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RESUMO

Os triatomineos séo os vetores da Doenca de Chagas (DC), por serem hemato6fagos,
desenvolveram adaptacdes morfoldgicas e moleculares para conseguirem se
alimentar de sangue e assim adquirir 0S nutrientes necessarios para a sua
sobrevivéncia e reproducdo. A saliva destes artropodes, € constituida de moléculas
que interagem com os sistemas hemostético e imune dos hospedeiros vertebrados, a
fim de contrap6-los, manter o sangue fluido e garantir o sucesso no repasto. Com o
intuito de compreender a complexidade das moléculas que estdo envolvidas neste
processo, o objetivo do presente estudo foi investigar o perfil de expressao dos genes
das glandulas salivares do Triatoma sordida, triatomineo peridomiciliar e importante
vetor da DC no Brasil. Foi realizado o sequenciamento de alto rendimento do tipo
lllumina com o RNA total extraido das glandulas salivares e espectrometria de massas
do tipo LC-MS/MS com amostra da saliva, obtivemos 57.645.372 reads que foram
montadas em 26.670 contigs (CDS). Destes, 16.683 (62,6% CDS) foram anotados e
separados em 7 categorias, destas, 3 se destacaram: Secretadas (FPKM= 79,5%),
Proteinas constitutivas (FPKM= 12,1%) e Desconhecidas (FPKM= 7,6%). Entre os
transcritos com maior expressao podemos destacar as Lipocalinas, Trialisina
curta/Trialisina, Inibidor de serino protease do tipo Kazal, Antigeno 5, Tripsina Salivar,
Inositol fosfato fosfatase. No proteoma, 132 proteinas foram identificadas, dentre os
grupos com maior quantidade de espectros (Ce), temos: Lipocalinas (Ce= 42%),
Enzimas (Ce= 22,5%), Familias especificas de Hemipteras (Ce= 10,1%), Familias de
Proteinas Ubiquas (Ce= 5,9%), Outras proteinas salivares secretadas (Ce= 4,9%) e
Inibidores de Protease (Ce= 1,4%). No proteoma também foi relatada pela primeira
vez a Anexina, que pode estar envolvida coma imunidade do inseto. Neste trabalho,
apresentamos o primeiro sialoma do T. sordida, demonstrando o padréo de expressao
das proteinas salivares. Os resultados obtidos corroboram com alguns ja descritos em
outros sialomas de triatomineos. O estudo dos compostos salivares auxilia a
compreensao acerca da biologia dos vetores, da evolucdo da hematofagia, além de

demonstrar o potencial biotecnolégico existente nestes animais.

Palavras—chave: Triatoma sordida. Saliva. Hematofagia. Transcriptoma. Proteoma.



ABSTRACT

Triatomines are the vectors of Chagas disease (CD), as they are hematophagous, they
have developed morphological and molecular adaptations in order to be able to feed
on blood and thus acquire the nutrients necessary for their reproduction and survival.
The saliva of these arthropods is composed of molecules that interact with the
hemostatic and immune systems of vertebrate hosts, so as to neutralize them, maintain
blood fluid and ensure a successful meal. Intending to understand the complexity of
the molecules involved in this process, the aim of this study was to investigate the
expression profile of genes in the salivary glands of Triatoma sordida, peridomiciliary
triatomine and an important vector of CD in Brazil. Using high-throughput lllumina —
type sequencing performed with total RNA extracted from salivary glands and LC-
MS/MS type mass spectrometry with saliva sample, obtained 57,645,372 reads that
were mounted in 26,670 contigs (CDS). Of these, 16,683 (62.6% CDS) were annoted
and separated into 7 categories which 3 stood out: Secreted (79.5% FPKM),
Housekeeping (12,1% FPKM) and Unknowns (7.6%FPKM). Among the transcripts
with greater expression, we can highlight Lipocalins, Short triallysin/triallysin, Kazal
type, Antigen 5, Salivary trypsin, Inositol phosphate phosphatase. In the proteome, 132
proteins were identified , among the groups with the greatest amount of spectra, we
have : Lipocalins (42%Sc), Enzymes (22,5%Sc), Hemiptera specific families (10,1%
Sc),Ubiquitous protein families (5,9%Sc), Other salivary secreted protein (4,9%Sc) and
Protease inhibitors (1,4% Sc). Annexin was also reported for the first time in the
proteome, which may be involved in the insect’'s immunity. The results obtained
corroborate those already described in other triatomine sialomes. The study of salivary
compounds helps to understand the biology of vectors, the evolution of the
hematophagy, in addition to demonstrating the biotechnological potential existing in

these animals.

Key words: Triatoma sordida. Saliva. Hematophagy. Transcriptome. Proteome.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais da Doenca de Chagas

A Tripanossomiase Americana, popularmente chamada de Doenca de Chagas
é considerada uma Doenca Tropical Negligenciada (DTN), que acomete populacdes
com baixo desenvolvimento socioecondmico. As DTNs estéo relacionadas a pobreza,
moradias precarias, desnutricdo, falta de saneamento basico, comunidades com baixo
ou nenhum acesso aos servicos de salude, pouco investimento tanto para o controle
vetorial quanto para o desenvolvimento de drogas e vacinas (LINDOSO; LINDOSO,
2009). Aléem da Doenca de Chagas, outros exemplos de DTNs séo: dengue, raiva,
Ulcera de Buruli, bouba, tracoma, hanseniase, leishmanioses, teniase e
neurocisticercose, dracunculiase, tripanossomiase humana africana, equinococose,
oncocercose, filariose linfatica, esquistossomose, micetoma, doencas transmitidas por
alimentos e helmintiases transmitidas pelo solo (OPAS, 2017). Essas doencas estéo
presentes em 149 paises localizados em regides tropicais e subtropicais do planeta e
estima-se que acometam cerca de 1 bilhdo de pessoas no mundo (SAVIOLI;
DAUMERIE, 2013; WHO, 2018).

A Doenca de Chagas foi descrita em 1909, pelo médico pesquisador brasileiro
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, foi ele o responsavel por identificar o agente
etiologico (Trypanosoma cruzi), o seu vetor, os triatomineos da familia Reduviidae,
gque sdo conhecidos por diversos nomes populares a depender da regido, por
exemplo: barbeiro, vicunha, bicudo, chupanca entre outros. Além disso, foi Carlos
Chagas quem descreveu os ciclos de vida tanto do agente etiolégico como do vetor
da Doenca de Chagas (CHAGAS, 1909; COUTINHO; DIAS, 1999; STUART; BRUN;
CROFT; FAIRLAMB et al., 2008). Ela é endémica em 21 paises da América Latina,
entretanto a migracdo de pessoas tem disseminado a doenca para areas nao
endémicas. Estima-se que cerca de 100 milhdes de pessoas vivam em areas onde ha
risco de infeccdo e cerca de 8 milhdes de individuos infectados, com incidéncia anual
de 56 mil casos, considerando todas as formas de contaminagéo (PAHO, 2017).

As principais formas de contaminacdo s&o vetorial, através das fezes do
triatomineo infectado; por transfusdo sanguinea; por transplantes de 6rgaos de
doadores infectados; congénita ou vertical, sendo passada de mae para filho; por
ingestéo acidental de alimentos contaminados; bem como por acidentes laboratoriais
com amostras infectadas (AGUILAR; ABAD-FRANCH; DIAS; JUNQUEIRA et al.,
2007; COURA, 2015; IMAI; MAEDA; SAYAMA; MIKITA et al., 2014; PAHO, 2017).
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A Doenca de Chagas apresenta 2 fases principais, aguda e crénica, que podem
ser assintomaticas, oligossintomaticas (com sintomas discretos) ou sintomaticas. Na
forma aguda é assintomética na maioria dos casos, mas quando sintomatica o
individuo pode apresentar: febre, inflamagé&o no local da inoculagéo, sinal de Romafia
(edema palpebral), linfadenopatia e hepatoesplenomegalia (PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018). Nas formas crbnicas sintomaticas, que ocorrem entre 10 e 30 anos
apos a infeccao, os individuos podem desenvolver principalmente cardiomiopatia ou
megavisceras (cardiomegalia, megaesdfago e/ou megacdlon) e em alguns raros
casos, associada também a quadros de acidente vascular cerebral (AVC)
cardioemboalico, e polineuropatia sensorial leve, que pode ndo necessariamente estar
associada a outro evento visceral (BERN, 2015; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018;
STANAWAY; ROTH, 2015).

O T. cruzi, classe Kinetoplastea, ordem Trypanosomatida, (CAVALIER-SMITH,
2016), é um protozoario flagelado pertencente ao sub-género Schizotrypanum,
classificado assim por se multiplicar de forma intracelular em vertebrados (BERN;
KJOS; YABSLEY; MONTGOMERY, 2011; KIRCHHOFF; RASSI JR, 2011). Ele pode
ser transmitido para inumeras espécies de mamiferos, tanto silvestres, como
domésticos incluindo os seres humanos (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

O T. cruzi é heteroxénico e apresenta diferentes estagios de desenvolvimento
ao longo do seu ciclo de vida que intercalam entre formas replicativas (amastigota e
epimastigota) e nao replicativas (tripomastigota sanguineo e tripomastigota
metaciclico) (DE LIMA; POUBEL; YUAN; ROSON et al., 2020). A forma amastigota, é
arredondada, ndo possui flagelo aparente, € intracelular e replicativa no hospedeiro
vertebrado; a forma tripomastigota, possui um formato alongado e fusiforme, com
surgimento do flagelo posterior ao ndcleo, encontrada tanto na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado (tripomastigotas sanguineos), quanto no intestino posterior do
triatomineo (tripomastigotas metaciclicos), ndo replicativa, sendo estas formas as
infectantes; e epimastigota, cujo formato também é alongado e € a forma replicativa
encontrada no trato digestivo do vetor (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010;
TEIXEIRA; HECHT; GUIMARO; SOUSA et al., 2011).

O ciclo de vida do T. cruzi se inicia quando o triatomineo infectado, no momento
do repasto, suga uma grande quantidade de sangue de um hospedeiro mamifero, e
durante este processo ocorre a defecacdo, momento no qual sdo liberados os

tripomastigotas metaciclicos do reto do inseto. Estes parasitas entram em contato com
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a lesdo no local da picada ou através da mucosa e penetram no hospedeiro
vertebrado. Neste, estes parasitas invadem as células (macréfagos, fibroblastos,
células epiteliais, entre outras) e se diferenciam em um estagio replicativo, a forma
amastigota, que ap0s sucessivos processos de divisdo celular, se diferenciam em
epimastigotas intracelulares, em seguida em tripomastigotas, que rompem a célula
infectada. Esta forma, tem capacidade de invadir novas células ou invadir a corrente
sanguinea, disseminando para outros tecidos, ou podem ser ingeridos novamente por
um triatomineo no momento do seu repasto (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS,
2010; MARCHESE; NASCIMENTO; DAMASCENO; BRINGAUD et al., 2018; MELO;
GUARNERI; SILBER, 2020). Dentro do inseto, ocorre uma nova diferenciacdo da
forma do parasita. A descricdo classica sobre esta diferenciacdo, feita por Chagas
(1909) diz que, os tripomastigotas sanguineos se diferenciam em epimastigotas no
estbmago e depois, passam por sucessivos processos de multiplicacdo no intestino
até atingirem o reto e se diferenciarem em tripomastigotas metaciclicos. Entretanto,
este processo ndo ocorre exatamente assim, pois 0s tripomastigotas sanguineos,
quando chegam ao estébmago do inseto, encontram um local inéspito e a populacao é
reduzida drasticamente num periodo de 24h por lise celular (CASTRO; SEABRA,;
GARCIA; SOUZA et al., 2007; DIAS; GUERRA; VIEIRA; PERDOMO et al., 2015).
Durante este intervalo, os individuos que restaram, se diferenciam em formas
intermediarias semelhantes a amastigotas (esferomastigota), ou em epimastigotas.
Estas formas migram para o intestino, onde comecam o processo de replicagéo, se
dividem intensamente e se fixam nas células intestinais (ALVES; ALBUQUERQUE-
CUNHA; MELLO; GARCIA et al., 2007; GUARNERI; LORENZO, 2017; NOGUEIRA;
GONZALEZ; GOMES; DE SOUZA et al., 2007). Esta etapa de adesdo nas células
intestinais parece ser essencial para desencadear a transformacg&o dos epimastigotas
em tripomastigotas metaciclicos, que sao altamente infecciosos para os mamiferos.
Estes ja se encontram na porg¢éo final do intestino, mais proximo ao reto e acabam se
desprendendo sendo liberados junto as fezes e urina, dando continuidade ao ciclo,
caso entre em contato com a lesdo ou com a mucosa do hospedeiro vertebrado
(Figura 1) (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010; GARCIA; RATCLIFFE;
WHITTEN; GONZALEZ et al., 2007; MELO; GUARNERI; SILBER, 2020). A
intensidade da infec¢do por T. cruzi varia, conforme a cepa e a espécie de triatomineo,

sendo considerada uma interacdo espécie-especifica, além de somar aos fatores
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intrinsecos presentes no hospedeiro vertebrado (MELO; GUARNERI; SILBER, 2020;
SCHAUB; MEISER; BALCZUN, 2011)

Figura 1 — Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi. O ciclo se inicia quando o triatomineo realiza o repasto
em um mamifero infectado e ingere as formas tripomastigotas sanguineas (1). Ao alcangar o intestino
médio, essas formas se diferenciam em epimastigotas (2) e colonizam o intestino do inseto, até que
migram para o intestino posterior, onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (3). Ao realizar
um novo repasto, o triatomineo defeca enquanto se alimenta ou ap6s a alimentacéo, e nas suas fezes
se encontram os tripomastigotas metaciclicos (4). Estes, ao atingirem a corrente sanguinea, podem
infectar a maioria dos tipos celulares do hospedeiro vertebrado. Uma vez que infectam uma célula, se
diferenciam em amastigotas (5), os quais se dividem por divisdo binéria, se diferenciam novamente em
tripomastigotas sanguineos (6), e lisam a célula, atingindo a corrente sanguinea podendo infectar

outras células, ou serem ingeridos pelo triatomineo, recomecando o ciclo.
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Fonte: Esta tese.

1.2. Triatomineos, os vetores da doenca de Chagas
1.2.1. Os triatomineos, sua diversidade e distribuicao

Os triatomineos séo ectoparasitas, artropodes da ordem Hemiptera e da familia
Reduviidae, sdo hemimetabolos, apresentando 5 estagios de ninfa até chegarem a
fase adulta (Figura 2) (GURGEL-GONCALVES; GALVAO; COSTA; PETERSON,
2012; JURBERG; GALVAOQO, 2006). Em ambiente silvestre, € comum encontra-los em
tocas de aves e mamiferos, palmeiras, arbustos, pedras onde vivem associados a

diferentes animais como: morcegos, aves, tatus, gambas, entre outros (GURGEL-
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GONCALVES; GALVAO; COSTA; PETERSON, 2012; GURGEL-GONCALVES;
GLAVAO; MENDONCA; NETO, 2012).

Estes insetos estdo amplamente distribuidos no Brasil e em outros paises do
continente americano. Algumas espécies também podem ser encontradas em outros
continentes como Asia e Oceania, s&0 espécies do género Linschcosteus e alguns
representantes do género Triatoma (GALVAO; GURGEL-GONCALVES, 2014;
VIEIRA; PRACA; BENTES; SANTIAGO et al., 2018). Devido a hematofagia, todas as
espécies de barbeiros sdo potenciais vetores da Doenca de Chagas ao longo da sua
area de distribuicdo, uma vez em contato com o parasito teriam a capacidade de
transmiti-lo (OTALORA-LUNA; PEREZ-SANCHEZ; SANDOVAL; ALDANA, 2015). Até
0 momento, existem 154 espécies descritas, agrupadas em 17 géneros organizados
em 5 tribos (Tabela 1) (DE OLIVEIRA; ALEVI;, CAMARGO; DE OLIVEIRA
MENEGUETTI, 2020; VIEIRA; PRACA; BENTES; SANTIAGO et al., 2018). Existem
cerca de 95 espécies que possuem importancia epidemiolégica na transmisséao da
Doenca de Chagas, pois sdo aquelas que colonizam o peridomicilio e/ou domicilio
(VALENTE, 2011; VIEIRA; PRACA; BENTES; SANTIAGO et al.,, 2018). Esta
classificacéo é feita conforme o comportamento de cada espécie em relacéo a invasao
e colonizacdo de ambientes, sendo assim, espécies silvestres sao aquelas que vivem
em ambientes naturais, estando associadas diretamente a animais silvestres;
espécies semi-domiciliadas, séo aquelas que ja colonizam o peridomicilio e com uma
certa frequéncia sdo encontradas dentro dos domicilios e espécies domiciliadas, séo
aguelas que sdo encontradas frequentemente dentro das casas e praticamente néo
sdo mais encontradas em ambiente natural (PAHO, 2016).

Analisando este aspecto, os géneros de maior importancia epidemioldgica sao:
Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma. No Brasil, espalhado por todo seu territorio,
temos em torno de 68 espécies, destas mais da metade sdo endémicas (MADEIRA;
DOS REIS; DE FREITAS BITTINELLI; DELGADO et al., 2019). Dentre estes géneros
citados, a espécie Triatoma sordida € um exemplo de vetor em potencial da Doenga
de Chagas no Brasil, isso quer dizer, que além da sua capacidade de transmissao do
T. cruzi que € comum a todos os barbeiros, este, ja é encontrado em domicilio e/ou
peridomicilio, demonstrando sua competéncia vetorial (FORATTINI, 2006;
FORATTINI; ROCHA E SILVA; FERREIRA; RABELLO et al., 1971; GALVAO, 2014;
MADEIRA; DOS REIS; DE FREITAS BITTINELLI; DELGADO et al., 2019; SILVA;
SAMPAIO; POLONI; KOYANAGUI et al., 2004)
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Tabela 1 — Tribos e os géneros dos triatomineos.

Tribos Géneros

Aberproseniini Alberprosenia

Bolboderini Bolbodera, Microtriatoma, Parabelminus e Belminus
Cavernicolini  Cavernicola

Rhodiniini Psammolestes e Rhodnius

Triatomini Dipetalogaster, Eratyrus, Hermanlentia, Lishcosteus, Mepraia,

Nesotriatoma, Panstrongylus, Paratriatoma e Triatoma

1.2.2. Triatoma sordida

O T. sordida é endémico no Brasil, caracteristico do bioma Cerrado, onde o
clima é quente e seco (Figura 2) (FORATTINI, 1980). E encontrado nos estados do
Piaui, Bahia, Minas Gerais, Pernambuco, Goias, Parana, Santa Catarina, Rio Grande
do Sul, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Acre, Tocantins e Sao Paulo (Figura 3) (DE
OLIVEIRA; ALEVI;, CAMARGO; DE OLIVEIRA MENEGUETTI, 2020; DIOTAIUTI;
AZEREDO; BUSEK; FERNANDES, 1998;: GALVAO, 2014; GALVAO; CARCAVALLO;
ROCHA; JURBERG, 2003; GURGEL-GONCALVES; GALVAO; COSTA; PETERSON,
2012; PEREIRA; ALMEIDA; SOUSA; PAULA et al., 2013; RAMOS; CASTRO; SOUZA;
OLIVEIRA et al., 2018; SOUZA; RODRIGUES; ROCHA E SILVA, 1978). Esta espécie
tem uma enorme capacidade de dispersao e devido a esta habilidade atingiu outras
regides do continente sul-americano, a hipétese € que o principal foco de endemismo
seja no bioma Cerrado (FORATTINI, 1980). Fora do Brasil, sua presenca é descrita
na Bolivia, Argentina, Uruguai e Paraguai, regido conhecida como Gran-Chaco (Figura
3) (PANZERA, F.; PITA, S.; NATTERO, J.; PANZERA, Y. et al.,, 2015; SOUZA,
RODRIGUES; ROCHA E SILVA, 1978).
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Figura 2 — Ciclo biolégico do Triatoma sordida. 1- Ovos em processo de embriogénese até a eclosao
(ovo branco); 2- Ninfa de 1° estagio; 3- Ninfa de 2° estagio; 4- Ninfa de 3° estagio; 5- Ninfa de 4° estagio;

6- Ninfa de 5° estagio; 7- Fémea adulta; e 8- Macho adulto.

5mm

Fonte: Esta tese.

Este amplo processo de disperséo, expde a espécie a diferentes ambientes,
condi¢bes e, portanto, pode ao longo do tempo passarem por processos evolutivos
distintos, formando subcomplexos dentro desta espécie, até comecar o processo de
especiacdo (MADEIRA; DOS REIS; DE FREITAS BITTINELLI; DELGADO et al.,
2019). A hipotese inicial é que existiam 3 citétipos: T. sordida sensu stricto (s.s.), T.
sordida La Paz e T. sordida Argentina (PANZERA, F.; PITA, S.; NATTERO, J,;
PANZERA, Y. et al., 2015). As espécies do subcomplexo sordida exibem o mesmo
namero dipléide, 22 cromossomos compostos de 20 autossomos mais 0sS
cromossomos sexuais XX/XY (PANZERA; HORNOS; PEREIRA; CESTAU et al.,
1997). A informagéo cariotipica foi descrita para espécimes brasileiras originalmente.
Estudos recentes demonstraram que o T. sordida apresenta diferengas genotipicas e

fenotipicas entre as populacfes da Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil (BELINTANI;
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OLIVEIRA; PINOTTI; SILVA et al, 2020; NATTERO; PICCINALI; LOPES;
HERNANDEZ et al., 2017; NOIREAU; GUTIERREZ; ZEGARRA; FLORES et al., 1998;
NOIREAU; ZEGARRA; ORDONEZ; GUTIERREZ et al., 1999; PANZERA; HORNOS;
PEREIRA; CESTAU et al., 1997). Foi demonstrado que o citétipo T. sordida Argentina
€ uma nova espécie, Triatoma rosai, e que os citétipos T. sordida s.s. e T. sordida La
Paz sdo apenas uma variacdo, polimorfismo cromossomal, jA& que estas se
reconhecem sexualmente e apresentam descendentes férteis (ALEVI; DE OLIVEIRA;
GARCIA; CRISTAL et al., 2020; MADEIRA; DELGADO; BITTINELLI; DE OLIVEIRA et
al.,, 2021). No Brasil, ndo ha diferencas morfoléogicas e moleculares entre as
populacdes dos diferentes estados onde € encontrado, demonstra uma baixa
variabilidade genética entre elas (BELINTANI; OLIVEIRA; PINOTTI; SILVA et al.,
2020; MADEIRA; DELGADO; DE FREITAS BITTINELLI; SARTORI et al., 2020;
MADEIRA; DOS REIS; DE FREITAS BITTINELLI; DELGADO et al., 2019). A baixa
variabilidade genética entre as populacbes do Brasil pode ser explicada pelo
isolamento geografico entre as populagfes vizinhas, coldénias pequenas e por iSso
restringindo o fluxo génico, ciclo de vida longo dos individuos da col6nia e 0 uso
continuo de inseticidas para controle vetorial (MADEIRA; DOS REIS; DE FREITAS
BITTINELLI; DELGADO etal., 2019; PESSOA; SOUSA; SONODA; DIOTAIUTI, 2016).
Portanto, o processo de especiacao é sugerido entre as populacfes encontradas em
cada pais onde o T. sordida esta presente (NATTERO; PITA; CALLEROS; CROCCO
et al., 2016; PANZERA, FRANCISCO; PITA, SEBASTIAN; NATTERO, JULIETA;
PANZERA, YANINA et al., 2015; PITA; LORITE; NATTERO; GALVAO et al., 2016).
Em ambiente silvestre, é encontrado principalmente sob cascas de arvores
vivas ou mortas, troncos de palmeiras, associado com aves (GUARNERI,
ALESSANDRA A; PEREIRA, MARCOS H; DIOTAIUTI, LILEIA, 2000; LENT;
WYGODZINSKY, 1979). Em ambientes artificiais, coloniza principalmente o
peridomicilio de casas, sendo comum encontra-los em galinheiros (DIOTAIUTI,
LOIOLA; FALCAOQ; DIAS, 1993). Ja foi descrito em processo de domiciliagdo em
alguns estados brasileiros (DUARTE; PEREIRA; MARTINS; MEDEIROS et al., 2017;
FORATTINI; ROCHA E SILVA; FERREIRA; RABELLO et al., 1971). Sendo mais
comum a captura nas condi¢cdes peridomiciliar e domiciliar no nordeste do estado de
Séo Paulo, no estado de Goias e Mato Grosso (DUARTE; PEREIRA; MARTINS;
MEDEIROS et al., 2017; SANTALUCIA; ABEZERRA; A CIRINO; | AVILA et al., 2015).



25

Por um longo periodo, esta espécie foi considerada de menor importancia
epidemioldgica especialmente quando comparado com espécies como: Triatoma
infestans e Rhodnius prolixus. Porém, com a tentativa de erradicagdo do T. infestans,
e com alta atividade antropica no meio ambiente, o nimero de notificaces do T.
sordida (adultos e ninfas) no intradomicilio tem aumentado, e isso se deve, pela perda
do habitat somado a grande capacidade do T. sordida em ocupar espacos
domiciliares, atraidos pela luz e se adaptar muito bem a eles formando col6nias
(BRAVO; VASCONCELOS; TAVARES; GRACHETE etal., 2019; CROCCO; CATALA,
1996; MONTEIRO; ESCALANTE; BEARD, 2001; WALECKX; GOURBIERE;
DUMONTEIL, 2015). Sendo assim, T. sordida tem ganhado espaco, se destacando
como uma das espécies mais importantes epidemiologicamente nas regiées onde &
encontrado (DUARTE; PEREIRA; MARTINS; MEDEIROS et al., 2017).

Estudos demonstram que alteracdes no meio ambiente devido a acéo antrépica
corroboram fortemente para o processo de domiciliacdo de triatomineos com habitos
silvestres e/ou semi domiciliados (BRAVO; VASCONCELOS; TAVARES; GRACHETE
et al.,, 2019; COURA, 2007; DE FIGUEIREDO; DA SILVA; BOLOGNEZ, 2007;
DUARTE; PEREIRA; MARTINS; MEDEIROS et al., 2017; FORATTINI, 1980). Apesar
do T. sordida ter seu comportamento descrito como ornitofilico, sua preferéncia pelo
ambiente intradomiciliar tem sido mostrada (BRAVO; VASCONCELOS; TAVARES;
GRACHETE et al., 2019; DUARTE; PEREIRA; MARTINS; MEDEIROS et al., 2017) .
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Figura 3 — Mapa de distribuicdo geografica do Triatoma sordida.
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Fonte: Esta tese.

1.2.3. A alimentacédo dos triatomineos
Os triatomineos sédo artropodes hematéfagos durante todo o seu ciclo de vida

e, para garantir o sucesso do repasto, desenvolveram adaptacdes morfolégicas e
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moleculares. Dentre as morfolégicas, o aparelho bucal se tornou altamente
especializado, contendo: labio ou probdscida, um par de mandibulas serrilhadas e um
par de maxilas longas e flexiveis. Essas estruturas formam o canal salivar, que leva a
saliva para o sitio da alimentacdo e o canal alimentar, onde o sangue sugado pelo
inseto passa durante o processo de repasto (LAVOIPIERRE; DICKERSON;
GORDON, 1959).

Por serem solenofégicos, no processo de alimentacdo, o inseto utiliza essas
estruturas para perfuracdo da pele e para encontrar o vaso sanguineo. Primeiro, o
triatomineo perfura a pele com as mandibulas, introduz suas maxilas e inicia a busca
ativa por um vaso sanguineo através de movimentos oscilatorios constantes
(LAVOIPIERRE; DICKERSON; GORDON, 1959). Ao final da fase de sondagem, que
se da quando o inseto perfura o0 vaso sanguineo, inicia-se o ingurgitamento, momento
em que o triatomineo suga o sangue e o transfere, através do canal alimentar, para o
intestino anterior (estbmago), onde é estocado. O bombeamento deste sangue é feito
através de contracfes dos musculos associados a bomba cibarial, que se encontra na
cabeca do inseto. Quando os musculos contraem, geram uma pressao negativa no
interior da camara permitindo a suc¢édo do sangue e, quando relaxados, a camara se
fecha e empurra o sangue para o intestino (BENNET-CLARK, 1963). Esse processo
de contragdo e relaxamento, acontece sucessivas vezes com intervalos regulares.
Durante todo o processo de repasto, ocorre a salivacao.

O tempo de alimentacdo varia de espécie para espécie e do estagio de
desenvolvimento do inseto, entre outras caracteristicas do hospedeiro, podendo variar
de poucos minutos a mais de uma hora (ARAUJO; GONTIJO; GUARNERI; GONTIJO
et al., 2011).

1.2.4. A saliva dos triatomineos

Os triatomineos, assim como outros artrépodes hematofagos, apresentam em
sua saliva moléculas que facilitam o repasto, pois, ao tentarem se alimentar,
desencadeiam repostas fisiolégicas do hospedeiro que interferem na obtencdo do
sangue, como a hemostasia, a reacdo inflamatoria e a resposta imune (Figura 4)
(GUARNERI, A. A.; PEREIRA, M. H.; DIOTAIUTI, L., 2000; RIBEIRO, J., 1995;
RIBEIRO, J. M.; FRANCISCHETTI, I. M., 2003; SANT'ANNA; DIOTAIUTI; DE
FIGUEIREDO GONTIJO; DE FIGUEIREDO GONTIJO et al., 2001). Esta interacao

entre a saliva do inseto e o hospedeiro é de uma enorme complexidade e 0s
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responsaveis por manter o sangue fluido e modular o sistema imune do hospedeiro
durante este processo sdo as moléculas bioativas presentes na saliva (SANTIAGO;
DE ARAUJO; CHARNEAU; PRACA et al., 2020). Algumas destas moléculas
farmacologicamente ativas ja foram descritas como: anticoagulantes; vasodilatadores;
anti-agregadores plaquetarios para agregacao induzida por diferentes agonistas
(colageno, adenosina difosfato (ADP), acido araquidbnico e trombina); anti-
histaminicos; bloqueadores de canal de soédio; anestésicos; entre outras
(ANDERSEN; GUDDERRA; FRANCISCHETTI; RIBEIRO, 2005; CHAMPAGNE,
2005; DE ARAUJO; BUSSACOS; SOUSA; HECHT et al., 2012; RIBEIRO, J. M.;
FRANCISCHETTI, I. M., 2003; RIBEIRO, J. M. C., 1995).

Estes compostos, além de contraporem a hemostasia do hospedeiro, podem
modular sua resposta imunoldgica, contribuindo para a transmisséo do T. cruzi. Um
estudo demonstrou que a saliva de R. prolixus induz a quimiotaxia de células
inflamatorias e resultou no aumento da parasitemia cerca de seis vezes (MESQUITA;
CARNEIRO; BAFICA; GAZOS-LOPES et al., 2008). A diversidade e abundéancia
dessas moléculas podem variar de uma espécie para outra (ASSUMPCAO;
FRANCISCHETTI; ANDERSEN; SCHWARZ et al., 2008b; SANTOS, A.; RIBEIRO, J.
M. C.; LEHANE, M. J.; GONTIJO, N. F. et al., 2007).

Figura 4 — Triatoma infestans adulto salivando.

Fonte: Esta tese.
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1.3. Hemostasia do hospedeiro

A hemostasia € um processo que compreende interacdes complexas entre
vasos sanguineos, plaquetas, proteinas da coagulacéo e o sistema fibrinolitico que
juntos levam a formacéo do coagulo sanguineo a fim de conter a lesdo no sistema
vascular. Portanto, € definido como hemostasia, a resposta fisiologica do hospedeiro
para evitar a perda sanguinea quando ha uma lesdo neste sistema (GARCIA;
ANDREU; BERNALTIRAPO; HERRERO, 2019; KULKARNI; DOPHEIDE; YAP,;
RAVANAT et al., 2000; MORELLI, 2004). Esta resposta é formada por 3 grandes
eventos que acontecem de forma simultanea sendo eles: vasoconstricdo, agregacao
plaguetaria e coagulacdo sanguinea que tem por funcéo o reparo da lesdo vascular e
assim minimizar a perda de sangue (KULKARNI; DOPHEIDE; YAP; RAVANAT et al.,
2000; MORELLLI, 2004; RODRIGUES; CASTILHO-FERNANDES; FONTES, 2012).

A vasoconstricdo é a resposta contratii do vaso onde ocorreu a leséo,
resultando na diminuicdo do calibre e por consequéncia na redugdo do fluxo
sanguineo (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010; RIBEIRO, J. M.; FRANCISCHETTI, I.
M. J. A. R. O. E., 2003). Quando um vaso é danificado, as plaguetas séo recrutadas
e aderem ao sitio da lesdo e formam um aglomerado que serve para conter o fluxo de
sangue. A agregacao plaquetaria € um evento dinamico dividido basicamente em 3
etapas: Na iniciacdo, as plaquetas se aderem ao local da lesdo, formando uma
pelicula de células plaguetarias; na extenséo, ocorre o recrutamento e a ativacéo de
plaguetas adicionais formando o tampéo plaquetério; e na estabilizacdo, ocorre a
deposicado da fibrina sobre o tampéao plaquetario, formando o coagulo sanguineo
(VERSTEEG; HEEMSKERK; LEVI; REITSMA, 2013).

A coagulacdo sanguinea é complexa e dependente da ativacdo de uma cascata
de moléculas que culmina na conversao do fibrinogénio em fibrina para que ocorra a
formacdo do coagulo. Este processo também é dividido em 3 etapas sendo elas:
iniciagdo, amplificagéo e propagacdo. Com o rompimento da vasculatura, as células
subendoteliais (células musculares lisas e fibroblastos) expéem o fator tecidual (FT) a
corrente sanguinea dando inicio a primeira fase. O FT se liga e atua como um cofator
do fator VII (FVII), ativando sua protedlise e conversao para FVII ativado (FVlla) e
formam um complexo. Este complexo FT/FVlla cliva os fatores IX e X, convertendo os
para a forma ativada, FIXa e FXa. O FXa se junta ao FVa para formar o complexo
protrombinase (MONROE; HOFFMAN, 2006), que é responsavel por converter a
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protrombina (FIl) em trombina, entdo, o FV é ativado pelo FXa. Pode ocorrer a
dissociacdo do FXa da célula que estiver expondo o FT para formar a protrombinase
nas membranas celulares de células mais distantes (GILBERT; SIMS; WIEDMER;
FURIE et al., 1991; MARDER; AIRD; BENNETT; SCHULMAN et al., 2012). Para
diminuir essa difusdo, no plasma existem alguns peptideos que séo inibidores de
serino proteases (JESTY, 1978).

A etapa de amplificacdo é onde ocorre a ativacdo das plaquetas que estao
aderidas ao sitio da leséo, através da trombina, ocorre a conversdo do FV em FVa,
gue é responsavel pela amplificacdo da atividade protrombinase na superficie das
plaquetas, que ira converter o FVIIIl em FVllla, um cofator de FIXa, gerando mais FXa
que por sua vez ira converter FXI em FXla (VERSTEEG; HEEMSKERK; LEVI,
REITSMA, 2013) Na etapa de propagacao, FXla converte FIX em FIXa, que ir4 se
associar com o FVllla para catalisar a conversdo de FX em FXa; o complexo formado
por FXa/FVa produz a trombina, que ira converter o fibrinogénio em fibras de fibrina
(ARIENS; LAI; WEISEL; GREENBERG et al., 2002). O FXIllla catalisa a formag&o das
ligacdes covalentes entre as cadeias de fibrina para dar origem ao codgulo sanguineo
(ARIENS; LAI; WEISEL; GREENBERG et al., 2002).

Qualquer falha que ocorra neste complexo sistema, ocorre um desequilibrio
gue compromete o reparo da injuria tecidual, gerando hemorragia (perda excessiva
de sangue) como também pode ocorrer a formagcdo de trombos, que impedem o
suprimento de sangue nos tecidos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010).

1.4. Sequenciamento do tipo RNA-seq e espectrometria de massas do tipo LC-
MS/MS

Maxam, Gilbert e Frederik Sanger (1977) foram o0s pioneiros no
desenvolvimento do sequenciamento, a principio com interesse na molécula de DNA.
A metodologia de Sanger se tornou mais popular, por ser usada em diversos centros
de pesquisas, levando a uma série de descobertas no meio cientifico. Ainda hoje &
utilizada, porém, € mais indicada para organismos que sejam pequenos Ou para
fragmentos de DNA que foram amplificados por PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase). Estas metodologias sdo conhecidas como “Sequenciamento de 12
geracao”, isso porgue existe uma limitacéo da técnica, onde € possivel sequenciar de

forma eficaz apenas pequenas sequéncias entre 500-900 pares de bases (pb)
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processando poucos fragmentos por vez (MAXAM; GILBERT, 1977; SANGER,;
NICKLEN; COULSON, 1977).

Devido a estas limitagBes, nos anos 2000 foram desenvolvidos novos métodos
de sequenciamento utilizados tanto para a molécula de DNA como para de RNA. Estas
novas metodologias passaram a ser conhecidas como técnicas de sequenciamento
de 22 geracao (Next- Generation Sequencing — NGS) ou Sequenciamento Massivo
em Paralelo (Massive ou Massively Parallel sequencing) ou ainda Sequenciamento
de alta performance (High-throughput sequencing). Com o NGS é possivel sequenciar
fragmentos curtos (50- 300 pb) o que néo era possivel nas técnicas anteriores. Além
disso, permite sequenciar de forma muito mais rapida, pois € possivel ler milhées de
fragmentos ao mesmo tempo, é mais eficaz e barata quando comparado com a
metodologia Sanger, consequentemente, 0 NGS mudou a dinamica das pesquisas
que o utilizam (MALJKOVIC BERRY; MELENDREZ; BISHOP-LILLY;
RUTVISUTTINUNT et al., 2020; METZKER, 2010).

Existem diversos equipamentos/plataformas para a realizagéo do NGS, eles se
diferenciam na tecnologia e metodologia de sequenciamento, podemos citar como
exemplos: Roche/454, lon torrent, SOLid e Illumina. A escolha do tipo de
sequenciamento, depende do objetivo do estudo. A plataforma Illumina, é uma das
mais populares quando se fala de NGS, pois tem capacidade de fazer grandes
sequenciamentos com alta qualidade por um valor mais acessivel e esta foi a utilizada
neste trabalho (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Ela é baseada em uma técnica
conhecida como “amplificacdo em ponte”, em que as moléculas de DNA (~500pb) com
adaptadores apropriados ligados em cada extremidade sdo usadas como substratos
para as reacfes de sintese em uma lamina de vidro que contém sequéncias de
oligonucleotideos complementares ao adaptador ligado. Os oligonucleotideos na
lamina sdo espacados de modo que o DNA, que é entdo submetido a rodadas
repetidas de amplificagéo, crie “agrupamentos” clonais que consistem em cerca de
1000 copias de cada fragmento de oligonucleotideo. Cada lamina de vidro pode
suportar milhdes de reacdes de agrupamento paralelas. Durante as reacdes de
sintese, nucleotideos modificados proprietarios, correspondentes a cada uma das
guatro bases, cada uma com um marcador fluorescente diferente, sdo incorporados e
entdo detectados. Os nucleotideos também atuam como terminadores de sintese para
cada reacdo, que sao desbloqueados apos a deteccdo para a proxima rodada de

sintese. As reacdes sdo repetidas por 300 ou mais rodadas. O uso de deteccdo
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fluorescente aumenta a velocidade de deteccdo devido a imagem direta (SLATKO;
GARDNER; AUSUBEL, 2018)

O sequenciamento Illumina permite a realizacdo de uma variedade de
protocolos, incluindo RNA sequencing (RNA-seq). RNA-seq é o termo adotado para
se referir a analise transcriptdbmica, esta técnica é conhecida por sequenciar a
molécula de RNA como o proprio nome diz ou o conjunto de transcritos de um
determinado organismo em uma determinada condicdo e/ou estidgio de
desenvolvimento. Existem 2 formas de analise, a Reference guided que consiste na
analise com um genoma de referéncia onde as sequéncias curtas de leitura (reads)
sao alinhadas contra o genoma do organismo, e a De novo que é utilizada quando
ndo had um genoma de referéncia. Neste caso, geralmente sdo organismos
eucaridticos ndo modelos. Sendo assim, as reads geradas sdo montadas em
sequéncias consenso (contigs ou CDS) e estes sdo montados e analisados com ajuda
da bioinformética, utilizando algoritmos, dados publicos para as anotacdes e alguns
softwares para a classificacdo funcional (MALJKOVIC BERRY; MELENDREZ,
BISHOP-LILLY; RUTVISUTTINUNT et al., 2020).

Através destes dados é possivel entender diferentes processos bioldgicos que
estdo sendo modulados naquele organismo e naquela determinada condicdo, como
por exemplo o nivel de expressdo dos genes, alto (up-regulated) ou baixo (down-
regulated), qual é o perfil de expressdo destes transcritos ou como um organismo
responde quando em contato com um farmaco, com aumento do stress ou qualquer
outra condicao delineada na pesquisa (MALJKOVIC BERRY; MELENDREZ; BISHOP-
LILLY; RUTVISUTTINUNT et al., 2020).

Em algumas pesquisas, 0 RNA-seq é somado ao proteoma, como é o caso dos
sialomas (andlise transcriptdmica e protedmica da saliva) de artrépodes hematofagos.
O proteoma é definido, como o conjunto de proteinas que estdo sendo expressas por
um organismo, tecido ou célula em um momento especifico. Para que esta
metodologia seja realizada, & necessario utilizar de técnicas de separagédo e
identificacdo, como por exemplo, eletroforese, em especial a bidimensional (2D),
cromatografia, espectrometria de massas e a bioinformética (HEIN; SHARMA; COX;
MANN, 2013). A soma destas duas metodologias (analise transcriptbmica e
protedmica) no estudo dos sialomas, tem sido esclarecedora, ja que respondem a
varias perguntas que ajudam a entender melhor a biologia dos vetores, se tornando

um complemento, uma vez que temos 0s transcritos identificados e as proteinas que
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sdo realmente expressas haquela determinada condicdo (BENSIMON; HECK;
AEBERSOLD, 2012; ZHANG; FONSLOW; SHAN; BAEK et al., 2013). Porém, ha uma
lacuna, quando se trata da correlacdo entre os niveis de expressdo das proteinas
encontradas no proteoma e o nivel de RNA mensageiro (RNAm) encontrado no
transcriptoma. Esta falta de correlacao entre os dados pode ser justificada por alguns
eventos como splicing alternativo e degradacdo (GHAZALPOUR; BENNETT;
PETYUK; OROZCO et al., 2011).

A identificacé@o de proteinas, assim como a identificagcdo de transcritos, também
requer ferramentas analiticas com alta resolucdo, sensibilidade e seletividade
(POMASTOWSKI; BUSZEWSKI, 2014). Existem 2 abordagens principais, em uma
delas as proteinas do extrato total séo pré-fracionadas por meio da eletroforese onde
as bandas de interesse sdo excisadas e tratadas antes de irem para o espectrometro
de massas para a identificacdo e/ou caracterizacdo. A outra estratégia é conhecida
como shotgun proteomics que pode ser de 2 tipos: Top down onde as proteinas ndo
sdo digeridas previamente para serem analisadas, ou seja as proteinas estao intactas
e a bottom up, em que o extrato total proteico é digerido de forma quimica ou
enzimatica (que foi utilizada neste trabalho) antes de ser submetido a analise. Ambos
os tipos sdo analisados por cromatografia liquida multidimensional, acoplada ao
espectrometro de massas (BRAGA EMIDIO; GIRARDI CARPANEZ; RAMOS
QUELLIS; SILVA FARANI et al., 2016; CATHERMAN; SKINNER; KELLEHER, 2014;
MALLICK; KUSTER, 2010; MCDONALD; YATES, 2003; YATES, 2004; YATES;
RUSE; NAKORCHEVSKY, 2009; ZHANG; FONSLOW:; SHAN; BAEK et al., 2013).

Assim como o sequenciamento a espectrometria de massas ja existe ha muitos
anos e evoluiu ao longo do tempo. Historicamente, dois pesquisadores foram
pioneiros nesta area ao final dos anos 1890 Sir. J.J. Thompson, foi o responsavel pela
determinacdo da razdo massa/carga (m/z) dos elétrons, e o pesquisador Wien,
estudou a deflexdo magnética dos raios anddicos e confirmou que os raios eram
carregados positivamente ou negativamente. Ambos receberam o prémio Nobel por
suas descobertas em 1906 e 1911, respectivamente (TANAKA; WAKI; YUTAKA,
AKITA et al., 1988; THOMPSON; THOMSON, 1913).

A partir destas descobertas surgiram as técnicas de ionizacdo branda, que
mantém parcialmente ou totalmente intacta a estrutura primaria da cadeia
polipeptidica. Como exemplo podemos citar a ionizacdo eletrospray (ESI/MS) e a

ionizacao/dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI), técnicas capazes de
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transformar macromoléculas em ions. A diferenca é que a ESI/MS tende a produzir
espécies multicarregadas para proteinas e peptideos, isto é possivel pois a amostra
é misturada a um solvente i6nico e volatil, que apds a sua evaporacdo os deixam
ionizados e na forma gasosa. J& a MALDI produz ions monocarregados, neste caso,
a amostra € misturada a uma matriz organica em uma placa metalica e submetida a
incidéncia de um laser para a ionizacdo (FENN; MANN; MENG; WONG et al., 1989;
GLISH; VACHET, 2003; TANAKA; WAKI; YUTAKA; AKITA et al.,, 1988; YATES,;
RUSE; NAKORCHEVSKY, 2009). ESI/MS é uma das técnicas mais utilizadas pois
tem alta sensibilidade, seletividade e precisa de pouca amostra, sendo comumente
escolhida para analise de proteinas e acidos nucleicos (HECK; VAN DEN HEUVEL,
2004).

Existem diversos analisadores de massas, estes tém como funcgao realizar a
separacao dos ions que foram gerados através da razdo massa/carga (m/z) e estes
se diferenciam pelo principio da medicao destes ions (EL-ANEED; COHEN; BANOUB,
2009; HECK; VAN DEN HEUVEL, 2004). No analisador TOF MS a separacéo ¢é feita
baseada no tempo de voo e na velocidade dentro do tubo de voo, no Quadrupolo MS
a separacao é feita através dos campos elétricos gerado por hastes metalicas e no
Aprisionamento de ions (lon — trapping), ha a separacdo seletiva de ions em um
campo (magnético ou eletrodinamico) de aprisionamento (BRAGA EMIDIO; GIRARDI
CARPANEZ; RAMOS QUELLIS; SILVA FARANI et al., 2016; GLISH; VACHET, 2003).
E importante ressaltar que para algumas andlises como estruturas e sequenciamento
de peptideos, duas etapas MS podem ser realizadas em sequéncia, utilizando o
mesmo principio de separacdo duas vezes ou a combinacdo de dois tipos diferentes
(MCLAFFERTY FRED, 1981) sendo chamada de espectrometria de massas
sequencial (tandem MS/MS). Para realizacdo de analises deste tipo, € essencial o
emprego de equipamentos especificos. Neste trabalho foi utilizado o analisador de
massas do tipo Orbitrap, que é considerado um dos mais novos analisadores
(MAKAROV, 2000)

A espectrometria de massas do tipo LC-MS/MS, é uma técnica analitica que
mede massa/carga (m/z) de compostos que foram ionizados e para a identificacéo
dos peptideos, existem 2 condic¢des obrigatérias: os peptideos devem estar ionizados,
carregados positivamente ou negativamente, e na forma gasosa (EL-ANEED;
COHEN; BANOUB, 2009). O resultado € processado, com ajuda de softwares e de

bancos de dados publicos.
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Portanto, a tecnologia de sequenciamento somada a espectrometria de massas
tem se tornado uma abordagem interessante e frequente, ja que juntas, s&o
complementares, em especial em trabalhos bioquimicos e de biologia molecular
(BENSIMON; HECK; AEBERSOLD, 2012; BRAGA EMIDIO; GIRARDI CARPANEZ;
RAMOS QUELLIS; SILVA FARANI et al., 2016; ZHANG; FONSLOW; SHAN; BAEK et
al., 2013)

1.5. Sialoma de triatomineos

Os estudos sobre os triatomineos atraem os pesquisadores ha décadas, desde
a descoberta da Doenca de Chagas. Com intuito de entender os processos que
envolviam a transmissao do parasito e como funcionava a alimentagéo destes insetos,
estudos utilizando a saliva e as glandulas salivares passaram a ser realizados.
Conforme as pesquisas iam avancando e trazendo novos resultados, baseados em
metodologias mais robustas e atuais, foi percebido o potencial biotecnolégico presente
na saliva destes artrépodes.

As analises transcriptdmica e protedmica sao estratégias que tém sido
utilizadas para identificar estas moléculas presentes na saliva e nas glandulas
salivares dos triatomineos. O termo “sialo” vem do grego e indica relagdo com saliva
ou glandula salivar. Como a soma destas técnicas, geraram resultados satisfatorios,
€ comum encontra-las juntas numa pesquisa, os chamados sialomas. Os estudos de
sialomas passaram a ser mais frequentes nas diferentes espécies de artropodes
hemato6fagos, devido ao interesse na identificacdo destas proteinas, bioprospeccao
de moléculas com potencial farmacéutico, para fins de posterior desenvolvimento de
medicamentos, bem como métodos mais efetivos para o controle vetorial e para
entender melhor as relagbes entre vetor, parasito e hospedeiro (SANTIAGO; DE
ARAUJO; CHARNEAU; PRACA et al., 2020).

Algumas espécies de triatomineos ja tém seu sialoma descrito, sdo elas: T.
infestans (ASSUMPCAO; FRANCISCHETTI; ANDERSEN; SCHWARZ et al., 2008a),
Triatoma dimidiata (SANTIAGO; DE ARAUJO; CHARNEAU; BASTOS;
ASSUMPCAO; QUEIROZ; PRACA; CORDEIRO et al., 2018),Triatoma pallidipennis
(HERNANDEZ-VARGAS; GIL; LOZANO; PEDRAZA-ESCALONA et al., 2017),
Rhodnius neglectus (SANTIAGO, P. B.; ASSUMPCAO, T. C. F.; DE ARAUJO, C. N.;
BASTOS, I. M. D. et al., 2016), Pantrongylus megistus (BUSSACOS; NAKAYASU,;
HECHT; ASSUMPCAO et al., 2011), Dipetalogaster maxima (ASSUMPCAO, T.C. F.;
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CHARNEAU, S.; SANTIAGO, P. B. M.; FRANCISCHETTI, I. M. B. et al., 2011). Outras
espécies possuem sO0 uma das metodologias temos: T. infestans (CHARNEAU;
JUNQUEIRA; COSTA; PIRES et al., 2007), Rhodnius brethesi, Rhodnius robustus
(COSTA; SOUSA; RICART; SANTANA et al.,, 2011), Rhodnius prolixus, Triatoma
lectularia e Panstrongylus herreri (MONTANDON; BARROS; VIDIGAL; MENDES et
al.,, 2016) com apenas o sialoproteoma. Ja Triatoma .brasiliensis (SANT'ANNA;
ARAUJO; PEREIRA; PESQUERO et al., 2002; SANTOS, ADRIANA; RIBEIRO, JOSE
MARCOS C.; LEHANE, MICHEL J.; GONTIJO, NELDER FIGUEIREDO et al., 2007),
T. dimidiata (KATO; JOCHIM; GOMEZ; SAKODA et al., 2010), Triatoma rubida
(RIBEIRO; ASSUMPCAO; PHAM; FRANCISCHETTI et al., 2012), Triatoma
.matogrossensis (ASSUMPCAO; EATON; PHAM; FRANCISCHETTI et al., 2012), T.
infestans (SCHWARZ; MEDRANO-MERCADO; SCHAUB; STRUCHINER et al.,
2014), Triatoma rubrofasciata (MIZUSHIMA; TABBABI; YAMAMOTO; KATO, 2020),
Panstrongylus chinai (KATO; JOCHIM; GOMEZ; TSUNEKAWA et al.,, 2017), P.
megistus (RIBEIRO, JOSE MC; SCHWARZ, ALEXANDRA; FRANCISCHETTI, IVO
MB, 2015) e Panstrongylus lignarius (NEVOA; MENDES; DA SILVA; SOARES et al.,

2018) com apenas o sialotranscriptoma.
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2. JUSTIFICATIVA

A hematofagia surgiu e evoluiu de forma independente em muitas espécies de
artropodes. Durante este processo, surgiram diversas adaptacfes, morfoldgicas,
comportamentais e bioquimicas, que garantiram o0 sucesso do repasto e, por
consequéncia, a sobrevivéncia das espécies. No caso de artropodes hematofagos, a
saliva, além estar envolvida nos processos fisiologicos € um elemento de interacéo
entre estes animais e seus hospedeiros vertebrados. Portanto, adquiriram uma grande
diversidade de moléculas, que permitem contrapor as barreiras fisiolégicas do
hospedeiro, facilitando a aquisicdo de sangue. Para isso, atuam como moléculas anti-
hemostéticas, anti-inflamatérias e imunomoduladoras. Dentre estes artropodes, se
encontra o T. sordida, um triatomineo, importante vetor da Doenca de Chagas no
Brasil.

As ciéncias Omicas (Gendmica, Transcriptdbmica, Proteémica, Metaboldmica
entre outras) permite compreender um organismo em nivel sistémico sob determinada
condicdo, sendo uma ferramenta importante para a compreensao, descricdo e
bioprospecc¢éo de moléculas com potencial farmacologico. Estas técnicas tém trazido
informacdes relevantes acerca do potencial biotecnoldgico presente na saliva e nas
glandulas salivares de animais hematéfagos, além de contribuirem para o
entendimento da biologia destes animais.

Entender a biologia de vetores das doencas humanas, em especial das
negligenciadas, € importante para compreender a dinamica de interacdo parasito-
vetor-hospedeiro, para tracar estratégias eficazes para o controle vetorial e para
combater a doenca em questdo ou outras comorbidades com o desenvolvimento de
medicamentos e/ou vacinas. Sendo assim, os triatomineos possuem um potencial
cientifico relevante para o desenho de moléculas terapéuticas e prevencdo na
transmissao de doencas por estes vetores. A descricdo do sialoma do T. sordida, é
importante pelo potencial farmacéutico, para a compreensao de sua da biologia e para
saude publica, uma vez que a partir destes dados podem ser desenvolvidas
estratégias de combate especificas a este vetor nas regides endémicas. Vale

ressaltar, que este estudo € pioneiro para esta espécie.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Investigar o perfil de expressao dos transcritos das glandulas salivares e

identificar as proteinas do extrato salivar do T. sordida

3.2. Objetivos especificos

e Realizar a analise transcriptbmica das glandulas salivares do T. sordida por
meio do sequenciamento do tipo RNA-Seq;

e Realizar a andlise protedbmica da saliva do T. sordida por meio de
espectrometria de massas do tipo LC-MS/MS;

e Realizar a anotagao funcional dos transcritos das glandulas salivares do T.
sordida;

e Identificar as proteinas da saliva do T. sordida a partir das anotac¢des funcionais
do transcriptoma

e Interpretar os resultados obtidos com os dados ja descritos na literatura para

outras espécies de triatomineos e outros animais hematéfagos.
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4, METODOLOGIA
4.1. Desenho experimental

A Figura 5 mostra a representacdo esquematica da metodologia empregada
para realizar o estudo do sialoma do T. sordida.

Figura 5 — Resumo esquematico da metodologia utilizada.
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Fonte: Arquivo pessoal.

4.2. Triatomineos

Duzentos e dezoito triatomineos silvestres (adultos e ninfas) foram coletados
nos municipios de Aurilandia e Itumbiara, nas localidades de Cadalzinha, Gaspar,
Osvaldo Sumari, Olhos D’Agua e Dr. Valdinino, em outubro de 2016. Os insetos foram
encontrados no peridomicilio, em pocilgas, pilhas de tijolos e galinheiros. A coleta foi
feita utilizando pingas e os insetos foram acondicionados em frascos de polietileno,
cobertos com tecido de malha fina envolto por elastico na parte superior.
Posteriormente, foram encaminhados para o biotério e doados pelo professor Dr.
lonizete Garcia da Silva, Universidade Federal de Goias (UFG), para o Laboratério de
Interacdo Patdégeno-Hospedeiro da Universidade de Brasilia (LIPH-UnB).

Os triatomineos foram mantidos em colbnias no Insetéario do Biotério do Instituto
de Ciéncias Biologicas da UnB (IB/UnB). No insetério, os insetos adultos e as ninfas

de 1° a 5° estagios foram mantidos em camaras climatizadas sob temperatura de 26
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+ 1°C e umidade relativa de 60-70 %, com ciclo de claro e escuro de 12/12h para
desenvolvimento e acasalamento. Os triatomineos foram alimentados
quinzenalmente em aves (Gallus domesticus) em média por 30 minutos (CANAVOSO;
RUBIOLO, 1995).

4.3. Extracdo das glandulas salivares e obtencao da saliva

A saliva dos triatomineos foi obtida através da dissecacdo das glandulas
salivares. A dissecacdo é feita com os insetos colocados em gelo, para que o
metabolismo reduza e fiqguem parados, com a ajuda de pincas e lupa, a cabeca do
inseto € deslocada para o lado, para que as glandulas salivares figuem aparentes,
estas sao lavadas com agua milliQ e coletadas com ajuda de uma seringa. Para a
analise transcriptdmica, 50 pares de glandulas salivares (25 insetos) foram coletadas
e adicionadas a parede de microtubos de 1,5 mL e perfuradas. Os microtubos
continham 500 pL do reagente TRIzol® (Invitrogen, EUA) e foram mantidos a 4 °C até
o fim da coleta. A amostra foi armazenada a -80 °C até o momento da extracdo do
RNA total.

Para a analise protebmica, 50 pares de glandulas foram coletados em
microtubos de 1,5 mL contendo um coquetel de inibidores de protease (Roche, USA),
delicadamente perfuradas e mantidas em gelo até o término da coleta, que durou
aproximadamente 35 minutos. Em seguida, a amostra foi submetida a centrifugacao
a 16.000 x g por 15 min a 4 °C e o sobrenadante recolhido. As fracdes sollveis foram

estocadas a -80 °C até o momento da analise protedmica.

4.4. Extracdo do RNA total e RNA-Seq

A extracdo do RNA total das glandulas salivares foi realizada utilizando o
reagente TRIzol®, seguindo as instru¢cdes do fabricante. A amostra foi quantificada
utilizando o Qubit 2,0 (Invitrogen, EUA). A integridade do RNA foi analisada através
do equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
utilizando 1 pg da amostra (ANEXO A). A amostra foi colocada em RNAstable
(Biométrica, San Diego, EUA) seguindo as instru¢fes do fabricante (SANTIAGO; DE
ARAUJO; CHARNEAU; BASTOS; ASSUMPCAQ; QUEIROZ; PRACA; CORDEIRO et
al., 2018).

A amostra foi enviada para sequenciamento do tipo RNA-seq, na plataforma

NovaSeql150 pb, lllumina (lllumina, San Diego, CA, EUA) e geracéo de reads paired-
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end com 150 nt de comprimento. A construcdo da biblioteca de cDNA foi feita
utilizando o kit TruSeq® RNA, v2 (lllumina, San Diego, CA) seguindo as instrucdes do

fabricante, feito pela empresa Macrogen.

4.5. Preparacdo das amostras de saliva para a analise proteémica

As amostras da saliva foram quantificadas no fluorimetro Qubit 2,0 (Invitrogen,
EUA), seguindo as especifica¢gées do fabricante. A metodologia utilizada foi a mesma
usada por Santiago e colaboradores (2018) no sialoma do T. dimidiata e sera descrita
a sequir. As fracbes solaveis contendo aproximadamente 200 pg de proteina foram
precipitadas com etanol/acetona, incubadas por 2 h a -80 °C e centrifugadas a 15.000
X g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi removido e descartado. O pellet foi lavado
trés vezes com uma solugéo contendo 40% etanol/40% acetona. As proteinas foram
ressuspensas e desnaturadas com tampao TEAB 20 mM, pH 8,5 contendo 8 M de
ureia e amberlite 1% por 30 min. Em seguida foram filtradas, reduzidas na presenca
de DTT 20 mM por 40 min a 25 °C, e depois alquiladas com iodo acetamida 40 mM
no escuro por 40 min.

As proteinas foram digeridas com tripsina por 17 h a 25 °C. Para cada 100 ug
de proteina foi usado 1 ug de tripsina. ApOs a digestdo, a amostra foi acidificada
utilizando TFA 0,1% (concentracdo final) e dessalinizada. A dessalinizacdo foi
realizada em micro coluna home made com a resina Poros Oligo R3 (Applied
Biosystems, CA, EUA).

ApoOs esse procedimento, as amostras foram submetidas a espectrometria de
massas utilizando o sistema de LC-MS/MS com colunas capilares em Dionex
UltimanteTM 3000 RSLCnano system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
diretamente acoplado ao espectrobmetro de massas hibrido do tipo ion trap-orbitrap,
Orbitrap Elite™ ETD (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA). Os dados obtidos

a partir desse procedimento foram analisados utilizando programas de bioinformatica.

4.6. Analises de bioinformatica
4.6.1. Analise transcriptdmica

As reads que foram geradas, passaram por teste de qualidade utilizando o
software FastQC v0.11.7 (BROWN; PIRRUNG; MCCUE, 2017). ApGs 2 andlises de
qualidade, foi utilizado o programa Trimmomatic 0.38 (BOLGER; LOHSE; USADEL,
2014) para a remocao dos adaptadores e das sequéncias com baixa qualidade. Apos
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este procedimento, foi utilizado o programa Trinity versao trinityrnaseq_r020140717,
bowtiel.1.2 (GRABHERR; HAAS; YASSOUR; LEVIN et al., 2011), utilizando os
parametros predefinidos para a montagem das sequéncias e posteriormente foram
agrupados formando um cluster denominado por contigs (CDS) estas analises foram
feitas pela empresa Macrogen. Os CDS obtidos foram submetidos a um pipeline que
contempla os bancos de dados e programas de predicdo de localizacdo e anotacéo
funcional. Os programas utilizados para a predicdo neste pipeline estéo listados na
Tabela 2 e os bancos de dados utilizados foram: NCBI (Hemiptera, NR-light, Refseq
invertebrados, Refseq vertebrados, Refseq virus), Uniprot e Exosome protein

database.

Tabela 2 —Programas utilizados para realizacéo das andlises de bioinformatica.

Software Predicao Referéncia

Gene Func¢éo, Localizagédo e (ASHBURNER; BALL; BLAKE; BOTSTEIN et

Ontology (GO) Processo al., 2000)

SMART Dominios proteicos (PONTING; SCHULTZ; MILPETZ; BORK, 1999)

KOG Grupos ortologos de (TATUSOV; FEDOROVA; JACKSON; JACOBS
proteinas et al., 2003)

KEGG Via metabdlica, (KANEHISA; GOTO, 2000; KANEHISA; GOTO;
genoma e substancias SATO; FURUMICHI et al., 2012)
quimicas

CDD Dominios (LU; WANG; CHITSAZ; DERBYSHIRE et al.,
conservados 2020; MARCHLER-BAUER; ANDERSON,;

CHITSAZ; DERBYSHIRE et al., 2009)

PFAM Familias de proteinas (FINN; BATEMAN; CLEMENTS; COGGILL et

al., 2014)
SignalP Peptideo Sinal (PETERSEN; BRUNAK; VON HEIJNE;
NIELSEN, 2011)

TMHMM Dominio (KROGH; LARSSON; VON HEIJNE;
Transmembrana SONNHAMMER, 2001)

NetOGlyc O glicosilacéo (STEENTOFT; VAKHRUSHEV; JOSHI; KONG

et al., 2013)

NetNGlyc N glicosilacédo (GUPTA; JUNG; BRUNAK, 2004)

4.6.2. Analise protedmica

O programa PatternLab for Proteomics 4.1 (CARVALHO; LIMA; LEPREVOST;
SANTOS et al.,, 2016) foi utilizado para identificacdo das proteinas. Para as
identificagcfes, utilizaram-se espectros de massa teodricos produzidos a partir de

sequéncias depositadas em bancos de dados. A comparacéo dos dados tedricos com
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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 feito no programa PatternLab a
partir dos dados anotados obtidos do sequenciamento do RNA mensageiro (RNAm)
das glandulas salivares do T. sordida, incluindo as sequéncias de contaminantes-
padrdao do software. 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 proteica como semi-triptica com tolerancia para até 2 clivagens perdidas,
modificagdo fixa de residuos de cisteinas carbometiladas, Fragment bin tolerance =
0,0200%, Fragment bin offset = 0, Theoretical frag ions = M peak only, busca na faixa
de massa entre 550 e 5.500.

Os resultados da busca foram 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 0s
peptideos com o valor de False Discovery Rate (FDR) aceitavel de cada amostra. 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 funcao de discriminador Bayesiano.
As proteinas identificadas ja estavam anotadas e com predicdes feitas pelo programa
desenvolvido pelo professor Dr. José M. C. Ribeiro que inclui os softwares online

presentes na Tabela 2 como descrito anteriormente.

4.6.3. Alinhamento multiplo

Para esta analise foram utilizados o0s seguintes programas: Jalview
(WATERHOUSE; PROCTER; MARTIN; CLAMP et al., 2009) para construir, editar e
integrar as analises, e MUSCLE (EDGAR, 2004) foi utilizado para fazer os
alinhamentos multiplos. A base de dados utilizada para a obtencdo das sequéncias
de proteinas foi NR do NCBI e séo representadas por 6 letras seguidas pelo nimero
de acesso do NCBI. As letras encontradas em cada sequéncia fazem referéncia a

espécie.
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4.6.4. Andlise filogenética

A analise filogenética, foi feita a partir dos CDS extraidos do sequenciamento
do T. sordida e foram comparadas com as sequéncias depositadas no banco de dados
NR utilizando a ferramenta de pesquisa de alinhamento local basico interativo
especifico por posicdo chamada de PSI-BLAST do NCBI. A partir desse resultado
foram selecionadas sequéncias homologas, utilizando o e-value como valor de
referéncia. O software MEGA (KUMAR; STECHER; LI; KNYAZ et al., 2018) foi
utilizado para a montagem dos alinhamentos multiplos e construcdo das arvores
filogenéticas. O modelo para a substituicdo de aminoéacidos foi determinado usando o
parametro “Find best protein models” do préprio programa. As arvores filogenéticas
foram estimadas usando a seguinte ferramenta para a constru¢éo: método estatistico
de maxima verossimilhanca, modelo WAG de substituicho de aminoacidos e
distribuicdo gama e para a arvore filogenética Kazal-type utilizando as mesmas
ferramentas somado a distribuicdo gama com os sitios invariantes. A confiabilidade

das arvores foi testada pelo método bootstrap (N=1000).

4.6.5. Correlacéo

O grau de associacado linear entre as reads (FPKM) e a abundancia de
proteinas (contagem de espectros - Ce) foi medido pelo calculo do coeficiente de
correlacdo de Pearson utilizando o programa GraphPad Prism. A correlacao foi feita
utilizando os valores de FPKM do transcriptoma e os valores da Ce do proteoma.
Seguido pelo calculo de log? destes valores. O método de correlacdo amostral de
Pearson, representado por r, assume valores entre -1 e 1. Quanto maior for o valor de
r, maior serd o grau de associacdo linear entre as variaveis (Forte, Moderado ou
Fraco). Se r for positivo (+) indica uma correlagdo positiva e se for negativo (-) uma
correlacdo negativa. Para estimar a forca da relagdo entre os dados, foi utilizado o
valor P (derivado do teste t), apresentando um teste estatisticamente significativo (p
<0,0001).

4.6.6. Andlise de hidrofobicidade

A andlise de hidrofobicidade foi feita utilizando a escala Kyte e Doolittle (KYTE;
DOOLITTLE, 1982). Esta escala é amplamente utilizada para detectar regides
hidrofébicas em proteinas. O plot foi criado através do programa ExPASY Protscale

(http:web.expasy.org.protscale). As regides com valor positivo sdo hidrofobicas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Andlise transcriptémica da saliva do T. sordida
5.1.1. Anotacédo das sequéncias

A amostra submetida ao sequenciamento de alto rendimento (High-throughput
RNA-seq) gerou um resultado de 57.645.372 reads com alta qualidade e que foram
agrupadas em 27.155 CDS, que ap0s passarem por filtros geraram um total de 26.670
CDS. A partir deste resultado, foi feita a anotacéo, resultando em um total de 16.683
sequéncias que correspondem a 62,6% do numero total de CDS.

Estes CDS anotados foram entéo classificados em 7 diferentes classes, sendo
elas: Proteinas constitutivas, Secretadas, Relacionadas a imunidade, Desconhecidas,
Proteassoma, Elemento transponivel, e Produto viral (Tabela 3). De forma geral, a
classe com o maior numero de identificaces € a Desconhecidas com 48,5% dos CDS
e 3% das reads, seguida por: Proteinas constitutivas (CDS= 37,9% e reads= 18,3%),
Elemento transponivel (CDS= 5,4% e reads= 0,1%), Proteassoma (CDS= 3% e
reads= 0,8%), Secretadas (CDS= 4,4% e reads= 77,5%), Relacionada a imunidade
(CDS= 0,8% e reads= 0,2%) e Produto viral (CDS= 0,1% e reads= 0%) como

demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 — Classificagdo funcional e niveis de expressao dos contigs (CDS) do sialotranscriptoma do

T. sordida.
Cobertura
N° de
Classe DS N° de reads n®de %reads FPKM %FPKM
reads/CDS
Secretadas 735 9.340.897 12.709 77,5 2.714.435 79,5
Proteinas
o 6.325 2.200.836 348 18,3 414.372 12,1
constitutivas
Desconhecidas 8.092 365.839 45 3,0 260.915 7,6
Proteassoma 501 102.188 204 0,8 18.925 0,6
Relacionada a
) ) 126 24.319 193 0,2 4.857 0,1
imunidade
Elemento
894 13.458 15 0,1 2.551 0,1
transponivel
Produto viral t 10 2.474 247 0 45 0
Total 16.683 12.050.013 100,00 3.416.099 100,00

*FPKM — Fragment per kilobase per million
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Apesar do grande numero de identificacbes, ao olhar para os valores das
guantidades das reads e o valor de FPKM (Fragment per kilobase per milion), observa-
se gue a maior porcentagem corresponde a classe das proteinas putativamente
secretadas. Este valor determina o nivel de expressdo da categoria, 0 que € um
resultado interessante visto que a maior parte das moléculas bioativas descritas até o

momento se encontram nesta categoria.

5.1.1.1. Classe de Proteinas Constitutivas

Este grupo de proteinas obteve um total de 6.325 CDS distribuidos em 21
categorias, sendo elas: Extracelular ou exossémico ancorado por GPI Proteinas
citoesqueléticas, Detoxificacdo, Metabolismo oxidante/Detoxificacdo, Matriz
extracelular, Metabolismo de aminoacidos, Metabolismo de carboidratos,
Metabolismo de energia, Metabolismo intermediario, Metabolismo de lipidios,
Metabolismo de nucleotideos, Exportacéo nuclear, Regulagcéo nuclear, Exportacao de
proteina, Modificacdo de proteina, Maquinaria de sintese de proteina, Transducao de
sinal, Estoque, Fator de transcricdo, Maquinaria de transcricdo e Transportadores e
canais (Tabela 4).

Dentre estes grupos, 7 se destacaram quanto a expressdo, Maquinaria de
sintese de proteinas com 37,1% de FPKM e 24,2% das reads desta classe, seguido
por Modificagdo de proteina (FPKM= 9,3% e reads= 16,6%), Metabolismo de energia
(FPKM= 7,8% e reads= 7,2%), Metabolismo oxidante/Detoxificacdo (FPKM= 6,7% e
reads= 3,3%), Transducao de sinal (FPKM= 6% e reads= 8,1%), Matriz extracelular
(FPKM= 5,7% e reads= 2%) e Transportadores e canais (FPKM= 5,7% e reads=
7,3%). Os demais grupos apresentaram o valor de FPKM abaixo de 5% (Tabela 4).

Tabela 4 — Classificagdo funcional e niveis de expressao das proteinas constitutivas.

Cobertura
Classe de Proteinas Ne° de of % %
N° de reads n®de FPKM
Constitutivas CDS reads FPKM
reads/CDS
Maquinaria de sintese
462 533.374 1.154 24,2 153.782 37,1
de proteina
Modifica¢&o de proteina 359 365.123 1.017 16,6 38.371 9,3
Metabolismo de Energia 386 158.957 412 7,2 32.260 7,8
Metabolismo oxidante/
101 72.003 713 3,2 27.895 6,7

Detoxificacédo
Transducéo de sinal 1562 179.296 115 8,1 24.835 6



Matriz extracelular 171 43.294 253 2 23.761 5,7
Transportadores e
) 415 159.587 385 7,3 23.567 57
canais
Exportacéo de
; 432 101.734 235 4.6 18.456 45
proteinas
Magquinaria de
) 773 152.434 197 6,9 17.459 4,2
transcricédo
Metabolismo de lipidio 268 89.681 335 4,1 11.836 29
Extracelular ou
exossémico ancorado 30 22.510 750 1 8.704 2,1
por GPI
Proteinas
) ) 304 56.943 187 2,6 7.414 1,8
citoesqueléticas
Regulagéo nuclear 299 28.771 96, 1,3 4.904 1,2
Metabolismo de
) 166 48.878 294 2,2 4.459 1,1
carboidrato
Metabolismo de
o 140 45,558 325 2,1 4.375 1,1
aminoacido
Armazenamento 26 60.704 2.335 2,8 3.078 0,7
Metabolismo de
3 144 17.692 123 0,8 2.820 0,7
nucleotideo
Fator de transcricao 166 20.953 126 1 2.530 0,6
Detoxificacédo 43 18.567 432 0,8 1842 0,4
Metabolismo
49 21.082 430 1 1.750 0,4
intermediario
Exportagéo nuclear 29 3.697 127 0,2 275 0,1
Total 6.325 2.200.836 100, 414.372 100

5.1.1.2. Classe de proteinas secretadas

a7

Dentro da classe das proteinas secretadas, foram feitas subclassificacées de

acordo com a sua funcao, dividindo em 9 grandes grupos sendo eles: Lipocalina,

Familias de proteinas ubiquas, Enzimas, Inibidores de protease, Familias especificas

de hemipteros, Outras proteinas salivares secretadas, Proteina de ligacdo ao

hormonio juvenil, Proteina de ligagdo a odorante e Proteina de ligacdo a feroménio.

Alguns destes grupos estao subdivididos como demonstrado na Tabela 5.

Os resultados mostram que o grupo mais expresso dentro da classe das

secretadas € o Lipocalinas com 45,1% do valor de FPKM e 48,8% do numero de

reads. Seguindo a ordem dos grupos mais expressos, temos como 0 segundo mais



48

representativo o Familias de proteinas especificas de hemipteros com 32% do valor
de FPKM e 31,9% do numero de reads, seguido por Inibidores de protease (FPKM=
12,9% e reads= 2,6%), Enzimas (FPKM= 3,8% e reads= 7,9%), Familias de proteinas
ubiquas (FPKM= 3,1% e reads= 4,9%), Outras proteinas salivares secretadas
(FPKM= 3,1% e reads= 3,9%), Proteina de ligacdo a feroménio (FPKM= 0,1% e
reads= 0,1%), Proteina de ligacdo a odorante (FPKM= 0% e reads= 0%) e Proteina

de ligagdo ao hormonio juvenil (FPKM= 0%e reads= 0%) (Tabela 5).

Tabela 5 — Classificagcdo funcional e niveis de expresséo das proteinas putativamente secretadas.

Cobertura
N° de %
Classe Secretadas N° de reads n®de %reads FPKM
CDS FPKM
reads/CDS
Lipocalinas
Triabina 89 3.180.268 35.733 34 936.123 34,5
Palidipina 21 1.281.977 61.047 13,7 255.970 9,4
Outras lipocalinas 18 61.350 3.408 0,7 19.885 0,7
Triatina 5 32.225 6.445 0,3 11.353 0,4
Procalina 3 1.184 395 0 1.352 0
Total 136 4.557.004 48,8 1.224.684 45,1
Familias especificas de hemipteros
Trialisina curta/
10 2.763.272 276.327 296 821.268 30,3
Trialisina
MYS/ Hemolisina 17 217.213 12.777 2,3 45.652 1,7
Proteinas salivares de
16kDa especificas de
) 3 1.123 374 0 290 0
Triatoma e
Panstrongylus
Peptideo salivar
basico de 8kDa de T. 6 157 26 0 150 0
sordida
Proteina secretada
. . 4 16 4 0 19 0
rica em cisteina
Total 40 2.981.781 31,9 867.380 32
Inibidores de Protease
Tipo Kazal 27 229.814 8.512 25 347.414 12,8
Cistatina 3 1.357 452 0 844 0
Serpina 6 7.385 1.231 0,1 618 0
Pacifastina 6 1.435 239 0 250 0
Mucinas 20 279 14 0 384 0
Tipo Kunitz 7 208 30 0 13 0



Total 69 240.478 2,6 349.523 12,9
Enzimas
Inositol fosfato
14 390.510 27.894 4,2 54.472 2
fosfatase
Tripsina salivar 8 232.304 29.038 2,5 31.074 11
Metaloproteases 5 78.930 15.786 0,8 10.240 0,4
Apirase salivar 79kDa 5 30.899 6.180 0,3 7.242 0,3
Nucleases 4 2.237 559 0 200 0
Carboxilesterase
8 1.841 230 0 106 0
secretada
Aspartico protease
) 2 888 444 0 75 0
lisossomal
Lipase 5 420 84 0 58 0
Total 51 738.028 7,9 103.467 3,8
Familia de proteinas ubiquas
Antigeno 5 13 438.036 33.695 4,7 77.434 2,9
Proteina conservada
] 13 15.438 1.188 0,2 6.212 0,2
secretada de inseto
Receptor de baixa
densidade 5 16 3 0 18 0
lipoproteico
Total 31 453.490 4,9 83.664 3.1
Outras proteinas
. 362 361.649 999 3,9 82.797 3,1
salivares secretadas
Proteinas de ligagao
. 9 4.918 546 0,1 2.145 0,1
ao ferébmonio
Proteinas de ligagéo
25 1.608 64 0 470 0
ao odorante
Proteinas de ligagao
12 1.940 162 0 307 0
ao hormdnio juvenil
Total 735 9.340.897 100,00 2.714.435 100,00

Algumas das familias de proteinas encontradas nestes grupos tém funcéo
descrita estando envolvidas no processo de hematofagia, imunidade do inseto e
outras com funcdo ainda desconhecida. Dentro de cada categoria, o T. sordida
apresentou uma maior expressao de algumas familias especificas (Tabela 5). As mais

expressas serdo discutidas de acordo com o nivel de expressdo em cada um dos

grupos.
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5.1.1.3. Os 100 transcritos codificantes mais expressos e suas respectivas

classificacoes

Observando os 100 transcritos codificantes mais expressos (FPKM), percebeu-
se que nem todas as classificacbes apresentadas na Tabela 3 foram abrangidas.
Estes 100 transcritos pertenciam a 3 classes apenas: Secretadas (CDS= 78 e FPKM=
74,7%), Desconhecidas (CDS= 13 e FPKM= 3,7%) e Proteinas constitutivas (CDS=9
e FPKM= 2,7%) que juntos somam 81% do FPKM total (Tabela 6). Este resultado
demonstra que estes 100 CDS dentro das suas respectivas classificagdes sé&o
essenciais para o T. sordida. A classe Secretada apresentou 6 dos 9 grupos
apresentados na Tabela 5 e a classe de Proteinas constitutivas 5 dos 21 grupos
apresentados na Tabela 4, estes dados foram demonstrados na Figura 6 e seréo
detalhados conforme sua expressao.

Tabela 6 — Numero de identificagdes e nivel de expressdo dos 100 transcritos codificantes mais

expressos em relagéo aos valores do transcriptoma geral.

Classe N° CDS N° reads %reads FPKM %FPKM
total total
Secretadas 78 8.650.185 71,8 2.550.420 74,7
Desconhecidas 13 124.827 1 125.659 3,7
Proteinas 9 367.482 3 92.010 2,7
constitutivas
Total 100 9.142.493 75,9 2.768.088 81

Figura 6 — Numero de CDS e nivel de expressao das 100 mais expressas por classificagao.
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Fonte: Esta tese.

Dentro da classe secretada o grupo Lipocalina apresentou 3 subgrupos, 2 deles
se destacaram somando 33% do valor de FPKM total, Triabina (CDS= 32 e FPKM=
25,9%) e Palidipina (CDS= 5 e FPKM= 7,1%). O segundo grupo mais expresso foi
Familias especificas de hemipteros que também apresentou 2 subgrupos o mais
expresso € o Trialisina curta/Trialisina (CDS= 6 e FPKM= 23,8%), seguido pelo grupo
Inibidores de protease com o subgrupo tipo Kazal (CDS= 11 e FPKM= 10,1%),
Enzimas, que apresentou 3 subgrupos e se destacou com o Inositol fosfato fosfatase
(CDS=5 e FPKM= 1,2%), Familias de proteinas ubiquas com o subgrupo Antigeno-5
(CDS= 6 e FPKM= 2,1%), e Outras proteinas salivares secretadas (CDS= 3 e FPKM=
1,5%) (Figura 6).

Na classe das Proteinas constitutivas os grupos mais expressos foram:
Maquinaria de sintese de proteina (CDS= 3 e FPKM= 0,7%), Modificacao de proteina
(CDS= 1 e FPKM= 0,7%), Metabolismo oxidante/Detoxificacdo (CDS= 2 e
FPKM=0,6%), Matriz extracelular (CDS= 2 e FPKM= 0,6%) e Transportadores e
Canais (CDS= 1 e FPKM= 0,2%) (Figura 6).



52

As 2 sequéncias mais expressas, Hem-c15059 g2 i.pl e Hem-
c10816 g1l il.pl, sao classificadas como Trialisina curta/Trialisina representadas por
9,4% e 7,8% respectivamente do valor de FPKM total (APENDICE B).

5.2. Andlise proteémica da salivado T. sordida

Foram identificadas 132 proteinas que geraram 1.571 espectros, e foram
classificadas de acordo com sua funcionalidade. As identificagdes foram feitas a partir
do alinhamento das sequéncias geradas da espectrometria de massas contra as
sequéncias do transcriptoma. Dentre as proteinas secretadas, algumas ja possuem
funcao atribuida. Como esperado, foram encontradas proteinas secretadas, proteinas
constitutivas e proteinas que ndo possuem nenhuma descricdo funcional até o
momento na literatura e desconhecidas, que ndo possuem nenhum tipo de informacao
disponivel. As classificacBes foram feitas assim como as do transcriptoma e estéo
apresentadas na Tabela 7.

Das proteinas identificadas com funcéo atribuida, 55 delas aparecem entre as
100 CDS mais expressas no transcriptoma (APENDICE B). Além disso, 75 proteinas
das 132 identificadas no proteoma, pertencem a classe das secretadas. O grupo
Lipocalina, assim como no sequenciamento, aparece sendo 0 mais representativo
com 38 identificacdes (Ids) e 42% da contagem de espectros (Ce). Dentre as
secretadas, o segundo grupo é o Enzimas (Ce= 22,5%) seguido por Familias
especificas de hemipteros (Ce= 10,1%), Familias de proteinas ubiquas (Ce= 5,9%),
Outras proteinas salivares secretadas (Ce= 4,9%), Inibidores de protease (Ce= 1,4%).
As demais categorias sédo representadas com menos de 1% do valor da Ce. Apesar
da ordem dos grupos mais expressos no transcriptoma divergir um pouco da
abundancia encontrada no proteoma, as familias de proteinas mais representativas
dentro de cada grupo sdo exatamente as mesmas descritas no resultado do
sequenciamento (Tabela 4 e Tabela 5).

Na classe proteinas constitutivas as subclasses Modificacéo de proteina (Ce=
2,8%), seguida por Proteina citoesquelética (Ce= 1,6%) como sendo as mais

abundantes. As demais apresentam Ce menor que 1% (Tabela 7).

Tabela 7 — IdentificacBes do proteoma salivar do T. sordida. As classes e os valores em negrito

correspondem ao valor total de espectros e porcentagem dentro de cada classe.

Classe N° proteinas Total de espectros % Espectros




Secretadas

Lipocalinas

Triabina 31 532 33,9
Palidipina 5 113 7,2
Outras lipocalinas 10 0,6
Triatina 1 5 0,3
Total 38 660 42
Enzimas

Inositol fosfato fosfatase 252 16
Tripsina salivar 86 55
Apirase salivar 79 kDa 16 1
Total 14 354 22,5
Familias especificas de hemipteros

Trialisina curta/Trialisina 2 133 8,5
MYS/ Hemolisina 2 19 1,2
Proteina salivar especifica 16kDa de 1 7 0,4
Triatoma e Panstrongylus

Total 5 159 10,1
Familias de proteinas ubiquas

Antigeno 5 4 92 59
Outras proteinas salivares 77 4,9
secretadas

Inibidores de Protease

Tipo Kazal 4 22 1,4
Relacionadas a imunidade 7 0,4
Proteina de ligagdo ao odorante 1 1 0,1
Total Secretadas 75 1372 87,3
Proteinas constitutivas

Modificag&o de proteina 7 44 2,8
Proteina citoesquelética 7 25 1,6
Metabolismo de energia 5 12 0,8
Magquinaria de sintese de proteina 4 11 0,7
Transdugédo de Sinal 5 11 0,7
Metabolismo de Lipidios 3 10 0,6
Estoque 3 9 0,6
Matriz extracelular 1 8 0,5
Metabolismo Oxidante/ Detoxificagdo 3 6 0,4
Metabolismo de Aminoacido 3 6 0,4
Detoxificacédo 1 3 0,2
Transportadores e canais 1 2 0,1
Maquinaria de transcrigéo 1 2 0,1
Metabolismo de Carboidrato 1 2 0,1
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Proteina de exportacéo 1 1 0,1
Total 44 152 9,7
Desconhecidas 13 47 3

Total 132 1571 100

Quando correlacionamos o nivel de expressdo dos transcritos e as
identificacbes do proteoma, percebemos que ha uma correlacao (r) positiva moderada
(Figura 7). Esta correlacéo positiva moderada dos achados sugere que os parametros
utilizados para a identificacdo das proteinas no proteoma foram adequados e que se
correlacionam com os achados no sialotranscriptoma do T. sordida e de outras

espécies de triatomineos.
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Figura 7 — Correlacéo do transcriptoma/proteoma salivar. A figura mostra a correlacdo entre as familias
de proteinas encontradas no transcriptoma (FPKM) e proteoma (Contagem de espectros- Ce) das
amostras. Mostra uma correlacdo positiva estatisticamente significativa (p<0,0001) nos 3 grupos
testados. Em azul, todas as proteinas identificadas, em rosa todas as proteinas secretadas identificadas

e em preto o grupo das Lipocalinas identificadas.

Todas N=132(r=0,6)
—®— Secretadas N=73(r=0,5)

—e— Lipocalinas N=38(r=0,6)

C.E. (Log,)

FPKM (Log,)

Fonte: Adaptado para esta tese.(PRACA; SANTIAGO; CHARNEAU; MANDACARU et al., 2022).

5.3. Proteinas Secretadas
5.3.1. Lipocalinas

As lipocalinas sdo um grupo muito grande e heterogéneo de proteinas que
estdo presentes nas glandulas salivares de diversos artropodes hematéfagos, de
forma bem abundante. Em triatomineos, ja foi descrita em varias espécies: T.
pallidipennis (FUENTES-PRIOR; NOESKE-JUNGBLUT; DONNER; SCHLEUNING et
al., 1997; HERNANDEZ-VARGAS; SANTIBANEZ-LOPEZ; CORZO, 2016), T.
infestans (ASSUMPQAO; FRANCISCHETTI; ANDERSEN; SCHWARZ et al., 20084,
CHARNEAU; JUNQUEIRA; COSTA; PIRES et al.,, 2007), T. rubida (RIBEIRO;
ASSUMPCAQ; PHAM; FRANCISCHETTI et al., 2012), T. dimidiata (SANTIAGO; DE
ARAUJO; CHARNEAU; BASTOS; ASSUMPQAO; QUEIROZ; PRACA; DE MOURA
CORDEIRO et al., 2018), T. matogrossensis (ASSUMPCAO; EATON; PHAM;
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FRANCISCHETTI et al., 2012b), D. maxima (ASSUMPCAO, T. C.; CHARNEAU, S.;
SANTIAGO, P. B.; FRANCISCHETTI, I. M. et al., 2011), P. megistus (RIBEIRO, J. M.
C.; SCHWARZ, A.; FRANCISCHETTI, I. M. B., 2015), P. chinai (KATO; JOCHIM,;
GOMEZ; TSUNEKAWA et al., 2017), R. neglectus (SANTIAGO; ASSUMPQAO; DE
ARAUJO; BASTOS et al., 2016), R. prolixus (RIBEIRO; ANDERSEN; SILVA-NETO;
PHAM et al., 2004), R. brethesi (COSTA; SOUSA; RICART; ROEPSTORFF et al.,
2011) e R. robustus (COSTA; SOUSA; RICART; ROEPSTORFF et al., 2011). Com o
T. sordida, este perfil também foi observado, os valores da expressao (FPKM) e da
contagem de espectros (Ce) correlacionaram de forma positiva (Figura 7). Tanto no
transcriptoma como no proteoma do T. sordida, este grupo foi 0 mais representado
dentro da classe das proteinas secretadas (Tabela 5 e Tabela 7).

Os membros desta grande familia sdo pequenas proteinas extracelulares,
pertencentes a superfamilia das calicinas. Eles possuem uma estrutura tridimensional
conservada, e se apresentam em uma variedade de formas, niveis diferentes de
hidrofobicidade e carga, sendo, por isso considerado um grupo heterogéneo
(FLOWER; NORTH; SANSOM, 2000; HERNANDEZ-VARGAS; SANTIBANEZ-
LOPEZ; CORZO, 2016). Normalmente, as lipocalinas se ligam a pequenas moléculas
hidrofébicas, receptores de superficie celular ou outras proteinas, atuando em
diversos pontos do sistema hemostatico do hospedeiro (HERNANDEZ-VARGAS;
SANTIBANEZ-LOPEZ; CORZO, 2016). Portanto, estdo envolvidas no processo de
neutralizagcdo dos eventos de hemostasia como: vasoconstricdo, coagulacdo e
agregacao plaquetaria nos hospedeiros vertebrados (CHARNEAU; JUNQUEIRA;
COSTA; PIRES et al., 2007; FLOWER; NORTH; SANSOM, 2000; HERNANDEZ-
VARGAS; SANTIBANEZ-LOPEZ; CORZO, 2016). Algumas destas proteinas ja
possuem funcdo descrita como, por exemplo: a triplatina que foi descrita em T.
infestans e a palidipina em T. pallidipennis. Ambas inibem a agregacao plaquetaria
induzida por colageno (FRANCISCHETTI; RIBEIRO; CHAMPAGNE; ANDERSEN,
2000; HERNANDEZ-VARGAS; SANTIBANEZ-LOPEZ; CORZO, 2016; MORITA;
ISAWA; ORITO; IWANAGA et al., 2006; NOESKE-JUNGBLUT; HAENDLER;
DONNER; ALAGON et al., 1995). O colageno que é exposto apés a lesdo causada
pela picada do inseto, leva a ativacao das plaquetas, que secretam o tromboxano A2
(TXA2) e liberam mediadores de ativacéo plaquetéaria e inflamag¢édo como o ADP e a
serotonina, e com isso potencializam a resposta da ativacdo (BROOS; FEYS; DE
MEYER; VANHOORELBEKE et al., 2011). As proteinas salivares dos artropodes
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hematofagos se ligam ao colageno, ADP e TXA2 para reduzir de forma rapida as
concentracfes destas moléculas livres e assim inibir a ativacdo das plaquetas
(ALVARENGA; FRANCISCHETTI; CALVO; SA-NUNES et al., 2010). A triabina inibe
a agregacdao plaquetéria induzida pela trombina ao se ligar a ela por meio do exositio
de reconhecimento do fibrinogénio (NOESKE-JUNGBLUT; HAENDLER; DONNER;
ALAGON et al., 1995). Enquanto, a triatina apesar de relatada em varias espécies de
triatomineos, até o momento ndo tem sua funcéo descrita.

Foi feita uma arvore filogenética com as sequéncias anotadas do T. sordida
(Figura 8) para observar como estas sequéncias se agrupavam. O resultado
demonstrou que as lipocalinas se agrupam em quatro clados principais que incluem
diferentes subclassificacdes, dentre elas: Triatina, palidipina, triabina e outras
lipocalinas. A forma como foram agrupadas, sugere que estas proteinas salivares
evoluiram por duplicacao e divergéncia génica, por isso é uma familia tdo abundante
e multigénica. Também, através desta analise, foi possivel notar a semelhanca entre
o T. sordida e o T. matogrossensis demonstrando que estas espécies possivelmente
estdo intimamente relacionadas.

Os resultados demonstram gue esta classe de proteinas € fundamental para o
sucesso da hematofagia, uma vez que possuem funcbes importantes, mesmo que
redundantes, para controlar as respostas hemostaticas do hospedeiro vertebrado.
Além disso, a variedade somada ao alto nivel de expressao pode ser uma estratégia
para evitar as respostas imunes do hospedeiro uma vez que que atuam em diferentes

agonistas.
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Figura 8 — Filograma do grupo Lipocalina. A disténcia entre as sequéncias da arvore foi determinada
pelo alinhamento das sequéncias de lipocalinas encontradas em T. sordida com outras sequéncias de
lipocalinas de Triatomineos. Os pontos coloridos identificam as espécies cujas sequéncias foram
selecionadas: Azul- Triatoma sordida; Magenta — Triatoma matogrossensis; Roxo — Triatoma

brasiliensis; Verde- Triatoma infestans; Amarelo- Triatoma dimidiata e Cinza - Panstrongylus chinai.
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Fonte: Adaptado para esta tese (PRACA; SANTIAGO; CHARNEAU; MANDACARU et al., 2022).

5.3.2. Familias especificas de hemipteros

Neste grupo, 40 CDS foram anotadas, correspondendo a 32% do FPKM da
classe Secretadas, que foram agrupadas em: Trialisina curta/Trialisina,
MYS/Hemolisina, Proteina salivar 16kDa de Triatoma e Panstrongylus, Peptideo
salivar basico Tsor 8kDa e Proteina secretada rica em cisteina (Tabela 5). As analises
feitas utilizando a ferramenta PSI-BLAST demostraram que estes transcritos

correspondem a sequéncias de proteinas de hemipteros que nao sao semelhantes a



59

nenhuma outra sequéncia no banco de dados NR. A medida que novos estudos de
transcriptoma de hemipteros sejam realizados, é possivel que estas moléculas sejam

relatadas no contetdo salivar/veneno de outras espécies.

5.3.3. Trialisina curta/Trialisina

As trialisinas séo proteinas liticas que tem por funcdo formarem poros, que
permeabilizam e lisam diferentes tipos celulares como por exemplo células
bacterianas e de mamiferos (AMINO; MARTINS; PROCOPIO; HIRATA et al., 2002b).
Sao proteinas pequenas, onde sua forma madura tem aproximadamente 22 kDa e a
forma curta (trialisina curta) tem aproximadamente 6 kDa (RIBEIRO; ASSUMPCAQ;
FRANCISCHETTI, 2012). Estas moléculas sdo sintetizadas e armazenadas como
precursoras nas glandulas salivares, sendo liberadas apenas por protéolise limitada,
mecanismo essencial para evitar a auto lesdo durante a sua sintese e secrecao
(MARTINS; AMINO; DAGHASTANLI; CUCCOVIA et al., 2008). Esta classe de
moléculas parece estar restrita a algumas espécies de triatomineos, tendo sido
descritas no sialotranscriptomas de T. infestans, T. matogrossensis, T. rubida, T.
dimidiata e P. megistus (ASSUMPCAOQO; EATON; PHAM; FRANCISCHETTI et al.,
2012a; ASSUMPCAO; FRANCISCHETTI; ANDERSEN; SCHWARZ et al., 2008a;
RIBEIRO; ASSUMPCAQ; PHAM; FRANCISCHETTI et al., 2012; RIBEIRO, J. M. C.;
SCHWARZ, A.; FRANCISCHETTI, I. M. B., 2015; SANTIAGO; DE ARAUJO;
CHARNEAU; BASTOS; ASSUMPCAO; QUEIROZ; PRACA; CORDEIRO et al., 2018)
e no proteoma nas espécies T. infestans, T. pallidipennis e P. megistus
(ASSUMPCAO; FRANCISCHETTI; ANDERSEN; SCHWARZ et al, 2008a;
BUSSACOS; NAKAYASU; HECHT; ASSUMP(;AO et al.,, 2011; CHARNEAU;
JUNQUEIRA; COSTA; PIRES et al., 2007; HERNANDEZ-VARGAS; GIL; LOZANO;
PEDRAZA-ESCALONA et al., 2017).

No sialotrancriptoma do T. infestans, foi descrita uma serino protease,
denominada Triapsina, que tem a ativacao da trialisina como funcéo sugerida (AMINO;
MARTINS; PROCOPIO; HIRATA et al., 2002b). No entanto, no sialotranscriptoma do
T. sordida nao foi encontrada nenhuma sequéncia codante para triapsina.

Alguns homologos das Trialisina curta/Trialisina estao presentes no veneno de
hemipteras predadores, por exemplo em Pristhesancus plagipennis, Platymeris
biguttatus e Psytalla horrida. Assim como a saliva de artropodes hematofagos, o

veneno destes insetos preadores possui uma complexa variedade de proteinas. No
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veneno destes hemipteras, a atividade citolitica pode estar relacionada com a
liquefacdo dos tecidos da presa, facilitando a alimentacdo. Nestes insetos, uma
sequéncia codante para uma toxina citolitica homologa a trialisina foi descrita,
denominada redulisina (FISCHER; WIELSCH; HECKEL,; VILCINSKAS et al., 2020;
WALKER; MADIO; JIN; UNDHEIM et al., 2017).

Apesar do potencial litico da trialisina ser bem estabelecido, seu papel biolégico
na saliva dos triatomineos permanece desconhecido. E possivel, que estas proteinas
tenham uma fung&o antimicrobiana, controlando o crescimento de microrganismos na
saliva ou ainda interferindo na resposta imune do hospedeiro (AMINO; MARTINS;
PROCOPIO; HIRATA et al., 2002a).

No sialoma do T. sordida foram encontradas 10 CDS que correspondem a
30,3% do FPKM total da classe Secretadas. Destas, 4 sao altamente expressas, Hem-
c15059 g2 il.pl (FPKM= 9,4%), Hem-c10816 gl il.p1 (FPKM= 7,8%), Hem-
c15059 g1 i2.p2 (FPKM= 3,5%), Hem-c14763 g9 il.p2 (FPKM= 1,9%). As 2
sequéncias mais expressas neste trabalho, fazem parte deste grupo, sendo elas Hem-
c15059 g2 i1.p1 e Hem-c10816 gl il.pl. No proteoma foram encontradas 2
sequéncias, Hem-c11062 gl il.p2 (Ce= 0,6%) e Hem-c15366 g14 il.pl (Ce=
7,8%), que correspondem a 8,5% do total da Ce. Todas as sequéncias de trialisina
citadas estdo entre as 50 mais expressas, 0 que sugere que este grupo de proteinas
€ essencial para o T. sordida. A alta expressdo das sequéncias Trialisina
curta/Trialisina presentes nas glandulas salivares e na saliva de triatomineos €&
relatada pela primeira vez no sialoma do T. sordida.

As sequéncias de Trialisina curta das espécies T. sordida, T. infestans e T.
matogrossensis sdo altamente conservadas (Figura 9A), assim como a trialisina de T.
sordida, T. infestans e P. rhadamanthus (Figura 9B).
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Figura 9 — Trialisinas do sialotranscriptoma do Triatoma sordida. A) Alinhamento de multiplas
sequéncias de trialisina curta retiradas do  sialotranscriptoma de T. sordida
(TRISOR_C10816 g1 il1.p1; TRISOR_c15059 g1 _i2.p2; TRISOR_c15059 g1_13.p1;
TRISOR_c14763_g9 _i1.p2) e outros homologos das sequéncias de Trialisina das seguintes espécies:
T. infestans (TRIINF_ABR27833.1; TRIINF_ABR27839.1; TRIINF_ABR27838.1 e
TRIINF_ABR27837.1), T. matogrossensis (TRIMAT_ tr/E2J776). B) Alinhamento de multiplas
sequéncias de Trialisinas extraidas do sialotranscriproma de T. sordida (TRISOR-c_15366_g14 il1.p1)
e duas sequéncias de homologos das seguintes espécies: T. infestans (TRIINF_ABR27943.1) que
corresponde a uma trialisina e P. rhadamanthus (PLARHA_QHB21548.1) que corresponde a uma
redulisina. Os alinhamentos indicam residuos conservados numa escala de azul; a barra cinza marca
0 motivo consenso das Trialisinas o retadngulo vermelho marca os residuos de Lisina (K). O logotipo da
sequéncia multipla, a altura dos simbolos dentro da pilha indica a frequéncia relativa de cada
aminoacido naquela posi¢éo. As previsdes da estrutura secundéria foram inferidas usando a Previsédo

da Estrutura JNET. A sequéncia para a qual a previséo foi feita é a primeira no alinhamento.
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Fonte: Adaptado para esta tese (PRACA; SANTIAGO; CHARNEAU; MANDACARU et al., 2022).

Além disso, a predicdo da estrutura secundaria indica a presenca de a- hélice
no N-terminal das trialisinas curtas e r-trialisina. Também foi percebido, que as
trialisinas curtas ndo possuem muitas lisinas (K) e sdo homologas a regido N terminal
presente na r-trialisina encontrada no T. infestans. A sequéncia encontrada no T.

sordida, quando comparada com as espécies T. infestans e P. rhadamanthus,
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apresentou uma predicdo de funcdo litica, conservada entre as espécies em questao,
este dado esta demonstrado na Figura 9B, sendo indicado por uma barra cinza acima
do alinhamento. Estes padrdes que sdo compartilhados entre as sequéncias, sugerem
uma dobra estrutural comum e funcéo biologica entre elas.

Realizamos a analise de hidrofobicidade de Kyte e Doolittle e como resultado,
a sequéncia Hem-c_15059 gl i2.p2 que corresponde a uma Trialisina curta
apresentou uma regido com alto nivel de hidrofobicidade localizada no N terminal e
uma em menor nivel no C terminal da sequéncia (Figura 10). A sequéncia Hem-
c 15366 _gl4 il.pl (r-trialisina) apresentou diversos trechos hidrofébicos e
hidrofilicos que podem ser percebidos no grafico (Figura 10). Os aminoacidos que sao
provaveis responsaveis pela hidrofobicidade das sequéncias parecem compor parte

das a-hélices preditas e podem dobrar em dominios que abrangem a membrana.

Figura 10 — Grafico de hidrofobicidade de Kyte e Dooliltle das Trialisinas do sialotranscriptoma do T.
sordida. Os aminoacidos hidrofébicos estédo representados acima da linha 0 e o aminoacidos hidrofilicos
abaixo da linha 0.
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Fonte: Adaptado para esta tese (PRACA; SANTIAGO; CHARNEAU; MANDACARU et al., 2022).
Percebendo que as sequéncias eram altamente conservadas entre as
espécies, e em busca de relagcdes evolutivas entre as sequéncias de trialisina e
redulisina foi realizada uma analise filogenética. O resultado da arvore filogenética
mostrou que as trialisinas curtas das espécies T. infestans, T. matogrossensis e T.
sordida sao monofiléticas e se agruparam no clado I. Também foi demonstrado na

arvore que houve eventos de duplicacdo génica, referenciados pelo asterisco
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vermelho na Figura 11 ,que séo os responsaveis pelos homologos da trialisina curta
encontrados nas espécies T. infestans e T. sordida.

Além disso, € possivel constatar que o clado | e o clado Il sdo ortélogos ao
clado Ill, o que sugere, que a trialisina curta e a r-trialisina foram recrutadas para a
saliva/veneno antes da separacdo entre hemipteras hematéfagos e predadores
(Figura 11).

Figura 11 — Arvore filogenética das Trialisinas do sialotranscriptoma do Triatoma sordida. A distancia
entre as sequéncias de trialisinas é derivada do alinhamento feito das sequéncias retiradas do
sialotranscriptoma de T. sordida (CDS) e sequéncias homologas das trialisinas de Hemipteras,
extraidas do banco de dados NR do NCBI, aplicando o algoritmo PSI-BLAST. Os pontos coloridos,
correspondem as espécies de cada sequéncia que foi utilizada. Azul — T. sordida; Laranja- P.
rhadamanthus; Rosa — T. matogrossensis; e Verde — T. infestans. Os asteriscos em vermelho
correspondem aos eventos de duplicacdo dos genes. O nimero de nés, indica os valores de bootstrap.

A escala no canto esquerdo inferior mede a distancia evolutiva em substituicbes por aminoéacidos.
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Fonte: Adaptado para esta tese (PRACA; SANTIAGO; CHARNEAU; MANDACARU et al., 2022).

5.3.4. MYS/Hemolisina

As hemolisinas séo proteinas capazes de lisar os eritrocitos para a aquisi¢cao
de ferro. Elas sdo encontradas em varios géneros bacterianos, sendo capazes de
transpor uma enorme quantidade de células, formando poros e assim causando danos
as células (ROWE; WELCH, 1994; WELCH, 1991; 2001). Existem sequéncias

homologas a estas proteinas, presentes no veneno de artropodes, como por exemplo
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no predador P. plagipennis, onde a sua expressao parece ser abundante (WALKER,;
MADIO; JIN; UNDHEIM et al., 2017). Sua funcédo sugerida € um papel na defesa
contra uma ameaga, inibindo possiveis infeccdes (ROWE; WELCH, 1994). Sua
presenca também foi descrita nos venenos das espécies P. biguttatus e P. horrida
(FISCHER; WIELSCH; HECKEL; VILCINSKAS et al., 2020). Em triatomineos, ja foi
descrita em alguns sialotranscriptomas (SANTIAGO; DE ARAUJO; CHARNEAU;
PRACA et al., 2020).

A funcé@o hemolitica destas moléculas, sugerida em triatomineos, desempenha
papel fundamental quando se fala em hematofagia, pois, para que seja feita a digestéao
do sangue, a lise dos eritrocitos € essencial e parece razoavel, que os hematéfagos
tenham a necessidade de moléculas como as MYS/Hemolisina para que estas células
sejam rompidas antes de chegarem ao intestino médio. Sendo assim, a teoria, é de
gue estas proteinas estdo envolvidas no estagio inicial da digestdo do sangue e
também na imunidade participando da lise de micro-organismos (ASSUMPCAO;
FRANCISCHETTI; ANDERSEN; SCHWARZ et al., 2008a).

No sialotranscriptoma do T. sordida foram encontradas 17 CDS que
correspondem a 1,7% do FPKM total da classe de proteinas secretadas. Destas, 2
CDS estdo entre as 100 mais expressas (Hem-c14970 gl il.pl e Hem-
cl4423 gl i3.pl) e, no proteoma esta classificacdo foi representada por 2
sequéncias (Hem-c14970_gl i4.p1 e Hem-c14970 gl il.pl) que correspondem a
1,2% Ce. Aplicando a ferramenta PSI-BLAST com as sequéncias de MY S/Hemolisina
de T. sordida contra o banco de dados NR, obtivemos sequéncias homdlogas de
espécies de triatomineos (T. infestans, R. prolixus, P. chinai e T. dimidiata) e de

hemipteras predadores (P. plagipennis e P. rhadamanthus).

5.4. Outras proteinas salivares secretadas
5.4.1. Triatox

No sialoma do T. sordida foi encontrada 1 sequéncia (Hem-c12412 g1 il.pl)
qgue codifica para Triatox (FPKM= 0,8% Secretadas e Ce= 3,6%). Esta molécula, foi
descrita em T. infestans e parece atuar na imunidade inata do inseto como um
peptideo antimicrobiano. Esta fungéo foi sugerida apds a predi¢cdo de sua estrutura
secundaria, uma a-hélice anfipatica (ASSUMPCAQO; FRANCISCHETTI; ANDERSEN;
SCHWARZ et al., 2008a; CHARNEAU; JUNQUEIRA; COSTA,; PIRES et al., 2007). Os

peptideos lineares que, podem assumir essa conformacdo anfipatica estdo entre os
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mais abundantes na natureza, contra varios alvos microbianos (GIANGASPERO;
SANDRI; TOSSI, 2001).

5.4.2. Inibidores de protease

Os inibidores de protease, sdo amplamente distribuidos nos organismos,
desempenhando papéis fundamentais em diferentes processos biolégicos. Em
artropodes hematoéfagos, os inibidores de protease do tipo serina, sdo frequentemente
relatados nos sialomas (SANTIAGO; DE ARAUJO; CHARNEAU; PRACA et al., 2020;
SANTIAGO; DE ARAUJO; MOTTA; PRACA et al., 2017; TANAKA-AZEVEDO;
MORAIS-ZANI; TORQUATO; TANAKA, 2010). Neste trabalho, como apresentado nos
resultados, este grupo apresentou 69 CDS que estdo divididos em 6 subgrupos
(Tabela 5).

5.4.2.1. Inibidores de serino protease do tipo Kazal

A familia 11 dos inibidores de serino protease do tipo Kazal é encontrada em
diferentes organismos e atua em diversos mecanismos fisiologicos (LASKOWSKI;
KATO, 1980; RIMPHANITCHAYAKIT; TASSANAKAJON, 2010). Em mamiferos, é
conhecida por atuar na cascata de coagulacdo; em artropodes no processo de
coagulacdo da hemolinfa, na metamorfose e na cascata pro-enoloxidases, que é
responsavel pela melanizacdo de patdgenos, um dos principais mecanismos de
defesa em insetos (ALONSO; MARTINEZ, 2017; JIANG; KANOST, 2000; KANOST,
1999). Séo proteinas pequenas, onde o dominio Kazal apresenta entre 40 e 60
aminoacidos contendo 6 residuos de cisteina conservados que se agrupam e
formando pontes dissulfeto. Essas proteinas podem ter dominios Unicos ou multiplos.
Além disso, apresentam especificidade contra enzimas-alvo e uma alta capacidade
inibitéria  (FRIEDRICH; KROGER; BIALOJAN; LEMAIRE et al, 1993;
RIMPHANITCHAYAKIT; TASSANAKAJON, 2010; VAN DE LOCHT; LAMBA; BAUER;
HUBER et al., 1995).

Dentre as func¢des que os inibidores de serino protease do tipo Kazal
desempenham, as seguintes foram descritas nos invertebrados: acdo anticoagulante
(ARAUJO; CAMPOS; TANAKA; SANTOS et al.,, 2007; CAMPOS, |.; AMINO, R;;
SAMPAIO, C.; AUERSWALD, E. et al., 2002; FRIEDRICH; KROGER; BIALOJAN;
LEMAIRE et al.,, 1993; KATO; JOCHIM; GOMEZ; TSUNEKAWA et al.,, 2017),
antibacteriana (DONPUDSA; TASSANAKAJON; RIMPHANITCHAYAKIT, 2009; KIM;
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LEE; ZOU; WAN et al., 2013; SOARES; BUARQUE; QUEIROZ; GOMES et al., 2015),
vasodilatadora (SANTOS, ADRIANA; RIBEIRO, JOSE MARCOS C.; LEHANE,
MICHEL J.; GONTIJO, NELDER FIGUEIREDO et al., 2007; TAKAC; NUNN;
MESZAROS; PECHANOVA et al., 2006) e anti-tripanossoma (LOVATO; AMINO;
GONZALEZ; MIRANDA et al., 2011). Em meio aos membros da familia Reduviidae, a
rodinina da espécie R. prolixus, que possui 2 dominios do tipo Kazal descritos,
apresenta afinidade pela trombina (FRIEDRICH; KROGER; BIALOJAN; LEMAIRE et
al.,, 1993). Em T. infestans, a infestina apresenta 4 dominios do tipo Kazal, e tem
afinidade pela trombina, tripsina, pelos fatores -Xlla, Xa, e pela plasmina (CAMPOS,
l.; AMINO, R.; SAMPAIO, C.; AUERSWALD, E. et al.,, 2002; CAMPOS; TANAKA-
AZEVEDO; TANAKA, 2004; LOVATO; NICOLAU DE CAMPOS; AMINO; TANAKA,
2006). Na espécie D. maxima, o gene que codifica para dipetalogastina € descrito
como tendo 6 dominios do tipo Kazal, porém, sofre mudancas pds-traducionais que
clivam esta sequéncia em 3, deixando em cada uma delas 2 dominios do tipo Kazal.
Esta, possui uma alta afinidade pela trombina e uma baixa afinidade pela tripsina e
pela plasmina (MENDE; LANGE; NOWAK, 2004). Porém, estes inibidores de serino
protease do tipo Kazal com funcgdes ja descritas, estdo presentes no intestino e nao
nas glandulas salivares dos barbeiros.

Como os triatomineos ingerem grande quantidade de sangue durante a sua
alimentacdo, uma atividade anticoagulante parece ser essencial para evitar o aumento
da viscosidade no trato digestivo, durante o armazenamento do sangue, facilitando
assim a digestdo (ARAUJO; CAMPOS; TANAKA; SANTOS et al., 2007). Além dos
inibidores de serino protease do tipo Kazal terem sido descritos nas glandulas
salivares dos triatomineos, sua presenca também ja foi relatada em outros animais
hematéfagos como: mosquitos, tabanideos e sanguessugas (CAMPOS, I. T.; AMINO,
R.; SAMPAIO, C. A.; AUERSWALD, E. A. et al.,, 2002; LOVATO; NICOLAU DE
CAMPOS; AMINO; TANAKA, 2006; RIMPHANITCHAYAKIT; TASSANAKAJON,
2010).

Em T. sordida, dentro do grupo de inibidores de protease, este foi 0 mais
expresso no transcriptoma. Vinte e sete (reads= 2,5% e FPKM= 12,8%) foram
anotadas, destas, 11 estdo entre os 100 transcritos mais expressos, e 4 deles foram
identificadas no proteoma (Hem-c15210 g10 i3.p1, Hem-c15210 g10 i4.p1, Hemc-
15210 g10_i2.p1l e Hem-c11377_gl i2.p1) representando 1,4% do valor total de Ce
(Tabela 6).
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Estas moléculas possuem um alto potencial farmacoldgico. A Vasotab por
exemplo, € um inibidor de serino protease do tipo Kazal encontrado na saliva de uma
mosca Tabanidae da espécie Hybomitra bimaculata, apresenta fung¢édo bioldgica
vasoativa (TAKAC; NUNN; MESZAROS; PECHANOVA et al., 2006).e inibidora de
agregacdo plaquetaria (ZHANG; GAO; SHEN; RONG et al.,, 2014), sendo um
excelente candidato para o desenvolvimento de medicamentos antitrombéticos. Esses
inibidores de protease do tipo Kazal também s&o encontrados no veneno dos
hemipteros (WALKER; ROBINSON; UNDHEIM; JIN et al., 2019), o que sugere que
estas moléculas derivam de uma mesma linhagem ancestral. O alinhamento das
sequéncias de inibidores tipo Kazal, revelou sequéncias com alta identidade nas
espécies: P. chinai, T. infestans, T. brasiliensis, H. bimaculata e Tabanus yao. Foi
demonstrado que todas as espécies possuem um dominio que codifica para 6
residuos de cisteina, bem conservados C1:C5, C2:C4, C3:C6, com alta variabilidade

no restante dos aminoacidos das sequéncias presentes no dominio (Figura 12).

Figura 12 — Sequéncias de inibidores de serino protease do tipo Kazal do Triatoma sordida.
Alinhamento multiplo das sequéncias de inibidores de protease do tipo Kazal retiradas do
sialotranscriptoma do T. sordida (TRISOR_c15210 g10_il.pl, TRISOR_15210_g10_i2.p1;
TRISOR_c15210_g10_i3.p1; TRISOR_c15210_g10_i4.p1; TRISOR_c15210_g10_i6.p1;
TRISOR_c15210_g10_i5.p1; TRISOR_11034_g1_il.p1; TRISOR_15210_g10_i7.p1;
TRISOR_c11377_g1_i2.pl; TRISOR_¢10221 gl10_ il.pl; TRISOR_c13467_gl_il.pl) e outras
sequéncias homélogas de inibidores de protease do tipo Kazal das seguintes espécies: P. chinai
(PANCHI_BBA30649.1); T. infestans (TRIINF_ABR27937.1); T. brasiliensis (TRIBRA_ABJ96351.1);
Hybomitra bimaculata (HYBBIM_P84843.1) e Tabanus vao (TABYAO_ABX80080.1). O alinhamento
indica residuos conservados em azul. A barra cinza acima do alinhamento indica a regido do dominio
Kazal, com asteriscos coloridos (rosa, verde e laranja) mostrando o arranjo das 6 cisteinas conservadas
(C1: C5, C2:C4, C3:C6). O logotipo da sequéncia mostra a frequéncia de aminoacidos no alinhamento
mudltiplo, a altura dos simbolos dentro da pilha corresponde a frequéncia relativa de cada aminoacido

naquela posigao.
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Fonte: Adaptado para esta tese (PRACA; SANTIAGO; CHARNEAU; MANDACARU et al., 2022).

A analise filogenética feita a partir das sequéncias homoélogas mostra que as
sequéncias dos inibidores do tipo Kazal encontradas no sialotranscriptoma do T.
sordida se agrupam em clados distintos, o que indica que estas sequéncias sao
codificadas por genes diferentes e que podem se apresentar em diversas isoformas.
A variedade de intradominio e residuos de N e C terminal, indicam que as estruturas
responsaveis pelo dobramento destas proteinas sdo muito versateis e permitem que
diferentes sitios de ligacdo se encaixem em suas respectivas enzimas alvo, e assim,
possam desempenhar diferentes funcdes. Nos clados I, 1l e Ill, é sugerido que estas
sequéncias atuem na inibicdo da trombina ou com estimulos vasodilatadores,
prejudicando a hemostasia do hospedeiro no local da picada, ja no clado VI a sua
funcao parece ser distinta, ndo estando envolvida no processo de repasto sanguineo
do T. sordida (Figura 13).

Figura 13 — Filograma dos inibidores de protease do tipo Kazal. A distancia entre as sequéncias da
arvore foi determinada pelo alinhamento das sequéncias dos inibidores de protease do tipo Kazal
derivadas do sequenciamento das glandulas salivares com outras sequéncias homadlogas de inibidores
de protease do tipo Kazal. Os pontos azuis sdo as sequéncias do T. sordida. As sequéncias pintadas
em verde s&o as Tipo Kazal encontradas no intestino, em vermelho as sequéncias do tipo Kazal

encontradas nas glandulas salivares de T. yao as Vasotab, em azul claro
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Fonte: Adaptado para esta tese. (PRACA; SANTIAGO; CHARNEAU; MANDACARU et al., 2022)..

5.4.3. Enzimas

A andlise do sialotranscriptoma do T. sordida apresentou uma diversidade de
classificagbes neste grupo, 7 categorias que compreendem 3,8% do valor total de
FPKM na classe das proteinas secretadas (Tabela 5). Estas enzimas, sdo comumente
encontradas nos sialotranscriptomas de triatomineos, 4 grupos foram mais
representativos neste trabalho: INP5 (CDS= 14 e FPKM= 2%), Tripsina salivar (CDS=

8 e FPKM= 1,1), Metaloprotease (CDS= 5 e FPKM= 0,4) e Apirase salivar 79kDa
(CDS=5 e FPKM= 0,3%).

5.4.3.1. Inositol fosfato fosfatase — INP5

Os membros deste grupo, foram abundantes no sialoma do T. sordida, no
proteoma, eles representam 16% Ce. A presenca destas proteinas € comumente
relatada nos sialomas de triatomineos (T. brasiliensis, T. infestans, T. matogrossensis,

T. dimidiata, T. pallidipennis, T. rubrofasciata, P. chinai, P. megistus, P. lignarius)
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(MIZUSHIMA; TABBABI; YAMAMOTO; KIEN et al., 2020; SANTIAGO; DE ARAUJO;
CHARNEAU; PRACA et al., 2020). Com base no nivel de expressao desta proteina
neste trabalho, é possivel inferir, que a INP-5 é secretada nas glandulas salivares e
desempenha um papel importante na alimentacao deste inseto, como ja foi sugerido
no sialoma do T. rubrofasciata. (MIZUSHIMA; TABBABI; YAMAMOTO; KIEN et al.,
2020). A funcéo descrita destas moléculas, esta relacionada a sinalizacao intracelular
(RIBEIRO, J. M. C.; SCHWARZ, A.; FRANCISCHETTI, I. M. B., 2015).

As INP-5 sdo enzimas intracelulares que sao responsaveis por hidrolisar o
fosfato na posicéo 5, e, desempenham diversas fungdes como: crescimento celular,
transducédo de sinais e resposta ao stress de diversos organismos, como mamiferos,
plantas e leveduras (HAKIM; BERTUCCI; CONDUIT; VUONG et al., 2012)

5.4.3.2. Tripsina salivar

A tripsina € uma enzima do tipo serino protease, responsaveis por hidrolisar
ligagOes peptidicas em sequéncias especificas de aminoacidos, sendo importante em
diversos processos fisiologicos e patolégicos (MOTWANI; DE ROSA; ODELL;
HALLBERG et al., 2015). As serino proteases possuem uma variedade de funcdes,
exercendo um papel chave em processos como: catabolismo de proteinas, liberacao
de peptideos farmacologicamente ativos de proteinas precursoras, ativacao de
zimogénio, entre outras fun¢des (RAO; TANKSALE; GHATGE; DESHPANDE, 1998).

Atualmente, existem 9 classificacfes para as principais familias de proteases:
Aspartico (A), Cisteino (C), Glutamico (G) Metalo (M), Asparagino liase (N), Misto (P),
Serino (S), Treonino (T) e Desconhecidas (U) (RAWLINGS; BARRETT; FINN, 2016).
As serino proteases sao classificadas desta forma, por apresentarem em seu sitio
ativo um residuo de serina. A atuacdo catalitica destas proteases, envolve ligacdes
covalentes de substratos a este aminoacido (BOND; BUTLER, 1987). Existem
diversos tipos de serino protease e a tripsina estd entre as mais importantes da
categoria (PATEL, 2017). A tripsina, ja foi descrita em triatomineos, a triapsina,
encontrada na espécie T. infestans, no qual € estocada como zimogénio no lumen das
glandulas salivares e s6 é ativada e liberada no momento do repasto sanguineo
(AMINO; TANAKA; SCHENKMAN, 2001). O papel sugerido para esta molécula é a
hidrolise de receptores que estdo acoplados a proteina G ativados por protease
(PARSs), que sao responsaveis pela regulacdo da inflamacdo e a resposta a lesao
(AMINO; TANAKA; SCHENKMAN, 2001). Porém, a presenca de tripsina ndo é
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exclusiva de T. infestans, ja foi descrita no proteoma nas espécies: P. megistus, R.
neglectus, T. dimidiata e agora em T. sordida (BUSSACOS; NAKAYASU; HECHT,;
ASSUMPCAO et al., 2011; SANTIAGO, P. B.; ASSUMPCAO, T. C. F.; DE ARAUJO,
C. N.; BASTOS, I. M. D. et al., 2016; SANTIAGO; DE ARAUJO; CHARNEAU;
BASTOS; ASSUMPCAO; QUEIROZ; PRACA; CORDEIRO et al., 2018; SANTIAGO;
DE ARAUJO; CHARNEAU; PRACA et al., 2020).

5.4.3.3. Metaloproteases

As metaloproteases, sdo enzimas dependentes de um ion metalico como:
zinco, cobalto ou manganés para catalisar a protedlise. O ion metélico € responsavel
pela ativacdo da molécula de dgua no processo proteolitico (FERNANDO; FISCHER,
2020; MCKERROW,; CAFFREY; KELLY; LOKE et al., 2006). J& é sabido que vérias
metaloproteases estdo envolvidas na remodelacéo ou ruptura do tecido por meio da
digestdo de componentes estruturais (MARKLAND JR, 1991; 1998). Este grupo de
proteinas € muito diverso e pode assumir diversas funcfes a depender do organismo,
tecido e do estagio de desenvolvimento, entre elas: evasdo do sistema imune, inibicdo
da coagulacdo, invasdo da célula imune do hospedeiro, invasdo do tecido do
hospedeiro e atuando no metabolismo (FERNANDO; FISCHER, 2020; MCKERROW,
CAFFREY; KELLY; LOKE et al., 2006). Sua presenca ja foi descrita em cobras e em
alguns artropodes hemat6fagos como carrapatos, acaros, piolhos, moscas e
triatomineos (FERNANDO; FISCHER, 2020; SANTIAGO; DE ARAUJO; CHARNEAU;
PRACA et al., 2020). As metaloproteases que sdo encontradas na saliva e no veneno
destes animais, podem interferir no desequilibrio da hemostasia. Em cobras, por
exemplo, a presenca desta enzima na peconha é bem abundante, e sdo elas as
responsaveis pela sua toxicidade, e sua atuacao interfere diretamente na hemostasia,
visto que provocam a hemorragia da presa por atuarem na coagulacao sanguinea e
na agregacdo plaquetaria (DE QUEIROZ; DE SOUSA; DA CUNHA PEREIRA;
MAMEDE et al., 2017; KINI; KOH, 2016).

Em carrapatos, a sua presenca é relatada nas glandulas salivares, ovarios e
intestino. As reprolisinas sdo mais expressas nas glandulas salivares e as astacinas
no intestino e nos ovarios. Estas enzimas parecem ser essenciais para 0s carrapatos,
pois estdo envolvidas no processo de alimentacdo e reproducdo, e por iSso sao
excelentes alvos terapéuticos (BARNARD; NIJHOF; GASPAR; NEITZ et al., 2012;
FERNANDO; FISCHER, 2020). A metaloprotease 1 (MP1), identificada no sialoma da



72

espécie Ixodes scapularis é semelhante a reprolisina e atua hidrolisando o
fibrinogénio, fibrina e fibronectina, evitando a formacédo dos coagulos sanguineos ou
dissolvendo os que foram gerados durante o repasto. Além disso, foi sugerido que a
MP1 pode modular a transmissédo da espiroqueta Borrelia sp. em hospedeiros
vertebrados (DECREM; MARILLER; LAHAYE; BLASIOLI et al., 2008;
FRANCISCHETTI; MATHER; RIBEIRO, 2003). Metis 1 e 2 foram descritas ha espécie
Ixodes ricinus e tém funcdo sugerida na digestdo destes animais (DECREM;
MARILLER; LAHAYE; BLASIOLI et al., 2008). Em Haemaphysalis longicornis foi
identificada a metaloprotease salivar HLMP1 que também é semelhante a reprolisina
em larvas, ninfas e adultos e na falta dela, houve um aumento da mortalidade dos
carrapatos (IMAMURA; DA SILVA VAZ; KONNAI; YAMADA et al., 2009).

Em acaros, as metaloproteases estao envolvidas no processo de clivagem do
fibrinogénio, 1gG e fibronectina, provavelmente suprimindo a coagulacéo e facilitando
a evasao do sistema imune do hospedeiro (KENYON; KNOX, 2002). Em piolhos,
Pediculus humanus, sua presenca foi relatada atuando no processo de incubacé&o dos
ovos (BOWLES; YOUNG; BARKER, 2008) e a partir desta descoberta foi
desenvolvida uma droga para controlar a infestacdo em humanos (BOWLES;
HANEGRAAF; AHVENINEN; SIDGIDDI et al., 2019; BOWLES; YOUNG; BARKER,
2008). JA em moscas, sua presenca € descrita no intestino médio da espécie
Haematobia irritans com provavel atuagdo na digestdo (RIBEIRO; DEBAT; BOIANI;
URES et al., 2019).

As metaloproteases apesar de serem descritas nas glandulas salivares de
triatomineos, T. pallidipennis (HERNANDEZ-VARGAS; GIL; LOZANO; PEDRAZA-
ESCALONA et al.,, 2017), T. matogrossensis (ASSUMPCAO; EATON; PHAM;
FRANCISCHETTI et al.,, 2012), T. infestans (ASSUMP(;AO; FRANCISCHETTI,
ANDERSEN; SCHWARZ et al., 2008a), T. dimidiata (SANTIAGO; DE ARAUJO;
CHARNEAU; BASTOS; ASSUMPCAO; QUEIROZ; PRACA; DE MOURA CORDEIRO
etal., 2018) e R. neglectus (SANTIAGO, P. B.; ASSUMPCAO, T. C. F.; DE ARAUJO,
C. N.; BASTOS, I. M. D. et al.,, 2016), ndo possuem sua funcdo definida até o
momento. Pressupfe-se que estas moléculas devam ter funcdo similar a dos
carrapatos. No T. sordida membros desta classe de proteases foram identificados,
mas com uma abundancia e expressao baixas (5 CDS e 0,4% FPKM) (Tabela 5).

Apesar disso, 1 sequéncia esta entre as 100 proteinas mais expressas (Hem-
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c13070 g1 il1.pl) (Figura 6 e ANEXO A). Nao foi encontrada nenhuma sequéncia no

proteoma (Tabela 7).

5.4.3.4. Apirase salivar 79 kDa

As apirases, sdo enzimas responsaveis pela hidrdlise das moléculas de ATP

(adenosina trifosfato) e ADP em AMP (adenosina monofosfato) e Pi (fosfato
inorganico). Por ter essa fungéo, a apirase salivar é importante no repasto sanguineo,
uma vez que, hidrolisa o ADP, um importante agonista da agregacao plaquetéaria no
hospedeiro vertebrado. Em T. infestans, foi demonstrado que a apirase apresenta
diferentes isoformas (CHARNEAU; JUNQUEIRA; COSTA; PIRES et al.,, 2007,
FAUDRY; ROCHA; VERNET,; LOZZI et al., 2004; FAUDRY; SANTANA; EBEL;
VERNET et al., 2006). A apirase salivar foi descrita em outros triatomineos (RIBEIRO;
SCHNEIDER; ISAIAS; JURBERG et al., 1998; SANTIAGO; DE ARAUJO;
CHARNEAU; PRACA et al., 2020) e outros artrépodes hematéfagos (LAW; RIBEIRO;
WELLS, 1992).

Existem 3 familias de apirases: CD39, 5-nucleotidase e Cimex. A familia 5’-
nucleotidase foi descrita pela primeira vez em Aedes aegypti e tem como
caracteristica que seus membros sdo dependentes de ions de calcio e/ou magnésio
(CHAMPAGNE, 2005). A familia Cimex, com o préprio nome sugere, foi descrita em
um percevejo de cama denominado Cimex lectularius, e tem como caracteristica
serem moléculas exclusivamente dependentes de ions de calcio(FRANCISCHETTI,
CALVO; ANDERSEN; PHAM et al., 2010). A familia CD39 foi descrita em uma pulga,
a Xenopsylla cheopis

Em 1998, Ribeiro e colaboradores mediram a atividade apirasica presente na
saliva de 24 espécies de triatomineos, entre eles o T. sordida. Este apresentou maior
atividade ADPésica do que ATPasica, e dependéncia de ions de Manganés e Cobalto.
As apirases apresentam variagdo quanto a dependéncia de cétions bivalentes, que
somada ao pH ideal, sugere que sua atividade pode variar entre de moléculas néo
homologas (RIBEIRO; SCHNEIDER; ISAIAS; JURBERG et al., 1998).

5.5. Outras familias de proteinas ubiquas
5.5.1. Antigeno 5 (Ag-5)
As proteinas classificadas pertencentes ao grupo do antigeno-5 (Ag-5) fazem

parte da superfamilia CAP (Cysteine rich secretory proteins, Antigen-5 and
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Patogenesis- related 1 proteins), podem ser encontradas em diversas espécies de
plantas e animais, estando envolvidas em diversos processos biologicos

Estas moléculas sdo encontradas comumente em veneno de insetos picadores
e em artropodes hematdfagos, a primeira vez relatada foi no veneno de formigas e
vespas (KING; SPANGFORT, 2000) estando comumente associadas com o0
desencadeamento de uma resposta alérgica forte em humanos (KING; ALAGON;
KUAN; SOBOTKA et al., 1983; KING; SOBOTKA; ALAGON; KOCHOUMIAN et al.,
1978). E comum o Ag-5 de diferentes espécies apresentarem reacgido cruzada, isto
acontece porque os representantes desta familia apresentam alto grau de homologia
nas sequéncias (BLANK; BAZON; GROSCH; SCHMIDT-WEBER et al., 2020).

Dentre os artropodes hematéfagos o Ag-5 esta presente na saliva de
carrapatos (MANS; ANDERSEN; SCHWAN; RIBEIRO, 2008), moscas (AMERI,
WANG; WILKERSON; KANOST et al., 2008; CALJON; BROOS; DE GOEYSE; DE
RIDDER et al.,, 2009), flebotomineos (CHARLAB; VALENZUELA; ROWTON;
RIBEIRO, 1999) e mosquitos (CALVO; MANS; RIBEIRO; ANDERSEN, 2009;
VALENZUELA; PHAM; GARFIELD; FRANCISCHETTI et al., 2002). Em triatomineos,
sua presenca ja foi descrita na maioria dos sialotranscriptomas (DE ARAUJO;
BUSSACOS; SOUSA; HECHT et al., 2012; MIZUSHIMA; TABBABI; YAMAMOTO;
KIEN et al., 2020; SANTIAGO; DE ARAUJO; CHARNEAU; PRACA et al., 2020) e no
sialoproteoma de apenas algumas espécies: T. pallidipennis, T. dimidiata
(SANTIAGO; DE ARAUJO; CHARNEAU; BASTOS; ASSUMPQAO; QUEIROZ;
PRACA; CORDEIRO et al., 2018), R. neglectus (SANTIAGO, P. B.; ASSUMPCAO, T.
C. F.; DE ARAUJO, C. N.; BASTOS, I. M. D. et al., 2016), R. prolixus (RIBEIRO;
ANDERSEN; SILVA-NETO; PHAM et al., 2004) e D. maxima (ASSUMPCAO, T. C.;
CHARNEAU, S.; SANTIAGO, P. B.; FRANCISCHETTI, I. M. et al., 2011).

O Ag-5 faz parte de um coquetel de proteinas presentes nas glandulas salivares
gue parecem estar envolvidas na supressao imunoldgica do hospedeiro ou atuando
na inibicAo da agregacao plaquetaria induzida por baixas doses de colageno
(ASSUMPCAO; MA; SCHWARZ; REITER et al., 2013).

5.5.2. Proteinas de ligacéo a feroménio (PBPs) e a Odorante (OBPSs)
Proteinas de ligacdo ao feromoénio(PBP) e Proteinas de ligacdo a Odorante
(OBP) sao proteinas de baixo peso molecular tendo entre 10-20 kDa, que possuem 6

residuos de cisteina, formam 3 pontes dissulfeto e tem a capacidade de se ligar a



75

moléculas de odor e a moléculas de feromdnio (TEGONI; CAMPANACCI;
CAMBILLAU, 2004). As PBPs sdo um subgrupo de OBPs que se ligam
preferencialmente em moléculas de feromoénio (WANG; MURPHY:; NIX; JONES, 2020)

As OBPs sao descritas como sendo moléculas essenciais para a transducao
de sinais quimiossensoriais (KIM; REPP; SMITH, 1998; XU; ATKINSON; JONES;
SMITH, 2005), e em insetos tém diversos papéis que vao além deste, pois, foi
demonstrada sua expressao em outros tecidos como, por exemplo: tecido reprodutivo
(LI; PICIMBON; JI; KAN et al., 2008; SCOLARI; BENOIT; MICHALKOVA; AKSQY et
al., 2016; SIROT; POULSON; MCKENNA; GIRNARY et al., 2008; SUN; HUANG;
PELOSI; WANG, 2012; TAKEMORI; YAMAMOTO, 2009), hemolinfa (ROTHEMUND;
LIOU; DAVIES; KRAUSE et al., 1999), casca de ovos de mosquitos (AMENYA; CHOU;
LI; YAN et al., 2010; COSTA-DA-SILVA; KOJIN; MARINOTTI; JAMES et al., 2013;
MARINOTTI; NGO; KOJIN; CHOU et al., 2014; SUN; HUANG; PELOSI; WANG, 2012)
e nas glandulas salivares de alguns insetos (CELORIO-MANCERA; SUNDMALM;
VOGEL; RUTISHAUSER et al., 2012; JI; YU; FU; CHEN et al., 2013). Em A. aegypti,
a AeOBP22, é expressa em varios tecidos, assim como a OBP10 da mariposa
Helicoverpa armigera (SUN; HUANG; PELOSI; WANG, 2012; WANG; MURPHY; NIX;
JONES, 2020).

A maioria dos estudos sobre OBP reforca a hipétese sobre a percepc¢éo de
compostos de feromoénio e odor (FORSTNER; BREER; KRIEGER, 2009; GROSSE-
WILDE; GOHL; BOUCHE; BREER et al., 2007; GROSSE-WILDE; SVATOS;
KRIEGER, 2006; LAUGHLIN; HA; JONES; SMITH, 2008; SYED; ISHIDA; TAYLOR,;
KIMBRELL et al., 2006; XU; ATKINSON; JONES; SMITH, 2005), mas outros sugerem
que sua funcao é regular o ganho/sensibilidade das respostas quimiossensorias, pois
seriam responsaveis por sequestrar os ligantes (HONSON; JOHNSON; OLIVER,;
PRESTWICH et al., 2003; LARTER; SUN; CARLSON, 2016).

Na saliva de artrépodes hematodfagos, as OBPs da familia D7 foram descritas
atuando para limitar a inflamacéo (CALVO; J.; C.; ANDERSEN, 2009; CALVO; MANS;
ANDERSEN; RIBEIRO, 2006; MANS; CALVO; RIBEIRO; ANDERSEN, 2007) e a
coagulacdo sanguinea, uma vez que tem a capacidade de sequestrar sinais pro-
inflamato6rios como as aminas biogénicas e leucotrienos (ISAWA; YUDA; ORITO;
CHINZEI, 2002). Sua presenca é importante no processo do repasto sanguineo
(CONWAY; LONDONO-RENTERIA; TROUPIN; WATSON et al.,, 2016; ISAWA,;
YUDA; ORITO; CHINZEI, 2002; RIBEIRO, 2000). Em Culex quinquefasciatus, a
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CxD7L1, uma proteina D7 longa, apresenta alta afinidade por ADP e ATP, uma
propriedade que ainda ndo havia sido descrita em outros membros da familia D7. O
estudo dessa molécula sugere que ela evoluiu para aumentar a alimentagéo
sanguinea em mamiferos, nos quais o ADP desempenha um papel importante na
inducdo da agregacao plaquetaria (MARTIN-MARTIN; PAIGE; VALENZUELA LEON;
GITTIS et al., 2020). Em triatomineos, sua presenca ja foi relatada nos
sialotranscriptomas de algumas espécies: P. lignarius, P. megistus, T. infestans, T.
rubrofasciata, T. dimidiata e R. neglectus (MIZUSHIMA; TABBABI; YAMAMOTO,;
KIEN et al., 2020; SANTIAGO; DE ARAUJO; CHARNEAU; PRACA et al., 2020). E no
sialoproteoma apenas da espécie T. dimidiata (SANTIAGO; DE ARAUJO;
CHARNEAU; BASTOS; ASSUMPQAO; QUEIROZ; PRACA; CORDEIRO et al., 2018;
SANTIAGO; DE ARAUJO; CHARNEAU; PRACA et al., 2020).

Neste estudo, foram encontradas 25 CDS de OBPs e 9 de PBPs (Tabela 5),
além disso, 1CDS (Hem-c14678 g1 il.pl), foi também encontrada no proteoma de
T. sordida (Tabela 6).

5.5.3. Proteina de ligacdo ao horménio juvenil

As proteinas horménio juvenil (HJ) foram descritas pela primeira vez como
“hormonios inibitérios” que atrapalhavam a metamorfose das ninfas em R. prolixus.
Nestes trabalhos, foi visto que estes hormonios eram secretados pelas glandulas
Corpora Allata (CA) que sdo pequenas e ficam conectadas ao cérebro do inseto,
geralmente 1 par (NORIEGA, 2014; TOBE; STAY, 1985). Os JH sédo entregues aos
tecidos alvos pela hemolinfa e estdo envolvidos em diversos processos associados
ao desenvolvimento e a reproducdo (VILLALOBOS-SAMBUCARO; NOUZOVA,
RAMIREZ; EUGENIA ALZUGARAY et al., 2020; WIGGLESWORTH, 1948;
WIGGLESWORTH, 1940). Os HJ junto com os ecdisteroides séo responsaveis pela
expressdo de genes especificos, durante o desenvolvimento cada vez que o inseto
faz muda e quando adulto (JONES, 1995). Outros efeitos desses hormoénios sao:
determinacao e diferenciacdo de casta em artropodes sociais, estimulacéo de voo e
migracao, regulagcédo da reproducdo, controle da diapausa, resisténcia ao estresse e
imunidade, envelhecimento e senescéncia, dureza e cor das cuticulas (ADAMS, 2009;
NORIEGA; NOUZOVA, 2020; ZHU; NORIEGA, 2016). Portanto, o HJ é um regulador
critico do desenvolvimento e fisiologia do inseto, atuando em nivel molecular como

moléculas de sinalizacdo n&do apenas no papel de horménio esteroide classico, mas
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em varios niveis, sendo conhecido, principalmente, pela sua capacidade de retardar
a metamorfose (DUBROVSKY; BERNARDO, 2014; WHEELER; NIJHOUT, 2003).

Eles fazem parte da familia de sesquiterpenoides aciclicos e foram identificados
em 8 formas diferentes sendo o JHIII € o mais comum e o mais estudado em insetos
(NORIEGA, 2014). Sua estrutura € de fragil manipulacéo e este é um dos desafios
para estudar e compreender como os HJ funcionam. S&o relativamente apolares,
lipofilicos, insoltveis em solucdo aquosa. Estas moléculas tém sido alvo de pesquisa
para explorar sua capacidade como inseticida buscando o controle de pragas, onde
0s organismos modelo sdo baratas, gafanhotos e mariposas (NORIEGA, 2014,
NORIEGA; NOUZOVA, 2020).

Os triatomineos sdo hematé6fagos obrigatérios e é sabido que para completar a
oogénese € necessario um repasto, e este processo € controlado pelo JH.
Recentemente, D. maxima foi utilizado como um modelo experimental para entender
a atuacao deste horménio neste processo, com o foco principal no papel dos JH no
controle do recrutamento de lipidios e proteinas pelos odcitos (RAMOS; LEYRIA,;
NOUZOVA; FRUTTERO et al., 2021). O JHSB3 é a forma molecular presente na
hemolinfa, descrito em R. prolixus (VILLALOBOS-SAMBUCARO; NOUZOVA,;
RAMIREZ; EUGENIA ALZUGARAY et al., 2020). Nas glandulas salivares, até o
momento nao foi descrita sua funcéo. Neste trabalho, foram encontradas 12 CDS com
baixa expressao (0% FPKM) (Tabela 5).

5.6. Classe de Proteinas constitutivas

Esta classe é formada por grupos de proteinas altamente especializadas que
sdo responsaveis pelas funcdes basicas e essenciais das células, estando envolvidas
em diversos processos bioldgicos, onde o0s niveis de expressdo podem variar
conforme o tecido, estagio de desenvolvimento e respostas as condi¢cdes do meio
(MOURA; LAZZARI; AGNES; ALMEIDA et al., 2014). Algumas proteinas especificas

serdo discutidas a seguir.

5.6.1. Anexina

As anexinas sdo um grupo de proteinas conservadas em eucariotos, tendo sido
descritas desde eucariotos unicelulares como a Giardia (RAYNAL; POLLARD, 1994)
ate em seres humanos (GERKE; MOSS, 2002; LIZARBE; BARRASA; OLMO;

GAVILANES et al., 2013). Sendo assim, estdo envolvidas em diversos processos
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biolégicos como trafego de vesiculas intracelulares, interacdo com membranas,
ligacdo de calcio, liberacdo de acido araquidbnico, migracdo de leucocitos,
responsaveis por afetar mediadores envolvidos na resposta inflamatdria tal qual ciclo
oxigenase 2 (Cox2) e oxido nitrico sintase induzivel (FERLAZZO; D'AGOSTINO;
MILANO; CARUSO et al.,, 2003; GAVINS; HICKEY, 2012; LIZARBE; BARRASA;
OLMO; GAVILANES et al., 2013; MINGHETTI; NICOLINI; POLAZZI; GRECO et al.,
1999; RESCHER; GERKE, 2004). Porém, em insetos, sua funcdo ndo é bem
conhecida.

Em artropodes hematéfagos, a sequéncia da anexina foi descrita na glandula
salivar de Anopheles gambiae (DAS; RADTKE; CHOI; MENDES et al., 2010) e no
intestino de triatomineos, com funcdo sugerida na imunidade. Nestes ultimos, a
anexina parece estar envolvida no controle da populacdo da microbiota intestinal
(GUMIEL; DE MATTOS; VIEIRA; MORAES et al., 2020).

Apesar de ndo ser muito abundante, no sialoproteoma de T. sordida foi
encontrada uma sequéncia de anexina (Hem-c7033_gl pl) classificada como
Proteina de exportacao dentro da classe das proteinas constitutivas.

5.6.2. Proteinas de choque térmico— HSP70s

As proteinas de choque térmico (HSP- Heat shock protein), também
denominadas chaperonas moleculares, s&o conhecidas por auxiliarem na
manutencao da homeostase proteica celular. As chaperonas reconhecem os residuos
hidrofébicos que ficam expostos em proteinas que estdo mal enoveladas e auxiliam
no enovelamento correto sem alterar a estrutura final da proteina que esta sendo
reparada (BALCH WILLIAM; MORIMOTO RICHARD; DILLIN; KELLY JEFFERY,
2008; JULIO, 2005; KIM; HIPP; BRACHER; HAYER-HARTL et al., 2013)

As HSP séo classificadas de acordo com sua massa molecular sendo
chamadas de: HSP40, HSP60, HSP70, HSP100 e sHSP (small heat shock protein),
ou de acordo com as interagdes com o substrato. Nesta ultima classificacéo, existem
3 tipos: holders atuam como co-chaperonas, que irdo se ligar a proteina que precisa
ser reparada, sem precisar do uso de ATP; enovelases que atuam diretamente no
enovelamento proteico, e precisam da energia advinda da hidrélise do ATP; e as
desagregases, que sdo capazes de interagir com as proteinas em agregacéo e ao

hidrolisarem o ATP, liberam as proteinas do agregado para o re-enovelamento ou
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degradacdo (FINK, 1999; KIM; HIPP; BRACHER; HAYER-HARTL et al., 2013; O.
TIROLI-CEPEDA,; H.l. RAMOS, 2011).

A presenca dessa proteina no sialoma de triatomineos foi relacionada a uma
provavel contaminagdo advinda do tecido celular no processo de dissecagdo das
glandulas salivares, ndo sendo considerada uma proteina secretada com potencial
envolvimento no processo de hematofagia (SANTIAGO; DE ARAUJO; CHARNEAU;
BASTOS; ASSUMPQAO; QUEIROZ; PRACA; CORDEIRO et al.,, 2018). Em uma
pesquisa realizada com uma espécie de carrapato, Ixodes scapularius, foi sugerido
que a HSP70, interfere na fibrinogendlise do hospedeiro durante a alimentacéo, a
hipétese é que as HSP70 séo secretadas na saliva do carrapato e podem ajudar no
dobramento adequado das proteinas que estdo envolvidas no processo de
degradacéo do fibrinogénio no local da picada (VORA; TAANK; DUTTA; ANDERSON
et al., 2017). E sabido, que os exossomos salivares podem exercer a funcéo de
entregar proteinas que exercam funcdes bioldgicas especificas nos hospedeiros
vertebrados (HACKENBERG; KOTSYFAKIS, 2018). Em nosso trabalho, 2 HSP70
foram encontradas no proteoma (Hem-c12994 gl il.pl e Hem-c12645 g1 il.pl)
que foram classificadas como Proteinas de modificacdo na classe Proteinas
constitutivas. Portanto, levando em consideracéo a funcéo sugerida em carrapatos, é
possivel que elas possam também desempenhar uma funcdo no processo de

hematofagia. em triatomineos.

5.6.3. Comparacao dos Sialomas: T. sordida e outras espécies de triatomineos

A fim de comparar a diversidade das proteinas que foram encontradas no
sialoma do T. sordida com de outras espécies de triatomineos, foram selecionadas a
quantidade de CDS das principais familias salivares nos sialotranscriptomas, sem
distincao das técnicas (lllumina ou Sanger) usadas em cada trabalho, das seguintes
espécies: T. infestans (ASSUMPCAO; FRANCISCHETTI; ANDERSEN; SCHWARZ et
al., 2008a), T. matogrossensis (ASSUMPCAO; EATON; PHAM: FRANCISCHETTI et
al., 2012), T. dimidiata (SANTIAGO; DE ARAUJO; CHARNEAU; BASTOS;
ASSUMPCAO; QUEIROZ; PRACA; CORDEIRO et al., 2018), T. rubida (RIBEIRO;
ASSUMPCAOQ; PHAM; FRANCISCHETTI et al., 2012), T. pallidipennis (HERNANDEZ-
VARGAS; GIL; LOZANO; PEDRAZA-ESCALONA et al.,, 2017), T. rubrofasciata
(MIZUSHIMA; TABBABI; YAMAMOTO; KIEN et al., 2020), T. brasiliensis (SANTOS,
ADRIANA; RIBEIRO, JOSE MARCOS C.; LEHANE, MICHEL J.; GONTIJO, NELDER
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FIGUEIREDO et al., 2007), D. maxima (ASSUMPCAO, T. C. F.; CHARNEAU, S.;
SANTIAGO, P. B. M.; FRANCISCHETTI, I. M. B. et al., 2011), P. megistus (RIBEIRO,
J. M.; SCHWARZ, A.; FRANCISCHETTI, I. M., 2015), P. chinai (KATO; JOCHIM,;
GOMEZ; TSUNEKAWA et al., 2017), P. lignarius (NEVOA; MENDES; DA SILVA;
SOARES et al., 2018), R. neglectus (SANTIAGO, P. B.; ASSUMPCAO, T. C.; DE
ARAUJO, C. N.; BASTOS, I. M. D. et al., 2016) e R. prolixus (RIBEIRO; CHARLAB;

PHAM; GARFIELD et al., 2004) (Figura 14).
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Figura 14 — Heatmap representando o perfil de expressao de CDS salivares. As linhas representam as
familias de proteinas salivares e as colunas as espécies de Triatomineos. A escala azul-amarela: o

azul representa uma alta quantidade de CDS e o amarelo uma baixa quantidade de CDS.
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Fonte: Adaptado para esta tese (PRACA; SANTIAGO; CHARNEAU; MANDACARU et al., 2022)..

A diferenca das contagens de CDS das espécies foram estatisticamente
significativas (P<0,001), quando analisadas pelo teste Qui-quadrado. O resultado
desta comparacdo, mostra que a familia Kazal Type é abundante em diversas
espécies (T. sordida, T. matogrossensis, T. dimidiata, T. brasiliensis, P. megistus e P.
lignarius). Mas, se destaca em 4, isso pode ser visto pela escala azul na figura 14. A
familia MY S/hemolysin foi observada em T. sordida, T. infestans, T. matogrossensis,
T. dimidiata, T. pallidipennis, P. megistus e P. chinai. As Short tryalisn/trialysin s&o
proteinas muito abundantes no T. sordida e apenas em mais 2 espécies, T. infestans
e T. matogrossensis.

Estes resultados sugerem que cada espécie possui uma “assinatura” de

expressao salivar diferente.
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6.  CONCLUSAO

Neste trabalho, o perfil de expresséo das proteinas presentes nas glandulas
salivares e na saliva do T. sordida, coletado em ambiente peridomiciliar, foi descrito
pela primeira vez. As familias de proteinas relacionadas a hematofagia foram as mais
abundantes. Assim como em sialomas de outras espécies de triatomineos, em T.
sordida, a familia mais abundante € a Lipocalina. Esta familia, evoluiu por meio
expansao especifica de linhagem, duplicacao génica. Uma caracteristica interessante
neste sialoma é a abundancia das Trialisinas curtas/Trialisinas.Também, foi relatada
pela primeira vez, apesar do baixo nivel de expresséo a presenca da proteina Anexina
que nao havia sido relatada em nenhum outro sialoma de triatomineos. E possivel que
esta proteina esteja envolvida no processo de imunidade do inseto. As proteinas de
choque térmico também estdo presentes, apesar de estarem classificadas como
housekeeping

Portanto, nosso trabalho revelou uma diversidade de proteinas salivares que
possuem um potencial farmacolédgico, uma vez que sdo descritas atuando no sistema
imune e hemostatico do hospedeiro. Diante do exposto, este trabalho contribuiu para
aumentar o conhecimento sobre estas moléculas, trazendo informacdes especificas
da espécie, e para o entendimento da evolucao de algumas familias de proteinas em
hemipteros e no processo de hematofagia, entendimento da biologia destes vetores,
podendo tracar estratégias mais assertivas para o controle vetorial além dos

potenciais farmacos.
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ANEXO A - Eletroferograma. Andlise de integridade do RNA. A — Namero de Integridade do RNA
9,4. B — Numero de Integridade do RNA 9.
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APENDICE A - Lista dos 100 transcritos codificantes mais expressos do sialotrancriptoma do T. sordida. Os transcritos sdo apresentados por ordem de
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expressdo dos mais expressos para 0s menos expressos baseado nos respectivos valores de FPKM. Em negrito estdo as sequéncias que também foram

identificadas no proteoma do T. sordida.

N° Locus N° de FPKM Cédigo de acesso Classificagao
Reads

1 Hem-c15059 g2_il.pl 2178384,11 320339,47 JAC18620.1 Trialisina curta/ Trialisina

2 Hem-c10816_g1_il.pl 147054 267346,97 ABR27833.1 Trialisina curta/ Trialisina

3 Hem-c11226_g1_il.pl 542860,79 144231,33 ADN29772.1 Palidipina

4 Hem-c15348_g11 il.pl 465290,32 119050,72 ADN29770.1 Triabina

5 Hem-c15059 gl1_i2.p2 55068,43 118842,81 ABR27835.1 Trialisina curta/ Trialisina

6 Hem-c15210_g10_i5.p1 49189,41 94464,78 ABR27896.1 Tipo Kazal

7 Hem-c15366_g5_i2.p1 168100,55 82540,27 ADN29755.1 Triabina

8 Hem-c15366_g5_i3.p1 325768,36 80379,58 ADN29755.1 Triabina

9 Hem-c13513_g1_il.pl 287471,35 70930,23 ADN29778.1 Triabina *

10 Hem-c14763_g9_il.p2 22747,57 64139,88 ABR27835.1 Trialisina curta/ Trialisina

11 Hem-c14356_g2_il.pl 455988,85 61798,1 ADN29723.1 Palidipina

12 Hem-c15124 g3_il.pl 46482,98 60743,61 ABH09420.1 Triabina

13 Hem-c15210_g10_i3.pl 41721,62 54521,5 ADN29812.1 Tipo Kazal

14 Hem-c13513_g1_i3.pl 196794,63 51788,78 ABH09420.1 Triabina

15 Hem-c15210_g10_i4.pl 26688 48519,29 JAC18583.1 Tipo Kazal

16 Hem-c15288_g8_il1.p1 90266,84 46775,02 ADN29778.1 Triabina

17 Hem-c14466_g2_i3.p1 147846,66 38541,12 ADN29757.1 Triabina

18 Hem-c12753_g1_i3.p1 163800,04 33786,86 ADN29727.1 Triabina

19 Hem-c14985 g1 _i2.p1 187661,28 30161,95 ADN29901.1 Antigeno-5

20 Hem-c15288 g11 il.pl 133327,87 29479,6 ADN29773.1 Triabina

21 Hem-c15366_g14_il.pl 299740,89 28579,69 ADN29793.1 Trialisina curta/ Trialisina

22 Hem-c13428_g1_i2.p1 139444,88 28353,7 ADN29735.1 Triabina

23 Hem-c10221_g1_il.pl 23448,26 28274 ADN29811.1 Tipo Kazal

24 Hem-c12412 g1 il.pl 88347,22 28046,31 AAZ38957.1 Outras proteinas salivares secretadas

25 Hem-c11377_g1_i2.pl 30008,74 27435,32 ADN29811.1 Tipo Kazal

26 Hem-c13699 g1 i2.pl 111356,46 246211,59 ADN29773.1 Triabina

27 Hem-c15210 g10_i2.pl 18198,06 23781,09 ADN29806.1 Tipo Kazal

28 Hem-c17453 g1 il.pl 206752 22595,33 ADN29815.1 Modificagdo de proteina

29 Hem-c15210_g10_il.pl1 16934 22129,22 JAC18682.1 Tipo Kazal

30 Hem-c14356_g2_i2.pl 153897,15 21063,39 ADN29731.1 Palidipina

31 Hem-c13977_g1_il.pl 91466,49 19446,69 ABR27920.1 Triabina

32 Hem-c10792_g1 il.pl 81695 18356,67 ADN29804.1 Outras proteinas salivares secretadas
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APENDICE B - Lista de proteinas identificadas no sialoproteoma do T. sordida. As proteinas foram separadas conforme suas respectivas classificacdes. Em

negrito estdo as sequéncias que aparecem entre as 100 mais expressas no sialotranscriptoma.

Familia Locus Cédigo de Ce Peptideo Descricao
Acesso anico

Hem-c14356_g2 i2.p1  ADN29731 53 8 pallidipin-like lipocalin precursor [Triatoma
matogrossensis].

Hem-c11226 gl il.pl ADN 29772.1 23 7 pallidipin-like lipocalin precursor [Triatoma matogrossensis]

Palidipina Hem-c14356 g2 il.pl ADN29723.1 25 pallidipin-like lipocalin precursor [Triatoma matogrossensis]

Hem-c11201 gl il.pl JAC18672.1 2 putative pallidipin-like salivary lipocalin lipocalin, partial
[Triatoma infestans]

Hem-c11226_g2_il.p1  JAC18553.1 10 3 Pallidipin-like lipocalin precursor [Triatoma
matogrossensis]

Hem-c14595 g1 i2.p1  ADN29741.1 4 4 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

Hem-c15425 g1 _il.pl ABR27846.1 5 3 salivary lipocalin [Triatoma infestans]

Hem-c7844 g1 il.pl ABR27870.1 1 1 salivary lipocalin [Triatoma infestans]

Hem-c9453 gl i2.pl ADN29726.1 1 1 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

Hem-c15016 g5 il.pl ADN29724.1 3 2 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

Hem-c15288 gl il.pl ABR27850.1 2 11 salivary lipocalin [Triatoma infestans]

Triabina Hem-c13428 gl il.pl ADN29727.1 25 10 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

Hem-c13513 g1 il.p1  ADN29778.1 55 10 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

Hem-c14915 g1_il.pl ADN29762.1 4 3 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

Hem-c9381 g2 il.pl ADN29780.1 1 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

Hem-c12069 gl _i2.pl ADN29720.1 4 3 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

Hem-c11756_g1 i2.p1  ADN29748.1 2 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

Hem-c15348 _g11 il.p1 ADN29767.1 15 2 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
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Hem-c12753 g1 i2.p1 ABR27852.1 4 2 salivary lipocalin [Triatoma infestans]
Hem-c15366_g7_i2.pl ABJ96357.1 1 salivary lipocalin [Triatoma brasiliensis]
Hem-c15366_g5 i2.p1  ADN29755.1 68 7 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c14466_g2 i3.p1  ADN29757.1 63 9 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c15288 g11 il.p1 ADN29743.1 32 7 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c13699 g1 il.p1  ADN29773.1 5 3 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c13699_g1_ i2.p1 ADN29743.1 43 8 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c14528 g1 _il.pl ABR27920.1 63 6 salivary lipocalin [Triatoma infestans]
Hem-c13977_g1 il.pl ABR27920.1 14 3 salivary lipocalin [Triatoma infestans]

Triabina Hem-c13977_g1 i2.p1 JAC18577.1 40 5 salivary lipocalin [Triatoma infestans]
Hem-c14466_g2 i4.p1  ADN29736.1 4 1 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c15366_g5 i3.p1  ADN29755.1 1 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c13010_g1 i2.p1  ADN29719.1 1 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c13513_g1_i3.p1 ABH09430.1 25 3 salivary lipocalin 5 [Triatoma brasiliensis]

Hem-c15124 g3 _il.p1 ABH09420.1 17 3 salivary lipocalin 2 [Triatoma brasiliensis]
Hem-c13513_g1_i2.p1 ABH09420.1 13 2 salivary lipocalin 2 [Triatoma brasiliensis]
Hem-c15124 g12 il.p1 JAC18668.1 2 1 putative salivary lipocalin lipocalin, partial [Triatoma
infestans]
Hem-c13010 g3 il.pl BBA30643.1 7 2 hypothetical protein [Triatoma rubida]
Outras lipocalinas Hem-c10164_g1 il.p1 ADN29751.1 10 rhodnius biogenic aminebinding-like protein [Triatoma
matogrossensis]

Triatina Hem-c15016 g3 il.pl ADN29720.1 5 1 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

Inositol fosfato Hem-c15388 g8 i2.p1  ADN29821.1 34 1 salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [Triatoma
fosfatase matogrossensis]
Hem-c15388 g8 i6.p1 ADN29823.1 34 2 salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [Triatoma

matogrossensis]
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Hem-c15141 g1 i2.p1  ADN29821.1 66 11 salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [Triatoma
matogrossensis]
Hem-c15299 g3 il.pl1 ADN29905.1 6 4 salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [Triatoma
Inositol fosfato matogrossensis]
fosfatase Hem-c15141 g1 i4.pl ADNZ29823.1 44 4 salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [Triatoma
matogrossensis]
Hem-c21523 gl il.pl ABR27973.1 24 6 salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [Triatoma
matogrossensis]
Hem-c15141 g1 il.pl ADN29823.1 40 1 salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [Triatoma
matogrossensis]
Hem-c13561_g1_il.pl JAR99852.1 4 1 skeletal muscle kidney enriched inositol 5-phosphatase,
partial [Triatoma infestans]
Hem-c12481 g1 il.p1  ADN29817.1 18 5 secreted salivary trypsin [Triatoma matogrossensis]
Tripsina salivar Hem-c15140 g1 i2.p1  ADN29819.1 16 2 salivary trypsin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c14906 gl il.pl ADN29816.1 48 9 salivary trypsin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c13125 gl il.pl ADN29818.1 4 1 salivary trypsin [Triatoma matogrossensis]
Apirase salivar Hem-c15219 g2 il.pl JAW09282.1 14 6 putative cd73  ecto-5'-nucleotidase  [Panstrongylus
70kDa lignarius].
Hem-c15390 gl il.pl ADN29824.1 2 salivary apyrase precursor [Triatoma matogrossensis]
Trialisina curta/ Hem-c11062_g1 il.p2  ADN29795.1 10 4 trialysin precursor [Triatoma matogrossensis]
Trialisina Hem-c15366_g14 il.p1 ADN29793.1 123 24 trialysin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c14970_g1 i4.p1  ADN29802.1 3 3 hemolysin-like secreted salivary protein 1 [Triatoma
MYS/ Hemolisina Matogrossensis]
Hem-c14970 g1 il.p1  ADN29802.1 16 6 hemolysin-like secreted salivary protein 1 [Triatoma
matogrossensis]
Proteina salivar Hem-c12196 gl1_il.pl ABR27988.1 7 5 putative salivary secreted protein [Triatoma infestans]

especifica 16kDa de
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Triatoma e

Panstrongylus

Hem-c15124 g7 _il.pl JAC18655.1 2 putative scp-like extracellular protein [Triatoma infestans]
Hem-c14985 g1 il.p1  ADN29901.1 29 antigen5-like  protein  precursor, partial [Triatoma
Antigeno 5 _ mato_grossensi_s] _ _ .
Hem-c15124_g8 il.p1  JAC18593.1 16 putative scp-like extracellular protein, partial [Triatoma
infestans]
Hem-c15124 g6 _il.pl ADN29901.1 45 antigen5-like  protein  precursor, partial [Triatoma
matogrossensis]
Hem-c15220 g2 il.pl AQM58424.1 1 venom sl protease with cub domain 1 [Pristhesancus
plagipennis]
Hem-c9215 g1 i3.pl JAP02418.1 2 putative multifunctional chaperone 14-3-3 family [Triatoma
Outras proteinas dimidiata]
. Hem-c13444 g2 il.pl ADNZ29832.1 5 hypothetical secreted protein [Triatoma matogrossensis]
salivares secretadas
Hem-c10792_g1 il.p1  ADN29804.1 hemolysin-like secreted salivary protein 1 [Triatoma
matogrossensis]
Hem-c670_g1 il.pl JAC17300.1 1 putative conserved secreted protein precursor, partial
[Triatoma infestans]
Hem-c12412 gl il.pl AAZ38957.1 56 triatox [Triatoma infestans]
Hem-c25117 gl il.pl ADN29825.1 3 salivary apyrase precursor [Triatoma matogrossensis]
Hem-c11377_gl i2.pl ADN29811.1 11 salivary secreted kazaltype proteinase inhibitor [Triatoma
Inibidores de serino . ma_togrossen5|s] . R .
Hem-c15210 g10 i2.p1 ADN29806.1 4 salivary  kazaltype proteinase inhibitor [Triatoma
protease do tipo matogrossensis]
Kazal Hem-c15210_g10 i3.p1 ADN29812.1 4 salivary  kazaltype proteinase inhibitor [Triatoma
matogrossensis]
Hem-c15210 g10 i4.p1 JAC18583.1 3 putative salivary kazal-type proteinase inhibitor [Triatoma
infestans]
Relacionada a Hem-c12046 g1 il.pl JAW10517.1 5 putative calreticulin [Panstrongylus lignarius]
imunidade Hem-c7529_g1_il.p1 JAC17118.1 2 putative = gamma-interferon-inducible  lysosomal  thiol

reductase precursor [Triatoma infestans]




114

Proteina de ligacdoa Hem-c14678 gl il.pl JAS00753.1 1 1 odorant-binding protein 2, partial [Triatoma infestans]
Odorante
Metabolismo de Hem-c8741_gl1_il.pl JAS02729.1 6 3 aminopeptidase isoform x1 [Triatoma infestans
aminoécido
Hem-c23562_g1 il.p1 JAC86699.1 6 4 putative 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase
[Panstrongylus megistus]
Hem-c5889_g1_il.pl1 JAS02168.1 2 1 cytochrome c [Triatoma infestans]
Metabolismo Hem-c14922 gl i2.pl JAC18443.1 1 1 putative malate dehydrogenase, partial [Triatoma infestans]
energetico Hem-c10552 g1 il.pl AHE57675.1 1 1 ATP synthase beta subunit, partial [Panstrongylus
megistus]
Hem-c15126 gl il.pl JAP02679.1 2 2 putative 3-oxoacyl coa thiolase [Triatoma dimidiata]
Hem-c1038 g1 il.pl JAC17746.1 2 2 putative fatty acid-binding protein fabp [Triatoma infestans]
Metabolismo de Hem-c15300_g1_il.pl JAC18447.1 2 2 putative vigilin [Triatoma infestans]
Lipidios Hem-c8318_g1_il.pl JAC15909.1 6 4 putative gnl-cdd-187611 cd05353 hydroxyacyl-coa-like dh
sdr c-like protein, partial [Triatoma infestans]
Metabolismo de Hem-c5845 g1 il.pl1 JAC17686.1 2 2 putative fructose-biphosphate aldolase [Triatoma infestans]
carboidrato
Metabolismo Hem-c9013 g1_il.p1 JAC18458.1 3 putative catalase-like isoform x1 [Triatoma infestans]
oxidante/ Hem-c17458 g1 il.pl ABR27983.1 2 superoxide dismutase [Triatoma infestans]
Detoxificaco Hem-c1610 gl il.pl ADN29867.1 1 1 peptide methionine sulfoxide reductase MsrA [Triatoma
matogrossensis]
Hem-c14171 g2 il.pl JAR99405.1 8 4 tubulin beta-1 chain, partial [Triatoma infestans]
Hem-c3917_g1 il.pl JAAT7497.1 putative actin-depolymerizing factor 1, partial [Rhodnius
Proteinas prolixus]
Hem-c15297_g1_i4.pl JAWO07581.1 1 putative myosin tail, partial [Panstrongylus lignarius]
citoesqueléticas . . . . .
Hem-c11276_g1_il.pl JAC18011.1 2 putative profilin [Triatoma infestans]
Hem-c14219 g1 _il.pl JAS01617.1 7 3 gelsolin isoform x2, partial [Triatoma infestans]
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Proteinas Hem-c21450 g1_il.pl ABE27979.1 4 4 putative muscle actin [Lygus lineolaris]
citoesqueléticas Hem-c15382_g1 i8.p1 JAW07530.1 putative microtubule-associated protein futsch
[Panstrongylus lignarius]
Hem-c374_g1_il.pl JAS00445.1 protein disulfide-isomerase a3 [Triatoma infestans].
Hem-c14308 g1 il.p1 JAS00446.1 9 protein disulfide-isomerase, partial [Triatoma infestans]
Hem-c6962_g1 il.pl JAS00681.1 1 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, partial [Triatoma
Modificacé@o de infestans]
Hem-c9021 gl il.pl JAI55743.1 2 2 putative transitional endoplasmic reticulum atpase ter94
proteina [Rhodnius neglectus]
Hem-c17453_g1_il.pl ADNZ29815.1 21 10 salivary serine protease [Triatoma matogrossensis]
Hem-c12994 gl il.pl JAC18140.1 2 1 putative heat shock 70 kda protein cognate 4 [Triatoma
infestans]
Hem-c12645 g1_il.pl JAS01476.1 3 1 heat shock 70 kda protein cognate 3, partial [Triatoma
infestans]
Magquinaria de Hem-c11000_g1_il.pl JAS03020.1 4 2 4-hydroxybutyrate coenzyme a transferase [Triatoma
. infestans]
Transcricao
Hem-c8534 g1 il.pl1 JAC18501.1 2 1 putative enzyme that catalyze nonsubstrate specific
Estogue conversion [Triatoma infestans]
q Hem-c15261 gl il.pl JAS02153.1 1 1 cytoplasmic aconitate hydratase-like protein isoform x2,
partial [Triatoma infestans]
Hem-c12824 gl il.pl JAS02664.1 3 2 arginine kinase, partial [Triatoma infestans]
Detoxificaco Hem-c14625 g1 il.p1 ADN29835.1 1 1 hypothetical secreted protein [Triatoma matogrossensis]
Hem-c10475 g1 il.pl JAS01434.1 2 2 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein k isoform x1
Maquinaria de [Triatoma infestans]
q Hem-c11503 g1 il.pl JAR99553.1 1 1 transferrin, partial [Triatoma infestans]
sintese proteica Hem-c13109 g1 il.p1 JAC17113.1 3 3 putative vitellogenin-1 precursor [Triatoma infestans]
Hem-c14361_g1_il.pl JAW07479.1 5 4 putative apolipophorins, partial [Panstrongylus lignarius]
Matriz extracellular ~ Hem-c13254 g1 il1.pl JAS01574.1 3 3 glutathione s-transferase, partial [Triatoma infestans]
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Hem-c15012_g1 il1.p2

Transportadores e Hem-c10256 g1 il.pl JAW13375.1 4 2 putative  peroxiredoxin posttranslational modification
. [Panstrongylus lignarius]
canais
Proteina de Hem-c7727_g1_il.pl JAC18028.1 1 1 putative translationally controlled tumor protein [Triatoma
. infestans]
exportacao
Hem-c27539 g1 il.p1  ADN29857.1 5 1 putative elongation factor l-alpha [Triatoma
matogrossensis]
Hem-c1741_g1_il.pl AY045250.1 1 1 elongation factor 1-alpha, partial [Melissoaspis formicaria]
Hem-c13788_g1 il.pl1 JAP02667.1 8 5 putative basement membrane-specific heparan sulfate
proteoglycan core protein, partial [Triatoma dimidiata]
Hem-c12186 gl il.pl JAC17585.1 2 1 putative dehydrogenase [Triatoma infestans]
Hem-c7033_g1 il.pl JACB86725.1 1 1 putative annexin [Panstrongylus megistus]
Hem-c6869 gl il.pl ADN29825.1 8 4 salivary apyrase precursor [Triatoma matogrossensis]
Hem-c25597 g1 il.p1  ADN29743.1 9 4 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
. Hem-c11666_g1 il.p1  ATU82827.1 8 4 secreted venom family 2 protein [Pristhesancus
Desconhecidas . .
plagipennis]
Hem-c11518 g1 il.pl ADN29835.1 2 2 hypothetical secreted protein [Triatoma matogrossensis]
Hem-c11246_g1 il.pl JAC18663.1 5 3 putative salivary lipocalin, partial [Triatoma infestans].
Hem-c21986 gl il.pl ADN29781.1 4 1 salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
Hem-c23432_gl il.pl JAW07481.1 1 1 putative apolipophorins [Panstrongylus lignarius]
Hem-c21273 gl il.pl JAC18707.1 2 1 putative 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase [Triatoma
infestans]
Hem-c11056_g1_il.pl 3 2
Hem-c4659 g1_il.pl1 ADN29878.1 1 1 CRAL/TRIO domain containing protein [Triatoma
matogrossensis]
Hem-c4328_g1_il.p2 ATU83054.1 1 1 secreted venom family 2 protein [Pristhesancus
plagipennis]
Hem-c14231 g1 il.p1 JAC18279.1 2 2 hypothetical protein [Triatoma infestans]
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TOTAL 132 1571 417




