specific inhibitors of trypsin in the blood meal prevents the early killing of
L. major and Leishmania donovani in the midgut of this insect species, implying that
the proteolytic activity in the sandfly midgut modulates the vector susceptibility to

infections [96-98].
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In ticks

Some SPs have been also described in ticks. HLSG-1 and HLSG-2 SPs of the
hard tick H. longicornis, which carries and transmits various pathogens [99], are blood
meal-induced and expressed in the midgut, salivary glands as well as other organs
[100]. Another H. longicornis SP named HISP is expressed during the development and
is localized in adult tick midgut. This protease contains both domains, CUB and LDL,
important at mediating protein—protein interactions in various extracellular proteins
[101-103]. The presence of low levels of HISP upon RNAi correlates well with
diminished capacity of ticks to degrade host erythrocytes, suggesting this enzyme is
involved in hemolysis. Moreover, the recombinant protein rHISP also shows hemolytic
activity in vitro in a dose-dependent manner [102]. Two other SPs studied, HISP2 and
HISP3, are also localized in the midgut epithelial cells and lumen of adult ticks [104].
Silencing of these three SP genes together by RNAI have resulted in a major impact on
body weight reduction, indicating they may form a proteolytic network for host Hb
digestion in the midgut of ticks [104]. Finally, a carboxypeptidase-like SP from H.
longicornis, HISCP1, is found in the vacuoles of midgut endothelial cells of this tick,
and its up regulation is observed after blood meal. Of interest, this protease is able to

cleave Hb [105].

Aspartic proteases

Aspartic proteases contain two aspartate residues at their catalytic site and play a
role in numerous physiological functions in parasitic organisms, such as in tissue
invasion, migration, digestion, moulting, and reproduction [106]. In the case of
haematophagous arthropods, these proteases seems to be associated mainly with

digestion [107]. Pepsinogen, renin, cathepsin E, and cathepsin D are examples of the
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largest aspartic protease group, the Al family. Among soluble lysosomal aspartic
endopeptidases, cathepsin D is a glycoprotein synthesized as a preprocathepsin D,
targeted to intracellular vesicular structures such as lysosomes, endosomes, and

phagosomes after removing of the signal peptide [108, 109].

A cathepsin D aspartic-like protease activity is detecbale in the blood-sucking
triatomine R. prolixus [110]. Trypanosoma cruzi colonization of R. prolixus may
modulate the expression of cathepsin D in the invertebrate since its activity is much
higher on days 1-3 after infection [110]. A similar result has been found in 7. infestans
[111], another vector of T. cruzi. Yet, T. infestans midgut TiCatD is strongly induced
after feeding whereas TiCatD?2 is upregulated only 10 to 20 days after meal, suggesting
that the former might play a role in processes related to early digestion [112]. More
recently, triatomine cathepsin D had been also proposed to be involved in
vitellogenesis. A Dipetalogaster maxima cathepsin D (DmCatD) is expressed in the fat
body and ovarian tissues during the reproductive cycle. As for other peptidases,
DmCatD also degrades Vt. Early activation of DmCatD had shown to be a relevant
physiological mechanism in yolk protein degradation during follicular atresia to either,
increase female lifetime or sustain younger oocytes until improvement of nutritional

conditions [113].

In ticks, aspartic proteases play a key role in Hb proteolysis, and may be also
involved in yolk degradation [10]. Eggs of R. (B.) microplus express two aspartic
proteinases able to degrade Vt: boophilus yolk cathepsin (BYC) and tick heme-binding
protease (THAP). In addition, the activity of THAP seems to be regulated by heme
molecule, and BYC also cleaves Hb [114-116]. Interestingly, a cathepsin D from this
tick midgut (BmAP) may be responsible for the generation of antimicrobial peptides,

suggesting that proteases play roles in immune response against parasite invasion [117].
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At last, a H. longicornis cathepsin D is highly expressed in the salivary gland and

midgut after blood meal and also hydrolyses Hb [118].

Metalloproteases

Metalloproteases are enzymes that require a metal ion at the active site to
hydrolyse the peptide bond [119]. This family possesses a characteristic motif HEXXH,
being the glutamate residue important for catalysis [12]. These proteases are involved in

regulating a wide range of biological processes [120].

Two R. prolixus metalloproteases were characterized from the haemolymph of
insects infected with Enterobacter cloacae [121] or Trypanosoma rangeli [122]. The
source of these proteases is the fat body, and they are released into the haemolymph
upon infection, what suggests these enzymes may be involved in R. prolixus defence
mechanisms. In 7. matogrossensis saliva [123] and R. prolixus oddities [41], sequences
related to the astacin family of metalloproteases have been reported. In the sialome of R.
neglectus, one CDS related to the zinc-dependent metalloproteases from the astacin-like
metalloproteases, and other two related to the adamalysin/reprolysin family, which
includes ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin
motifs) have been also reported. Both are members of the metzincins metalloproteases
superfamily [17]. Astacin family members have the ability to hydrolyse fibrinogen and
fibronectin [124-126], leading to local haemorrhage [127], whereas disintegrins bind to
platelets acting as potent inhibitors of platelet aggregation [128-130]. These proteases

may have key functions in the maintenance of blood flow at the bite site.

Late metalloprotease trypsin, leucineaminopeptidase (LpNa), carboxypeptidase

A (HPA) and carboxypeptidase B (HA) of the midgut of Ae. aegypti females present
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enzymatic activities stimulated 20-24 h after a blood or protein, but not amino acid
meal. There is a positive correlation between metalloprotease activity and protein

concentration in the meal [131].

AgMMP1, a matrix metalloprotease (MMP) from An. gambiae, is expressed as a
trans-membrane/membrane protein (MT-MMP1) in epithelial tissues and as a secreted
(S-MMP1) isoform in hemocytes. MT-MMP1 transcript levels shows a remarkable
response to blood meal digestion and to midgut infection and invasion by Plasmodium
ookinetes [132]. Since tissue invaded by pathogens has often been associated with
increased MMP activity, this study suggests MMPs may have an impact in vector

competence determination [133, 134].

I. scapularis degradome (the full repertoire of proteases encoded by the genome)
is mainly represented by metalloproteases (~40%), in contrast to those of blood feeding
insects, that show serine proteases as the predominant component. I. scapularis
putatively active metalloproteases are organized in 23 families, but functions in tick
physiology are unknown for many of them. M12 family contains 14 enzymes that are
believed to be involved in blood meal feeding regulation [135]. Recombinant M12
AAP22067 has gelatinase and fibrinogenolytic activities [18], essential to maintain host
blood in a fluid state during tick feeding. Protein sequences of the reproplysin family of
metalloproteases from Ixodes persulcatus (Ip-MPs), Rhipicephalus sanguineus (Rs-
MPs) and R. microplus (BrRm-MPs) have been found in the salivary glands of partially
and fully fed female ticks. Those data lead to the hypothesis that these proteases are
required during tick feeding to manipulate host defences and support tick haematophagy

[136].
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RNAL silencing of metalloproteases affect feeding efficiency and fertility of R.
microplus [117] and I. ricinus [118]. The presence of specific antibodies against a
recombinant tick metalloprotease induces lower feeding efficiency of H. longicornis on
rabbits [137]. In the sialotranscriptome of Haemaphysalis flava, metalloprotease genes
involved in modulating host haemostasis are over expressed in semi-engorged ticks,
probably in order to maintain blood flow [138]. Finally, three metalloprotease
sequences from Amblyoma americanum show identity to annotated tick
metalloproteases, and another shows identity to I. scapularis endothelin-converting
enzyme (ECE) [139]. Endothelins are a family of potent vasoconstrictive peptides
[140]. Thus the role of ECE in haematophagous arthropod saliva might be the

hydrolysis of endothelins in order to impair vasoconstriction.

Conclusions

In this review, we discussed the role of proteases involved in processes related to
blood feeding behaviour of arthropods: blood sucking, digestion, yolk formation and
immunity, and even if indirectly, in the transmission and survival of pathogens.
Inevitably, the success of haematophagy is dependent on the ability of the invertebrates
to impair prey haemostasis and inflammation in the feeding foci. However, few
proteases are present in the saliva probably to avoid triggering platelet aggregation in
the prey and furthermore saliva presents several protease inhibitors maybe to prevent

thrombin-induced platelet aggregation and preserve prey blood flow during feeding.

Since the common meal is blood, we reported that haematophagous arthropod
proteases share structural and functional features resulting in the generation of the

essential nutrients and detoxification of the adverse molecules to their development,
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reproduction, and survival. Ticks and insects have evolved different mechanisms of
digestion. In ticks, protein digestion occurs intracellularly using aspartic and cysteine
proteases, while in insects the digestion occurs in the gut lumen mainly realized by
trypsin-like serine proteases.

After we have prospected many related papers, we noticed authors have given
different names for proteases belonging to the same clan or isoforms even in a single
organism. This issue claims for a unified nomenclature to avoid misunderstanding and
ambiguities. Thus, we suggest that a careful sequence analysis be done when describing
a new gene in order to name it according to the clan (or clan prototype) name and in the
case of already studied proteases, rename them. MEROPS database
(merops.sanger.ac.uk) is very useful to define accurate systematic nomenclature, since it
allows search for organism peptidase, family, clans, substrates, inhibitors and other
resources.

Considering the central functions of haematophagous arthropod proteases have,
they could be employed as potential targets for the development of alternative strategies
for arthropod vector control. For instance, arthropod protease inhibitor investigation is

emerging [141].
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Figure Legends

Fig. 1 Haemoglobin digestion in mosquitoes and ticks. (A) Host erythrocytes undergo
lysis and release haemoglobin (Hb) and other proteins in the lumen of the midgut (1). In
mosquitoes, proteases are secreted in the gut lumen for initial Hb extracellular digestion
(2), generating peptides that will be further internalized and hydrolyzed in the epithelial
cells (3). Upon degradation of Hb, free heme must be detoxified (4). (B) In ticks, Hb is
internalized by receptor-mediated endocytosis (2), and directed to large endosomal
vesicles that fuse with lysosomes containing cysteine and aspartic proteases where it is

degraded (3). Upon degradation of Hb, free heme must be detoxified (4).

Fig. 2 Hormonal control of yolk formation. There are three invertebrate hormones that
play major roles in yolk formation. Young females have a high level of juvenile
hormone (JH), which is produced by corpora allata located in the arthropod brain and
acts on fat body and ovaries (1). Upon a blood meal, the JH level drops in haemolymph,
and egg development neurosecretory hormone (EDNH) (2) level increases to stimulate
the release of ecdysone (Ec) (3) by ovaries that is converted in 20-hydroxyecdysona
(20-HE) in the fat body. Together with 20-HE, the nutrients consumed during the blood
meal stimulate the expression and secretion, by fat body cells, of yolk precursor proteins

(YPP) (4) that are essentials in vitellogenesis.

Fig. 3 Overview of proteases from haematophagous arthropods. The columns show
proteases reported in: (A) ticks, arthropods from Arachnida class; and also in (B)
Diptera (Culicidae) and (C) Hemiptera (Reduviidae:Triatomine), orders from Insecta
class. The colors used group the proteases according to their biological function as
follows: orange, digestion; blue, haematophagy; green, immunity; and red, yolk

formation. The symbols above the words add the following information: black triangle,
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proteins identified using proteomic approach; black circle, proteases described through
in silico analysis; asterisk, sequences obtained using transcriptomic approach; hashtag,

protease activity derived from tissue extracts (midgut or salivary gland).

Additional files

Additional table file 1 Characteristics of proteases from hematophagous arthropods

Additional file 2 Overview of multiple sequence alignment of ten predicted Cathepsin
L from R. (B.) microplus. The alignments were performed by Multiple Sequence
Comparison - Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), and manually
edited using Aline (http://bondxray.org/software/aline.html). Black — fully conserved

residues. Gray — not conserved residues. Blue — catalytic residues.
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