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RESUMO

Triatomineos sdo insetos hematdfagos que transmitem o protozoario
Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas. Para se alimentar, eles
produzem uma saliva rica em moléculas que inibem a coagulacéo, a resposta imune
e a inflamagé&o do hospedeiro. A anélise protedbmica € uma ferramenta essencial para
estudar a composicdo salivar desses insetos. Entre as espécies, Triatoma costalimai
€ um vetor negligenciado, capaz de transmitir T. cruzi em ambientes domésticos e
peridomésticos, mas pouco estudado. Este trabalho investigou a expressao proteica
nas glandulas salivares de T. costalimai, partindo de individuos silvestres mantidos
em colbnia. O extrato salivar foi obtido por dissecacao das glandulas e analisado por
espectrometria de massas, com processamento de dados no software PEAKS. Foram
identificadas 841 proteinas, das quais 475 foram detectadas em multiplas réplicas
biologicas. Dentre elas, 25,2% foram classificadas como secretadas e 74,8% como
constitutivas. A categoria de proteinas secretadas foi subdividida por funcédo e incluiu
calicinas (a superfamilia mais abundante), proteases (do tipo serina e
metaloproteases), inositol fosfato fosfatases e apirases salivares. Outras enzimas
secretadas foram carboxilesterases, nucleases, ferritina e transferrina. ldentificamos
varias proteinas de interesse, incluindo inibidores de protease (Kazal, serpina,
pacifistina e uma provavel Kunitz), além de proteinas como trialisina, MY S/hemolisina,
peptideos antimicrobianos, antigeno-5, proteinas de ligacdo ao odorante e outras
proteinas secretadas, como vitelogenina/apolipoforina, proteina de choque térmico e
calreticulina. Este é o primeiro estudo do proteoma das glandulas salivares de T.
costalimai, oferecendo uma base para compreender a biologia desse vetor. Esse
conhecimento pode ser aplicado no desenvolvimento de estratégias de controle
vetorial e na prevencdao da doenga de Chagas, demonstrando o potencial

biotecnoldgico desses compostos salivares.

Palavras-chave: Triatoma costalimai. Cerrado.Saliva. Hematofagia. Proteoma.
Espectrometria de massas.



ABSTRACT

Triatomines are hematophagous insects that transmit the protozoan
Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease. To feed, they produce
saliva rich in molecules that inhibit coagulation, the immune response, and
inflammation in the host. Proteomic analysis is an essential tool for studying the
salivary composition of these insects. Among the species, Triatoma costalimai is a
neglected vector capable of transmitting T. cruzi in domestic and peridomestic
environments, yet it is poorly studied. This study investigated protein expression in the
salivary glands of T. costalimai, using wild-caught individuals maintained in a colony.
The salivary extract was obtained by dissection of the glands and analyzed by mass
spectrometry, with data processing performed using PEAKS software. A total of 841
proteins were identified, of which 475 were detected in multiple biological replicates.
Of these, 25.2% were classified as secreted, and 74.8% as constitutive. The secreted
protein category was further subdivided by function and included calicins (the most
abundant superfamily), proteases (serine and metalloproteases), inositol phosphate
phosphatases, and salivary apyrases. Other secreted enzymes included
carboxylesterases, nucleases, ferritin, and transferrin. Several proteins of interest were
identified, including protease inhibitors (Kazal, serpins, pacifistins, and a probable
Kunitz), as well as proteins such as trialisin, MYS/hemolysin, antimicrobial peptides,
antigen-5, odorant-binding proteins, and other secreted proteins like
vitellogenin/apolipophorin, heat shock proteins, and calreticulin. This is the first study
of the T. costalimai salivary gland proteome, providing a foundation for understanding
the biology of this vector. This knowledge can be applied to the development of vector
control strategies and the prevention of Chagas disease, demonstrating the

biotechnological potential of these salivary compounds.

Keywords: Triatoma costalimai. Cerrado triatomine fauna. Saliva. Hematophagy.
Proteome. Mass spectrometry.
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1. INTRODUGAO

1.1. Doengas Transmitidas por Vetores

As Doencas Transmitidas por Vetores (DTVs) sdo aquelas cujos agentes
etiologicos sao transmitidos de um hospedeiro para outro através de vetores,
geralmente artropodes (WHO, 2020). Esses vetores, que incluem muitos insetos
hematéfagos, sado responsaveis pela veiculacdo biolégica de patdgenos infecciosos
entre humanos ou de animais para humanos. Exemplos de artrépodes vetores incluem
mosquitos, triatomineos, moscas negras (Simuliidae), moscas tsé-tsé (Glossinidae),
flebotomineos e carrapatos (WILSON et al., 2020). Durante uma refeicdo de sangue,
esses artropodes ingerem microrganismos causadores de doencas de um hospedeiro
infectado e, ap0s a replicacédo do patdogeno, podem transmiti-lo a um novo hospedeiro.
Uma vez que um vetor se torna infeccioso, ele pode continuar a transmitir o patégeno
a cada nova refeicdo de sangue. Essas doencas podem ser causadas por parasitas,
virus ou bactérias (ROCKLOV; DUBROW, 2020).

Doencas transmitidas por vetores sdao uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em regides tropicais e subtropicais (SEGOVIA et al., 2023).
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 17% de todas as
doencas infecciosas sao transmitidas por vetores, resultando em 700.000 mortes por
ano. A OMS identifica a malaria, dengue, Chikungunya, febre amarela, Zika, filariose
linfatica, esquistossomose, oncocercose, doenca de Chagas, leishmaniose e
encefalite japonesa como as principais doencas transmitidas por vetores. Essas
doencas ameacam mais de 80% da populagcdo mundial, com maior impacto em
populacfes pobres que residem em areas tropicais e subtropicais (GOLDING et al.,
2015; WHO, 2020).

Muitas das doencgas transmitidas por vetores também séo classificadas como
Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTNs), havendo uma consideravel sobreposicéo
entre esses conceitos. Embora nem todas as DTNssejam transmitidas por vetores
muitas delas séo propagadas por artropodes hematdfagos (HOTEZ, 2021). De acordo
com a OMS as doencas negligenciadas exercem um impacto significativo na saude,
afetando a qualidade de vida e o desenvolvimento socioeconémico das comunidades
afetadas (WHO, 2023a).
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As mudancas ambientais continuas, os surtos de doencas e a expansao da
distribuicdo dos vetores apresentam desafios para a compreensao dos cenarios de
transmissdo das doencgas transmitidas por vetores (CARVALHO et al., 2020;
ROCKLOV; DUBROW, 2020). Diversas caracteristicas epidemioldgicas das DTNs sdo
importantes, como a transmissao de patégenos por diferentes taxa, as espécies de
vertebrados envolvidas na transmissdo e até as condicbes socioeconémicas que
aumentam o risco de transmissdo (OCANA-MAYORGA et al., 2021).

A epidemiologia dessas doencas é complexa e tendem a afetar
predominantemente populacbes rurais e remotas, comunidades pobres e
marginalizadas que vivem em estreita proximidade com animais e vetores de doencas.
Essas comunidades enfrentam significativas barreiras de acesso aos servigos de
saude publica, além da escassez de investimentos em pesquisa, desenvolvimento de
novos medicamentos e controle efetivo das doencas (MAGALHAES et al., 2023). As
DTNs tém maior prevaléncia na Africa, Asia e América Latina, afetando
aproximadamente um bilhdo de pessoas globalmente. Dentre as doencas
negligenciadas transmitidas por vetores tem-se a doenca de Chagas (DC), uma

zoonose de alta relevancia segundo a OMS (WHO, 2023a).

1.2. Aspectos gerais da doenca de Chagas

Também conhecida como tripanossomiase americana, a doenca é causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi (WHO, 2023b). A DC foi descoberta em 1909 pelo
cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas. Durante a investigacdo de uma
epidemia de maléria em Lassance, Minas Gerais, Chagas identificou o protozoario T.
cruzi, o vetor "barbeiro” e o paciente com a doenca (CHAGAS, 1909). O pesquisador
conseguiu determinar o0 agente etioldgico, explorar a biologia do parasita em
hospedeiros vertebrados (como animais silvestres e humanos) e invertebrados
(insetos), além de identificar os reservatérios do parasita e descrever diversos
aspectos da patologia da doenca (DE SOUSA et al., 2024; STEVERDING, 2014).

Trata-se de uma doenca endémica em 21 paises da América Latina (GOMEZ-
OCHOA et al., 2022). Nos ultimos anos, a migracdo de individuos infectados,
principalmente do México, América Central e América do Sul, levou a disseminagéo

da doenca para regides nao endémicas, tornando-a um problema de saude global
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(Figura 1) (ECHAVARRIA et al., 2021). Aproximadamente 30% das pessoas
infectadas desenvolvem formas clinicas da doenca de Chagas, enquanto o restante
permanece na forma indeterminada. Entre os individuos sintomaticos, a manifestagéo
clinica mais comum é a forma cardiaca da doenca de Chagas, embora as
manifestacbes digestivas também sejam importantes (PEREZ-MOLINA; MOLINA,
2018).

@ Endémico
@ Nao endémico mas presente

Figura 1 — Distribuigdo global da doenga de Chagas. As areas em laranja escuro representam regiées endémicas,
onde a transmisséo vetorial é ativa e a doenca é comum. As areas em laranja claro indicam regifes ndo endémicas,
mas onde casos de Chagas foram registrados. Imagem adaptada de DNDi (2020). (“Symptoms, transmission, and
current treatments for Chagas disease | DNDi”, 2020)

Segundo avaliacdo do Banco Mundial na década de 1990, entre as doencas
transmissiveis nas Américas, apenas as doencas diarreicas, infeccdes respiratorias e
AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) causaram perdas econbmicas
maiores do que a DC (GUARNERI; LORENZO, 2021). Uma revisdo sistematica
recente sobre o impacto econdmico da doenca utilizou como métrica os custos de
hospitalizacédo, revelando que o custo médio anual de internagéo por paciente varia
de US$25,47 a $18.823,74 de paridade de poder de compra (PPP-USD), com um
valor mediano de US$324,44 PPP-USD. O custo hospitalar ao longo da vida por
paciente pode variar de $209,44 PPP-USD para cuidados gerais até $14.351,68 PPP-

USD para pacientes com insuficiéncia cardiaca (ANDRADE et al., 2023).
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1.3. Formas de transmissao

A forma “classica” de transmissdo do T. cruzi para humanos € através de
insetos vetores, os triatomineos (ALEVI et al., 2021; STEVERDING, 2014). O T. cruzi
infecta o inseto vetor quando este ingere a forma tripomastigota sanguinea do
parasita. No trato digestivo do inseto, 0 parasito passa por diferentes transformacfes
morfolégicas (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Ao alcancar a porcdo final do
intestino, o T. cruzi se diferencia na forma infectante tripomastigota metaciclica, e é
liberado nas fezes do vetor. A transmissdo para um novo hospedeiro vertebrado
ocorre durante a alimentacdo do triatomineo infectado, quando ele pode defecar
proximo a ferida da picada ou em mucosas do individuo, permitindo que os parasitas
entrem na corrente sanguinea do hospedeiro e causem a infec¢édo (Figura 2) (DE
SOUSA et al., 2024).
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Figura 2 - Ciclo intracelular do Trypanosoma cruzi. Tripomastigotas metaciclicos, liberados nas fezes dos
triatomineos durante a refei¢cdo sanguinea, entram no hospedeiro através de feridas na pele ou mucosas, invadindo
células préximas. Ap0s a invasédo, os parasitas transformam-se em amastigotas e se multiplicam no citosol. Apos
a multiplicagcdo, os amastigotas se diferenciam novamente em tripomastigotas, que, apos a lise celular, séo
liberados para infectar outras células, migrar para diferentes tecidos ou serem ingeridos por novos vetores.
Adaptado de (MORETTI; MORTARA; SCHENKMAN, 2020).
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Além da transmissao vetorial, a transmissdo também pode ocorrer por outros
meios, uma vez que 0s parasitas circulam no sangue, como transfusdo sanguinea
(COURA, 2015), transmissdo congénita de mée para filho, amamentacao
(CEVALLOS:; HERNANDEZ, 2014; CHANCEY; EDWARDS; MONTGOMERY, 2023),
transplantes de orgaos, acidentes laboratoriais (HOFFLIN et al., 1987), manipulacéo
de animais infectados e ingestdo de alimentos contaminados (FILIGHEDDU;
GORGOLAS; RAMOS, 2017; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

A infeccao oral tem se destacado como uma via significativa de transmisséo,
resultante do consumo acidental de insetos infectados ou de alimentos contaminados
com fezes do vetor contendo o parasito. Nos ultimos anos, o nimero de casos e surtos
da doenca de Chagas aumentou, ou pelo menos se tornou mais evidente na América
Latina devido a transmissao oral (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2015).

As regifes com incidéncia da doenca de Chagas coincide com areas onde 0s
triatomineos estdo presentes (Figura 3) (CARLOS SILVEIRA; RAMOS FEITOSA,;
BORGES, 1984). No Brasil, estas areas correspondem principalmente a biorregido
Caatinga-Cerrado-Pampa, que possui uma diversidade maior de espécies de
triatomineos (Figura 4) (GOMEZ et al., 2024), a qual inclui biomas importantes do
ponto de vista epidemiolégico, como o Caatinga, o Cerrado, Pantanal, Mata Atlantica
e Pampa (FORATTINI, 2006; GOMEZ et al., 2024; GUARNERI; LORENZO, 2021).

Embora a via oral seja atualmente a principal forma de infeccdo, a transmisséo
para humanos esta diretamente relacionada a frequéncia de contato com
triatomineos, ou seja, a presenca dos insetos vetores (SAN JUAN et al., 2023). Dessa
forma, o controle da doenca depende fortemente da reducao das populacdes desses
insetos. A meta proposta pela OMS é interromper a transmisséo vetorial até 2030
(HAMER et al., 2024).
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Figura 3 — Distribuicdo de pacientes ativos no sistema eletronico do SUS para notificagdo de doenga de Chagas
cronica por municipio, entre janeiro de 2023 e janeiro de 2024. Fonte: (“Boletim Epidemiolégico - Volume 55 - n°

08 — Ministério da Saude”, [s.d.])
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Figura 4 - Exemplo de distribuicdo geografica de espécies de triatomineos de maior relevancia epidemiol6gica na
América, dividido em biorregides. ChAn= Chaco-Andino; CCPa= Caatinga-Cerrado-Pampa; AmAn= Amazonico-
Andino; Pa= Panamenho; Ca= Caribe; CeMe= México Central; NoM-EUA= Norte do México-Estados Unidos da
América. Fonte: (GOMEZ et al., 2024).

1.4. Triatomineos

Os triatomineos estdo amplamente distribuidos pelas Américas, incluindo o
Brasil e diversos outros paises do continente americano (GALVAO; GURGEL-
GONCALVES, 2014; VIEIRA et al., 2018). Além disso, algumas espécies podem ser
encontradas em continentes como Asia e Oceania (MONTEIRO et al., 2018; SHI et
al., 2024; VIEIRA et al., 2018). H4 uma grande diversidade de triatomineos, cada uma
adaptada a diferentes habitats, como palmeiras, troncos de arvore, bromélias, rochas,

ninho de aves e tocas de pequenos mamiferos. Esses insetos possuem uma
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variedade de fontes alimentares, incluindo vertebrados de sangue quente e frio
(GUARNERI; LORENZO, 2021).

Os triatomineos, conhecidos como barbeiros no Brasil, sdo insetos da ordem
Hemiptera e familia Reduviidae (JUSTI et al., 2014). Os triatomineos pertencem a
subfamilia Triatominae, Unica subfamilia dentro da familia Reduviidae caracterizada
por individuos hematofagos em todas as fases do ciclo de vida, o que ressalta sua
importancia epidemiolégica na transmisséo do T. cruzi (GURGEL-GONCALVES et al.,
2012; TARTAROTTI; AZEREDO-OLIVEIRA; CERON, 2006).

Os triatomineos, que evoluiram de percevejos predadores reduvideos,
formam um grupo polifilético com diferentes caracteristicas ecoldgicas e bioquimicas
(MONTEIRO et al,, 2018). Até o momento, foram identificadas 158 espécies
(CAMPOS et al.,, 2024; MONTEIRO et al., 2018; ZHAO et al., 2023), incluindo 3
espécies fésseis, agrupados em 18 géneros e 5 tribos - Alberproseniini, Bolboderini,
Cavercolini, Rhodniini, Triatomioni (Tabela 1), sendo todas potenciais vetores do T.
cruzi (ALEVI et al., 2021).

Tabela 1- Tribos e géneros dos triatomineos.

Tribo Género N° espécies

Alberproseniini Alberprosenia

Bolboderini Belminus
Bolbodera
Microtriatoma

Parabelminus

Cavernicolini Cavernicola

W NN N P O N

Rhodniini Psammolestes
Rhodnius 22

Triatomini Dipetalogaster 1
Eratyrus 2
Hermanlentia 1
Linshcosteus 6
Mepraia 3
Nesotriatoma 3

Panstrongylus 15

Paratriatoma 2
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Triatoma 81

Paleotriatoma 1
Total 158

Os triatomineos sdo hemimetdbolos, passam por um ciclo de metamorfose
incompleta, que inclui as fases de ovo, ninfa e adultos (Figura 5) (MWANGI et al.,
2023). Diferentemente das ninfas, os adultos possuem asas e genitalia desenvolvida,
e chegam a medir cerca de 1 a 4 cm de comprimento (Figura 6) (GUARNERI,
LORENZO, 2021). Normalmente, um Unico repasto sanguineo € suficiente para que o
triatomineo se desenvolva para o proximo estdgio de ninfa, o que ocorre em um
periodo de 6 a 30 dias. Este processo se repete até o inseto atingir a fase adulta, e a
duracdo do periodo entre as mudas pode variar dependendo da espécie e das
condicbes ambientais, como temperatura e disponibilidade de alimento (KOLLIEN;
SCHAUB, 2000; SCHAUB; LOSCH, 1989).

Triatoma costalimai

Figura 5 — Ciclo de vida de Triatoma costalimai. As etapas de desenvolvimento incluem: (1) ovo, (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) adulto
fémea, e (8) adulto macho. Fonte: Acervo pessoal.
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Triatoma costalimai

Figura 6 - Adultos de Triatoma costalimai evidenciando a visdo externa da genitalia. Fonte: Acervo pessoal

A adaptacao dos triatomineos aos diferentes ambientes levou a formacéo de
populacdes distintas e ao surgimento de novas espécies (GUARNERI; LORENZO,
2021). Esses insetos sofrem alteragcbes fisiologicas, anatdmicas, genéticas e
comportamentais, o que ajuda a entender sua ampla distribuicdo e evidencia os
diversos processos adaptativos pelos quais passaram (MONTEIRO et al., 2018). A
proximidade fisica com os hospedeiros vertebrados é essencial devido ao seu
comportamento hematéfago. Em ecétopos com condigcbes ambientais instaveis e
variaveis, a presenca dos hospedeiros pode ser esporadica, resultando em colbnias
de triatomineos compostas por poucos individuos. Em contraste, em locais com
condi¢cdes ambientais estaveis e uma abundancia regular de hospedeiros vertebrados,
as coldnias de triatomineos tendem a apresentar uma maior densidade de individuos
(DIOTAIUTI et al., 2000; GUARNERI; LORENZO, 2021; PEREIRA et al., 2006)

A influéncia do ambiente € evidenciada pela associacdo entre espécies de
triatomineos e seus respectivos habitats. Por exemplo, o género Triatoma é
frequentemente associado a areas rochosas, enquanto o género Rhodnius € mais
comumente encontrado em palmeiras (GAUNT; MILES, 2000). Originalmente, a
transmissao do T. cruzi ocorria principalmente através do ciclo silvestre, envolvendo
triatomineos e mamiferos sem a interagdo humana (GUHL, 2017; OCANA-MAYORGA
et al., 2021). Este ciclo de transmissdo natural € mantido pela ingestdo oral, seja ao
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consumir um triatomineo infectado ou outro mamifero portador da infeccdo
(GUARNERI; LORENZO, 2021; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018).

Embora muitos mamiferos possam contrair a infec¢éo pelo T. cruzi, nem todos
podem ser considerados reservatorios eficazes, pois isso requer a presenca da
infeccdo e um nivel significativo de competéncia como hospedeiro (JANSEN; XAVIER;
ROQUE, 2017). Aves, anfibios e repteis séo resistentes ao T. cruzi, no entanto, as
aves desempenham uma fonte de alimentacao para os triatomineos, o que pode, por
sua vez, aumentar a densidade das populagdes de vetores, influenciando diretamente
a transmissdo da doenca (JANSEN; ROQUE; XAVIER, 2017; OCANA-MAYORGA et
al., 2021).

A expansdao das atividades humanas, como o desmatamento e outras praticas
extrativistas, tem forcado os triatomineos a migrarem de seus habitats naturais para
areas préoximas as habitacées humanas (TELLERIA; TIBAYRENC, 2017; TROVO et
al., 2024). Este processo gradual de ocupacdo humana em zonas de transmissao
zoon@tica abriu novos nichos para os triatomineos (GUHL, 2017). Com a destruicdo
dos eco6topos naturais, esses insetos passaram a se alimentar de animais domésticos
e humanos, estabelecendo-se em areas tanto internas quanto externas aos domicilio
(WALSH; MOLYNEUX; BIRLEY, 1993). Nessas condicdes, os vetores sobrevivem
temporariamente em ambientes domiciliares, e podem coloniza-los a longo prazo sem
precisar retornar a natureza para alimentacao e reproducao (SEGOVIA et al., 2023).

A atividade humana promove altera¢des climéticas, como o aumento das
temperaturas globais e dos niveis de COz, 0 que, juntamente com a invasédo continua
de areas anteriormente selvagens, ajuda a expandir a transmissao enzootica do T.
cruzi (CARVALHO et al., 2020; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2015). As mudancas
climaticas e ambientais proporcionam condi¢cdes favoraveis para que os triatomineos
se adaptem e prosperem em ambientes artificiais, aumentando o risco de transmissao
da doenca de Chagas (BEZERRA et al., 2014). A literatura destaca a relevancia da
temperatura na distribuicdo dos triatomineos, sugerindo que temperaturas mais altas
favorecem uma maior dispersao desses vetores (LOSHOUARN; GUARNERI, 2024;
RAVAZ| et al., 2023). A alta prevaléncia de infeccdo por T. cruzi em animais
domésticos e selvagens reforgca a estreita relacdo entre o ciclo enzodtico e as
populacdes humanas (BEZERRA et al., 2014; DURAES-OLIVEIRA et al., 2024).
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A habilidade de colonizar ambientes modificados pelos humanos e de se
alimentar de sangue de animais domésticos e humanos confere aos triatomineos uma
relevancia epidemiolégica (GUARNERI; LORENZO, 2021; PEREIRA et al., 2006).
Essa capacidade é determinada principalmente por duas caracteristicas: a habilidade
de se alimentar das fontes de sangue disponiveis nas residéncias e a resisténcia aos
fatores microclimaticos (temperatura e umidade) dos abrigos domiciliares (BEZERRA
et al., 2014; LENT; WYGODZINSKY, 1979; LORENZO et al., 2000). Embora existam
mais de 150 espécies de triatomineos, a maioria desempenha um papel no ciclo
silvatico da doenca, enquanto apenas algumas infestam residéncias e se tornam
vetores significativos no ciclo doméstico da doenca de Chagas (ALEVI et al., 2021,
KOLLIEN; SCHAUB, 2000). Quase metade dessas espécies esta presente no Brasil,
incluindo pelo menos 25 espécies nativas do Cerrado (VENDRAMI et al., 2020).

Os triatomineos podem ser divididos em categorias com base nho
comportamento de cada espécie em relacdo a invasao e colonizacédo de diferentes
ambientes como, por exemplo, silvestres, intrusivas, domiciliar e domésticas
(NOIREAU; DUJARDIN, 2010). Espécies silvestres vivem em ambientes naturais,
associadas a animais selvagens. Espécies intrusivas sao principalmente silvestres,
mas muitos adultos sdo atraidos para dentro das habitacdes humanas pela luz ou
transporte passivo, sem evidéncia de colonizacdo. As espécies domiciliadas séo
frequentemente encontradas nas residéncias ou peridomicilios, com ciclo completo
ocorrendo em ambiente doméstico. Espécies domésticas possuem as caracteristicas
das domiciliadas, mas com uma extensdo geografica mais ampla, explicavel pela
intervencdo humana e transporte passivo (WALECKX; GOURBIERE; DUMONTEIL,
2015).

1.5. Geéneros de triatomineos com importancia epidemioldgica

A relevancia epidemiologica dos triatomineos é determinada por trés fatores
especificos de cada espécie: a extensdo da distribuicdo geografica, o nivel de
sinantropismo, que € a capacidade de invadir e/ou colonizar ambientes humanos, e a
bionomia, que abrange as caracteristicas da espécie que influenciam a probabilidade

de transmissao do patdgeno a um hospedeiro humano (DE MIRANDA et al., 2022).
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A capacidade vetorial é influenciada por uma combinacdo de fatores
bioldgicos, comportamentais, ecoldgicos e fisiologicos do inseto. Dentro do corpo do
triatomineo, o parasita enfrenta uma série de barreiras fisiologicas e seletivas, como
a acdo dos componentes da saliva, enzimas digestivas e moléculas do sistema
imunologico, além de variacdes de temperatura, osmolaridade e pH (SANT'ANNA et
al., 2017). Para que o parasita consiga se adaptar a esse microambiente e se replicar,
é essencial que ele supere essas barreiras e mantenha uma carga parasitaria
adequada (KOLLIEN; SCHAUB, 2000). Esses fatores determinam a suscetibilidade
do triatomineo a infeccéo pelo parasita e seu sucesso na transmissao da doenca de
Chagas (LAZZARI, 2021).

Entre os aspectos comportamentais dos triatomineos que podem influenciar
a capacidade vetorial é possivel citar a busca ativa por um hospedeiro, a localizacdo
de vasos sanguineos, o tempo de alimentacdo e o momento da defecacéo (LAZZARI,
2021). O tempo entre a alimentacéo e a defecacao do triatomineo € um dos principais
determinantes da eficacia da transmissdo. Espécies com um intervalo curto entre
esses eventos sdo tradicionalmente consideradas de alta capacidade vetorial
(SCHAUB, 2024). Contudo, com o aumento da importancia da transmissao oral,
causada pela ingestdo de alimentos contaminados com formas metaciclicas, essa
medida classica de capacidade vetorial pode néo refletir completamente a eficacia de
uma espécie em transmitir a doenca (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2015; PEREIRA et
al., 2009)

Analisando a competéncia vetorial e a capacidade de colonizar ambientes
domiciliares, alguns géneros de triatomineos se destacam pela sua importancia
epidemioldgica na transmissdo da doenca de Chagas. Os géneros Triatoma,
Rhodnius e Panstrongylus sdo especialmente relevantes na América Latina devido
a sua adaptacdo para viver em ambientes peridomésticos e domésticos, onde
estabelecem contato direto com animais domésticos e humanos (CAVASSIN et al.,
2014; VIEIRA et al., 2018). Exemplos de espécies com importancia na transmissao
doméstica do parasito incluem Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, T. dimidiata e,
no Brasil, especificamente, Panstrongylus megistus, T. brasiliensis, T. sordida e T.
pseudomaculata.

Embora outros vetores também estejam envolvidos no ciclo de transmissao

da DC, eles sédo menos estudados. Essas espécies podem ter importancia significativa
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em determinadas regides, e falta de estudos detalhados sobre vetores secundarios
limita a compreensédo completa da doenca. Entre os géneros de importancia, destaca-
se o Triatoma costalimai, uma espécie endémica do Cerrado e com relevancia médica
(NOGUEIRA BRITO et al,, 2017a). Considerado um vetor negligenciado (DE
MIRANDA et al., 2022), é especialmente significativo por sua capacidade de atuar
como vetor, uma vez que foi encontrado em ambientes domiciliares e peridomiciliares,

onde estava naturalmente infectado com T. cruzi (TEVES et al., 2019).

1.6. Triatoma costalimai

A espécie Triatoma costalimai foi descrita pela primeira vez por Verano e
Galvao em 1958, a partir de individuos coletados em ambientes silvestres em
Tocantins (VERANO; GALVAO, 1958). Os adultos dessa espécie sdo de tamanho
médio, variando entre 2,55 e 2,65 cm de comprimento, e apresentam coloracao preta
Oou marrom-escura, com marcas laranja-avermelhadas ao longo das bordas dorsais
externas do conexivo, nas asas anteriores e, em alguns espécimes, no pescoc¢o e na
regido posterior do pronoto, enquanto as ninfas sdo de coloracéo preta (Figura 7) (DE
MIRANDA et al., 2022).

Figura 7 - Fémea de T. costalimai. Na foto é possivel observar individuo de coloragdo marrom escura, com marcas
laranja-avermelhadas ao longo do conexivo e na regido posterior do pronoto. Fonte: Acervo Pessoal.
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T. costalimai € uma espécie com uma distribuicdo relativamente limitada,
ocorrendo principalmente nos estados da Bahia, Goias, Minas Gerais e Tocantins. E
provavel que seja endémica das fitofisionomias de solo rochoso do Cerrado, incluindo
areas de Cerrado rupestre e mata seca decidua calcaria. Sua presenca € concentrada
na Bacia do Alto Rio Tocantins, assim como nas cadeias e planaltos adjacentes, como
a Serra Geral de Goias e o Planalto Central (DE MIRANDA et al., 2022; NOGUEIRA
BRITO et al., 2017a). Entretanto foi encontrada recentemente no Mato Grosso do Sul
(DE ALMEIDA et al., 2023).

No ambiente silvestre, a espécie esta associada em afloramentos de arenito e
calcario, sendo uma espécie rupicola. A espécie é encontrada principalmente em
rochas e os habitos alimentares sdo variados, podendo incluir roedores, lagartos e
marsupiais (NOGUEIRA BRITO et al.,, 2017). No entanto, a espécie também
apresenta comportamento sinantropico, invadindo e colonizando casas e estruturas
peridomésticas (NOGUEIRA BRITO et al., 2017b).

Em relacdo a relevancia médica de T. costalimai, dois aspectos importantes
sao a infeccéo pelo T. cruzi e o ciclo de vida e potencial reprodutivo do inseto (DE
MIRANDA et al., 2022). Quanto ao ciclo de vida, T. costalimai se desenvolve
lentamente, e a fonte de sangue e a frequéncia de alimentacdo tém um impacto
significativo no tempo de desenvolvimento dos individuos (SCHOFIELD; MARSDEN;
DAS VIRGENS, 1980).

Estudos, como os de Schofield et al. (1980), mostraram que T. costalimai é
suscetivel a infeccao por T. cruzi (SCHOFIELD; MARSDEN; DAS VIRGENS, 1980) .
Mello & Borges (1981) relataram infeccdo natural nestes percevejos selvagens
(MELLO; BORGES, 1981), e desde entdo, diversos estudos confirmaram que a
infeccdo é relativamente comum em espécimes capturadas em campo. Uma alta
prevaléncia de T. cruzi foi observada em adultos e ninfas capturados em Aurora do
Tocantins, sugerindo que a espécie mantém o ciclo silvestre do parasita em ambientes
peridomésticos e representa um risco de transmisséo na regidao (TEVES et al., 2019).
Nesse cenario, embora ndo seja um vetor primario da doenca de Chagas, T. costalimai
€ de interesse para a saude publica (TEVES et al., 2019). Um aspecto critico para a
transmissao eficiente do T. cruzi € o comportamento de defecar enquanto se alimenta,
uma caracteristica observada em 30% das ninfas testadas por Dias-Lima e Sherlock
(1997).
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As rochas nos peridomicilios oferecem ambientes favoraveis para o
desenvolvimento de colonias de T. costalimai (MACHINER et al., 2012). Em
peridomicilios estudados, a espécie foi detectada em rochas préximas a chiqueiros e
galinheiros, sugerindo que pode se alimentar de animais domésticos, como aves e
porcos (OLIVEIRA; SILVA, 2007; DE MIRANDA et al., 2022; MACHINER et al., 2012;
TEVES et al., 2019). Nesse cenario as alteracdes no ambiente devido a intervencéo
humana e a presenca de criacdo de animais podem proporcionar maiores
oportunidades de alimentacdo e desenvolvimento para a espécie (MACHINER et al.,
2012).

Diante destes aspectos, € perceptivel que em condicbes favoraveis, as
caracteristicas do T. costalimai como vetor € comparavel as de outras espécies de
triatomineos com grande relevancia epidemiolégica, como o T. infestans, T.
brasiliensis e T. sordida (DE MIRANDA et al.,, 2022; GUARNERI; PEREIRA,;
DIOTAIUTI, 2000)

1.7. Repasto sanguineo

A hematofagia surgiu em pelo menos 20 ocasides distintas ao longo da
evolucdo dos artrépodes, levando a uma série de adaptacdes fisioldgicas para superar
os desafios relacionados ao comportamento hematéfago. Essas adaptacfes incluem
um aparelho alimentar altamente especializado e diversas biomoléculas salivares que
facilitam a alimentac&o a partir da pele de hospedeiros vertebrados (ARCA; RIBEIRO,
2018; SOARES et al.,, 2021). Dentre as adaptacdes morfoldgicas, diferente dos
hemipteros predadores que possuem uma probdscide curvilinea, a probdscide dos
triatomineos é praticamente reta e composta por trés segmentos, ndo ultrapassando
o primeiro par de pernas (Figura 8). O aparelho bucal desses insetos inclui labio ou
probéscide, um par de mandibulas serrilhadas e um par de maxilas longas e flexiveis.
Essas estruturas formam dois canais: o canal salivar, que conduz a saliva ao local da
alimentacdo, e o canal alimentar, por onde o sangue € sugado durante o repasto
(LAVOIPIERRE; DICKERSON; GORDON, 1959).
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Figura 8 - Vista lateral de ninfa de 4° estagio, evidenciando a proboscida reta com trés seguimentos. Fonte: Acervo
pessoal

Sao insetos solenofagicos, removendo sangue diretamente das vénulas ou
arteriolas de vertebrados (GUARNERI; LORENZO, 2021), podendo consumir de 6 a
12 vezes o seu préprio peso em sangue (KOLLIEN; SCHAUB, 2000). No inicio do
processo alimentar, o triatomineo perfura a pele com suas mandibulas, introduz as
maxilas e realiza movimentos oscilatérios para sondar um vaso sanguineo. Apos
localizar o vaso, inicia-se a fase de ingurgitamento, onde o sangue € bombeado para
o intestino médio do inseto através de contracfes dos musculos da bomba cibarial na
cabeca (BENNET-CLARK, 1963; SOARES et al., 2021). Esse processo € repetitivo e
ocorre em intervalos regulares.

Durante a fase de sondagem e ingurgitamento, ocorre a salivacdo. Em
Rhodnius prolixus, por exemplo, a salivagdo comeca na picada e continua até o final
da refeicdo (FRIEND; SMITH, 1971), sendo abundante durante a sondagem e mais
lenta durante o ingurgitamento (SOARES et al., 2006). Parte da saliva € ingerida junto
com o sangue, permitindo que suas biomoléculas atuem no intestino médio do inseto
(SANT’ANNA et al., 2017; SOARES et al., 2021)

A atividade das pecas bucais dos triatomineos ao perfurar a pele e buscar
sangue causa danos nas estruturas da pele, como células e vasos sanguineos,
resultando na liberacdo ou exposi¢do de varias moléculas do hospedeiro no local de

alimentacdo. Estas moléculas sdo mediadoras das respostas fisiolégicas do

32



hospedeiro que previnem a perda de sangue (hemostasia) e promovem a reparagao
tecidual (inflamacdo) (ARCA; RIBEIRO, 2018). Durante a hematofagia, o0s
triatomineos enfrentam essas reacgdes, que dificultam a aquisicdo de sangue devido a
diminuicdo da disponibilidade de sangue no local da picada ou desencadeiam
comportamentos defensivos do hospedeiro, como coceira e dor. Em contraste, a
saliva dos triatomineos € rica em moléculas bioativas capazes de interferir na
hemostasia, inflamagéo e imunidade do hospedeiro, auxiliando na aquisicdo de uma
refeicdo de sangue (RIBEIRO; FRANCISCHETTI, 2003). Portanto, essas moléculas
ativas sdo essenciais para que os triatomineos obtenham sucesso ao realizar o
repasto, contornando os obstaculos impostos pelas respostas fisioldgicas rapidas do
hospedeiro (SOARES et al., 2021).

1.8. Saliva

Durante o repasto sanguineo, os insetos hematdfagos injetam saliva nos
tecidos dos hospedeiros. As moléculas salivares auxiliam na busca por um local
adequado para a hematofagia e ajudam a superar as respostas fisioldgicas do
hospedeiro (ARCA; RIBEIRO, 2018).

A composicao salivar varia significativamente entre os diferentes grupos de
insetos hematéfagos. Por exemplo, estima-se que pulgas e nematdceros
hematéfagos, como mosquitos, flebotomineos e simulideos, possuam entre 100 e 200
tipos de proteinas em sua saliva. Insetos da subordem Brachycera, como moscas tsé-
tsé e tabanideos, tém cerca de 250 a 300 proteinas, enquanto triatomineos possuem
mais de 300 proteinas bioativas, e carrapatos apresentam mais de 500 (ARCA;
RIBEIRO, 2018; FRANCISCHETTI et al., 2009).

Dentro da subfamilia Triatominae, existem diferencas significativas nas
moléculas expressas e na morfologia das glandulas salivares, especialmente entre as
tribos Rhodniini e Triatomini (LACOMBE, 1999; RIBEIRO et al., 1998). As nitroforinas,
hemo proteinas transportadoras de oxido nitrico (NO), sdo as lipocalinas salivares
predominantes no género Rhodnius, mas ndo estao presentes nas espécies da tribo
Triatomini, que, em contrapartida, possuem sequéncias de proteases secretadas
(RIBEIRO; ASSUMPQAO; FRANCISCHETTI, 2012; SOARES et al., 2021). Além das

diferencas na composicdo salivar, morfologicamente as glandulas salivares das
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espécies de Triatomini possuem trés lobos (D1, D2 e D3), enquanto o lobo D3 esta
ausente nas espécies de Rhodniini (LACOMBE, 1999).

A saliva dos triatomineos contém varias substancias que facilitam a
alimentacdo sanguinea e diminui o tempo necessario para sondagem e alimentacéo,
como anticoagulantes, vasodilatadores, anti-histaminicos, bloqueadores de canais de
sodio e inibidores da agregacéao plaquetéaria induzida por ADP, trombina, serotonina,
acido araquidénico, fator ativador de plaquetas (PAF), epinefrina e norepinefrina. Além
dessas, a saliva também possui compostos com atividade imunossupressora, enzima
sialidase, e proteina formadora de poros (DE ARAUJO et al., 2012; RIBEIRO;
ASSUMPCAO; FRANCISCHETTI, 2012; SANT'ANNA et al., 2017; SANTIAGO et al.,
2020a; SOARES et al., 2021)

Além de suas propriedades anti-hemostaticas, a saliva contém compostos que
podem influenciar a resposta imunoldgica do hospedeiro (RIBEIRO et al., 1998;
SOARES et al., 2021). Por exemplo, em triatomineos, foi visto que a saliva de R.
prolixus contribui para a transmisséo do T. cruzi através da indug&o da quimiotaxia de
células inflamatérias, consequentemente aumentando a parasitemia (MESQUITA et
al., 2008).

1.9. Hemostasia

Ao ocorrer uma lesdo vascular, o corpo reage para mediar o evento e
reestabelecer o equilibrio natural. Esse processo, conhecido como hemostasia, evita
a perda excessiva de sangue e envolve diferentes interacdes entre 0s componentes
do sistema circulatério para conter a lesdo vascular (VERSTEEG et al., 2013). Em
areas de lesédo, o endotélio muda de um estado anticoagulante para um estado pro-
coagulante e pro-trombaético para minimizar a hemorragia. A hemostasia envolve uma
série de eventos fisioldégicos organizados em trés etapas principais: vasoconstricao,
formacédo do tampéo plaquetario e formacdo do coagulo sanguineo (BROOS et al.,
2011; NEUBAUER; ZIEGER, 2022).

A vasoconstricdo € a resposta inicial quando um vaso sanguineo € danificado.
O processo é desencadeado pela exposi¢cdo das células musculares lisas a agentes
vasoativos gerados localmente, como bradicinina, histamina, vasopressina e

trombina, enquanto a acdo vasodilatadora das células endoteliais € suprimida. A
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contracdo das células musculares lisas reduz o diametro do vaso e diminui o fluxo
sanguineo (DURAND; GUTTERMAN, 2013; NEUBAUER; ZIEGER, 2022). A préxima
etapa na hemostasia envolve a coagulacdo, que comeca quase instantaneamente.
Este processo é essencial para cessar a perda de sangue e iniciar o reparo tecidual,
e depende da interacdo entre as plaquetas e o sistema de coagulacdo (RUGGERI,
2002).

Quando ocorre a lesdo em um vaso sanguineo, as plaguetas sao rapidamente
recrutadas para o local da leséo, aderindo as fibras de coladgeno e outras proteinas da
matriz subendotelial expostas (BROOS et al., 2011). Este processo inicia a formacao
de um aglomerado de plaquetas que ajuda a conter o fluxo sanguineo. A agregacao
plaguetaria ocorre em trés etapas principais: iniciacdo, extensao e estabilizacédo
(VERSTEEG et al., 2013). Na fase de iniciacdo, as plaquetas aderem ao sitio da leséo
e formam uma camada inicial sobre a superficie danificada. A adesdo inicial € mediada
pelo fator von Willebrand (VWF) e pela interacdo com o colageno subendotelial,
facilitada pelo complexo GPIb-V-I1X e o receptor GPVI (NEUBAUER; ZIEGER, 2022;
SAKARIASSEN; BOLHUIS; SIXMA, 1979). Durante a extensdo, as plaquetas
adicionais séo recrutadas e ativadas, formando um tampao plaquetério. Esta ativacéo
€ acompanhada pela mudanca na forma das plaquetas, que passam de discoides para
esféricas, e pela liberacdo de granulos contendo ADP e tromboxano A2, que
promovem a agregacao de novas plaquetas (BROOS et al., 2011; EHRMAN; TOTH,;
FROJMOVIC, 1978). Finalmente, na fase de estabilizacdo, a fibrina é depositada
sobre o tampéao plaguetario, formando um coagulo sanguineo que sela a leséo
vascular. As plaguetas também liberam fatores de crescimento e outras moléculas
hemostaticas que amplificam a resposta e estabilizam o coagulo (NEUBAUER;
ZIEGER, 2022; RUGGERI, 2002; VERSTEEG et al., 2013)

A resposta hemostatica a lesdo vascular envolve uma série de eventos
proteoliticos em cascata, onde varios zimogénios inativos da familia da tripsina sao
convertidos em proteases ativas (GREEN, 2006; STOJANOVSKI; MOHAMMED; DI
CERA, 2024). A iniciacao da coagulacdo sanguinea depende de varios componentes
gue precisam ser ativados, incluindo plaquetas, células endoteliais e leucécitos. Esses
elementos criam uma superficie apropriada para que as proteinas de coagulacéo se
fixem e interajam. A proximidade dessas proteinas € importante para que a cascata

de coagulacéo ocorra de forma eficiente. O resultado desse processo € a producao

35



de trombina, que promove a agregacao das plaquetas, a formacao e estabilizacao da
fibrina, e a inibicAdo da fibrindlise. Esse processo ocorre através das etapas de
iniciagédo, amplificacdo e propagacéo (FERREIRA et al., 2010; VINE, 2009).

A iniciacdo da coagulacdo sanguinea é desencadeada pela lesdo na parede
do vaso, que expde células subendoteliais, como fibroblastos e células musculares
lisas. Essas células liberam o fator tecidual (FT) na corrente sanguinea, dando inicio
a primeira fase da coagulacdo (GREEN, 2006). O FT é uma glicoproteina que se liga
ao fator VII, formando um complexo que ativa o fator VIl para a forma FVlla. Este
complexo FT/FVlla ativa, por sua vez, os fatores IX e X, convertendo-os em FIXa e
FXa. O fator Xa ativa, em combinacdo com o fator Va, forma o complexo
protrombinase. Este complexo é responsavel pela conversao da protrombina (Fator Il)
em trombina (Fator lla) (FERREIRA et al., 2010; VINE, 2009). Durante essa fase
inicial, sdo formadas apenas pequenas quantidades de trombina (STOJANOVSKI,
MOHAMMED; DI CERA, 2024). A trombina gerada é essencial para a fase de
amplificacdo da coagulacao, que produzird quantidades maiores desse fator.

Durante a amplificacéo, a trombina gerada na fase inicial ativa as plaguetas
no local da lesdo (NEUBAUER; ZIEGER, 2022). A trombina também converte o fator
V em FVa, que aumenta a atividade do complexo protrombinase, potencializando a
conversdo de protrombina em trombina. Além disso, a trombina ativa o fator XI, que,
por sua vez, ativa o fator IX. O fator IXa, junto com o fator Vllla, forma o complexo
"tenase" na superficie das plaquetas, promovendo a producdo macica de FXa. A
trombina gerada nesta fase ativa ainda mais plaquetas e fatores de coagulacéo,
amplificando o processo. Na fase de propagacao, acontece a producdo de uma
grande quantidade de trombina, resultando na formacao de um tampéo estavel no
sitio da lesao e interrupcao da perda sanguinea. O FIXa ativado anteriormente se liga
ao FVllla na superficie das plaquetas, formando o complexo tenase. Além disso, mais
FIXa é gerado pelo FXla ligado as plaguetas. Como o FXa ndo pode se mover
efetivamente das células que expressam FT para as plaquetas ativadas, € necessario
produzir mais FXa diretamente na superficie das plaquetas através do complexo
FIXa/FVllla. O FXa, entédo, se associa rapidamente ao FVa ligado a plaqueta durante
a fase de amplificagédo, resultando na formacédo do complexo protrombinase. Este

complexo converte uma grande quantidade de protrombina em trombina, que cliva o
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fibrinogénio em monémeros de fibrina, consolidando o tampao plaquetario inicial
(Figura 9) (FERREIRA et al., 2010; VINE, 2009).

> ¢/"

FT

g ]
; lmcuat;éo Célula expressando
{nas celulas que o fator tecidual
expressam o FT)
FT | L [via
13 (Trombina)
IXa X /
v

A WA

Amplificagéo

{na superficie das b ol e A X
plaguetas ativadas) l

IXa 1X
" 11

Propagacéo (Complt'zxo ‘

(na superficie das PrOSmRA) *
plaquetas ativadas) Xa 13 (Trombina)

XaeWilla | — 5
(Complexo
tenase) X

Fibrinogénio — Fibrina

Figura 9 - Modelo de coagulagdo compreendendo as fases de iniciagdo, amplificacdo e propagagédo. Fator tecidual
(FT), ativado (a). Adaptado de Ferreira, C.N., 2010, O novo modelo de cascata de coagulacdo baseado nas
superficies celulares e suas implicacdes

1.10. Proteoma: visao geral

As "6micas" referem-se a uma andlise ampla e global de conjuntos de
moléculas em um sistema biolégico. No caso da protedmica, essa abordagem foca no
estudo do proteoma, que € o conjunto de proteinas expressas em uma ceélula, tecido
ou fluido biolégico em um momento especifico (HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017). A
protebmica € usada para quantificar a abundancia, modificacdo e interacdo de

peptideos, sendo uma ferramenta cada vez mais utilizada para entender os
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mecanismos moleculares e bioquimicos, especialmente na transmissdo de doencas
por vetores (SHUKEN, 2023).

A pesquisa protedmica complementa significativamente as informagoes
genéticas obtidas por estudos gendmicos. A integracdo de dados protedmicos e
gendmicos pode desempenhar um papel importante em pesquisas biomédicas
futuras, contribuindo para o avanco de novas estratégias de diagnostico e tratamento.
(ZHANG et al., 2014). Com o uso de espectrometria de massa (MS), a protedmica
permite caracterizar e quantificar o perfil proteico de amostras biolégicas, além de
revelar as interacfes complexas das proteinas (SHUKEN, 2023).

A espectrometria de massa é uma técnica que permite a analise de diversas
substancias simultaneamente, identificando e quantificando proteinas em uma
amostra por meio da medi¢céo da relacdo massa/carga (m/z) de peptideos ionizados.
Esta tecnologia tornou-se fundamental para a identificacdo e caracterizacdo de
proteinas, assim como para a deteccdo de suas modificacbes pos-traducionais
(PTMs) (BENSIMON; HECK; AEBERSOLD, 2012).

Existem diferentes abordagens prote6micas, sendo uma das principais a
chamada shotgun proteomics, que pode ser realizada de duas formas: Top-down e
Bottom-up. Na abordagem Top-down, as proteinas sdo analisadas intactas, sem
passar por digestdo prévia. Ja na abordagem Bottom-up, as proteinas sdo primeiro
digeridas quimicamente ou enzimaticamente em peptideos menores antes da analise.
A MS é entdo utilizada para gerar espectros que identificam as sequéncias desses
peptideos, combinando-os com sequéncias de proteinas conhecidas através de
métodos de inferéncia. Ambas as abordagens permitem a realizacdo de analises
qguantitativas (DUPREE et al., 2020; GILLET; LEITNER; AEBERSOLD, 2016;
SHUKEN, 2023; ZHANG et al., 2014).

As abordagens mais recentes Bottom-up utilizam cromatografia liquida
acoplada com espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS), facilitando a analise
protedmica shotgun (SHUKEN, 2023). Um fluxo de trabalho tipico de prote6mica
Bottom-up inclui varias etapas principais: (i) isolamento da mistura de proteinas da
amostra biolégica, seguido por (ii) quantificacdo das proteinas isoladas, (iii)
fracionamento das proteinas por eletroforese em gel ou cromatografia liquida, (iv)

clivagem proteolitica das proteinas, geralmente por tripsina, (v) medicdo dos
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peptideos resultantes por espectrometria de massa, e finalmente, (vi) busca em
bancos de dados para identificacdo das proteinas (DUPREE et al., 2020).

Na andlise protebmica por MS, peptideos ou proteinas, que séo polares e
termicamente instaveis, precisam ser transferidos para a fase gasosa sem sofrer
degradacéo significativa. Para isso, utilizam-se dois métodos principais de ionizacao:
a ionizacao por eletrospray (ESI) e a ionizacdo por dessorcao a laser assistida por
matriz (MALDI). A técnica MALDI € comumente usada com métodos baseados em
gel, enquanto a ESI é frequentemente acoplada a cromatografia liquida para anélise
com espectrébmetros de massa. Durante o processo, proteinas e peptideos sdo
ionizados na fase gasosa antes de serem acelerados em um campo magnético ou
elétrico (BENSIMON; HECK; AEBERSOLD, 2012; GILLET; LEITNER; AEBERSOLD,
2016)

A deteccao dos peptideos e proteinas € realizada por meio de analises de
massa, que podem incluir técnicas como analise de tempo de voo (TOF) ou
armadilhas de ions. No analisador TOF, a separacéo dos ions é baseada no tempo
que eles levam para percorrer um tubo de voo. Em métodos de aprisionamento de
ions, a separacao € feita em um campo magnético ou eletrodinamico que retém os
ions. Para uma andlise mais detalhada, a espectrometria de massa em tandem
(MS/MS) é utilizada, permitindo a fragmentacao dos peptideos em ions menores. Este
processo pode envolver a realizacao de duas etapas de MS em sequéncia, utilizando
0 mesmo principio de separacdo duas vezes ou combinando dois tipos diferentes de
separacdo (GILLET; LEITNER; AEBERSOLD, 2016; HUGO; BIRRELL, 2018;
SHUKEN, 2023).

O Orbitrap é outro tipo de analisador de massas, e se destaca por sua alta
resolucdo e precisdo na analise de ions. No Orbitrap, os ions sao capturados e
mantidos em um campo eletrostatico entre dois eletrodos: um eletrodo interno em
forma de espiral e um eletrodo externo em forma de cilindro. Quando os ions séo
introduzidos no Orbitrap, eles oscilam ao redor do eixo do eletrodo interno com uma
frequéncia que € inversamente proporcional a sua massa. O detector do Orbitrap
mede essas frequéncias de oscilacdo, permitindo a determinacdo precisa da massa
dos ions (ELIUK; MAKAROQOV, 2015; SCIGELOVA; MAKAROQV, 2006; ZUBAREYV;
MAKAROQV, 2013).
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A biologia computacional utiliza algoritmos para interpretar os espectros de
massa complexos obtidos de analises de LC-MS e LC-MS/MS. A identificacdo de
proteinas é realizada através da comparacdo dos dados experimentais com bancos
de dados tedricos, utilizando métodos estatisticos para confirmar a autenticidade das
correspondéncias. A identificacdo € geralmente validada com base em mudltiplas
massas de peptideos correspondentes e ions de fragmentos. Algoritmos
frequentemente integram probabilidade e estatistica para a inferéncia de identificacéo,
ajustando taxas de descoberta falsa (FDR) para niveis adequados. O sequenciamento
de peptideos de novo, que envolve a elucidacdo de sequéncias a partir de espectros
de ions, é particularmente util para amostras de espécies ndo sequenciadas.
Instrumentos modernos de alta resolucdo podem analisar milhares de espectros
MS/MS rapidamente (COLINGE; BENNETT, 2007; SHUKEN, 2023).

1.11. Proteomas salivares de triatomineos

No contexto dos estudos envolvendo triatomineos, as andlises proteémicas
fornecem uma viséo das interacdes entre os triatomineos e o0 agente causador da
doenca de Chagas (VIEIRA et al., 2018). Ao longo dos anos, os estudos focados na
descricdo e caracterizacdo de moléculas tem evoluido, com investigacdes centrada
na saliva (SANTIAGO et al., 2020b), trato digestivo (GUMIEL et al., 2020; OUALI et
al., 2020), apéndices sensoriais (OLIVEIRA et al., 2017), hemolinfa (BARBOSA et al.,
2023; OUALI et al., 2022), cérebro (ONS et al., 2009; S et al., 2011), cuticula (SOUZA-
FERREIRA et al., 2014), entre outros tecidos e 6rgdos que expressam moléculas
importantes, tanto para a sobrevivéncia do vetor, quanto para a persisténcia do
parasito no interior do vetor (DOS SANTOS SOUZA et al., 2020; LAROCHE et al.,
2018).

Um grande aliado na descoberta e caracterizacdo de diferentes
micromoléculas presente na saliva de artropodes hematofagos € atraves da descricao
dos sialomas, em que o0s estudos realizados por andlises transcriptomicas e
protbmicas das glandulas salivares (GS) desses animais tem sido implementadas
(RIBEIRO; ASSUMPCAOQ; FRANCISCHETTI, 2012; RIBEIRO; FRANCISCHETT],
2003). A protedmica € empregada para validar a expressao dos transcritos da GS em
larga escala (HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017). Estudos anteriores sobre o sialoma em
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espécies de triatomineos incluem Triatoma infestans (ASSUMPCAO et al., 2008), T.
dimidiata (SANTIAGO et al., 2018), T. pallidipennis (HERNANDEZ-VARGAS et al.,
2017), Rhodnius neglectus (SANTIAGO et al., 2016), Rhodnius prolixus (RIBEIRO et
al., 2004) , Panstrongylus megistus (RIBEIRO; SCHWARZ; FRANCISCHETTI, 2015),
Triatoma matogrossensis (ASSUMPCAO et al.,, 2012), Dipetalogaster maxima
(ASSUMPCAO et al., 2011), e mais recentemente, Triatoma sordida (PRACA et al.,
2022).

A andlise protebmica foi realizada especificamente para Triatoma infestans
(CHARNEAU et al., 2007), Rhodnius brethesi, Rhodnius robustus (COSTA et al.,
2011), Rhodnius prolixus, Triatoma lectularia, e Panstrongylus herreri (MONTANDON
et al., 2016). Esses estudos identificaram diversas familias de proteinas na saliva,
incluindo lipocalinas, triabinas, palidipinas, proteases, nitroforinas, inibidores de
proteases e proteinas de ligacdo ao odorante. No entanto, a funcédo de muitas dessas
moléculas ainda ndo é totalmente compreendida (SANTIAGO et al., 2020b). Essas
aplicacdes demonstram a importancia da proted6mica para entender diferentes
aspectos da fisiologia dos triatomineos (DE ARAUJO et al., 2012; HUGO; BIRRELL,
2018). Até o momento, ndo ha estudos de analise proteémica das glandulas salivares

para T. costalimai.
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2. JUSTIFICATIVA

A saliva dos triatomineos contém moléculas bioativas que facilitam a
alimentacao ao inibir a coagulacéo sanguinea, a agregacao plaquetaria e as respostas
imunologicas do hospedeiro, podendo também influenciar a transmisséo do T. cruzi.
A analise prote6mica permite identificar e classificar proteinas expressas em células
ou tecidos especificos, e, no estudo de triatomineos, as proteinas salivares podem ser
fundamentais para a descoberta de novos alvos terapéuticos. Essas proteinas tém
potencial para o desenvolvimento de vacinas ou inibidores que interrompam a
alimentacéo dos triatomineos e a transmisséo do T. cruzi.

A bioprospeccédo de biomoléculas salivares de vetores hematéfagos contribui
para a descoberta de farmacos para disturbios circulatérios, antimicrobianos e
tratamentos hematoldgicos, considerando que moléculas salivares de outros
organismos resultaram em anticoagulantes, vasodilatadores e imunomoduladores.
Dada a diversidade de triatomineos transmissores do T. cruzi, investigar espécies
menos pesquisadas, como Triatoma costalimai, amplia nossa compreensdo da
dindmica da doenca de Chagas. Estudos prote6bmicos sobre essa espécie ainda ndo
foram realizados, e investigar as proteinas salivares desses vetores pode esclarecer
a dindmica entre o parasita, o vetor e o hospedeiro, além de aprofundar o

entendimento sobre a evolucéo dos organismos hematéfagos.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi realizar a analise protedmica do extrato
salivar de Triatoma costalimai, um vetor potencial do Trypanosoma cruzi no Cerrado

As seguintes etapas foram realizadas para alcancar o objetivo geral:

1. Estabelecer a coldnia de Triatoma costalimai no insetario a partir de individuos
silvestres;

2. Coletar o extrato salivar de T. costalimai através da dissecacdo das glandulas
salivares;

3. Realizar a analise protedémica do extrato salivar de T. costalimai por meio da
espectrometria de massas do tipo LC-MS/MS;

4. Identificar as proteinas da saliva do T. costalimai a partir de analises de
bioinforméatica e realizar anotacao funcional utilizando a ferramenta OmicsBox;

5. Realizar uma interpretacdo biolégica das proteinas salivares do triatomineo,
suas possiveis interacdes conhecidas utilizando dados previamente descritos

na literatura para outras espécies de triatomineos e insetos hematofagos.
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4. METODOLOGIA
4.1. Desenho experimental

O fluxo de trabalho empregado para a analise proted6mica do extrato salivar

do T. costalimai esta representado abaixo (Figura 10).

Proteoma

Dissecagdo das — LC-MS/MS
glandulas salivares

s %

Preparagdo das
Triatoma costalimai amostras

i

Digestido em solugio
SDS-PAGE e enriquecimento do
peptideo

I =D Intensity
—— Lt

in:

Analise Bioinformatica

Figura 10 - Resumo esquematico da metodologia para analise protedmica da saliva de T. costalimai.

4.2. Estabelecimento e manutencao da colonia de T. costalimai

Os triatomineos da espécie Triatoma costalimai foram coletados no municipio
de Mambai, localizado no nordeste de Goias, a cerca de 320 km de Brasilia, Distrito
Federal, Brasil, em outubro de 2022, pelos professores Dr. Rodrigo Gurgel Gongalves,
Dr. Marcos Takashi Obara e Dr. Vinicius Lima de Miranda - Faculdade de Medicina,
UnB, autorizada pelo SISBIO através da Licenca permanente para coleta de material
zoolbgico numero 22404-2. Trezentos e quarenta e cinco triatomineos silvestres
(ninfas de 1° ao 5° estagio) foram coletados no peridomicilio, em formacgbes
rochosas/pedreiras proximos as habitacdes humanas. A coleta foi realizada através
do método de busca ativa e os insetos foram acondicionados em potes coletores de
polietileno perfurados para aeragéo. Posteriormente, os insetos foram encaminhados
e mantidos em col6nias no Insetéario do Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UnB (IB/UnB).
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No Insetario, as ninfas de 1° ao 5° estagios foram acondicionadas em frascos
de polietileno cobertos com tecido de malha fina (organza) envolto por elastico na
parte superior, e mantidas em camaras climatizadas sob temperatura de 26 +1 °C e
umidade relativa de 60 — 70%, com ciclo de claro e escuro de 12/12h para
desenvolvimento e acasalamento. As ninfas de 1° ao 3° estagios foram alimentadas
quinzenalmente em aves (Gallus gallus domesticus) em média por 30 min
(CANAVOSO; RUBIOLO, 1995), para reproducao e obtencdo de ovos, resultando na
geracao de novos individuos com o propoésito de estabelecer a colonia de triatomineos
no insetario.

As ninfas de 4° e 5° estagio foram utilizadas para a extracdo do intestino e das
glandulas salivares para a realizacdo de analise de transcriptdmica em paralelo por

outros componentes da equipe de pesquisa.

4.3. Extracdo das glandulas salivares e obtencao de saliva

Os triatomineos adultos foram divididos em quatro grupos de 10 insetos,
resultando em um total de 40 glandulas em cada réplica bioldgica. As glandulas
salivares foram dissecadas imobilizando previamente os insetos no gelo e, em
seguida, utilizando pincas e lupa para deslocar a cabeca e expor o par de glandulas
salivares. Em seguida, as glandulas foram coletadas em microtubos de 1,5 mL,
delicadamente perfuradas e mantidas em gelo até o término da coleta. A saliva foi
diluida em 4 uL de PBS, e as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 16.000xg
por 15 min a4 °C. Apds a centrifugacédo, o sobrenadante de cada amostra foi recolhido
e transferido para novos tubos. O volume da fragdo soluvel foi mensurado e em
seguida, o volume de cada amostra foi ajustado para 10 uL com a adi¢cdo de PBS e
de coquetel de inibidores de proteases (Roche, USA). Por fim, 2 uL de cada réplica
foi separado em novos microtubos para a realizagdo da quantificagdo de proteinas, e

0s 8 L restantes foram estocados a -80 °C até o momento da analise protedmica.

4.4. Preparacdo das amostras de saliva para analise protedmica

As amostras de saliva foram inicialmente quantificadas utilizando o fluorimetro

Qubit 2,0 (Invitrogen, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. As fracbes solluveis
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contendo aproximadamente 300 ug de proteina foram precipitadas com acetona/NacCl
(CROWELL; WALL; DOUCETTE, 2013), incubadas 16h a - 20 °C e centrifugadas a
16.000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e a amostra foi seca a
vacuo por 20 min. As proteinas foram ressuspendidas adicionando-se 20 uL de ureia
8M e submetida ao vortex até completa homogeneizacdo do sedimento. A fim de
determinar a porcentagem de recuperacdo das proteinas precipitadas, 1 pL da
amostra foi retirado e diluido no tampao TEAB para uma nova quantificagdo no Qubit.

As amostras foram reduzidas na presenca de DTT a 0,5 M, incubadas por 25
min a 55 °C, e em seguida alquiladas com iodo acetamida no escuro por 40 min, em
uma concentracao final de 0.014 M. Para inativar a alquilacéo, foi adicionado DTT 0,5
M. Em seguida, as proteinas foram digeridas com Tripsina e Lys-C (Promega, EUA)
por aproximadamente 17h a 37 °C, considerando uma proporgéo de 1:50 — para cada
50 pg de proteina foi usado 1 pug de Tripsina e Lys-c. A amostra resultante da digestao
foi acidificada adicionando 6 pL de &cido trifluoracético 0,5% (concentracdo final)
(KOLLIPARA; ZAHEDI, 2013; VILLEN; GYGI, 2008) e estocada a - 20 ° C até a
dessalinizagéo.

A dessalinizacdo foi realizada com StageTip Cuis, utilizando microcolunas
home made em ponteiras de 200 pl contendo a membrana Empore Cis (CDS
Analytical, EUA) e resina Oligo R3 Reversed Phase Resin (Applied Biosystems, CA,
EUA) (RAPPSILBER; MANN; ISHIHAMA, 2007). Apés a aplicacdo das amostras nas
colunas, a amostra foi lavada com acido acético 0.5% (v/v), e em seguida, as proteinas
foram eluidas sequencialmente com diferentes concentracfes de acetronitrila (25%,
50%, 80%, 98%). Apb6s completa eluicdo, as amostras foram secas a vacuo por
aproximadamente 20 min e armazenadas a - 20 °C até o uso.

Os peptideos foram ressuspensos em solucao contendo acido férmico a 0,1%
e novamente dosados no sistema Qubit, para quantificacdo apds a dessalinizacao.
Finalmente, amostras contendo 6 pug de proteinas foram aliquotadas, liofilizadas e

armazenadas a -20°C até serem utilizadas para a espectrometria de massas.

4.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para analise do perfil eletroforético unidimensional das amostras da saliva de

T. costalimai, as proteinas do estoque diluidas em ureia 8M foram submetidas a
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eletroforese em gel de poliacrilamida 12% contendo docecil sulfado de sodio (SDS-
PAGE) (LAEMMLI, 1970). A amostra foi diluida em tampé&o (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8;
glicerol 10%; SDS 2%; azul de bromofenol 0,1%; B-Mercaptoetanol (BME) 15 mM), e
submetida a fervura a 95 °C por 5 min no banho seco (Dry block Nova Instruments).
A eletroforese foi realizada em sistema vertical MiniProtean®3 Cell (BioRad), a
temperatura ambiente, com voltagem constante de 90 V, na passagem pelo gel
concentrador e 120 V, durante a passagem pela regido separadora, com tampéao de
corrida tris-glicina (Tris HCI 25 mM, pH 8,8; glicina 250 mM e SDS 0,1%). Como
padrdo de massa molecular foi utilizado o marcador BenchMarck™ Pre-stained
Protein Ladder (ThermoFisher).

Para observacgéo do perfil proteico o gel foi corado com azul de Coomassie,
apos a eletroforese. O gel resultante foi submerso em solugéo corante (metanol 45%;
acido acético 10%, Coomasie Brillant Blue R-250) overnight sob agitacdo constante.
Posteriormente, o gel foi incubado com solucdo descorante (metanol 45%, 45% agua
e 10% acido acético) sob agitacao lenta até visualizacdo das bandas proteicas. O gel
foi lavado e fotografado.

4.6. Espectrometria de massas tipo LC-MS/MS

Quatro replicatas com 6 ug de peptideos tripticos foram submetidos para
andlise LC-MS/MS na plataforma de Espectrometria de Massas do Instituto Carlos
Chagas (Plataforma RPT02H). Cada amostra foi analisada em triplicata totalizando 12
amostras que foram carregadas pelo autosampler do cromatografo liquido Ultimate
3000 RSLChnano (Thermo Scientific) e os peptideos separados em uma coluna
analitica de 15 cm com 75 um de diametro interno, contendo particulas de C18 de 3
pm de didmetro, com um fluxo constante de 250 nL/min. A fase A foi composta por
0,1% de &cido férmico e a fase B por 0,1% de acido formico e 95% acetonitrila e 0
gradiente linear de 5 a 40% de acetonitrila por 120 min. As amostras foram
diretamente carregadas no espectrémetro de massas Orbitrap Fusion Lumos (Thermo
Scientific). Na fonte de ions, os peptideos foram ionizados por nanoeletrospray (2,3
kV) com temperatura do tubo de transferéncia de ions de 175 °C. Os espectros MS1
foram obtidos no Orbitrap com uma resolucdo de 120.000. A faixa do scan foi de 300-
1500 m/z. A radio frequéncia nas lentes a 30%. O tempo maximo de injecao de 50 ms,
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com polaridade positiva e calibracdo interna EASY-IC™ ativada. Os ions precursores
incluidos com estado de carga 2 a 7. Os ions selecionados foram excluidos
dinamicamente por 60 s com tolerancia de massa de 10 ppm. O modo de aquisi¢ao
dependente de dados foi por tempo de ciclo de 2 s (tempo entre scans). No MS2, os
ions precursores foram isolados no quadrupolo com uma janela de isolamento de 1.6
m/z e fragmentados por HCD no Orbitrap com energia de colisdo de 30%, tempo

méaximo de injecao de 22 ms e resolu¢éo de 15.000.

4.7. Busca de proteinas

Os dados brutos das corridas de LC-MS/MS foram analisados na plataforma
MaxQuant, versdo 2.4.7.0. e as proteinas foram identificadas usando um banco de
dados contendo um total de 58.381 sequéncias de proteinas de triatomineos, baixado

em 12 de abril de 2024 do UniProt (www.uniprot.org). Proteinas contaminantes

(queratinas humanas, BSA e tripsina suina) também foram incluidas na busca. A
tolerancia MS/MS (FTMS) foi de 20 ppm e a tolerancia MS/MS (ITMS) de 0,5 Da. O
tamanho dos peptideos buscados considerou peptideos com ao menos sete
aminodcidos, tripsina com clivagem especifica e permitindo duas clivagens perdidas.
Carbamidometilacdo de cisteinas foi determinada como uma modificacdo fixa.
Oxidacao de metionina e acetilacdo N-terminal foram pesquisadas como modificagbes
variaveis. O algoritmo match between runs foi usado, com janela de tempo de 0,4
minutos. Foi aplicado um FDR de 1% a nivel de PSM e proteinas usando o banco de

dados target-decoy. Os demais parametros foram default do programa.

4.8. Analises protedmica

O programa PEAKS Studio 7.0 (Bioinformatics Solutions Inc) foi utilizado para
identificacdo das proteinas a partir dequatro réplicas biologicas. As proteinas foram
identificadas usando um banco de dados contendo um total de 58.381 sequéncias de
proteinas de triatomineos, baixado do UniProtKkB em 18 de abril de 2024
(www.uniprot.org). Os espectros de massa em formato.raw de 3 replicatas técnicas
de cada réplica biolégica foram submetidos a busca utilizando como parametros:

tolerancia de erro da massa do precursor de 10,0 ppm, tolerancia de erro da massa
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do fragmento de 0,02 Da, e busca da massa do precursor do tipo monoisotopica. A
enzima utilizada foi tripsina modificada (Promega, EUA) e a endoproteinase Lys-C
(Promega, EUA), com um méaximo de duas clivagens perdidas e uma clivagem nao-
especifica permitida. Foram consideradas as modificacbes fixas de
carbamidometilacéo e as modificacdes variaveis de oxidacdo (M), com um maximo de
cinco modificacdes pds-traducionais variaveis por peptideo. O valor de taxa de False
Discovery Rate (FDR) foi de 1%.

Apés a identificagcdo dos espectros pelo PEAKS foi gerada uma lista de
identificacbes para cada réplica biolégica. As quatro listas geradas foram unificadas
em uma unica planilha utilizando o Microsoft Excel®, permitindo a analise conjunta
dos dados. Através do codigo de acesso das proteinas, extraido da base de dados
UniProt, as proteinas duplicadas foram removidas, mantendo-se apenas uma entrada
para cada proteina identificada.

A partir da entrada de um arquivo FASTA contendo as sequéncias
identificadas pelo PEAKS, diferentes andlises in silico foram realizadas.
Primeiramente as sequéncias foram carregadas no software OmicsBox (OMICSBOX,
2019), e através do médulo de Andlise Funcional, utilizou-se a funcionalidade “Find
Duplicates Sequence”, para remover sequéncias duplicadas. Essa funcionalidade
identifica e elimina sequéncias redundantes, ou seja, aguelas sequéncias que Sao
exatamente iguais dentro do conjunto de dados. Em seguida, foi utilizada a
funcionalidade “Find Similar Sequence”, que realiza uma busca por meio de
alinhamentos BLAST, comparando a lista de sequéncias contra ela mesma e
relatando alinhamentos com uma similaridade minima de 95%. A funcao foi aplicada
com os parametros padrao, incluindo o “tile size” de 5 (otimizado para proteinas), tipo
de dado “aminoacido”, e a agao final de remover as sequéncias similares detectadas.
Um arquivo de texto foi gerado listando as sequéncias removidas. Um fluxograma de

filtragem da lista de proteinas é apresentado na Figura 11.
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R1 R2 R3 R4

887 854 858 622

Lista 3221 Ptn

Removido duplicadas por cédigo de acesso

Lista 1486 PTNs destintas

UniProt

Download FASTA - 1486 PTNs

OmidsBox

Remover duplicatas

212 sequéncias removidas

Lista 1274 PTNs

Remover sequéncias similares

433 sequéncias removidas

l

Lista 841 PTNs

Figura 11 - Fluxograma processamento da lista de proteinas. PTN — proteinas
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49. Analise Funcional

As analises funcionais das sequéncias foram realizadas utilizando o software
OmicsBox (Figura 11). Primeiro, o BLASTp foi realizado utilizando como banco de
dados o arquivo FASTA de Triatomineos extraido do UniProtKB (58.381 entradas),
seguindo o protocolo de formatacéo de banco de dados personalizado a partir de um
arquivo FASTA (https://www.biobam.com/format-fasta-file-blast/) (Anexo 1). O arquivo

resultante foi um arquivo .xIm (-outfmt5), que pdde ser carregado diretamente no

. @ @ graficos tabelas
@ blast mapeamento anotagdo
FASTA
merge GO

intepro

OmicsBox.

Figura 12 — Workflow OmicsBox. Etapas empregadas no médulo “Andlise Funcional”’. Adaptado de (OMICSBOX,
2019)

Em seguida, as proteinas foram submetidas a analises funcionais por meio do
InterProScan, servigo publico do EMBL-EBI, para identificagdo de dominios, familias,
motivos e sitios importantes nas proteinas, integrando as informacdes de diversas
bases de dados para prever a funcao das sequéncias analisadas (BLUM et al., 2021).

A etapa seguinte consistiu no processo de mapeamento e anotacéo utilizando
termos Gene Ontology (GO). Utilizando a ferramenta computacional Blast2GO
integrada ao software OmicsBox, as sequéncias polipeptidicas das proteinas
identificadas foram analisadas em relacdo aos processos bioldgicos, componentes
celulares e funcdo molecular, através das etapas de mapeamento (GO Mapping) que
recupera termos GO associados aos hits obtidos pela busca BLAST, e a etapa de
anotacao (GO Annotation), que seleciona os termos GO obtidos no mapeamento e

atribui as sequéncias de consulta.
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Apoés a busca dos termos de Gene Ontology, a funcionalidade “Merge GO
Terms” foi utilizada completando o processo de integragcdo com os termos obtidos
através da busca InterProScan. Em seguida, os termos GO associados a cada
sequéncia foram utilizados para criar graficos de pizza. Em cada termo GO foram
indicados o numero de proteinas correspondentes e a porcentagem relativa.

Outros softwares de analises de bioinformatica, listados na Tabela 2, também
foram utilizados para a predicdo de peptideo sinal, localizagdo subcelular, secrecéo
por via classica, ndo classica e dominio transmembrana. Uma tabela foi construida
usando Microsoft Excel® contendo os resultados obtidos com os softwares utilizados
(Anexo 2).

Tabela 2 - Softwares utilizados para a andlise de bioinforméatica

Software Predicéao Referéncia

SignalP Peptideo Sinal (TEUFEL et al., 2022)
Peptideo Sinal, dominio

Outcyte transmembrana, intracelular, (ZHAO et al., 2019)

Secrecdo Nao Convencional
Topologia de proteinas
transmembrana alfa e beta
Localizacéo subcelular de
proteinas eucarioticas

Deep TMHMM (HALLGREN et al., 2022)

DeeplLoc (THUMULURI et al., 2022)

O software SignalP 6.0 (TEUFEL et al., 2022) foi utilizado para prever as
regides de peptideo sinal e identificar os sitios de clivagem, aplicando o parametro de
organismo Eukarya e um limite de SP (Sec/SPI) maior que 0,5 (NIELSEN, 2017).

O OutCyte (http://www.outcyte.com/analyse/) € uma ferramenta projetada

para prever proteinas que contém peptideos-sinal, dominios transmembrana,
proteinas intracelulares ou aquelas secretadas de forma ndo convencional (UPS). O
processo de predi¢cdo do OutCyte envolve duas etapas: inicialmente, proteinas com
sinais N-terminais sao identificadas com precisao; em seguida, aquelas sem sinais N-
terminais sdo classificadas como UPS ou proteinas intracelulares, baseando-se em
caracteristicas fisico-quimicas derivadas diretamente de suas sequéncias de
aminoacidos (ZHAO et al., 2019). Dessa forma, o programa foi utilizado para prever
proteinas secretadas de forma ndo convencional (OutCyte-UPS), utilizando um limite

de pontuacao padréo de 0,5.
Para prever a localizacdo das proteinas, dois softwares foram utilizados nas
analises. O DeepLoc 2.0 € uma ferramenta mais abrangente que utiliza aprendizado
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profundo para prever a localizagdo subcelular de proteinas eucarioticas. O DeeplLoc
pode diferenciar entre 10 localizac¢des distintas, como nucleo, citoplasma, extracelular,
mitocondria, membrana celular, reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi, entre
outras. Além disso, o DeeplLoc prevé a presenca de sinais de classificacdo que
influenciam a determinacao das localizacfes celulares (THUMULURI et al., 2022).

O DeepTMHMM foi empregado para a predicdo de hélices transmembrana
nas proteinas, pois atualmente € o método mais completo e de melhor desempenho
para a previsdo da topologia de proteinas transmembrana alfa-helicoidais e beta-
barril. Além disso, o DeepTMHMM também pode prever a presenca de um peptideo
sinal (HALLGREN et al., 2022).

As ferramentas DeepTMHMM e DeeplLoc foram utilizadas sem ajustes de
parametros, pois nao possuem parametros que alterem a sensibilidade ou
especificidade das predicfes, apenas a forma de apresentacdo dos resultados.

A utilizacdo de mudltiplos programas se justifica pela sensibilidade variada
entre os softwares na predicdo de peptideo sinal e secre¢cdo. Como critério para
inclusdo no conjunto de proteinas "putativamente secretadas", consideraram-se
apenas aquelas com predicdo de peptideo sinal em pelo menos trés softwares
distintos. Em alguns casos, foi realizada uma revisdo manual das sequéncias
especificas para identificar proteinas com funcdo na hematofagia ja descrita na
literatura, mas que poderiam ndo ter sido identificadas pelos programas devido a
fragmentacdo das sequéncias ou auséncia de um peptideo sinal. Ao final dessas
analises, foi possivel identificar proteinas putativamente secretadas e proteinas
constitutivas que nao apresentaram sinalizacdo e ndo possuem funcéo descrita na

saliva até o momento.
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5. RESULTADOS

5.1. Perfil eletroforético das proteinas do extrato salivar de Triatoma

costalimai

Na extracdo salivar de T. costalimai, foram adquiridos quatro pools de saliva,
correspondentes a cada réplica bioldgica (R1 a R4). As amostras foram quantificadas
utilizando o Qubit, apresentando concentragdes proteicas totais de 34,39 pg/ul em R1,
38,76 pg/ul em R2 e R4, e 43,13 pug/uL em R3. O perfil eletroforético unidimensional
das proteinas salivares demonstra que as amostras apresentavam padroes

consistentes entre as réplicas, com bandas proteicas semelhantes e maior intensidade

observada na faixa de peso molecular entre 50 e 20 kDa (Figura 12).
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Figura 13 — Perfil eletroforético unidimensional das proteinas do extrato salivar do Triatoma costalimai demonstra
que as amostras apresentavam padr8es consistentes entre as réplicas bioldgicas, SDS-PAGE 12%. 10ug de
proteinas foram aplicados por pogo. Ptn ladder: marcador de peso molecular Bench Mark Pre-Stained Protein

Ladder. R1, R2, R3 e R4: réplicas bioldgicas.

5.2. Andlise protebmica do extrato salivar de Triatoma costalimai
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Na réplica biologica 1 (R1), foram identificadas 887 proteinas, que geraram
13.894 Peptide-Spectrum Matches (PSMs), nimero de vezes que um peptideo da
amostra corresponde a um espectro na base de dados utilizada. Essas proteinas
foram agrupadas em 419 grupos de proteinas. Na réplica biolégica 2 (R2), foram
identificadas 854 proteinas, gerando 14.318 PSMs, agrupadas em 416 grupos de
proteinas. Na réplica biologica 3 (R3), foram identificadas 858 proteinas, com 15.589
PSMs, agrupadas em 403 grupos de proteinas. Finalmente, na réplica biolégica 4
(R4), foram identificadas 622 proteinas, gerando 11.446 PSMs, que foram agrupadas
em 308 grupos de proteinas (Tabela 3).

Tabela 3 - Total de identificagcdes de proteinas na saliva de Triatoma costalimai.

Réplica Proteinas g:gti?r?ai‘i PSMs**
R1 887 419 13.894
R2 854 416 14.318
R3 858 403 15.589
R4 622 308 11.446

Total 3.221 1.546 55.247

* proteinas que compartilham peptideos semelhantes ou idénticos foram agrupadas em grupos de proteinas;
**Peptide-Spectrum Matches.

De modo geral, um total de 3.221 proteinas foram identificadas. Apos a
filtragem com base no codigo de acesso das proteinas, um total de 1.725 proteinas
duplicadas foram removidas, restando 1.486 proteinas identificadas, uma diferenca
de apenas 60 em relacdo aos grupos de proteinas identificados. Utilizando a
funcionalidade “Find duplicates Sequences” do OmicsBox, 212 sequéncias duplicadas
foram removidas, totalizando uma lista de 1.486 proteinas. Em seguida, a
funcionalidade “Find Similar Sequeces” foi utilizada, removendo 433 pares de

sequéncia resultando em 841 proteinas distintas (Figura 11).

5.3. Andlises in silico das proteinas identificadas

As sequéncias das 841 proteinas identificadas foram processadas pelo
InterProScan e apresentaram resultados no BLAST. Das 841 sequéncias, 803 foram

mapeadas (GO Mapping) com termos de Gene Ontology (GO), enquanto 801 foram
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anotadas (GO Annotation), refletindo que a maioria das sequéncias mapeadas
também receberam atribuicdes especificas de funcdo molecular, processos biolégicos

e componentes celulares (Figura 14).
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Figura 14 - Progresso da andlise das sequéncias submetidas ao OmicBox, com as funcionalidades BLASTp,
InterProScan e Gene Ontology.

O comprimento médio das sequéncias das proteinas salivares de T. costalimai
identificadas foi de 330 residuos, que equivalem a um peso médio aproximado de 36
kDA. E possivel observar um pico mais intenso entre 100 e 300 residuos, indicando
gue as sequéncias correspondem a pesos moleculares variando aproximadamente
entre 11 kDa e 33 kDa. Além disso, observou-se picos menores entre 300 e 600
aminoacidos, que equivalem a pesos moleculares entre 33 kDa e 66 kDa. Como
mencionado anteriormente, a eletroforese em gel (Figura 12) revelou bandas mais
fortes na faixa de 20 a 50 kDa. Isso sugere uma correla¢cdo com os picos identificados,
indicando que a maioria das proteinas detectadas tanto no gel, quanto na anélise por
espectrometria de massas, se encontram dentro de faixas de comprimento

observadas no gréfico (Figura 15).
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Figura 15 - Distribuicdo do Comprimento das Sequéncias. Gréafico de area mostrando o nimero de sequéncias
para cada comprimento (em aminoacidos). Comprimento médio (Avg).

5.3.1. Predicdo de peptideo sinal nas sequéncias identificadas

Das 841 sequéncias identificadas, 168 (20%) foram preditas apresentaram
peptideo sinal segundo o software SignalP, sugerindo secrecdo pela via classica,
enquanto 673 sequéncias (80%) ndo apresentaram peptideo sinal, indicando que

podem ser secretadas por outra via ou permanecer em compartimentos intracelulares.
5.3.2. Predicao de secrecdo por via ndo classica

O programa Outcyte, utilizado para prever proteinas secretadas pela via nao
classica, identificou que 166 proteinas (19,7%) apresentavam peptideo sinal,
enquanto 326 proteinas foram classificadas como secretadas de maneira nao
convencional (38,7%). Além disso, 37 (4,4%) proteinas continham dominios
transmembrana. Por fim, as 312 proteinas restantes (37%), foram identificadas como

intracelulares (Figura 16).
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Figura 16 - Representagéo da distribuicdo do proteoma do extrato salivar de Triatoma costalimai apds andlise no
programa Outcyte. Transmembrana: proteinas transmembranares; UPS: secre¢do ndo convencional; Intracelular:
proteinas preditas intracelulares. Os nimeros entre parénteses indicam a porcentagem em cada categoria

5.3.3. Predicao de localizacao subcelular e sinais de classificacao

O DeepLoc foi utilizado para prever a localizagdo subcelular e os sinais de
classificacdo que influenciaram a predicdo das localizagbes. Entre as proteinas
analisadas, 208 (24,7%) sequéncias apresentaram peptideo sinal. Das 841 proteinas
analisadas, 816 foram categorizadas em 10 principais localizac6es subcelulares
(Figura 17). As localizagbes mais frequentes incluiram citoplasma (330 proteinas),
extracelular (188 proteinas), citoplasma e nuacleo (133 proteinas), mitocéndria (56
proteinas), reticulo endoplasmatico (48 proteinas), nucleo (31 proteinas), citoplasma
e membrana celular (9 proteinas), citoplasma e mitocéndria (9 proteinas), membrana
celular (7 proteinas), e citoplasma e Golgi (5 proteinas). Proteinas com menos de
cinco predicdes em determinadas localizagbes n&o foram destacadas. Como o foco
principal deste trabalho estd nas proteinas putativamente secretadas e relacionadas
a hematofagia, a discusséo prioriza as proteinas extracelulares com provavel funcao

na saliva.
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Figura 17 - Localizacdo das proteinas preditas numa variedade de componentes subcelulares no DeepLoc.

5.3.4. Predi¢cdo de dominios transmembréanicos

O DeepTMHMM foi utilizado para a predicdo da topologia de proteinas
transmembrana alfa-helicoidais e beta-barril, além de prever a presenca de peptideo
sinal. A analise das 841 sequéncias submetidas revelou que 25 proteinas
apresentaram topologia de membrana (TM). Entre essas, trés proteinas foram
classificadas com tanto topologia de membrana quanto peptideo sinal (SP+TM),
sendo elas AOA023F8B1, AOA023FAMS5 e AOA224XLY2. No total, 180 proteinas foram
identificadas com peptideo sinal (SP), enquanto 635 foram classificadas como
globulares (GLOB). Uma Unica sequéncia (A0OA224XZX2) foi predita com topologia

beta-barril.

5.4. Visdao geral do sialoproteoma de Triatoma costalimai

Com base na preparacao de amostra do extrato salivar de Triatoma costalimai
e na quantificagdo, os conjuntos de dados adquiridos foram altamente reprodutiveis
nas replicatas técnicas e biologicas (Figura 18). Os dados revelaram tanto proteinas
detectadas em mudltiplas réplicas biolégicas quanto proteinas presentes em apenas
uma réplica biolégica. Do total, 475 proteinas foram comuns a pelo menos duas

réplicas, constituindo um subconjunto de proteinas identificadas em 2, 3 ou 4 réplicas
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bioldgicas. Quanto as proteinas identificadas em apenas uma das réplicas biolégicas,
a distribuicao ficou a seguinte: 96 proteinas exclusivas da réplica 1 (R1), 128 da réplica
2 (R2), 86 da réplica 3 (R3) e 56 da réplica 4 (R4) (Figura 18 e Tabela 4).

R2 R3

56

29

Figura 18 - Diagrama de Venn mostrando a interse¢do das 841 proteinas distintas identificadas. As areas de
sobreposicdo destacam as sequéncias identificadas em duas, trés e quatro réplicas (475 sequéncias). As demais
areas mostram sequéncias de proteinas identificadas em apenas uma réplica: R1 — 96 ; R2 - 128; R3-86 e R4 —
56

Tabela 4 - Quantidade de proteinas identificadas, exclusivas em apenas uma das réplicas biologicas e
categorizacao dessas Ultimas em secretadas ou constitutivas

Réplicas Proteinas Proteinas exclusivas
P identificadas Total Secretadas Constitutivas
R1 478 96 19 77
R2 475 128 34 94
R3 444 86 11 75
R4 372 56 7 49
Total - 366 71 295

As 841 proteinas identificadas foram classificadas em dois grandes grupos
principais: putativamente secretadas ou constitutivas (Anexo 2). As proteinas salivares
putativamente secretadas de T. costalimai foram categorizadas em 12 grupos (Tabela
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5). Considerando apenas as 212 proteinas secretadas, a maioria das proteinas
identificadas eram pertencentes a familia das calicinas (36,32%), seguidas por
enzimas (21,23%), relacionadas a imunidade (6,13%), proteases (6,60%), inibidores
de proteases (2,36%), proteinas de ligacdo ao odorante (4,25%), e outras proteinas
secretadas (24,11%). Em relacdo as proteinas constitutivas, foram agrupadas de
acordo com o processo biologico relacionado, utilizando termos gerais para agrupar
de forma mais didatica. Como resultado, as 611 proteinas constitutivas foram
agrupadas em 20 grupos, 0s cinco grupos mais representativos considerando apenas
as 611 proteinas constitutivas, foram maquinaria de sintese proteica (18,49%),
seguido por modificacdo de proteinas (16,53%), metabolismo energético (7.52%),
detoxificacdo e antioxidantes (7.36%) e processo metabodlico de proteinas (6.38%).
Além disso, 18 sequéncias (2.84% entre as 841 proteinas identificadas) foram

consideradas desconhecidas, ndo sendo incluidas em nenhum grupo.

Tabela 5 - Familias de proteinas salivares de Triatoma costalimai identificadas no sialoproteoma.

Classificacéo N° de Proteinas Total de Espectros
Calicinas
Palidipina 7 806
Triatina 6 1465
Triabina 4 201
Outras Lipocalinas 60 17016
Total 77 19488

Inibidores de proteases

Tipo Kazal 2 258
Pacifastina 1 83
Serpina 1 192
Tipo Kunitz 1 7
Total 5 540
Proteases

Serina 8 2424
Cisteino 3 30
Aspartico 1 12
Metalo 2 674
Total 14 3140
Relacionadas a imunidade

Trialisina 5 3725
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MY S/Hemolisina 717
Peptideos antimicrobianos (AMPS) 249
Total 13 4691
Antigeno-5/CAP 2 115
Proteinas de ligagao ao odorante 9 235
Enzimas

Inositol 5-fosfatase 8 1857
Apirase 6 5490
Carboxilesterase 3 135
Proteina dissulfeto isomerase 7 799
ucleases 3 155
Ferritina 2 21
Transferrina 1 68
Outras enzimas 15 507
Total 45 9032
Receptor de baixa densidade lipoproteico 2 145
Vitelogenina/Apolipoforina 903
Saposina 200
Proteina de choque térmico (heat shock 310
protein)

Calreticulina 3 833
Outras proteinas secretadas 29 561
Total Secretadas 212 40193
Proteinas constitutivas

Atividade enzimética 16 827
Detoxificag&o e antioxidantes 45 2613
Diviséo e organizagao celular 6 71
Ligagdo a &cidos nucleicos 36 2755
Maquinaria de sintese proteica 113 9353
Maquinaria de traducéo 7 345
Maquinaria de transcricao 10 517
Matriz extracelular 2 31
Metabolismo de aminoéacido 23 2138
Metabolismo de carboidratos 23 1002
Metabolismo de lipidios 34 3560
Metabolismo energético 46 2808
Modificagéo de proteina 101 8084
Processo metabdlico de proteinas 39 1883
Proteina de exportacéo 2 168
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Proteina citoesqueléticas 35 4814

Proteinas de ligagdo a RNA mensageiro 9 210
Sinalizacéo 25 4516
Transportadores e canais 36 2351
Transporte de lipidios 3 78
Total Constitutivas 611 47934
Desconhecidas 18 638
Total 841 88765

5.5. Andlise funcional das proteinas com base no Gene Ontology

A caracterizacdo funcional foi realizada com a metodologia Blast2GO,
integrada ao OmicsBox, utilizando as categorias de componente celular, processo
biolégico e funcdo molecular. Vale destacar que, embora algumas proteinas aparecam
em apenas uma réplica e com menor abundancia, isso ndo diminui sua relevancia, ja
que a abordagem adotada priorizou a inclusdo de todas as proteinas,
independentemente da quantidade de réplicas em que foram identificadas. Todas as
proteinas identificadas foram, entdo, analisadas e agrupadas com base nas
caracteristicas atribuidas pelo Gene Ontology (GO).

As sequéncias obtidas apresentaram multiplas classificacfes pelo GO. De
forma geral, foram encontrados 42 termos relacionados a processos bioldgicos, 26
termos para funcdes moleculares e 20 termos para componente celular de acordo com
0 mapeamento realizado no OmicsBox. As ontologias mais expressivas estao
diretamente relacionadas a processos intracelulares uma vez que as proteinas
constitutivas representavam a maior parte do conjunto de proteinas identificadas.

A Figura 19 mostra os resultados da anotacao para cada catalogo do GO. No
total, foram identificados 12 processos biolégicos diferentes (Figura 19, A), sendo o
termo mais representado traducdo (GO:0006412), anotado para 127 sequéncias
(12,04%). Em contrapartida, o termo com menor numero de anotagdes foi resposta ao
estresse (G0:0006950), com 70 sequéncias (6,64%). Quanto as fun¢cdes moleculares
(Figura 19, B), foram anotadas 11 categorias diferentes. A atividade mais prevalente
foi atividade de hidrolase (G0O:0016787), com 159 sequéncias (14,38%), seguida por
Ligacdo de proteina (GO:0005515), com 129 sequéncias (11,66%), e constituinte

estrutural do ribossomo (G0O:0003735), com 114 sequéncias (10,31%). No que se
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refere aos componentes celulares (Figura 19, C), 7 categorias foram identificadas,
sendo a mais frequente membrana (G0:0016020), com 157 sequéncias (20,13%),
seguida por nucleo (GO:0005634), com 133 sequéncias (17,05%), e regiao
extracelular (GO:0005576), com 118 sequéncias (15,13%). A categoria com 0 menor
numero de anotac¢des foi sistema endomembranar (GO:0012505), com 86 sequéncias
(11,03%).
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12.04% Translation (GO:0006412)

11.18% Catabolic process (GO:0009056)

9.76% Nucleobase-containing compound metabolic process (GO:0006139)
8.53% Cellular component organization (GO:0016043)

8.15% Transport (GO:0006810)

8.15% Regulation of cellular process (GO:0050794)

7.30% Carboxylic acid metabolic process (GO:0019752)

7.30% Symbiont-mediated perturbation of host defenses (GO:0030682)
7.20% Proteolysis (GO:0006508)

6.92% Phosphate-containing compound metabolic process (GO:0006796)

6.82% Cellular response to stimulus (GO:0051716)

111t nnnnnl

6.64% Response to stress (GO:0006950)

14.38% Hydrolase activity (GO:0016787)

11.66% Protein binding (GO:0005515)

10.31% Structural constituent of ribosome (GO:0003735)
9.95% Metal ion binding (GO:0046872)

9.49% Transferase activity (GO:0016740)

8.59% Catalytic activity, acting on a protein (GO:0140096)
8.05% RNA binding (G0O:0003723)

7.23% Oxidoreductase activity (GO:0016491)

6.96% Purine ribonucleotide binding (GO:0032555)

6.87% Purine ribonucleoside triphosphate binding (GO:0035639)

IO IO T I

6.51% Adenyl nucleotide binding (GO:0030554)

20.13% Membrane (GO:0016020)

17.05% Nucleus (GO:0005634)

15.13% Extracellular region (GO:0005576)
12.95% Ribosomal subunit (GO:0044391)
12.56% Cytosolic ribosome (GO:0022626)
11.15% Mitochondrion (GO:0005739)

111000l

11.03% Endomembrane system (GO:0012505)

Figura 19 - Proteinas salivares de T. costalimai. Grafico multinivel gerado pelo OmicsBox. Em (A) distribuicdo dos
GOs de Processo Bioldgico; (B) a distribuicdo de sequéncias dos GOs de Funcédo Molecular e (C) os GOs de
Componentes Celulares anotados para as proteinas salivares de T. costalimai utilizando o OmicsBox. Algumas
proteinas obtiveram mais de uma classificagao.
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5.5.1. Caracterizacdo proteinas secretadas

Considerando que o objetivo central é a identificacdo de proteinas com
funcdes potenciais na saliva, o que direciona o foco para aquelas que provavelmente
sao secretadas, a analise de termos do GO foi conduzida de maneira separada para
a lista de proteinas putativamente secretadas. Ao analisar as proteinas putativamente
secretadas, foram anotados 35 termos relacionados a processos bioldgicos, 21 termos
para funcBes moleculares e 13 termos para componentes celulares. Um grafico de
pizza foi gerado para ilustrar a distribuicdo de termos mais especificos da classificacao
(Figura 20).

O termo perturbacdo das defesas do hospedeiro mediada por simbiontes
(G0:0030682) foi anotado para 77 sequéncias representando 29,39% das proteinas
classificadas em processos biologicos, as quais correspondem as lipocalinas
identificadas. Ainda em Processo Bioldgico, a segunda categoria mais anotada foi
Resposta ao Estresse (Response to stress - GO:0006950), representando 34
sequéncias (12,98%), seguida por Transporte (Transport - GO:0006810), com 21
sequéncias (8,02%). O termo com o0 menor numero de sequéncias anotadas foi
Dobramento de Proteinas (Protein folding - GO:0006457), com 17 sequéncias
(6,49%), abrangendo proteinas como as heat shock proteins 70 (HSP70).

Para Funcdo Molecular, as classes mais representativas foram ligacéo a ion
metélico (metal ion binding - GO:0046872), com 21%, que inclui principalmente as
proteinas classificadas como metaloproteases, seguida por atividade de fosfatase
(phosphatase activity - GO:0016791), com 15%, composta majoritariamente por
inositol 5-fosfatases e apirases. A atividade de serino hidrolase (serine hydrolase
activity - G0O:0017171), predominantemente composta por tripsinas, e ligagcdo a
nucleotideo (nucleotide binding - GO:0000166) foram as classificacbes com menor
representacéo, com 9%.

Em Componente Celular, 70,51% das sequéncias foram associadas a regiao
extracelular (extracellular region - GO:0005576), 15,38% ao reticulo endoplasmatico
(endoplasmic reticulum GO:0005783), seguidas pela membrana plasmatica (plasma
membrane - GO:0005886). Nesse sentido, a analise incluiu proteinas com potencial
de secrecdo que, inicialmente, podem estar associadas a outras localizacbes

subcelulares. Embora se esperasse que todas estivessem no meio extracelular,
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identificaram-se proteinas no reticulo endoplasmatico (GO:0005783), como
chaperonas de choque térmico (HSPs) e varias enzimas, que estdo envolvidas em
processos de dobramento e transporte proteico, frequentemente associados a via
secretora. Ja na membrana plasmatica (GO:0005886), que delimita o espaco celular
e medeia as interacbes entre a célula e o ambiente externo, foram encontradas
proteinas que podem participar de processos de sinalizacdo e de transporte,

auxiliando na modulacgéo da interacdo do triatomineo com o hospedeiro.
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29.39% Symbiont-mediated perturbation... (GO:0030682)
12.98% Response to stress (GO:0006950)

8.02% Transport (GO:0006810)

8.02% Cellular response to stimulus (GO:1901700)

8.02% Response to oxygen-containing compound (GO:0006629)
6.87% Lipid metabolic process (GO:0065007)

6.87% Biological regulation (GO:0065007)

6.87% Proteolysis (GO:0006508)

6.49% Catabolic process (GO:0009056)

6.49% Protein folding (GO:0006457)
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21.00% Metal ion binding (GO:0046872)
15.00% Phosphatase activity (GO:0016791)
12.00% Isomerase activity (GO:0016853)
12.00% Endopeptidase activity (GO:0004175)
12.00% Protein binding (GO:0005515)
10.00% Lipid binding (GO:0008289)

9.00% Serine hydrolase activity (GO:0017171)
9.00% Nucleotide binding (GO:0000166)
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O3 14.10% Plasma membrane (GO:0005886)
= 70.51% Extracellular region (GO:0005576)
3 15.38% Endoplasmic reticulum (GO:0005783)

Figura 20 - Proteinas salivares secretadas de T. costalimai. Grafico multinivel gerado pelo OmicsBox. Em (A)
Processo Bioldgico; (B) Funcéo Molecular e (C) Componentes Celulares.
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6. DISCUSSAO

Os triatomineos desenvolveram adaptac6es ao longo da evolugcdo que
facilitam a alimentac&o através da pele de hospedeiros vertebrados (ARCA; RIBEIRO,
2018). A saliva dos triatomineos é rica em moléculas bioativas que interferem na
hemostasia, inflamacéo e imunidade do hospedeiro, facilitando o repasto sanguineo
(DE ARAUJO et al., 2012; SANTIAGO et al., 2020a). A anélise protedmica da saliva
de T. costalimai neste estudo resultou na identificacdo de 841 proteinas, das quais
475 foram detectadas em mais de uma réplica biolégica. As proteinas encontradas
nesse estudo foram classificadas entre proteinas putativamente secretadas (25,2%),
e proteinas constitutivas (74,8%).

Os resultados mostraram uma predominancia de proteinas mais associadas
a funcdes celulares, como sintese e regulacdo proteica, processamento de DNA/RNA
e estrutura citoesquelética, sugerindo que a técnica utilizada pode ter captado
proteinas do tecido glandular, em vez de apenas proteinas salivares, conforme
relatado em estudos anteriores (SANTIAGO et al., 2018).

Entre as 212 proteinas classificadas como putativamente secretadas, 184
apresentaram predicdo de peptideo sinal em trés ou quatro dos softwares utilizados.
No entanto, algumas sequéncias que foram descritas na literatura como secretadas e
associadas a hematofagia ndo apresentaram essa predicdo. Dentre elas, 23
sequéncias foram identificadas como fragmentos, 0 que sugere que as sequéncias
correspondentes ao peptideo sinal poderia estar ausentes. Dessa forma, essas
sequéncias foram revisadas manualmente e, com base em evidéncias da literatura,
classificadas como putativamente secretadas.

A categoria de proteinas putativamente secretadas foi dividida em diferentes
subcategorias de acordo com sua funcdo. A superfamilia das calicinas foi a mais
abundante. As identificagbes restantes estdo distribuidas em outras categorias,
destacando proteinas relacionadas a imunidade, como trialisina, MYS/hemolisina,
inibidores de proteases e proteases, ligagcdo ao odorante e enzimas, como inositol
monofosfato e apirases salivares. Algumas das familias dessas proteinas ja possuem
funcéo atribuida e estédo relacionadas ao processo de hematofagia, as quais serao

discutidas a seguir.
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6.1. Proteinas secretadas

6.1.1. Lipocalinas

As lipocalinas formam uma familia diversificada de proteinas, presentes em
organismos como animais, plantas e bactérias (AKERSTROM; FLOWER; SALIER,
2000). As lipocalinas fazem parte da superfamilia das calicinas, composta por
proteinas que compartilham uma estrutura tridimensional conservada. Essa estrutura
€ formada por um barril B antiparalelo, composto por oito fitas que se conectam por
meio de pontes de hidrogénio (SANTOS et al., 2022). A conformacao do barril 8 é
estabilizada por uma a trés pontes dissulfeto, e sua principal funcdo bioquimica é a
interacdo e transporte de moléculas hidrofébicas (GRZYB; LATOWSKI; STRZALKA,
2006). As cavidades internas desse barril, revestidas por residuos de aminoacidos
hidrofébicos, variam em forma, profundidade e carga, o que confere uma grande
diversidade estrutural e funcional as lipocalinas (FLOWER, 1996, 2000). Essa
variacdo estrutural é uma caracteristica evolutiva relevante observada no grupo,
permitindo que as lipocalinas se liguem a diferentes ligantes, como pequenas
moléculas lipofilicas, receptores celulares ou outras proteinas, desempenhando
papéis essenciais ha modulacdo de diversos processos bioldgicos (HERNANDEZ-
VARGAS; SANTIBANEZ-LOPEZ; CORZO, 2016; SANTOS et al., 2022)

As lipocalinas estédo presentes na saliva de diversos artropodes hematéfagos,
incluindo carrapatos e triatomineos. Os triatomineos, ao longo do processo evolutivo,
desenvolveram lipocalinas salivares com funcdes anti-hemostaticas, incluindo
vasodilatacao, antiagregacdo plaquetéria e anticoagulacdo sanguinea (SANTOS et
al., 2022). Elas foram identificadas em todos os sialotranscriptomas de Triatominae
analisados, sendo a superfamilia mais abundante e diversificada na saliva desses
insetos (SANTIAGO et al., 2020b). Dentre as espécies do género Triatoma foi descrita
em T. pallidipennis (FUENTES-PRIOR et al., 1997; HERNANDEZ-VARGAS;
SANTIBANEZ-LOPEZ; CORZO, 2016), T. infestans (ASSUMPCAO et al., 2008;
CHARNEAU et al., 2007), T. rubida (RIBEIRO et al., 2012) , T. dimidiata (SANTIAGO
et al., 2018), T. matogrossensis (ASSUMPCAO et al., 2012) e T. sordida (PRACA et
al., 2022). Aléem disso foram identificadas no género Rhodnius, incluindo R. neglectus
(SANTIAGO et al., 2016), R. prolixus (RIBEIRO et al., 2004) , R. brethesi e R. robustus
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(COSTA etal., 2011), bem como em outras espécies, como D. maxima (ASSUMPCAO
et al., 2011) e P. megistus (RIBEIRO; SCHWARZ; FRANCISCHETTI, 2015).

Na andlise da saliva do Triatoma costalimai, a familia das lipocalinas também
foi a mais representativa dentre a classe secretada, foram identificadas 77 sequéncias
de proteinas pertencentes a superfamilia das calicinas, incluindo pallidipina, triatina,
triabina e outras lipocalinas salivares.

Entre as sequéncias foram identificadas, 7 sequéncias classificadas como
pallidipinas (A6YPP8, QOMTEO, E2J705, E2J754, AOA023FAR2, E2J713,
AOA023FB19) e 4 identificadas como triabinas (E2J767, AOA224XWZ3, AOA023F713
e AOA069DQK3). Identificada em Triatoma pallidipennis, a triabina € uma molécula
anticoagulante que atua inibindo a ativacao da trombina (NOESKE-JUNGBLUT et al.,
1995). Por sua vez, a pallidipina, também presente na mesma espécie, tem como
funcdo inibir especificamente a agregacdo plaquetaria induzida pelo colageno
(HAENDLER et al., 1996).

A interrupgdo da continuidade endotelial resulta na exposicao das fibras de
coldgeno e de outras proteinas da matriz subendotelial, 0 que induz a agregacao
plaguetaria (NEUBAUER; ZIEGER, 2022). As plaguetas circulantes aderem
rapidamente a essas estruturas, dando inicio ao processo hemostéatico (FERREIRA et
al., 2010). A pallidipina inibe especificamente a agregacao induzida pelo colageno,
blogueando a interacdo entre plaquetas e colageno (SANTIAGO et al., 2020b). A
dipetalodipina de D. maxima apresenta uma forte similaridade com a pallidipina,
sugerindo que possui propriedades anti-hemostaticas multifuncionais, como a
reducdo da agregacao plaquetaria e da vasoconstricdo, além de inibir a angiogénese
(SANTIAGO et al., 2018). Entretanto, a dipetalodipina inibe especificamente a
agregacao plaquetaria desencadeada pelo TXA, (ASSUMPCAO et al., 2010).

A trombina é uma protease crucial na cascata de coagulacdo sanguinea,
responsavel pela conversao do fibrinogénio em fibrina, que forma a estrutura sélida
do coagulo (GREEN, 2006). Nesse contexto, a triabina, uma proteina isolada da saliva
do triatomineo Triatoma pallidipennis, atua como um potente e seletivo inibidor da
trombina (NOESKE-JUNGBLUT et al.,, 1995). A triabina interage com a trombina
especificamente em seu sitio de reconhecimento do fibrinogénio, formando um
complexo nao covalente com a trombina em propor¢do 1:1, inibindo assim a

agregacdo plaquetaria induzida por essa enzima e prolongando o tempo de
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coagulacdo (FUENTES-PRIOR et al., 1997; HERNANDEZ-VARGAS; SANTIBANEZ-
LOPEZ; CORZO, 2016). Embora as triabinas compartilhem algumas caracteristicas
estruturais com as lipocalinas e pertencam a mesma superfamilia calicina/lipocalina,
elas diferem na disposigcdo das fitas B em sua conformacédo geral (NOESKE-
JUNGBLUT et al., 1995; SANTIAGO et al., 2020b).

Seis sequéncias identificadas neste estudo foram classificadas como triatinas
(E2J720, Q45KX3, E2J714, AOAOVOG2V8, AOA023FAX3, AOA023FDO07). A triatina foi
originalmente descrita nas glandulas salivares de Triatoma infestans (KATOA et al.,
2010), e estudos sugerem que ela atua como um inibidor da trombina (ASSUMPCAO
et al.,, 2011). No estudo de Bussacos et al. 2011, foram encontradas sequéncias
correspondentes a triatina nas glandulas salivares de P. megistus, e os autores
propuseram que essas proteinas poderiam estar envolvidas na formacdo de poros
(BUSSACOS et al., 2011). Embora essa lipocalina tenha sido encontrada em diversos
sialotranscriptomas de triatomineos, sua funcdo molecular exata ainda permanece
desconhecida, indicando a necessidade de estudos mais detalhados sobre sua funcéo
na hematofagia (PRACA et al., 2022).

Durante a alimentacéo, aminas biogénicas, como serotonina e norepinefrina,
sao liberadas por plaguetas, mastdcitos e outros componentes do sistema imune em
resposta a leséo tecidual (VAN NUETEN; JANSSENS; VANHOUTTE, 1985). Esses
mediadores desempenham um papel na resposta inflamatéria, induzindo
vasoconstricado e agregacao plaquetaria, o que pode dificultar a alimentacdo continua
de insetos hemato6fagos (DE ARAUJO et al., 2012). As proteinas de ligacdo a aminas
biogénicas (ABPs) encontradas na saliva de triatomineos atuam como vasodilatador
ou anti-agregador plaqueario, se ligando a serotonina, norepinefrina e histamina,
impedindo que essas moléculas se liguem aos seus receptores no hospedeiro
(ANDERSEN et al., 2003; MANS; RIBEIRO; ANDERSEN, 2008). No presente estudo,
duas sequéncias (E2J733 Rhodnius biogenic aminebinding-like protein e
AOA171AWI7 Biogenic amine-binding protein) foram identificadas como ABP. Essas
moléculas também foram descritas na saliva de mosquitos, onde estdo envolvidas no
retardo da resposta imune do hospedeiro (CALVO et al., 2006; MANS et al., 2007), e
em géneros de carrapatos moles (Ornithodoros) e duros (Ixodes) (MANS; RIBEIRO;
ANDERSEN, 2008).

72



Estudos anteriores sobre outras espécies de triatomineos sugerem, por meio
de analises sialotranscriptémicas e filogenéticas, que as lipocalinas evoluiram a partir
de duplicacbes e divergéncias génicas, resultando em uma familia multigénica
abundante (SANTIAGO et al., 2020a). Essa hipétese foi recentemente refor¢cada na
analise do sialoma de Triatoma sordida (PRACA et al., 2022). Um exemplo adicional
gue reforca essa ideia € a similaridade observada entre a triabina e as lipocalinas, o
que sugere que a triabina pode ter evoluido de um ancestral comum das lipocalinas
(HERNANDEZ-VARGAS; SANTIBANEZ-LOPEZ; CORZO, 2016)

Um estudo recente identificou 29 lipocalinas na saliva de Rhodnius prolixus,
utilizando dados de transcriptoma e genoma. Varias dessas lipocalinas foram
encontradas em diferentes tecidos, como intestino, sistema nervoso central (SNC) e
orgaos reprodutivos, sugerindo fungbes além das conhecidas nas glandulas salivares.
A nitroforina-2, por exemplo, foi detectada no SNC, indicando papéis adicionais além
da inibicdo da agregacéao plaquetaria (SANTOS et al., 2022).

O estudo também revisou a nomenclatura das lipocalinas, propondo que
sejam classificadas pelo mecanismo molecular, e ndo pelo papel fisioldgico (que pode
variar conforme o local de expressédo) ou por outras escolhas arbitrarias, como a
espécie em que foram encontradas ou o nome do pesquisador. No entanto, a
nomenclatura atual tem sido utilizada pela comunidade cientifica ha mais de duas
décadas, e mudancas poderiam gerar confusdo. Ainda assim, o estudo apresentou
evidéncias de que, proteinas classificadas como inibidores de agregacao plaguetaria
(PAI-5) em R. prolixus, poderia ser uma triabina, assim como a procalina-1 e a
procalina-2, para as quais ndo ha estudos sobre suas funcdes na hematofagia
(SANTOS et al., 2022).

Os dados deste estudo séo consistentes com a literatura, que indica que as
lipocalinas séo proteinas presentes na saliva de triatomineos hematéfagos durante o
repasto, exercendo fungbes essenciais para o sucesso desse processo. A expansao
dessas proteinas nesses insetos reflete-se na sua abundancia e na redundéancia de
suas fungdes. Altas concentracdes de lipocalinas séo cruciais para neutralizar agentes
que ativam a resposta hemostatica do hospedeiro. A diversidade e variacdo na
expressado das lipocalinas podem representar uma estratégia para evitar as defesas

imune e hemostatica do hospedeiro.

73



6.1.2. Enzimas

A andlise do proteoma de T. costalimai revelou uma variedade de enzimas na
classe das proteinas secretadas. Entre os grupos mais representativos, foram
identificadas 14 proteases, 8 inositol fosfato fosfatases (INP5), 7 proteinas dissulfeto
isomerases (PDI) e 6 apirases salivares. Além disso, outras enzimas secretadas foram
encontradas, incluindo carboxilesterases, nucleases, ferritina, transferrina, entre

outras, associadas a processos como metabolismo de carboidratos e detoxificagéo.

6.1.2.1. Proteases

Proteases sédo enzimas que quebram ligagBes peptidicas em proteinas. Elas
podem ser classificadas em endopeptidases, que atuam em ligacbes internas, e
exopeptidases, que clivam ligacbes nas extremidades N ou C de cadeias
polipeptidicas (BARRETT, 2001; SANTIAGO et al.,, 2017). As proteases sao
agrupadas com base na estrutura de seus sitios ativos, e podem ser organizadas em
nove familias principais: aspartica, cisteina, glutdmico, metalo, serino, asparagina
liase, misto, treonina e funcéo desconhecida (RAWLINGS; BARRETT; FINN, 2015).

Em artropodes hematofagos, a descricdo dos sialomas revelou que diversas
proteases sao sintetizadas nas glandulas salivares, como por exemplo a identificagao
de sequéncias de metaloprotease e serino protease nas glandulas de triatomineos
(BUSSACOS et al., 2011; DE ARAUJO et al., 2012), mosquitos (CAO; GULATI;
JIANG, 2017) e carrapatos (BHOWMICK; HAN, 2020). Os avancos nas técnicas
transcriptbmicas permitiu identificar sequéncias codificadoras de proteases nas
glandulas salivares de artropodes hematéfagos (SANTIAGO et al.,, 2020b). No
entanto, a presenca dessas sequéncias ndo garante a expressao das proteinas.
Nesse sentido, a andlise protedbmica desempenha um papel fundamental ajudando a
confirmar quais proteinas séo realmente expressas.

Em triatomineos, estudos sugerem uma baixa atividade proteolitica na saliva,
e a funcdo dessas enzimas ainda nao foi totalmente elucidada (SANTIAGO et al.,
2017). No contexto da alimentacdo sanguinea, as proteases desempenham um papel
essencial na digestdo das proteinas do sangue, permitindo que 0s nutrientes sejam

liberados e usados para processos vitais, como desenvolvimento e reproducao
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(REYNOSO-DUCOING et al., 2023). Como o0 sangue contém cerca de 95% de
proteinas, principalmente albumina e hemoglobina, essas enzimas sao fundamentais
na digestdo para quebrar essas proteinas. Durante o processo de digestdo, essas
proteases atuam de forma coordenada para degradar a hemoglobina (GUMIEL et al.,
2020). Em mosquitos, predominam as serino proteases (CAO; GULATI; JIANG, 2017),
enquanto em carrapatos e triatomineos, sdo usadas principalmente proteases de
cisteina e asparticas (BHOWMICK; HAN, 2020; DE ARAUJO et al., 2023).

Com base nos resultados obtidos, foram identificadas proteases do tipo serino
e metaloproteases no proteoma das glandulas salivares de T. costalimai. Sequéncias
de metaloproteases e serino proteases foram divulgadas nas glandulas salivares de
triatomineos (SANTIAGO et al., 2016), e carrapatos (DECREM et al., 2008).

Embora algumas proteases cisteina (AOA171AH64, AOA1l61MSP6,
AOA171A467) e asparticas (AOA170ZM10) tenham sido identificadas e atendido aos
critérios de predicéo de sinal e localizacao extracelular, é provavel que sua presenca
esteja relacionada a uma possivel contaminagdo do intestino durante a preparagéo
das amostras. O fato de terem aparecido em poucas réplicas reforca essa
interpretacdo, sugerindo que essas proteinas podem nao ter uma funcdo direta na
saliva dos triatomineos. Assim sua funcéo parece estar mais associada ao ambiente
digestivo do intestino médio do que a uma atividade hemostética ou imunoldgica na

saliva.

6.1.2.1.1.  Serino protease

Entre as enzimas detectadas no proteoma das glandulas salivares de T.
costalimai, varias proteases do tipo serino foram encontradas. As serino proteases
sdo uma classe de enzimas amplamente distribuidas entre vertebrados e
invertebrados, e utilizam o residuo de serina em seu sitio catalitico para hidrolisar
ligagOes peptidicas (BARRETT, 2001; RAO et al., 1998). Entre as mais conhecidas, a
tripsina atua na clivagem de proteinas apos aminoacidos basicos, como arginina e
lisina, e desempenha um papel no processo digestivo (PATEL, 2017)

Proteases do tipo tripsina presentes na saliva de hemipteros hemato6fagos tém
sido sugeridas como desempenhando funcdes especializadas, processando

substratos especificos e atuando de maneira distinta das tripsinas digestivas
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convencionais (DE ARAUJO et al., 2023). Essas enzimas parecem ter evoluido para
neutralizar mecanismos hemostéaticos do hospedeiro, contribuindo para o sucesso da
alimentacdo sanguinea como uma adaptacao evolutiva (OLIVEIRA et al., 2021).

Uma protease do tipo serino, semelhante a tripsina, chamada triapsina, foi
descrita nas glandulas salivares de T. infestans (AMINO; TANAKA; SCHENKMAN,
2001). A triapsina € a serino protease mais bem caracterizada em triatomineos, sendo
expressa como um precursor inativo no par D2 das glandulas salivares, que € ativado
durante a alimentagéo (SANTIAGO et al., 2017). No estudo de Oliveira et al 2021., foi
demonstrado que a triapsina de T. infestans, atua como vasodilatador ao ativar o
receptor PAR-2. Essa pesquisa marcou a primeira evidéncia de que uma protease
salivar de um hematéfago atua como um vasodilator. A triapsina apresentou
preferéncia pela clivagem do peptideo PAR-2, e andlises por espectrometria de massa
identificaram um Unico sitio de clivagem correspondente ao local de ativacdo do
receptor. Além disso, também demonstraram que a triapsina induz a liberacdo de
6xido nitrico (NO) (DE ARAUJO et al., 2023; OLIVEIRA et al., 2021).

Apesar de ser liberada durante a alimentacdo, é improvavel que a triapsina
participe diretamente da digestdo, visto que nos Hemiptera, como T. infestans, a
digestdo de proteinas sanguineas ocorre no intestino médio, onde predominam as
proteases de cisteina e asparticas (DE ARAUJO et al., 2023; SANTIAGO et al., 2017).
O papel da triapsina parece estar mais relacionado a modulacdo das respostas
fisioldgicas do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2021).

As proteases do tipo tripsina foram identificadas em outras espécies de
triatomineos, como R. neglectus, T. infestans, T. dimidiata, P. megistus (SANTIAGO
et al.,, 2020b), T. sordida (PRACA et al.,, 2022) conforme revelado por estudos
protedmicos. No contexto dos resultados obtidos neste estudo, a tripsina foi uma das
serino proteases identificadas na analise protedbmica das glandulas salivares do T.
costalimai, e foi observada em mudltiplas réplicas, sugerindo sua relevancia nesse
contexto. A presenca dessa protease reforca a hipotese de que ela pode estar
envolvida em processos relacionados a evasdo da resposta hemostatica do
hospedeiro.

Outras serino proteases que foram identificadas pela andlise proteémica,
foram as duas identificacbes de proteases semelhantes a subtilisina, AOA023F185 e
AOAOV0G395, em que a primeira foi identificada em trés réplicas biolégicas. As
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subtilisinas sdo serina endopeptidases da familia S8, que atuam na protedlise ao
degradar precursores de proteinas in vivo. Amplamente distribuidas em diferentes
organismos, essas enzimas tém um espectro diversificado de funcbes bioldgicas
(FIGUEIREDO; SILVA; FIGUEIREDO, 2017). Elas clivam polipeptideos em locais
especificos, ativando moléculas como hormdnios, receptores e toxinas bacterianas
(GENSBERG; JAN; MATTHEWS, 1998). Em plantas, participam de processos de
desenvolvimento e resposta imune, enquanto em insetos, como Drosophila
melanogaster, estdo associadas ao metabolismo de neuropeptideos (FALKENBERG
et al., 2022).

E interessante notar que a subtilisina esta associada a facilitacédo da entrada
de fungos patogénicos na cuticula dos insetos (GAO et al., 2020). Beauveria bassiana
e Metarhizium anisopliae sédo dois exemplos de fungos entomopatogénicos utilizados
como agentes de controle biologico de pragas, sendo fontes de inseticidas e
acaricidas fungicos (FARIA; WRAIGHT, 2007). As enzimas responsaveis pela
degradacdo da cuticula, como lipases, quitinases e proteases, desempenham papel
essencial na viruléncia e na capacidade de penetracdo desses fungos (ZIBAEE;
RAMZI, 2018) . Entre elas, a serina protease Prl, similar a subtilisina, € uma das mais
eficazes na penetracdo da cuticula (GAO et al., 2020; WANG; CHEN, 2023). Além
disso, essa protease ativa uma cascata de reacfes que leva a producdo de moléculas
toxicas, promovendo a melanizagao e contribuindo para a morte do inseto (NAKHLEH;
EL MOUSSAWI; OSTA, 2017)

No contexto de triatomineos, jA foram identificados fungos em ambientes
peridomiciliares. Um estudo detectou 31 isolados de Metarhizium anisopliae e 15 de
Beauveria bassiana em 148 amostras coletadas de substratos infestados por
triatomineos em 24 fazendas no Centro do Brasil. Todos os isolados demonstraram
patogenicidade para T. infestans, indicando o potencial de ambos os fungos como
agentes de controle para os vetores da doenca de Chagas (LUZ; ROCHA; NERY,
2004). Outro estudo demonstrou espécie de T. sordida coletado em area
peridomeéstica infectado com fungo (LUZ; ROCHA; HUMBER, 2003). Essas espécies
ocorrem naturalmente em habitats peridomiciliares, contribuindo para o controle dos
triatomineos e a prevencdo da reinfestacdo ap0s a eliminacdo dos vetores em
ambientes domiciliares (LUZ; ROCHA; NERY, 2004).
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Fungos entomopatogénicos tém sido explorados como alternativas no
controle de insetos vetores, incluindo triatomineos, que transmitem o Trypanosoma
cruzi, o agente da doenca de Chagas (GARCIA et al., 2016). No presente estudo, 0s
triatomineos utilizados para a andlise protedbmica foram coletados em ambiente
silvestre, associados a rochas (MIRANDA et al., 2023), conforme descrito na
metodologia. Embora tenham se desenvolvido em colbnias, os individuos analisados
nao eram nascidos da col6nia, mas sim os que foram capturados diretamente da
natureza. Com base nisso, é provavel que os insetos estivessem infectados por
fungos. Portanto, as proteinas detectadas na saliva podem estar mais associadas a
presenca desses fungos do que, de fato, a hematofagia.

Uma das serina proteases identificadas foi uma carboxipeptidase
(AOA170XJP7), enzima que hidrolisa residuos de aminoacidos na extremidade C-
terminal de proteinas (BARRETT, 2001). As carboxipeptidases de serina (EC 3.4.16)
possuem uma triade catalitica composta por Ser, Asp e His, semelhante a outras
serino endopeptidases (WANIEK et al., 2014). Essas enzimas tém diversas fungoes,
como a digestdo de proteinas no intestino de animais e processamento pos-
traducional de outras enzimas (MITTAPALLI; WISE; SHUKLE, 2006). No
transcriptoma da glandula salivar de T. pallidipennis, foram identificadas proteases
com caracteristicas de uma peptidase S10, presente no veneno de abelhas, sugerindo
um papel potencial dessas enzimas como anti-hemostaticas (HERNANDEZ-VARGAS
et al., 2017). Outros estudos, entretanto, indicam que triatomineos podem usar essas
carboxipeptidases para digestdo no intestino médio posterior, onde estdo mais
associadas ao sistema digestivo do que a saliva (REYNOSO-DUCOING et al., 2023;
WANIEK et al., 2014).

6.1.2.1.2. Metaloproteases

As metaloproteases sdo enzimas que atuam em diversos processos
biolégicos, como desenvolvimento embrionario, processamento de hormonios
peptidicos, liberacdo de citocinas, adesao e migracdo celular, digestdo de nutrientes,
processamento de proteinas virais, biossintese da parede celular bacteriana e
metabolismo de antibioticos (NAGASE, 2001).
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Essas enzimas contém um ion metalico divalente em seu sitio ativo. Esse ion
participa da catalise auxiliando na hidrdlise da ligacdo peptidica (NAGASE, 2001). A
molécula de &gua, essencial para esse processo, também se liga ao ion metélico
como um quarto ligante na forma ativa da enzima. Embora o zinco seja o ion metalico
mais comum, em algumas ocasides, cobalto, manganés ou niquel podem estar
presentes (ALl et al., 2015a; BARRETT, 2001; NAGASE, 2001).

As metaloproteases sao encontradas em grande quantidade nos venenos de
serpentes, onde desempenham func¢des antitrombdticas e provocam hemorragias
(GUTIERREZ et al., 2005; SILVEIRA et al., 2007). Essas enzimas interferem na
coagulacdo sanguinea, degradam laminas basais e matrizes extracelulares,
contribuindo diretamente para o efeito hemorragico do veneno (SAJEVIC; LEONARDI;
KRIZAJ, 2011). Na saliva de varios animais hematéfagos, as metaloproteases atuam
na desregulacdo da hemostasia. Essas enzimas inibem a agregacao plaguetaria e
degradam fibrinogénio e fibronectina, bloqueando o processo de coagulagéo
sanguinea (DECREM et al., 2008).

Duas metaloproteases (EC:3.4.24) foram identificadas nesse estudo, no grupo
de putativamente secretada, e foram detectadas nas quatro réplicas. Ambas as
metaloendopeptidase (E2J7A2, AOA224XIT7) pertencem a familia M12 de peptidases,
possuem um dominio semelhante a astacina (EC 3.4.24.21), e sao ligantes de zinco.
Na saliva de T. matogrossensis (ASSUMPCAO et al., 2012) e no trato digestivo de R.
neglectus (RIBEIRO et al., 2014), também foram encontradas sequéncias
relacionadas a familia astacina de metaloproteases. Em R. neglectus, o sialoma
demonstrou a presenca de sequéncias relacionadas a metaloproteases dependente
de zinco semelhante a astacina (SANTIAGO et al., 2016). A familia astacina, nomeada
a partir da enzima digestiva do lagostim Astacus astacus, € composta por peptidases
de zinco (DUMERMUTH et al., 1991). Essas enzimas, extracelulares ou ligadas a
superficie celular, estdo envolvidas no processamento de peptideos, ativagdo de
fatores de crescimento e degradacgéo de polipeptideos (STOCKER et al., 1995).

Em carrapatos, as metaloproteases foram localizadas na saliva, intestino
médio e ovarios, desempenhando papéis importantes em processos como imunidade
inata, alimentacdo sanguinea, digestdo do sangue e vitelogénese (BHOWMICK; HAN,
2020). Metaloproteases putativas, como Metis 1 e Metis 2, foram identificadas nas

glandulas salivares de I. ricinus, onde estdo envolvidas na regulacdo da fibrinélise
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(DECREM et al., 2008). Além disso, metaloproteases de carrapatos tém sido
estudadas como potenciais candidatas a vacinas (MURFIN; FIKRIG, 2017). Pesquisas
que investigam o silenciamento génico dessas proteinas, assim como vacinas
recombinantes, tém mostrado resultados promissores. Por exemplo, o silenciamento
das metaloproteases Metis 1 e 2 via RNAI provocou alta mortalidade em carrapatos.
A imunizacao de coelhos com a proteina recombinante Metis 1 resultou na reducéo
do ganho de peso e da oviposicao de I. ricinus (BHOWMICK; HAN, 2020; DECREM
et al.,, 2008). Vacinas utilizando a metaloprotease HLMP1 de Haemaphysalis
longicornis também aumentaram a mortalidade dos carrapatos (IMAMURA et al.,
2009), enquanto a proteina BrRm-MP4, extraida das glandulas salivares de
Rhipicephalus microplus, demonstrou uma eficacia de 60% como vacina (ALl et al.,
2015b).

Os resultados relacionados as vacinas de carrapatos que utilizam
metaloproteases indicam que, embora essas proteinas tenham um potencial
terapéutico, sua estabilidade e a preservagdo da atividade a longo prazo podem
representar desafios (BHOWMICK; HAN, 2020). No entanto, em outras areas
terapéuticas, o abametapir — um inibidor de metaloproteinase — tem se mostrado
eficaz ao atuar em metaloproteinases essenciais para a eclosdo de ovos e 0
desenvolvimento de piolhos (BOWLES et al., 2019).

Em triatomineos, metaloproteases foram identificadas nas glandulas salivares
de espécies dos géneros Triatoma e Rhodnius, mas sua funcdo ainda esta em
investigacdo (PRACA et al., 2022; SANTIAGO et al.,, 2020b). No estudo de
sialocomplexomas de cinco espécies de Triatominae, foram exploradas as redes de
interacdo proteina-proteina através da espectrometria de massas, resultando na
identificacdo de trés metaloproteases. Entre elas, uma aminopeptidase, classificada
como um membro da familia M1 de metaloproteases Zn2*, foi identificada em D.
maxima. Outra metaloprotease dependente de zinco, pertencente a familia M16
também foi identificada em D. maxima, e pode estar relacionada a digestdo. Ja em R.
neglectus foi detectado um membro da familia M13 de metalopeptidases dependentes
de zinco (SANTIAGO et al., 2020a).

No sialoma mais recente de triatomineos, referente a espécie T. sordida,
foram encontradas sequéncias no transcriptoma mas com baixa abundancia e

expressdo, sem deteccdo de metaloproteases no proteoma (PRACA et al., 2022). No
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entanto, no presente estudo com o proteoma de T. costalimai, duas sequéncias foram
identificadas como secretadas, sugerindo sua presenca na saliva. E possivel que as
metaloproteases dos triatomineos desempenhem fungdes semelhantes as
observadas em carrapatos (SANTIAGO et al., 2017).

Os avancos nas pesquisas sugerem que o desenvolvimento de medicamentos
baseados em metaloproteases pode ser promissor, resultando em opcodes
terapéuticas mais eficazes e direcionadas. Esses medicamentos podem ser utilizados

no tratamento de distarbios hemorragicos e tromboticos (DE ARAUJO et al., 2023).

6.1.2.2. Apirases

As apirases (EC 3.6.1.5) sdo uma familia de enzimas que desempenham a
funcao de hidrolisar os nucleotideos ATP e ADP, convertendo-os em AMP + Pi, e s@o
encontradas em todos os animais (MEYERHOF, 1945; PLESNER, 1995). Em
artropodes hematéfagos, j4 foi encontrada na saliva de carrapatos, mosquitos,
triatomineos e pulgas (HUGHES, 2013).

A apirase salivar interfere na sinalizacdo nucleotidica entre as plaquetas,
adquirindo carater anti-agregador plaquetario, auxiliando a contornar as respostas
imune e hemostatica do hospedeiro vertebrado (DE ARAUJO et al., 2012; SANTIAGO
et al., 2016). Quando ocorrem lesdes nos tecidos, como a danificacdo das células
endoteliais, nucleotideos como ATP e ADP sd&o liberados no espacgo extracelular,
atuando na sinalizacdo hemostéatica e na modulacao do sistema imunolégico (BROOS
etal., 2011; FERREIRA et al., 2010; GREEN, 2006). Nesse sentido, a secrecado dessa
enzima ao hidrolisar o ADP, reduz sua disponibilidade no sangue, impedindo a
formacao de coagulos que poderiam interromper a alimentacdo (RIBEIRO; GARCIA,
1980; SANTIAGO et al., 2020a).

As apirases formam trés familias distintas: 5’-nucleotidases, Cimex e CD39
(HUGHES, 2013). As enzimas da familia 5’-nuclectidase estdo associadas a
regulacdo da sinalizacéo celular e sdo ativadas por ions Ca?* ou Mg?* (CHAMPAGNE
et al., 1995; FAUDRY et al., 2004) . A familia Cimex, nomeada a partir do percevejo
Cimex lectularius, é caracterizada pela dependéncia exclusiva do Ca?* para ativacdo
(DE ARAUJO et al., 2012; VALENZUELA et al., 1998). Ja as apirases da familia CD39

sdo semelhantes a antigenos das células B humanas e exigem ions Ca?* ou Mg?*
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para sua ativacdo, sendo encontradas em espécies como a pulga Xenopsylla cheopis
(DE ARAUJO et al., 2012; RIBEIRO; VAUGHAN; AZAD, 1990).

No presente estudo, cinco apirases salivares foram identificadas em todas as
quatro réplicas: E2J7A7, E2J7A6, AOA023FD86, Q70GK8 e AOA023FB45, enquanto
AOA224XLI5 foi encontrada apenas nas réplicas 1 e 3. Essas apirases foram
classificadas como pertencentes a familia 5’-nucleotidase (InterPro ID: IPR006179).
Da mesma forma, a analise no Gene Ontology (GO) as classificou como proteinas que
possuem atividade de 5’-nucleotidase (GO:0008253), reforcando uma possivel funcao
enzimatica na hidrolise de nucleotideos. E interessante notar que, as E2J7A7 e
E2J7A6 foram preditas pelo OutCyte como possuindo dominio transmembrana, e
tanto o DeepTMHMM quanto o DeepLoc indicaram a presenca de peptideo sinal,
sendo preditas pelo DeepLoc como proteinas extracelulares. Essas duas sequéncias
foram incluidas manualmente no grupo de "putativamente secretadas".

Espécies de artrépodes filogeneticamente distantes podem compartilhar
apirases salivares pertencentes a mesma familia. Um exemplo disso € a presenca de
apirases salivares da familia 5'-nucleotidase em diferentes familias de insetos da
ordem Diptera, como Culicidae (CHAMPAGNE et al., 1995; LOMBARDO et al., 2000)
e Glossinidae (ALVES-SILVA et al., 2010). Essa mesma familia de apirases também
foi identificada em insetos da ordem Hemiptera (ASSUMPCAO et al., 2008; FAUDRY
et al., 2004) e em carrapatos (STUTZER et al., 2009). Em Triatoma infestans, foram
identificadas cinco isoformas glicosiladas de apirase na saliva, com massas
moleculares de 88, 82, 79, 68 e 67 kDa, da familia 5'-nucleotidases (DE ARAUJO et
al., 2012; FAUDRY et al., 2004, 2006). A apirase salivar também foi descrita em outros
triatomineos, como T. brasiliensis (SANTOS et al., 2007), T. dimidiata (KATOA et al.,
2010), R. prolixus (RIBEIRO; GARCIA, 1980), P. megistus (RIBEIRO; SCHWARZ;
FRANCISCHETTI, 2015), D. maxima (ASSUMPCAO et al., 2011) e T. sordida
(PRACA et al., 2022). Estudos filogenéticos sustentam a ideia de que a expressao de
apirases salivares evoluiu independentemente em diferentes grupos de artropodes
hematofagos (HUGHES, 2013).

Pala et al.2024 investigaram o papel da apirase salivar de Anopheles gambiae
(AgApyrase) na regulacdo da hemostasia durante a alimentacdo sanguinea e na
transmissao do Plasmodium, parasita causador da malaria. Eles demonstraram que a

apirase, além de inibir a agregacédo plaquetaria, reduz a coagulacdo sanguinea e
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facilita a transmissdo do Plasmodium. Além disso, os resultados mostraram que 0s
mosquitos ingerem uma quantidade significativa de apirase, 0 que aumenta a infec¢ao
por Plasmodium no intestino do mosquito. Além disso, a imunizagdo com AgApyrase
inibiu a infecgcéo e a transmisséo do parasita, sugerindo que a apirase tem um papel
crucial na transmissao da malaria e pode ser um alvo para estratégias de prevencao
(PALA et al., 2024).

6.1.2.3. Inositol 5-fosfatase

No presente estudo, foram identificadas oito proteinas pertencentes a familia
Inositol 5-fosfatase (IPR046985) no proteoma das glandulas salivares de T. costalimai.

A familia das inositol polifosfato 5-fosfatases (INP) compreende enzimas que
removem especificamente o grupo fosfato da posicdo 5 do anel de inositol de
moléculas como fosfoinositideos (ASTLE et al.,, 2007). Essas enzimas atuam na
regulacédo de diversos processos celulares, incluindo sinalizacéo, organizagcdo do
citoesqueleto e secregcdo (HAKIM et al.,, 2012). Elas modulam a concentracdo de
fosfatos de inositol nas membranas plasmaticas, o que afeta processos como 0
trafego vesicular, a endocitose e a secrecdo de vesiculas, além de influenciar
diretamente a forma da membrana (ANDERSEN; RIBEIRO, 2006).

A INP foi identificada pela primeira vez na saliva de R. prolixus, e é
amplamente observada em sialomas de triatomineos, como Triatoma brasiliensis
(SANTOS et al., 2007), T. infestans (ASSUMPCAO et al., 2008; SCHWAR?Z et al.,
2014), T. matogrossensis (ASSUMPCAO et al., 2012), T. dimidiata (KATOA et al.,
2010; SANTIAGO et al., 2018), T. pallidipennis (HERNANDEZ-VARGAS et al., 2017),
P. chinai (KATO et al., 2017), P. megistus (BUSSACOS et al., 2011) e P. lignarius
(NEVOA et al., 2018), T. sordida (PRACA et al., 2022).

A funcdo especifica dessas enzimas na alimentacdo sanguinea ndo foi
demonstrada e permanece incerta (SANTIAGO et al., 2020b). No caso de R. prolixus,
inicialmente acreditava-se que estavam ligadas a atividade apirase salivar, mas
estudos subsequentes demonstraram que essa associacdo nao se confirmou
(RIBEIRO et al., 2004). Sugeriu-se que o INP-5 de R. prolixus atua reduzindo a
concentracdo de fosfolipidios nas membranas plasmaticas, incluindo plaquetas,

alterando o trafego de membranas e a secrecdo de vesiculas, aléem de modificar a
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forma da membrana (ANDERSEN; RIBEIRO, 2006). Os fosfatos de inositol
desempenham um papel essencial na sinalizacdo de membranas, influenciando
processos como a hemostasia e a ativacao plaquetéria (PURVIS et al., 2008). Embora
a interrupcdo da via nos hospedeiros possa gerar efeitos anti-inflamatérios e
imunossupressores, essa via é predominantemente intracelular, o que dificulta tais
atividades. No entanto, especula-se que as INP salivares possam ser internalizadas
nas células, possivelmente com o auxilio de hemolisinas salivares (SANTIAGO et al.,
2020Db).

6.1.2.4. Outras enzimas

Outras enzimas como nucleases, isomerases, carboxilesterase, ferritina,
transferrina, entre outras também foram identificadas no proteoma do T. costalimai
(Tabela 4). Essas enzimas também foram relatadas no sialocomplexomas de
triatomineos (SANTIAGO et al., 2020a), e no sialoma do T. sordida (PRACA et al.,
2022), com excegdo das enzimas ligadas ao processo de homeostase do ferro.
Conforme observado por Santiago e colaboradores, essas enzimas participam de
cascatas enzimaticas que controlam diferentes processos biologicos. Além disso, a
funcdo especifica dessas enzimas na saliva ainda ndo estd completamente
esclarecido (SANTIAGO et al., 2020a).

As esterases encontradas foram caracterizadas como carboxilesterases (EC
3.1.1) e colinesterase (EC 3.1.1.8). A familia Carboxilesterase/Lipase Tipo B inclui
enzimas que atuam em Vvarios processos biolégicos, como a desintoxicacdo de
xenobidticos, o metabolismo de lipidios e a hidrélise de diferentes substratos éster
(HOTELIER et al., 2010). A especificidade para diferentes substratos reflete sua
funcdo no metabolismo lipidico, atuando em ésteres de acidos graxos de varias
cadeias e triglicerideos (YU et al.,, 2009). Essas enzimas foram previamente
caracterizadas em espécies de triatomineos (TRAVERSO et al., 2022). Em R.
prolixus, por exemplo, estdo relacionados a digestdo de triacilgliceréis (GRILLO;
MAJEROWICZ; GONDIM, 2007). Esterases desse tipo foram identificadas nos
venenos de insetos da familia Apidae, como Apis, e de Aculeata (CUI et al., 2011).
Em insetos, essas enzimas estado associadas a resisténcia a inseticidas por meio da

hidrolise ou sequestro dede compostos organofosforados, que sdo amplamente
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usados como base de inseticidas (SCHAMA et al., 2016). Nos reduvideos
hematofagos, as esterases podem ter um papel ainda indefinido, mas potencialmente
relevante no processamento do sangue ingerido durante a alimentacao
(HERNANDEZ-VARGAS et al., 2017).

O ferro é fundamental para processos celulares essenciais, mas também é
perigoso devido a sua tendencia a interagir e formar espécies reativas de oxigénio
(KOSMAN, 2010). Além disso, o ferro é um elemento-chave no sistema imunoldgico,
frequentemente se tornando um alvo na disputa entre o hospedeiro e patdégenos
invasores (BARBER; ELDE, 2015). Nesse sentido, os organismos desenvolveram um
conjunto diversificado de proteinas responsaveis pela regulacdo, armazenamento,
transporte e sequestro de ferro (BAKER; LINDLEY, 1992). Foram identificadas duas
sequéncias caracterizadas como ferritina (A6YPI1, AOA171A632), e uma outra como
transferrina (AOA170Y4Q2). Além disso, uma identificacao “Salivary secreted protein”
(A6YPDO), foi identificada como pertencente a familia de redutases de quelato férrico
e proteinas de defesas putativas (IPR051237).

A ferritina € uma das principais proteinas responsaveis pelo armazenamento
de ferro ndo heme em animais, plantas e microrganismos (CRICHTON;
CHARLOTEAUX-WAUTERS, 1987; THEIL, 1987). Na hemolinfa, a ferritina &
encontrada como um complexo proteico secretado, facilitando a mobilizacdo e
utilizacéo do ferro (PASKEWITZ; SHI, 2005). Além de seu papel no metabolismo do
ferro, a ferritina também pode estar envolvida na resposta imunolégica (NICHOL;
LAW; WINZERLING, 2002). Estudos protedmicos mostraram que a ferritina é induzida
em diferentes desafios patogénicos, sugerindo que ela pode atuar como um mediador
na defesa do inseto contra infecgdes (PHAM; WINZERLING, 2010).

Em carrapatos, como o I. ricinus, foram descritos a proteina Fer2 e a proteina
responsiva ao ferro (IRP), que sdo expressas exclusivamente no intestino do
carrapato. Essas proteinas sdo essenciais para o transporte de ferro para os tecidos
periféricos, desempenhando fun¢des normais no organismo. (HAJDUSEK et al.,
2009). Um estudo revelou que a vacinacdo com Fer2 recombinante tem potencial para
controlar infestagcbes de carrapatos em coelhos infectados por . ricinus (HAJDUSEK
et al., 2010).

Transferrinas sdo glicoproteinas presentes em diversos animais, incluindo

mamiferos, marsupiais, peixes e mais de 34 espécies de invertebrados, como R.
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prolixus (URSIC-BEDOYA; LOWENBERGER, 2007). Desempenham um papel no
sequestro e transporte de ferro, gracas a sua capacidade de ligacdo com alta afinidade
ao ferro (BAKER; LINDLEY, 1992). Em insetos, essas proteinas desempenham
papéis de defesa, sendo sintetizadas e armazenadas no corpo adiposo, de onde sé&o
posteriormente secretadas para a hemolinfa. Ali, elas atuam na absorcdo e
distribuicdo de ferro em conjunto com a ferritina (YOSHIGA et al.,, 1997). As
transferrinas encontradas na hemolinfa de insetos, como por exemplo a Tsfls também
tém funcdes relacionadas ao sequestro e transporte desse metal (WEBER; KANOST;
GORMAN, 2020).

Em carrapatos, a transferéncia de transferrina proveniente do hospedeiro no
carrapato duro Haemaphysalis longicornis foi estudada, mostrando que essa
transferrina € transportada para o ovario através do intestino médio e da hemolinfa.
Os resultados sugerem que a transferrina derivada do hospedeiro pode atuar como
uma fonte de ferro para o ovario (MORI et al., 2014). No estudo dos
sialocomplexomas, uma transferrina foi encontrada em R. neglectus, e foi classificada
relacionada a imunidade do inseto (SANTIAGO et al., 2020a). No transcriptoma do
corpo adiposo de P. lignarius, uma transferrina também foi identificada. A ferritina e a
transferrina possivelmente desempenham papéis na regulacdo e desintoxicacdo do
ferro em triatomineos (HERNANDEZ-VARGAS et al., 2017).

No proteoma do T. costalimai, foram identificadas proteinas dissulfeto
isomerase (PDI) (IPR005788), das quais quatro foram detectadas em mais de uma
replicata. Todas as sete identificacdes apresentaram predicdo de peptideo sinal e
estdo localizadas no reticulo endoplasmatico, apenas uma extracelular. A PDI atua no
reticulo endoplasmatico, sdo proteinas multifuncionais responséaveis pela formacéo,
qguebra e rearranjo de ligacdes dissulfeto (WILKINSON; GILBERT, 2004). Geralmente,
as PDI contém quatro dominios semelhantes a tiorredoxina (LYLES; GILBERT, 1994).
Além disso, a PDI atua como uma chaperona molecular no RE, desempenhando uma
funcdo fisiologica importante ao facilitar o correto dobramento das proteinas
(WILSON; LEES; BULLEID, 1998). O volume de sangue ingerido pelos triatomineos
afeta seu desenvolvimento ninfal (KOLLIEN et al., 2001) e a metaciclogénese de T.
cruzi (GARCIA et al., 1995). A molécula de heme livre é um pré-oxidante e agente
citotoxico, promovendo estresse oxidativo e a formacdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS), que podem oxidar ligagbes dissulfeto e desnaturar proteinas
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(GRACA-SOUZA et al., 2006). Chaperonas como a isomerase de dissulfeto, que
foram identificadas no trato digestivo de triatomineos como em D. maxima e T.
infestans, auxiliam na protecdo contra esses danos, facilitando o correto dobramento

das proteinas e prevenindo sua agregacdo (GUMIEL et al., 2020).

6.1.3. Inibidores de proteases

Em relacdo aos inibidores de protease, um total de 5 inibidores de proteases
foram encontrados na saliva de T. costalimai. Essas proteinas séo classificadas com
base em seus diferentes dominios, como o dominio Kazal e as serpinas (NEVOA et
al., 2018). Isso corrobora outros estudos, em que os inibidores de proteases,
principalmente inibidores de serino e cisteino proteases, sdo encontrados com
frequéncia no sialoma de artrépodes hematdéfagos (SANTIAGO et al., 2020b). Nos
vetores que se alimentam de sangue, esses inibidores geralmente estdo ligados a
modulacdo da resposta imune do hospedeiro e a manutencdo da homeostase (ABBAS
etal., 2022). Em geral, inibidores de proteases que impactam a coagulacéo sanguinea
tendem a direcionar sua acdo ao fator Xa ou a trombina, elementos comuns as vias
intrinseca e extrinseca da coagulacédo (LU et al., 2023).

Em mosquitos, estudos mostraram que a saliva de anofelinos inibe a trombina,
enquanto a de culicineos age principalmente sobre o fator Xa (STARK; JAMES, 1996).
Inibidores tanto do fator Xa quanto da trombina foram identificados em carrapatos
(MARTINS et al., 2020), flebotomineos (COLLIN et al., 2012) e barbeiros (NOESKE-
JUNGBLUT et al., 1995). Em triatomineos a acdo antiprotease pode se manifestar
tanto no ambiente extracelular quanto no contetdo salivar (PRACA et al., 2022).

Os inibidores de serino protease sdo classificados em quatro principais
grupos: Kunitz, dominio semelhante ao inibidor de tripsina, inibidores do dominio
Kazal e serpinas. Ja os inibidores de cisteino protease pertencem a familia das
cistatinas (PARIZI et al., 2018).

6.1.3.1. Kazal

Os inibidores de serino protease do tipo Kazal séo proteinas com dominio de

40 a 60 aminoacidos de comprimento, contendo seis residuos de cisteina. Esses
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inibidores de protease possuem um ou multiplos dominios, e cada dominio Kazal
contém uma sequéncia conservada. Além disso apresentam um padrao especifico de
cisteinas que formam ligacdes dissulfeto, conferindo uma estrutura tridimensional
estavel e altamente similar entre as proteinas dessa familia (DONPUDSA,
TASSANAKAJON,; RIMPHANITCHAYAKIT,  2009; RIMPHANITCHAYAKIT;
TASSANAKAJON, 2010; VAN DE LOCHT et al., 1995). A familia de inibidores de
protease Kazal pertence ao Cla IA e a familia 11 de inibidores de peptidase. Esses
inibidores regulam a atividade de diversas serina proteases do Cla PA e da familia S1,
a qual pertence a trombina (RAWLINGS; BARRETT; FINN, 2015; SANTIAGO et al.,
2020b).

Diversas proteinas da familia Kazal foram identificadas tanto em vertebrados
quanto em invertebrados e exercem diversas fun¢des bioldgicas, variando de acordo
com a interacdo com o ambiente ou o hospedeiro (RIMPHANITCHAYAKIT;
TASSANAKAJON, 2010). Membros dessa familia foram relatados na saliva de
animais hematéfagos, como tabanideos, mosquitos, sanguessugas e triatomineos
(CAMPOS et al, 2002; LOVATO et al, 2011; RIMPHANITCHAYAKIT;
TASSANAKAJON, 2010; TAKAC et al., 2006). Eles atuam como vasodilatadores
(TAKAC et al., 2006), apresentam propriedades antibacteriana (DONPUDSA;
TASSANAKAJON; RIMPHANITCHAYAKIT, 2009), efeitos anticoagulantes
(FRIEDRICH et al., 1993) e acao antitripanossoma (LOVATO et al., 2011). Por
exemplo, o Vasotab, um inibidor de protease do tipo Kazal identificado na saliva da
mosca-dos-estabulos Hybomitra bimaculata (Diptera: Tabanidae), possui atividade
vasoativa e antiplaquetéaria, atuando como vasodilatador por meio da inibicdo de
canais idnicos (SANTIAGO et al., 2016; TAKAC et al., 2006). Além disso, inibidores
de protease dessa familia também sdo componentes importantes do veneno de
percevejos hemipteros, sugerindo uma origem ancestral desses inibidores (WALKER
et al., 2019).

Em triatomineos, varios inibidores de serino protease do tipo Kazal foram
identificados no intestino médio. Entre eles estdo a rhodniina de Rhodnius prolixus
(VAN DE LOCHT et al., 1995), infestina de Triatoma infestans (CAMPOS et al., 2002),
brasiliensina de T. brasiliensis (ARAUJO et al., 2007) e dipetalogastina de D. maxima
(MENDE et al., 1999), e foram caracterizadas por inibir diversas enzimas como
trombina, tripsina e quimiotrispina (RIMPHANITCHAYAKIT; TASSANAKAJON, 2010).
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Considerando que os triatomineos consomem grandes quantidades de sangue, a
presenca da atividade anticoagulante nos intestinos € essencial para prevenir o
aumento da viscosidade sanguinea no trato digestivo, que facilita tanto o
armazenamento quanto a digestao do sangue ingerido.

Os inibidores de proteases do tipo Kazal também foram identificadas na
saliva de barbeiros (ASSUMPCAOQ et al., 2008, 2011; KATO et al., 2017; RIBEIRO;
SCHWARZ; FRANCISCHETTI, 2015; SANTIAGO et al., 2016; SANTOS et al., 2007).
No proteoma de Triatoma costalimai, foram identificadas duas sequéncias, A6YPKO e
E2J791, ambas pertencentes a superfamilia de dominios Kazal, com a primeira

sequéncia sendo identificada nas quatro réplicas bioldgicas.

6.1.3.2. Serpina

Outro inibidor de protease identificado na saliva de T. costalimai, pertence a
familia Serpina (IPR000215). As serpinas (inibidores de serina protease, ou SERine
Proteinase INhibitors) pertencem a familia de inibidores 14 (ABBAS et al., 2022). As
serpinas constituem o maior grupo de inibidores de serina proteases, entretanto,
algumas apresentam inibicdo cruzada de cisteino proteases, incluindo caspases e
catepsinas (TAKEDA et al., 1995). Estas proteinas sdo compostas por 350 a 500
residuos de aminoécidos, apresentando pesos moleculares entre 40 e 60 kDa
(GETTINS, 2002). Amplamente distribuidas em eucariotos, as serpinas compartilham
uma estrutura terciaria tipica, que inclui um conjunto de nove a-hélices e trés folhas 3
(VAN GENT et al., 2003). Um dos componentes centrais da sua funcao é o loop reativo
(RCL), que interage com a protease-alvo e leva a inativacdo de seu sitio catalitico
(GETTINS, 2002).

As serpinas inibitorias exercem func¢des importantes no controle de vias
fisiologicas mediadas por serina proteases tanto em vertebrados quanto em
invertebrados (SPENCE et al., 2021). Entre suas principais funcdes, destacam-se a
regulacdo da coagulacédo sanguinea, da fibrindlise, da inflamacéo e da ativacéo do
sistema complemento (ABBAS et al., 2022). Sua deficiéncia ou superexpressao pode
levar a condi¢bes como trombose ou sangramento anormal (RAU et al., 2007).

As serpinas ou proteinas com dominio semelhante (serpin-like) estdo

presentes na saliva de diversos artropodes e desempenham funcdes relacionadas a
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hemostasia, interferindo na adesao plaquetaria, fibrindlise e coagulacao, o que facilita
0 processo de alimentacdo sanguinea (NEVOA et al., 2018; RAU et al., 2007). Se
destacam como um grupo diversificado de anticoagulantes salivares, direcionadas aos
fatores da cascata de coagulacédo sanguinea do hospedeiro (DA SILVA VAZ JUNIOR
et al., 2024)

Em mosquitos, a funcdo das serpinas salivares esta relacionada a regulacéo
da hemostasia do hospedeiro, atuando como inibidores reversiveis do fator Xa.
Estudos com extratos de glandulas salivares de culicineos confirmaram a presenca
de um inibidor especifico do fator Xa, posteriormente identificado como uma serpina
(STARK; JAMES, 1996). As serpinas também foram descritas na saliva de carrapatos,
onde atuam na modulacdo das respostas do hospedeiro, como a inibicdo da
coagulacdo e na imunossupressao (ABBAS et al., 2022). Em Ixodes ricinus, essas
moléculas regulam o equilibrio entre trombina ativa e inativa, funcionando como
anticoagulantes que bloqueiam a cascata de coagulacdo do hospedeiro vertebrado
(PREVOT et al., 2009).

Em P. lignarius, foram identificadas duas serpinas com alta expressao salivar,
conforme evidenciado em analises transcriptomica (NEVOA et al., 2018) . Em outra
espécie, P. megistus, foi caracterizada a PMSRP1, uma serpina expressa
constitutivamente na hemolinfa, com cerca de 40 kDa e 404 residuos de aminoécidos.
A expressdo do mRNA que codifica PMSRP1 sofre modulagdo nos hemacitos e no
intestino em resposta a infec¢do por T. cruzi, indicando uma possivel funcédo dessa

serpina nas interacfes entre o parasita e o vetor (MOREIRA et al., 2014).

6.1.3.3. Pacifistina

Pacifastina € uma familia de inibidores de serino protease, primeiramente
identificada no plasma do lagostim Pacifastacus leniusculus, onde atua como um
inibidor eficaz de enzimas como tripsina e quimotripsina (BREUGELMANS et al.,
2009). Essa familia € formada principalmente por proteinas com multiplos dominios,
apresentando uma estrutura heterodimérica composta por uma cadeia de transferrina,
conhecida como cadeia pesada (PHC), e uma cadeia inibidora de protease, chamada

cadeia leve (PLC) (LIANG et al., 1997). A subunidade inibitoria possui uma sequéncia
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consenso com seis residuos de cisteina, configurados de forma a criar trés ligacdes
dissulfeto (LIANG et al., 1997).

Estudos identificaram moléculas semelhantes a pacifastina em insetos
hematdéfagos, onde sdo reguladas positivamente no corpo adiposo ap0s a ingestao de
sangue, indicando uma possivel funcéo no sistema imunologico do inseto ao lidar com
microrganismos adquiridos durante a alimentacdo (DE MARCO et al., 2010). Embora
ainda se conheca pouco sobre as proteases-alvo e os papéis fisioldgicos exatos
dessas pacifastinas, acredita-se que elas estejam ligadas a imunidade inata dos
artrépodes e possivelmente a outros processos essenciais (SANTIAGO et al., 2016).

As pacifastinas podem regular diversos processos dependentes de serino
peptidases, incluindo a imunidade e a reproducdo (DE MARCO et al., 2010) . Em
Hemiptera, por exemplo, foram caracterizados dois inibidores de protease
semelhantes a pacifastina nos ovos de T. infestans, sugerindo seu envolvimento na
resposta imune (DE MARCO et al., 2010). Entre os triatomineos, membros dessa
familia foram identificados nos sialotranscriptomas de espécies como R. neglectus, P.
megistus (RIBEIRO; SCHWARZ; FRANCISCHETTI, 2015), T. infestans , T. dimidiata
e T. sordida (PRACA et al., 2022; SANTIAGO et al., 2020b).

6.1.3.4. Kunitz

As proteinas da familia Kunitz sdo geralmente pequenas, com peso molecular
entre 18 e 24 kDa. Cada dominio Kunitz possui cerca de 60 residuos de aminoacidos
e um peso molecular de aproximadamente 7 kDa, apresentando uma estrutura
composta por duas fitas  antiparalelas e uma ou duas hélices a (JMEL et al., 2023)
(MISHRA, 2020). Esse dominio possui seis cisteinas conservadas que formam trés
ligacbes dissulfeto, estabilizando a estrutura e, em alguns casos, os dominios de
ligacdo (VENTURA et al., 2013).

As proteinas que contém o dominio Kunitz, que atuam como inibidores de
serino protease (PIs), sdo encontradas em uma ampla variedade de organismos,
incluindo animais, plantas e microrganismos (DE MAGALHAES et al., 2018). O
primeiro membro descrito dessa familia, o inibidor de tripsina pancreatica bovina
(BPTI), foi identificado ha mais de 80 anos e se tornou um dos modelos mais
estudados para entender a estrutura e o dobramento de proteinas globulares
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(ASCENZI et al., 2003; KUNITZ; NORTHROP, 1936). Além de inibir serino proteases,
certas proteinas com dominio Kunitz funcionam como blogueadores de canais ibnicos,
0 que é particularmente comum em venenos de animais pegonhentos, sendo por isso
conhecidas como toxinas do tipo Kunitz. Essas toxinas também foram encontradas
em secrecdes de parasitas (FLO et al., 2017). Nos vertebrados, os inibidores do tipo
Kunitz tém papel essencial na regulacdo de processos inflamatérios, enquanto nos
invertebrados, suas funcbes s&o diversas, incluindo atividades anticoagulantes,
fibrinoliticas e antimicrobianas (DE MAGALHAES et al.,, 2018; RANASINGHE;
MCMANUS, 2013) .

Nos transcriptomas das glandulas salivares de carrapatos, os dominios do tipo
Kunitz séo frequentemente encontrados entre as cinco classes de proteinas mais
expressas, juntamente com lipocalinas, por exemplo (JMEL et al.,, 2023). Esses
inibidores de serina atuam em bloquear as respostas do hospedeiro, facilitando a
alimentacéo sanguinea (DA SILVA VAZ JUNIOR et al., 2024). Essa predominancia é
observada tanto em carrapatos argasideos (carrapatos moles) quanto em ixodideos
(carrapatos duros) em todas as fases de desenvolvimento — larvas, ninfas e adultos
— embora haja uma variacao significativa entre diferentes espécies (JMEL et al.,
2023).

Nos triatomineos, a presenca de proteinas do tipo Kunitz na saliva nao é
comum (SANTIAGO et al., 2020b); no entanto, no transcriptoma de T. sordida, foram
identificados sete CDS (sequéncias codificadoras) desse tipo (PRACA et al., 2022).
No proteoma do T. costalimai foi realizada uma identificacdo, mas sdo necessarias
investigacbes adicionais para confirmar a presenca e a funcionalidade dessas

proteinas.

6.1.4. Hemolisina/MYS e Trialisina

No proteoma de T. costalimai, foram identificadas cinco proteinas
MYS/hemolisina-like e cinco trialisinas. Essas proteinas sdo conhecidas pela
capacidade de formar poros em membranas, 0 que as torna permeabilizadoras de
diversos tipos de células, e tem propriedades antimicrobianas (PRACA et al., 2022).

A familia das hemolisinas inclui proteinas sollveis e secretadas, capazes de

formar canais transmembrana poliméricos que permeabilizam diferentes células-alvo,
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como eritrécitos e leucocitos, causando alteracdo nas funcdes celulares ou lise
(ASSUMPCAO et al., 2008) (HYLAND et al., 2001). Comumente encontradas em
microrganismos como Escherichia coli (BHAKDI et al.,, 1996), Bacillus cereus
(RAMARAOQ; SANCHIS, 2013) e Staphylococcus aureus, essas proteinas sao fatores
de viruléncia importante para esses microrganismos e pertencem a familia de
proteinas RTX (repeat in toxin) (WELCH, 2001). O termo "hemolisina" deriva de sua
acdo litica sobre gldbulos vermelhos (ROWE; WELCH, 1994). Além disso, essas
toxinas também apresentam toxicidade para células epiteliais, endoteliais, imunes e
para plaquetas (RAMARAO; SANCHIS, 2013). Homdlogos dessas toxinas também
sdo encontrados em venenos de artropodes, com possivel funcdo defensiva ou
protecdo contra infeccdes (WALKER et al., 2017) . Além disso, proteinas do tipo
hemolisina sdo abundantes na glandula de veneno do percevejo P. plagipennis, um
predador da familia dos reduvideos (PRACA et al., 2022; ROWE; WELCH, 1994;
WALKER et al., 2017).

Em insetos hemat6fagos, um evento importante na digestdo do sangue é a
lise dos eritrocitos, que permite a liberacdo do contetdo celular, rico em proteinas
(ARCA; RIBEIRO, 2018). Proteinas semelhantes & hemolisina da familia MYS foram
inicialmente relatadas no sialotranscriptoma de R. prolixus (RIBEIRO et al., 2004), e
sdo comumente encontradas em trabalhos sobre saliva de triatomineos (SANTIAGO
et al., 2020b). Além disso, a trialisina € considerada um membro da familia de
hemolisinas, uma vez que é uma proteina litica e formadora de poros (ROCHA et al.,
2022) também presente no sialoma de triatomineos (DE ARAUJO et al., 2012). As
funcdes dessas proteinas na saliva de triatomineos podem envolver a lise de
eritrécitos para facilitar as etapas iniciais da digestdo, além de possivelmente atuar
como agentes antimicrobianos (ASSUMPCAO et al., 2008).

6.1.5. Antigeno 5

As proteinas classificadas como antigeno 5 (Ag5) fazem parte da superfamilia
CAP, que inclui proteinas secretoras ricas em cisteina (CRISP) em mamiferos,
proteinas do tipo antigeno 5 em insetos e proteinas relacionadas a patogénese (Pr-1)
em plantas (GIBBS; ROELANTS; OBRYAN, 2008; SCHREIBER; KARLO;
KOVALICK, 1997). Membros dessa familia em venenos de cobras, lagartos e caracois
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Conus atuam como toxinas, inibidores de canais idnicos ou proteases (MILNE et al.,
2003; YAMAZAKI; MORITA, 2004). Muitas subfamilias CAP, inicialmente
caracterizadas em mamiferos, possuem homdlogos especificos entre o0s
invertebrados (ABRAHAM; CHANDLER, 2017). As proteinas Ag5 sdo alérgenos
potentes para mamiferos, sendo o antigeno 5 descrito como o principal componente
alergénico em venenos de vespas, marimbondos e formigas de fogo (HOFFMAN,
1993; KING; SPANGFORT, 2000).

O Ag5 é encontrado na saliva de insetos hematofagos, como flebotomineos
(CHARLAB et al., 1999), mosquitos (CALVO et al., 2007; VALENZUELA et al., 2002)
carrapatos (MANS et al.,, 2008) e triatomineos (ASSUMPCAO et al.,, 2012;
ASSUMPCAO et al., 2008, 2011; RIBEIRO et al., 2004), e pode estar relacionado a
modulacdo do sistema imunoldgico do hospedeiro ou a inibicdo da coagulacgéo,
visando prolongar o processo de hematofagia (GIBBS; ROELANTS; O'BRYAN, 2008).
Em moscas hematofagas, a funcéo de certos membros da familia Ag5 presentes na
saliva de insetos hematéfagos foi elucidada. Exemplos incluem os inibidores
plaguetarios de Tabanus yao (XU et al.,, 2008), e uma proteina de ligacdo a
imunoglobulina de 27 kDa de Stomoxys calcitrans, que pode atuar como inibidor da
via classica do complemento (AMERI et al., 2008). Em outros insetos, como da ordem
Hymenoptera, o Ag5 € um alérgeno potente, sendo as picadas desses insetos uma
causa de anafilaxia mediada por IgE em adultos (BAZON et al., 2018; KING;
SPANGFORT, 2000; PANTERA et al., 2003; WORM?* et al., 2014). Devido a isso, 0
Ag5 tem se mostrado relevante para o diagndéstico de reacfes alérgicas graves a
venenos, pela identificacdo de anticorpos IgE especifico especialmente em pacientes
sensibilizados (VOS et al., 2013).

Em triatomineos, o antigeno 5 foi descrito nos proteomas das espécies T.
pallidipennis (HERNANDEZ-VARGAS et al., 2017), T. dimidiata (SANTIAGO et al.,
2018), R. neglectus (SANTIAGO et al., 2016), D. maxima (ASSUMPCAO et al., 2011),
T. sordida (PRACA et al., 2022) sendo descrito pela primeira vez na saliva de R.
neglectus (RIBEIRO et al., 2004). Além disso, no estudo dos sialocomplexomas de
cinco espécies de triatomineos, o antigeno 5 foi identificado apenas na saliva de D.
maxima (SANTIAGO et al., 2020a). Além disso, sequéncias da familia do antigeno 5
sdo comumente encontrados em trabalhos de transcriptomas, como em P. liganarius
(NEVOA et al.,, 2018), P. chinai (KATO et al.,, 2017), P. megistus (RIBEIRO;
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SCHWARZ; FRANCISCHETTI, 2015), T. infestans (SCHWARZ et al., 2014), T. rubida
(RIBEIRO et al., 2012), T. matogrossensis (ASSUMPCAO et al., 2012), T. dimidiata
(KATO et al., 2010) e T. brasiliensis (SANTOS et al., 2007).

Estudos com o Ag-5 da saliva de D. maxima e T. infestans mostraram que ele
possui atividade antioxidante e capacidade de inibir a agregacéo plaquetaria induzida
por baixas doses de colageno e o estresse oxidativo em neutrofilos (ASSUMPCAO et
al., 2013).

Embora amplamente descrito na saliva de artropodes hemato6fagos, a funcéo
do Ag5 nao é totalmente compreendida (NEVOA et al., 2018). Estudos recentes sobre
sua atividade em triatomineos e outros insetos hematéfagos sdo escassos, mesmo
que demonstre ser uma molécula promissora, com potencial para o desenvolvimento
de novos biomarcadores (VOS et al.,, 2013) e terapias para doencas tromboéticas
(SANTIAGO et al., 2020b).

6.1.6. Proteinas de Ligagdo a Odorantes (OBP)

As Proteinas de Ligacdo a Odorantes (OBPs) sao proteinas solluveis de baixo
peso molecular, que constituem uma superfamilia extensa e diversa de proteinas
(PELOSI, 1994). O nome deriva da expressao dessas proteinas no sistema olfativo
dos animais, onde sdo fundamentais para a ligacdo a odorantes e essenciais na
transducgé&o de sinais quimiossensoriais (ZHOU, 2010).

As OBPs estéo presentes tanto em vertebrados quanto em insetos, mas com
estruturas diferentes (SUN; XIAO; CARLSON, 2018). OBPs de vertebrados possuem
semelhanca de sequéncia com as lipocalinas, composta por oito folhas 3 dispostas
em um formato de barril, criando uma cavidade de ligacdo adequada para moléculas
hidrofébicas de pequeno porte (GONCALVES et al., 2021). Em insetos, as OBPs
possuem uma conformacao caracteristica com seis a-hélices e seis residuos de
cisteina que formam trés pontes dissulfeto. Essas proteinas tém massa entre 13 e 16
kDa, contém um peptideo sinal e apresentam uma cavidade interna para ligacéo de
moléculas hidrofobicas pequenas (PELOSI, 1994; PELOSI et al., 2018; SUN; XIAO;
CARLSON, 2018)

As OBPs podem ser divididas em quatro subcategorias: OBPs de insetos,
OBPs de vertebrados, proteinas quimiossensoriais (CSPs) e Niemann-Pick C2
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(NPC2) (PELOSI; ZHU; KNOLL, 2018). Outra classificacdo se baseia na afinidade de
ligacdo das OBPs, dividindo-as em subgrupos funcionais. As proteinas de ligacdo a
feromonios (PBPs) preferencialmente se ligam a feromonios (VOGT; RIDDIFORD,
1981); j& as proteinas de ligacdo a odorantes gerais (GOBPSs) se ligam a compostos
volateis, para detectar odores de alimentos e hospedeiros (PELOSI; ZHU; KNOLL,
2018). As proteinas especificas de antenas (ASPs ou ABPS) estdo presentes nas
antenas dos insetos e auxiliam na localizagéo de locais de oviposi¢cao, alimentos e
parceiros, especialmente em fémeas (PICIMBON, 2020). Ainda, as OBPs de insetos
podem ser classificadas com base em seu tamanho e nimero de residuos de cisteina,
OBPs classicas com seis cisteinas, OBPs C-plus com oito cisteinas conservadas, C-
minus com quatro e OBPs atipicas com nove a dez cisteinas conservadas (FAN et al.,
2011).

Cada vez mais estudos mostram que as OBPs, além de solubilizar compostos
odorantes hidrofobicos na linfa sensilar das antenas, sdo expressas em outros tecidos,
desempenhando func¢des mais amplas e apresentando afinidades variadas para
diferentes ligantes (PELOSI et al., 2018). Encontradas também em 6rgaos gustativos,
essas proteinas, como a Obp49a de Drosophila, podem inibir neurénios de paladar
doce em resposta a compostos amargos (JEONG et al., 2013), enquanto outras, como
Obp57d e Obp57e, influenciam a escolha de plantas hospedeiras nas moscas-das-
frutas (MATSUO et al., 2007). Além disso, OBPs foram detectadas na hemolinfa (KIM
et al.,, 2017), em tecidos reprodutivos (PITTS et al., 2014), cascas de ovos de
mosquitos (AMENYA et al., 2010) e glandulas salivares de insetos (SANTIAGO et al.,
2020b), demonstrando uma distribuicdo e funcionalidade mais ampla do que
inicialmente se pensava. Dados de RNA-seq em Drosophila revelaram a expressao
de mais de 25 OBPs em tecidos fora dos 6rgédos olfativos (LEADER et al., 2017).

As OBPs salivares sdo mais bem caracterizadas em mosquitos, onde formam
a familia multigénica D7, uma das mais abundantes nas glandulas salivares desses
insetos (ARCA; RIBEIRO, 2018). As proteinas da familia D7 atuam na modulacdo de
respostas inflamataorias e na inibicdo da coagulacdo sanguinea. Elas fazem isso ao se
ligarem a aminas biogénicas e leucotrienos, pequenas moléculas envolvidas na
inflamacéo, alergias, permeabilidade vascular e regulacdo do tdnus vascular.
Funcionando como kratagonistas, as D7 se ligam a moléculas pro-inflamatorias, como

serotonina, epinefrina, histamina e cisteinil-leucotrienos, reduzindo seus efeitos no
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hospedeiro e, assim, contribuindo para a eficacia da alimentacdo sanguinea. Fora a
familia D7, o conhecimento sobre as OBPs salivares € limitado. Observou-se que a
maioria das proteinas D7 sdo reguladas positivamente nas glandulas salivares das
fémeas de mosquitos, o que destaca seu papel na aquisicio de sangue (ARCA;
RIBEIRO, 2018; CALVO et al., 2006, 2009; CHEA et al., 2024; MANS et al., 2007,
WANG et al., 2020; ZAFAR et al., 2022) . Em um estudo recente, mosquitos Aedes
aegypti com knock-out da proteina salivares AeD7L precisaram de mais tempo de
sondagem em comparagao aos mosquitos wildtypes, confirmando a importancia das
D7 na alimentacdo sanguinea (MARTIN-MARTIN et al., 2023)

A expressdo das OBPs varia entre as espécies de insetos, com algumas
apresentando de dezenas a centenas dessas proteinas (SUN; XIAO; CARLSON,
2018). Por exemplo, em Aedes aegypti, durante a alimentacdo sanguinea, as
proteinas D7 estdo entre as mais abundantes nas glandulas salivares das fémeas
(VALENZUELA et al., 2002). Nos triatomineos, as OBPs sdo identificadas no sialoma,
mas com uma expressdo geralmente baixa. As sequéncias de OBPs foram
encontradas no sialoproteoma de espécies como P. lignarius (NEVOA et al., 2018), P.
megistus (RIBEIRO; SCHWARZ; FRANCISCHETTI, 2015), T. infestans (SCHWARZ
et al., 2014) , T. rubrofasciata (MIZUSHIMA et al., 2020), T. dimidiata (SANTIAGO et
al., 2018) e R. neglectus (SANTIAGO et al., 2016). Em relacdo ao proteoma, até o
momento, foram identificados em T. dimidiata (SANTIAGO et al., 2018) e T. sordida
(PRACA et al., 2022). Na presente andlise LC-MS do grupo de proteinas de ligacao a
odorantes, foram realizadas 9 identificacdes. No entanto, é relevante observar que
apenas duas dessas proteinas apareceram em mais de uma réplica, e nenhuma
identificac&o foi feita na réplica 3.

A baixa expressdo das OBPs na saliva de triatomineos levanta questdes
sobre seu papel na hematofagia. A OBP pode exercer sua funcédo de maneira eficaz
mesmo em concentragdes baixas, possivelmente agindo de forma sinérgica com
outras proteinas salivares (SILVA, 2024). Nesse sentido, mais estudos sé&o
necessarios para esclarecer o papel das OBPs na saliva de triatomineos.

As OBPs tém despertado crescente interesse e podem ser aplicadas em
biotecnologia, como na producédo de biossensores (LONDONO-RENTERIA et al.,
2018). Nas ultimas décadas, as OBPs tém sido exploradas como alvos promissores

devido as suas caracteristicas favoraveis, como solubilidade natural, estabilidade
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estrutural e resisténcia a degradacao térmica e proteolitica (GONCALVES et al.,
2021). Por exemplo, O D7L é reconhecido por sua imunogenicidade em humanos e
tem sido sugerido como um possivel marcador de exposi¢cdo ao Anopheles gambiae
(OSENO et al., 2022). Em um outro estudo, foi demonstrado que a resposta de IgG
contra as proteinas recombinantes AeD7L1+2 serve como um marcador altamente
sensivel e especifico para a exposicdo humana as picadas de Aedes spp. Com isso,
0s autores propuseram uma nova ferramenta sorologica que facilita a triagem rapida
de individuos expostos a mosquitos potencialmente infectados (CHEA et al., 2024).
Foi descoberto que a expressdo das OBPs é modulada em resposta a
estimulos especificos, como infeccdes virais. Um exemplo relevante é o AeOBP22,
uma OBP do Aedes aegypti, cuja expressao nas glandulas salivares € aumentada em
resposta a infec¢céo pelo virus da dengue (DENV), em combina¢do com outros genes
guimiossensoriais (LONDONO-RENTERIA et al., 2018; WANG et al., 2020). No
entanto, estudos semelhantes ainda n&do foram realizados em triatomineos. Existe
uma lacuna significativa na pesquisa sobre as sequéncias das OBPs em triatomineos,
o que dificulta uma compreensédo mais profunda sobre o papel dessas proteinas na
alimentacdo sanguinea e na transmissao de doencas. A aplicacédo de técnicas como
a protedbmica pode ser fundamental para preencher essa lacuna, permitindo uma
compreensdao mais detalhada dos mecanismos moleculares envolvidos e
potencialmente contribuindo para o desenvolvimento de novas abordagens para o

controle de vetores.

6.1.7. Relacionado a imunidade

Durante a aquisicdo de sangue, os insetos hematéfagos estdo expostos a
uma variedade de microrganismos que podem ser adquiridos tanto durante a
alimentacdo quanto pela coprofagia, incluindo bactérias ndo simbiéticas (EICHLER,;
SCHAUB, 2002). Diferentemente dos mosquitos, que também se alimentam de néctar
e apresentam uma diversidade microbiana elevada na saliva (SHARMA et al., 2014),
os triatomineos consomem exclusivamente sangue, substancia estéril, e
aparentemente ndo necessitam de compostos antimicrobianos salivares (MEISER et

al., 2023). Ainda assim, investigacbes revelam que as glandulas salivares de
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diferentes espécies de triatomineos contém uma variedade de bactérias, como
Candidatus Arsenophonus triatominarum (HYPSA; DALE, 1997; LIMA et al., 2018).

Além da coprofagia, outras vias de infeccdo incluem o contato das partes
bucais com a pele do hospedeiro antes e depois da alimentagcédo e, em estagios de
desenvolvimento, a ingestdo de ar durante a muda (GUARNERI; SCHAUB, 2021,
SALCEDO-PORRAS; LOWENBERGER, 2021). Além das bactérias simbioéticas, os
triatomineos também entram em contato com o Trypanosoma cruzi, o que reforca a
importancia de seus mecanismos imunoldgicos na contencdo desses patdégenos
(SALCEDO-PORRAS; LOWENBERGER, 2019, 2021).

A invasado de microorganismos desencadeiam uma resposta imune humoral,
que resulta na producao e liberacdo de peptideos antimicrobianos (KURATA, 2006).
Nas glandulas salivares de triatomineos, diversos genes que codificam esses
peptideos de diferentes massas moleculares sdo expressos e apresentam regulacao
positiva ap6s a alimentacdo sanguinea, indicando uma funcéo essencial da imunidade
logo apos a refeicdo (DE MARCO et al., 2010; KOLLIEN et al., 2001; MEISER et al.,
2023). Entre esses AMPs destacam-se defensinas (4 kDa), inibidores de protease tipo
pacifastina (4 kDa), diptericina (9 kDa), prolixicina (11 kDa), histonas (13 e 15 kDa),
triatox (14,8 kDa), lisozimas (15 kDa), proteinas do tipo hemolisina (16 kDa), atacinas
(20 kDa) e trialisinas (22 kDa) (ASSUMPCAO et al., 2012; FLORES-VILLEGAS et al.,
2015; MEISER et al.,, 2023; PRACA et al., 2022; RIBEIRO et al.,, 2012, 2014;
SALCEDO-PORRAS; LOWENBERGER, 2019, 2021; SANTIAGO et al., 2020b). Na
saliva de varias espécies de triatomineos, foram encontradas proteinas
antimicrobianas diversas, incluindo uma atacina, uma prolixicina, uma triatox e uma
diptericina, além de oito defensinas, oito trialisinas e cinco lisozimas (MEISER et al.,
2023; SALCEDO-PORRAS; LOWENBERGER, 2019).

No proteoma de T. costalimai, foram identificadas proteinas associadas a
resposta imunoldgica, como Triatox (Q45KX2), Atacina putativa (AOA224XZX2) e uma
Proteina bactericida de aumento de permeabilidade (Bactericidal permeability-
increasing protein - BPI) (E2J7B6), além das hemolisinas e trialisinas que ja foram
discutidas.

A Triatox foi identificada na saliva de T. infestans (CHARNEAU et al., 2007).
A triatox possui uma estrutura a-hélice anfipatica, caracteristica comum de peptideos

antimicrobianos, que Ihe permite interagir com membranas celulares. Essa estrutura
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sugere que o triatox pode atuar como um peptideo antimicrobiano, desempenhando
um papel na defesa inata do triatomineo (ASSUMPCAO et al., 2008). No sialoma de
T. sordida, que também foi coletado em ambiente silvestre e peridomiciliar, foi
encontrada uma sequéncia codificando a Triatox, entre os 100 contigs mais expressos
na classe secretada, sugerindo sua relevancia para a espécie (PRACA et al., 2022).
Contudo, a eficacia da triatox em relacdo a bactérias Gram-positivas ou Gram-
negativas ainda néao foi explorada.

Uma proteina bactericida de aumento da permeabilidade (BPI) (E2J7B6) foi
identificada no proteoma de T. costalimai em todas as réplicas, apresentando 100%
de similaridade com uma BPI encontrada no transcriptoma de T. matogrossensis
(ASSUMPCAO et al., 2012). Essa proteina foi identificada também no transcriptoma
das glandulas salivares de um percevejo predador Orius laevigatus (Hemiptera:
Anthocoridae) (BAEK; LEE, 2014). Em triatomineos, € a primeira vez que aparece no
proteoma. A BPI é uma proteina antimicrobiana que participa da defesa dos insetos e
tem alta afinidade pelos lipopolissacarideos (LPS) da membrana externa de bactérias
Gram-negativas, as quais se liga e neutraliza (ELSBACH, 1998). Essa afinidade
permite que a BPI interrompa rapidamente o crescimento bacteriano ao se ligar ao
LPS de bactérias vivas, resultando em efeito citotoxico especifico contra essas
bactérias (WEISS, 2003). Além disso, a BPI atua na defesa contra infecc6es Gram-
negativas e inibe processos inflamatorios ao interagir com a LBP (proteina de ligacédo
a LPS), que, por sua vez, facilita a formacao do complexo LPS—CD14, essencial para
a resposta inflamatoria mediada pelo receptor TLR4 (receptor Toll-like 4) (BAEK; LEE,
2014; KRASITY et al., 2011).

O desenvolvimento bacteriano em triatomineos é controlado ou inibido por
compostos  antimicrobianos  (LIMA et al, 2018; SALCEDO-PORRAS;
LOWENBERGER, 2019). Isso sugere gue essas proteinas atuam na defesa desde o
inicio da alimentacao, e também tém um papel na protecéo e digestdo no estbmago e
intestino (GUMIEL et al., 2020). Nesse sentido, 0 mapeamento do proteoma permite
entender a diversidade e a abundéncia dessas proteinas antimicrobianas, ampliando
o conhecimento sobre os mecanismos de defesa e resisténcia dos triatomineos
silvestres. Além disso, contribui para elucidar a interacdo do vetor com os patdgenos,
como T. cruzi, que pode modular a producdo de AMPs, influenciando a resposta
imune do inseto e seu papel na transmissao da doenca (SCHAUB, 2021).
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6.2. Outras proteinas secretadas

6.2.1. Vitelogenina/Apolipoforina

Entre as proteinas secretadas no proteoma de T. costalimai, foram
encontradas proteina cognata de choque térmico de 70 kDa (HSP70), a lipoproteina
vitelogenina e a apolipoforina. Esses achados também aparecem no sialoma de T.
sordida (PRACA et al., 2022), e sialocomplexomas de outros triatomineos
(SANTIAGO et al., 2020a), indicando uma possivel fungdo comum dessas proteinas
no contexto da hematofagia.

A vitelogenina € uma lipoproteina precursora da vitelina que contribui de forma
essencial para o desenvolvimento do odcito, fornecendo nutrientes necessarios nas
fases iniciais do desenvolvimento embrionario (TUFAIL et al., 2014). Além de ser uma
proteina de transporte de lipidios, a vitelogenina apresenta potencial para exercer
funcbes fisiologicas distintas (SANTIAGO et al., 2020a). Em insetos hematéfagos, sua
presenca pode estar associada a absorcado e ao transporte de lipidios provenientes
da dieta sanguinea (PRACA et al., 2022; SANTIAGO et al., 2020a).

As lipoforinas, lipoproteinas especificas de insetos, sdo compostas por lipidios
e proteinas que transportam lipidios pela hemolinfa (DHAWAN et al., 2017). Foram
descritas trés apolipoforinas, sendo elas ApoLp-I, ApoLp-Il e ApoLp-IIl (BLACKLOCK,;
RYAN, 1994). A apolipoforina-Ill (ApoLp-IIl) € uma proteina anfipatica da hemolinfa
gue se liga hidrofobicamente a superficies de lipoproteinas, facilitando o transporte de
lipidios em meios aquosos (KIM et al., 2004). A apoLp-Ill tem papel importante na
imunidade; além de atuar como uma molécula de reconhecimento de padrbes na
resposta imune, ela se liga e neutraliza componentes da parede celular de
microrganismos (WHITTEN et al., 2004). A apoLp-Ill também auxilia na producéo e
na ativacao de peptideos antimicrobianos, regula o sistema de fenoloxidase e participa
da coagulagéao da hemolinfa (DHAWAN et al., 2017).

Embora tanto a apolipoforina quanto a vitelogenina sejam proteinas
transportadoras de lipidios na hemolinfa, foi proposto que cada uma possa

desempenhar papéis alternativos na saliva: enquanto a apolipoforina pode estar
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envolvida na mediacado de respostas imunes, a vitelogenina parece mais relacionada
ao transporte de lipidios alimentares (PRACA et al., 2022; SANTIAGO et al., 2020a).

6.2.2. Proteinas de choque térmico (Heat Shock protein)

As proteinas de choque térmico HSP70 e HSP90 foram identificadas como
proteinas secretadas no proteoma de T. costalimai. As proteinas de choque térmico,
também chamadas de chaperonas moleculares, ajudam a manter o correto
dobramento de proteinas celulares, incluindo o redobramento de proteinas
desnaturadas apos estresse (KING; MACRAE, 2015). Elas podem ser expressas de
forma continua ou induzida por estresse, e sdo organizadas em cinco familias
principais com base no tamanho molecular: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 e
pequenas Hsps, cada uma com funcdes especificas no auxilio & manutencéo proteica
(KING; MACRAE, 2015).

Embora HSPs ja tenham sido identificadas na saliva de triatomineos, seu
papel ainda ndo esta claro. Foi proposto que a presenca dessas proteinas pode ser
resultado de uma contaminacdo acidental por proteinas do tecido das glandulas
salivares, durante a dissecacao e coleta de saliva (SANTIAGO et al., 2018, 2020a).
Contudo, tanto nos estudo dos sialocomplexos de triatomineos (SANTIAGO et al.,
2020a) quanto no sialoma de T. sordida (PRACA et al., 2022), a HSP70 foi identificada
entre as proteinas salivares, e aqui observou-se novamente sua presenga como
proteina putativamente secretada. Estudos anteriores indicam que a HSP70 poderia
ter uma funcéo no local da picada, interferindo na fibrinogendlise do hospedeiro, como
observado em carrapatos (VORA et al., 2017).

Dessa forma, as mesmas proteinas foram novamente identificadas, agora no
proteoma de T. costalimai, indicando sua possivel secrecédo. Contudo, € necessario
gue estudos adicionais sejam realizados para elucidar de maneira mais precisa o

papel dessas proteinas no processo de hematofagia.

6.2.3. Calreticulina

A calreticulina € uma proteina de ligacdo ao calcio com diferentes funcoes,

inicialmente reconhecida como uma chaperona molecular no reticulo endoplasmatico.
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No entanto, investigacdes subsequentes demonstraram que ela também exerce
papéis em ambientes intra e extracelulares, incluindo a saliva de artropodes
hematéfagos (MICHALAK et al., 1999). A estrutura da calreticulina é composta por
aproximadamente 400 residuos de aminoacidos, organizados em trés dominios
principais. O primeiro € o dominio N-terminal, com cerca de 180 residuos, que
provavelmente adota uma estrutura globular. O segundo, o dominio central, possui
cerca de 70 residuos e contém trés repeticées de um motivo &cido de 17 aminoécidos.
Esse dominio é responséavel pela ligacao ao célcio com alta afinidade, mas com baixa
capacidade. O terceiro dominio, o C-terminal, é rico em residuos &cidos e lisina,
ligando o célcio com alta capacidade, porém com baixa afinidade (BAKSH;
MICHALAK, 1991; COPPOLINO; DEDHAR, 1998; MICHALAK et al., 1999).

A calreticulina tem mostrado propriedades imunomoduladoras, sendo capaz
de inibir a ativacdo da via classica do complemento e do sistema de coagulacéo
sanguinea em parasitas, como Trypanosoma cruzi (RAMIREZ et al., 2011) e
Hemonchus contortus (NARESHA et al., 2009). Além disso, foi proposto que a
calreticulina pode atuar como um biomarcador de exposicdo a carrapatos em
humanos ou até ser considerada um antigeno potencial para vacinas (DA SILVA VAZ
JUNIOR et al., 2024).

Em relacédo a Triatoma infestans, foi identificado que a calreticulina (TiCRT)
secretada nas glandulas salivares pode ter um papel importante na alimentacéo, ao
inibir a via classica de ativacdo do complemento. Estudos demonstraram que o
dominio S da calreticulina, responsavel pela interacdo com o componente C1 do
complemento, tem capacidade de bloquear essa via, prevenindo a geracédo de C4b,
um dos primeiros produtos da ativacdo do complemento. Essa adaptacao pode ser
um mecanismo de defesa do inseto contra os danos do sistema imunol6gico do
hospedeiro durante a alimentacédo sanguinea, ajudando a proteger o trato digestivo
anterior do inseto (WEINBERGER et al., 2017).

6.3. Proteinas constitutivas

O proteoma do extrato salivar de T. costalimai revelou a presenca de diversas
proteinas constitutivas, responsaveis por funcdes celulares essenciais e pela

manutencdo estrutural. Do total de 841 proteinas identificadas, 611 (aproximadamente
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72,64%) corresponderam a proteinas constitutivas. Essas proteinas constitutivas
foram agrupadas em 20 subcategorias, de acordo com o0s processos biolégicos aos
quais estdo associadas. Entre as 611 proteinas constitutivas, 0os grupos mais
representativos foram: maquinaria de sintese proteica (18,49%), modificacdo de
proteinas (16,53%), metabolismo energético (7,52%), detoxificacdo e antioxidantes
(7,36%) e processos metabolicos relacionados a proteinas (6,38%). Essas proteinas
sdo expressas de forma constante e estdo envolvidas em processos celulares
essenciais. Embora inicialmente tenham sido consideradas como contaminacéo de
outros tecidos durante a extracdo (SANTIAGO et al., 2020a), na realidade, elas
contribuem para a formacéo de moléculas com fun¢des importantes na saliva (PRACA
et al., 2022).

6.4. Distribuicdo das proteinas nas réplicas analisadas

As analises das diferentes réplicas revelaram variagcbes nas proteinas
identificadas, com a presenca de proteinas exclusivas em cada uma delas (Tabela 4).
Essas diferencas podem estar associadas a variacdes biolégicas, a sensibilidade
técnica ou a condi¢des experimentais.

Entre as proteinas exclusivas em cada uma das réplicas, algumas
desempenham papéis relevantes na fisiologia salivar dos triatomineos. Por exemplo,
na réplica 2 (R2), foi identificado o inibidor de protease AOA224X4N3, descrito como
um 'Putative serine proteinase inhibitor kunitz family with thrombospondin repeat’,
além de duas serino proteases (AOA170XJP7 e AOAOV0G395), todas com funcdes
potenciais na regulacdo da hemostasia do hospedeiro. Ainda em R2, foram
encontradas duas cisteino proteases, como AOA161MSP6, e a proteina
antimicrobiana 'Putative attacin' (A0OA224XZX2), com provavel funcdo de defesa
contra microrganismos. Na réplica 4 (R4), foi constatada a presenca de uma protease
do tipo aspartico (AOA170ZM10), que pode estar envolvida na digestdo de proteinas
do sangue. Ja na réplica 3 (R3), um membro da familia do antigeno 5, E2J713, foi
identificado, uma proteina conhecida por seu papel na modulagéo da resposta imune
do hospedeiro. Em R1 e R4, diferentes sequéncias de proteinas de ligacdo a

odorantes (odorant binding proteins) foram detectadas.
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Essas identificacbes reforcam a importancia de considerar as proteinas
exclusivas de cada réplica, uma vez que muitas delas possuem func¢des significativas
na saliva dos triatomineos e poderiam ser ignoradas se apenas as proteinas comuns
entre as réplicas fossem avaliadas. A lista completa dessas proteinas exclusivas pode
ser encontrada no Anexo 2. Embora a inclusdo dessas proteinas exclusivas néo
aumente de forma tao significativa o numero total de achados, o padréo de presenca
na saliva se mantém consistente. A adicdo de novas identificacdes é interessante pois
algumas dessas proteinas ainda ndo haviam sido identificadas em analises
protedmicas de outros triatomineos, apesar de suas sequéncias terem sido
detectadas em estudos transcriptdmicos.

No entanto, como o transcriptoma de T. costalimai ndo esté disponivel, as
identificacbes de proteinas neste estudo foram feitas com o banco de dados de
triatomineos do Uniprot, o que limitou a analise, j& que um transcriptoma especifico
das glandulas salivares poderia melhorar a precisdo e revelar proteinas exclusivas
dessa espécie. Diante disso, embora as proteinas putativamente secretadas e
relacionadas a hematofagia tenham sido identificadas em menor abundancia em
comparacdo com proteinas constitutivas, foi possivel confirmar a presenca de
proteinas cruciais para o processo de alimentacdo sanguinea.

Por fim, analise realizada pelo Gene ontology demonstrou que uma Unica
sequéncia esteve atribuida a mais de um termo GO. No contexto da saliva, essa
redundancia reflete as multiplas funcbes das proteinas presentes, destacando sua
principal atividade: interferir no sistema de defesa do hospedeiro. Isso ocorre por meio
de mecanismos como a inibicdo da hemostasia, vasodilatacédo, bloqueio da agregacéao
plaquetaria, acdo anticoagulante, anestésica e a modulacdo das respostas imunes
inata e adquirida do hospedeiro (ARCA; RIBEIRO, 2018; DE ARAUJO et al., 2012;
MONTANDON et al.,, 2016). Esses papéis reforcam os resultados previamente
observados, que evidenciam a complexidade das interacdes entre o vetor e o

hospedeiro.
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7. CONCLUSAO

Nesse estudo, foi possivel estabelecer uma col6nia de T. costalimai, um vetor
secundério da doenca de Chagas, no Insetario do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia a partir de individuos coletados em ambientes
peridomiciliares. O extrato salivar de T. costalimai adultos foi coletado e submetido a
andlise protedbmica, permitindo a realizacdo da primeira descricdo do sialoproteoma
da espécie.

Em concordancia com estudos anteriores sobre a saliva de triatomineos, a
familia das lipocalinas foi a mais abundante dentro do grupo de proteinas
putativamente secretadas em T. costalimai. Além das lipocalinas, foram identificadas
proteinas frequentemente encontradas na saliva de triatomineos, como
hemolisinas/trialisinas, antigeno-5 e proteinas de ligacdo a odorantes. A analise do
proteoma de T. costalimai também revelou uma diversidade de enzimas, bem como
vérias proteinas relacionadas a imunidade, incluindo peptideos antimicrobianos.

As fungbes desempenhadas pelas proteinas salivares dos triatomineos
apresentam redundancia, reforcando o papel dessas moléculas na superacdo das
defesas do hospedeiro. A andlise das glandulas salivares de T. costalimai contribui,
portanto, para aumentar o conhecimento sobre as adaptacdes moleculares
especificas dessa espécie e seu potencial papel na transmissdo da doenca de

Chagas.
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8. PERSPECTIVAS

v' Realizar a andlise transcriptbmica das glandulas salivares de Triatoma
costalimai;

v' Validar as identificacdes de proteinas, investigando a presenca de proteinas
exclusivas dessa espécie e avaliando a abundancia relativa das mesmas;

v' Elaborar uma descricdo detalhada do sialoma completo de T. costalimai,

proporcionando uma visdo mais aprofundada sobre suas proteinas salivares.
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10. ANEXO 1

Linha de comando BLATSP executado via terminal

22 windows PowerShell

0 Windows PowerShell
Copyright (C) Microsoft Corporation. Todes os direitos reservados.

Instale o PowerShell mais recente para obter noves recursos e aprimoramentos! https://aka.ms/PSWindows

PS C:\Users\arauj> blastp .\Desktop\202U0709BancoDadosTriatominios58371entries\formatteddatabase\202U0709database583
7lentries 5 le—3 3 28 28 5
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11.  ANEXO 2

Lista de proteinas identificadas no proteoma das glandulas salivares do
Triatoma costalimai.

Para visualizar a planilha no google drive:

https://drive.google.com/drive/folders/1dIOESSIAXX3QiIK4hYOTU01iI90g9RX3E

i7usp=sharing
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